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Le mélanome est le cancer cutané le plus agressif à cause de son importante 

hétérogénéité, son fort potentiel métastatique et sa résistance thérapeutique. Malgré les 

thérapies actuelles (thérapies ciblant la voie BRAF/MEK et immunothérapies), de 

nombreux patients sont encore en échec thérapeutique à cause de l’émergence rapide de 

résistances. L’hétérogénéité intra-tumorale et la plasticité des cellules de mélanomes 

participent à la résistance thérapeutique. La plasticité des cellules de mélanome 

correspond à leur capacité à osciller entre différents phénotypes cellulaires, du plus 

différencié, exprimant le marqueur mélanocytaire MITF, au plus dédifférencié, créant 

l’hétérogénéité tumorale. Cette plasticité phénotypique peut être induite par les thérapies 

ciblées. Dans ce contexte, l’acquisition d’un phénotype dédifférencié mésenchymateux a 

également été décrite comme un mécanisme d’échappement thérapeutique.  

La capacité des cellules cancéreuses à disséminer et à résister aux traitements 

repose sur leur pouvoir d’adaptation à l’écosystème tumoral. Au sein d’une tumeur, la 

cellule cancéreuse interagit avec un environnement complexe composé de cellules 

stromales et de la matrice extracellulaire (MEC). La MEC, principalement produite par 

les fibroblastes, est un réseau dynamique en constant remodelage ayant des propriétés 

physico-chimiques qui influencent l’architecture des tumeurs. Les cellules cancéreuses 

sont capables de percevoir la tension matricielle et d’y répondre par un processus appelé 

mécanotransduction. Plusieurs études ont montré le rôle de la rigidité de la MEC dans la 

progression et la réponse thérapeutique de différents cancers. Toutefois, l’impact de la 

rigidité matricielle et le rôle de la mécanotransduction dans la biologie des mélanomes 

sont peu connus. 

Mon projet de thèse a consisté à étudier l'influence des modifications de la rigidité 

matricielle tumorale dans la progression, la plasticité cellulaire et la résistance des 

mélanomes aux thérapies ciblées. 

Dans un premier temps, j’ai montré que les thérapies ciblant la voie BRAF/MEK 

stimulent in vitro et in vivo la production et l'assemblage, par les cellules de mélanome, 

d'une MEC riche en collagène qui contribue à une rigidification de la tumeur et à 

l'échappement thérapeutique. Dans un deuxième temps, j’ai analysé la réponse des 

cellules de mélanome aux changements de rigidité de la MEC, rencontrés par la cellule 

tumorale au cours de sa progression métastatique et en réponse aux thérapies ciblées.  

J’ai pu mettre en évidence que les cellules de mélanome qui présentent un phénotype 

dédifférencié mésenchymateux développent une mécano-addiction se traduisant par une 

augmentation de leur prolifération, de leur migration/invasion et de leur résistance 

thérapeutique sur un support rigide. De façon intéressante, j’ai identifié les récepteurs 

aux collagènes à domaine discoïdine DDR1 et DDR2 comme responsables de ce mécano-

phénotype, via l’activation dépendante du cytosquelette d’actomyosine du mécano-senseur 

transcriptionnel YAP.  

Ces travaux de thèse ont permis de montrer le rôle des DDR dans la 

mécanotransduction et la progression du mélanome et dévoiler une nouvelle vulnérabilité 

des cellules tumorales dédifférenciées. A terme, ils pourraient conduire au développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant le dialogue entre le mélanome et son 

microenvironnement matriciel. 

 

Mots clés : Mélanome cutané, Mécanostransduction, Résistance thérapeutique, YAP, DDR  
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Melanoma is the most aggressive and deadliest form of skin cancer due to its 

heterogeneity, high metastatic potential, and therapeutic resistance. Despite existing 

therapies, including targeted therapies against the BRAF/MEK pathway or 

immunotherapies, patients may still undergo therapeutic failure. This occurs in part 

due to the onset of resistance to therapies. Melanoma intra-tumoral heterogeneity and 

melanoma cell plasticity contribute to therapeutic resistance. Melanoma cell plasticity 

is the ability of cells to switch between different cell phenotypes. For example, 

melanoma cells can switch from a differentiated state, where they express the 

melanocytic marker MITF, to a more dedifferentiated state, thereby creating tumor 

heterogeneity. This cell plasticity can be induced by targeted therapies. In this 

context, the acquisition of a dedifferentiated mesenchymal phenotype has also been 

described as an escape mechanism in response to therapies.  

The ability of cells to disseminate and to resist treatment is based on their 

ability to adapt to their microenvironment. Within the tumor, tumor cells interact 

with a complex environment composed of stromal cells and extracellular matrix 

(ECM). The ECM, mainly produced by fibroblasts, is a dynamic web that is constantly 

remodeled and its physiochemical properties can influence tumor architecture. Tumor 

cells can sense the tension from the ECM and respond to it by a process called 

mechanotransduction. Previous studies have shown the role of ECM stiffening in the 

progression and therapeutic resistance of several solid cancers. However, the role of 

ECM stiffening and the role of mechanotransduction in melanoma is not fully 

understood.  

My thesis project investigated the influence of ECM stiffening modifications on 

melanoma progression, plasticity and resistance to targeted therapies.  

In the first part of my thesis, results showed that targeted therapies against the 

BRAF/MEK pathway stimulate in vitro and in vivo melanoma cells to produce and 

assemble a collagen rich ECM that contributes to tumor stiffening and therapeutic 

escape. In the second part of my thesis, we analyzed melanoma cell response to 

substrate stiffness modifications, which melanoma cells might encounter during 

disease progression and in response to targeted therapies. We demonstrated that 

melanoma cells harboring a differentiated mesenchymal-like phenotype are more 

sensitive to changes in ECM stiffness, as depicted by an increase in their proliferation, 

migration/invasion and resistance to therapy on a stiff substrate. Interestingly, we 

identified that the collagen receptors DDR1 and DDR2 are responsible for this 

mechanophenotype, through the activation of the mechanosensory protein YAP, which 

was dependent on the actomyosin cytoskeleton.  

This work highlights the role of DDR in melanoma mechanotransduction and 

progression and unveils a novel weakness of dedifferentiated cells. This work could 

therefore lead to future developments of new therapeutic strategies that target the 

interaction between melanoma cells and their ECM microenvironment. 

 

Keywords : Skin melanoma, Mechanotransduction, Therapy resistance, DDR, YAP  
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  Figure 1 : Le microenvironnement tumoral 

Figure 1 : Le microenvironnement tumoral 

La tumeur est entourée par un microenvironnement complexe comprenant les cellules 

endothéliales, qui tapissent les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les fibroblastes résidents 

et les fibroblastes associés aux cancers (CAF) et une grande variété de cellules dérivées de la 

moelle osseuse comme les macrophages, les lymphocytes, les mastocytes, les neutrophiles. Ce 

microenvironnement participe au développement tumoral, notamment via la sécrétion de 

cytokines, de facteurs de croissances ou encore via le remodelage de la matrice extracellulaire. 

CDMO : cellules de la moelle épinière ; CMI : cellules myéloïdes immunosuppressives ; MSC : 

cellules souche mésenchymateuse. 

Adapté de (Joyce and Pollard, 2009). 
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Chapitre 1 : 

Le microenvironnement tumoral 
 

Les cancers ne sont pas seulement un amas de cellules cancéreuses. Ils forment un 

organe complexe dans lequel des cellules saines sont recrutées et sont corrompues par les 

cellules malignes (figure 1). Les interactions entre les cellules tumorales et les cellules 

saines créent le microenvironnement tumoral. Les cellules non malignes du 

microenvironnement aident à la progression tumorale à tous les stades (figure 2). Les 

communications intercellulaires mettent en jeu un réseau complexe et dynamique de 

cytokines, chimiokines, facteurs de croissance, d’enzymes de remodelage de la matrice 

extracellulaire (MEC) et de composants matriciels. Tout cela permet de réguler un grand 

nombre de perturbations des propriétés chimiques ou biophysiques des tissus tumoraux. 

L’activité des cellules du microenvironnement ressemble au processus de cicatrisation, 

même si on retrouve également des cellules immunitaires comme les macrophages dans 

les tumeurs malgré une absence d’inflammation chronique (Grivennikov et al., 2010; 

Mantovani et al., 2008).  

L’importance du stroma tumoral a été décrite pour la première fois à la fin du 

XIXème siècle avec la théorie de « la graine et du sol » de Stephen Paget. Dans sa théorie, 

il postulait que les métastases d’un type de cancer, « la graine », vont toujours se former 

dans un site spécifique, « le sol », basé sur ses similarités avec le site primaire de la 

tumeur. Le Dr Dvorak, en 1986, va ensuite caractériser la tumeur comme « une blessure 

qui ne guérit jamais » (Dvorak, 1986). 

Ces 15 dernières années, le microenvironnement tumoral est sujet à de nombreuses 

études pour comprendre son rôle dans la progression tumorale et la résistance 

thérapeutique (figure 2). Les caractéristiques communes des différents 

microenvironnements tumoraux retrouvés dans des cancers d’origine variée suggèrent que 

le ciblage des cellules non malignes du microenvironnement ou de leurs interactions avec 

les cellules cancéreuses pourrait améliorer la prise en charge du patient (Belli et al., 2018; 

Joyce, 2005; Wang et al., 2017).  

Récemment, une étude a montré que le microenvironnement tumoral du cancer du 

pancréas est divisé en sous parties, qui sont soit riches en fibroblastes, en cellules 

immunitaires et en cellules tumorales agressives, soit riches en matrice et pauvre en 

fibroblastes activés et cellules immunitaires pro-tumorales (Grunwald et al., 2021). 

Le mélanome possède également son propre microenvironnement tumoral 

(Villanueva and Herlyn, 2008) qui dépend du lieu de la tumeur primaire. Le 

microenvironnement du mélanome cutané est desmoplasique, c’est-à-dire constitué de 

fibroblastes avec une accumulation massive de composants de la MEC tels que de la 

fibrine, de la fibronectine, des collagènes (I, III, VI, XV, XVIII), de la laminine 7, des 

ténascines, de l’hyaluronane ou de l’ostéopontine, et myxoïde, à savoir riche en 

protéoglycanes (Ruiter et al., 2002). Les processus qui ont lieu dans le 

microenvironnement tumoral du mélanome incluent la protéolyse du collagène et de 

l’élastine au niveau du front d’invasion, ainsi que l’infiltration de lymphocytes et 

l’angiogenèse (Labrousse et al., 2004).  
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Figure 2 : Rôle des cellules du microenvironnement tumoral dans les propriétés tumorales 

Figure 2 : Rôle des cellules du microenvironnement tumoral dans les 

propriétés tumorales 

Parmi les huit « hallmarks of cancer » (Hanahan and Weinberg, 2011), il y en a sept qui 

impliquent les cellules stromales du microenvironnement tumoral. Les cellules stromales 

peuvent être divisées en trois groupes : les cellules immunitaires, les FAC et les cellules 

endothéliales. Ces différents types cellules ont des implications diverses dans les différents 

« hallmark of cancer ». Leurs implications diffèrent selon le type de tumeur et l’organe de la 

tumeur primaire.  

Adapté de (Hanahan and Coussens, 2012)  
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I. Les principaux constituants du microenvironnement 

tumoral 
La composition du microenvironnement tumoral peut varier d’une tumeur à une 

autre mais on retrouve globalement les mêmes types cellulaires et constituants non-

cellulaires qui se divisent en trois groupes :  

- Les cellules d’origine hématopoïétique 

- Les fibres nerveuses 

- Les cellules d’origine mésenchymateuse 

- Les composants non cellulaires  

A. Les cellules d’origine hématopoïétique 

Les cellules d’origine hématopoïétique jouent un rôle dans l’inflammation des 

tumeurs, régulent la réponse immunitaire tumorale et participent à l’angiogenèse, la 

croissance tumorale ou la dissémination métastatique.  

a) Les cellules de la lignée lymphoïde 

1. Les lymphocytes T 

Les lymphocytes T sont des cellules du système immunitaire adaptatif qui 

permettent d’amplifier la réponse immunitaire avec une réponse spécifique à 

l’antigène et une réponse mémoire, si l’organisme est de nouveau confronté à l’agent 

infectieux.  

Différentes populations de lymphocytes T sont présentes au sein du 

microenvironnement tumoral. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, capables de tuer 

les cellules tumorales, sont associés à un bon pronostic pour les patients (Fridman et 

al., 2012). Les lymphocytes T CD4+ favorisent la croissance tumorale (Fridman et al., 

2012). Notamment, les lymphocytes T CD4+ les plus décrits pour être pro-tumoraux 

sont les cellules T régulatrices (Treg) (Hsieh et al., 2012). Les Treg produisent de l’IL-

10 et du TGFβ (Transforming Growth Factor β) qui inhibent la reconnaissance et la 

dégradation des cellules tumorales par le système immunitaire (Campbell and Koch, 

2011). Ils corrèlent donc avec un mauvais pronostic dans de nombreux types de 

cancers.  

Dans la majorité des cancers, les lymphocytes T n’arrivent pas à éliminer 

correctement les cellules tumorales (Boon et al., 2006), notamment à cause des 

différents mécanismes immunosuppresseurs dans le microenvironnement tumoral 

(Schreiber et al., 2011). L’augmentation de l’expression de PD-1 (programmed cell 

death 1) à la surface des cellules T ainsi que son interaction avec son ligand PD-L1 à 

la surface des cellules tumorales ou des cellules dendritiques pourrait expliquer la 

dysfonction des cellules T. Les immunothérapies ciblent cette interaction et sont 

utilisées pour les patients en clinique dans le cas du mélanome ou d’autres tumeurs 

solides (Balar et al., 2017 ; Borghaei et al., 2015 ; Motzer et al., 2015 ; Robert et al., 

2014).   

 



Page | 31  
 

2. Les lymphocytes B 
Les lymphocytes B sont également des cellules du système immunitaire 

adaptatif. L’infiltration des lymphocytes B dans le microenvironnement est de bon 

pronostic pour certains cancers du sein ou des ovaires (Coronella et al., 2001 ; Milne et 

al., 2009). Toutefois, des études pré-cliniques montrent que les lymphocytes B inhibent 

la réponse cytotoxique des lymphocytes T favorisant leur rôle pro-tumoral dans les 

carcinomes épithéliaux (de Visser et al., 2005; Qin et al., 1998). De plus, une 

population de lymphocytes B, appelés B régulateurs (Breg), augmente la progression 

tumorale et inhibe la réponse immunitaire spécifique contre la tumeur (Mauri and 

Bosma, 2012; Olkhanud et al., 2011).  

Dans le mélanome, la présence de lymphocytes B est marqueur de bon pronostic 

(Selitsky et al., 2019) et également un marqueur de réponse pour les immunothérapies 

(Griss et al., 2019). Pourtant les lymphocytes B peuvent aussi être responsables de la 

résistance thérapeutique dans le mélanome via leur production d’IGF-1 

(Somasundaram et al., 2017). 

3. Les cellules « Natural Killer » 
Les cellules « Natural Killer » (NK) sont un type de lymphocyte cytotoxique du 

système immunitaire inné. Pour de nombreux cancers comme le cancer colorectal ou le 

cancer du poumon, la présence de cellules NK est un marqueur de bon pronostic 

(Tachibana et al., 2005). Pourtant, les cellules NK perdent leur fonction dans le 

stroma tumoral à cause du TGFβ produit par les cellules tumorales et ne sont plus 

capables d’exercer leur fonction normale qui consiste à tuer les cellules tumorales et 

(Fridman et al., 2012).  

b) Les cellules de la lignée myéloïde 

1. Les macrophages 

Les macrophages sont des cellules phagocytaires du système immunitaire inné. 

Lors de la réponse immunitaires, les macrophages vont se différencier en macrophages 

matures et polarisés en deux sous-groupes. Les macrophages M1 sont impliqués dans 

la réponse inflammatoire et l’immunité antitumorale tandis que les macrophages M2 

exercent plutôt des activités anti-inflammatoires et pro-tumorales. Les macrophages 

associés à la tumeur (Tumor-associated macrophages, TAM) sont abondants dans 

beaucoup de cancers et leurs activités sont principalement pro-tumorigènes, suggérant 

que les TAM proviennent de macrophages M2 (Biswas et al., 2006). Les TAM 

participent, notamment, à la migration, l’invasion et la formation de métastases ou 

l’angiogenèse (Condeelis and Pollard, 2006; Lin et al., 2006) et leur présence dans le 

microenvironnement tumoral est un marqueur de mauvais pronostic (Bingle et al., 

2002). Dans le mélanome, les cellules tumorales vont recruter des TAM en sécrétant 

du MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) ou du VEGF (Koga et al., 2008; Skobe 

et al., 2001).  
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2. Les cellules myéloïdes suppressives 

Les cellules myéloïdes suppressives (Myeloid-derived suppressor cells, MDSC) 

sont définies comme une population de cellules immunitaires inhibitrices, immatures, 

activées par différentes cytokines produites par les tumeurs (Gabrilovich et al., 2012). 

Ces cellules peuvent se différencier en TAM (Sica and Bronte, 2007), inhiber 

l’activation des lymphocytes T CD8+ (Kusmartsev et al., 2004) ou induire le 

développement des Treg (Huang et al., 2006) et la polarisation des macrophages en 

TAM (Sinha et al., 2007). Dans le cas du mélanome, les MDSC sont associés à une 

augmentation de la résistance aux immunothérapies (Huber et al., 2018).  

3. Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques (Dendritic cells, DC) sont capables de produire et 

présenter l’antigène lors de la réponse immunitaire. L’infiltration de DC dans la 

tumeur est un marqueur de mauvais pronostic (Li et al., 2017 ; Treilleux et al., 2004) 

car ils suppriment la réponse des lymphocytes T CD8+ au niveau de la tumeur (Fu and 

Jiang, 2018) ou stimulent la formation de Treg associée à la progression tumorale (Ito 

et al., 2007). L’hypoxie et l’inflammation tumorale perturbent aussi la réponse 

antitumorales des DC du microenvironnement tumoral. D’un autre côté, une 

stimulation thérapeutique des DC peut leur permettre de promouvoir la réponse 

immunogène antitumorale (Demoulin et al., 2013). Par exemple, dans un modèle 

murin de mélanome, l’utilisation d’un agoniste du récepteur TLR7, l’Imiquimod, 

entraine le recrutement de DC matures qui vont éliminer les cellules tumorales 

(Drobits et al., 2012).  

4. Les neutrophiles 

Les neutrophiles (Tumor-associated neutrophils, TAN) sont le type de 

granulocytes le plus abondant et font partie du système immunitaire inné. Les 

neutrophiles favorisent la croissance de la tumeur primaire et ont des effets pro-

tumoraux en augmentant l’angiogenèse (Nozawa et al., 2006), la dégradation de la 

MEC (De Larco et al., 2004) et la suppression immunitaire (Youn and Gabrilovich, 

2010). Les TAN peuvent également jouer un rôle dans la formation de métastase, dans 

le mélanome notamment, où ils se lient aux cellules tumorales pour faciliter leur 

entrée dans la circulation sanguine et donc leur dissémination (Soler-Cardona et al., 

2018). De plus, une étude récente du Dr Albrengues a montré, à l’aide d’un modèle 

murin de métastases pulmonaires de cancer du sein, que les neutrophiles produisaient 

des filaments de chromatines décondensés appelés NET (neutrophil extracellular 

traps), qui sont impliqués dans le réveil des cellules tumorales dormantes. 

(Albrengues et al., 2018). A l’inverse, des fonctions antitumorales ont aussi été 

observées après activation par plusieurs cytokines (Colombo et al., 1992). Dans ces 

conditions les neutrophiles peuvent éliminer les cellules tumorales (Granot et al., 

2011).  
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B. Les fibres nerveuses 
Les fibres nerveuses composants les systèmes nerveux sympathique et 

parasympathiques participent au maintien de l’homéostase dans les organes 

périphériques. C’est le cas par exemple de la prostate qui est très innervée, 

permettant ainsi sa croissance et sa régénération. Dans un contexte pathologique, il a 

été montré que certains cancers épithéliaux, dont le cancer de la prostate, sont 

entourés de nerfs envahis de cellules tumorales, suggérant une voie de dissémination 

par les fibres nerveuses (Magnon, 2013; Magnon et al., 2013 ). Une étude a montré que 

les tumeurs de la prostate sont riches en fibres nerveuses sympathiques. De plus, la 

destruction chirurgicale ou pharmacologique de ces fibres nerveuses sympathiques 

entraine la mort des cellules tumorales. Cela montre que les fibres nerveuses sont 

essentielles à la survie des cellules tumorales. Les fibres nerveuses ont été ensuite 

retrouvés dans d’autres types de cancer comme le cancer du sein, du poumon, de la 

peau, de l’estomac et du pancréas (Magnon, 2020; Peterson et al., 2015 ; Pundavela et 

al., 2015 ; Stopczynski et al., 2014; Zhao et al., 2014 ). Ces fibres constituent donc un 

élément important du microenvironnement tumoral.  

C. Les cellules d’origine mésenchymateuse 

a) Les cellules souches mésenchymateuses 
Les cellules souches mésenchymateuses (Mesenchymal stem cells, MSC) sont 

des cellules multipotentes qui peuvent se différencier en ostéoblastes, chondrocytes, 

adipocytes ou d’autres types cellulaires d’origine mésenchymateuse. Les MSC sont 

retrouvées dans de nombreuses tumeurs primaires. L’ajout de MSC au contact de 

cellules peu métastatiques de cancer du sein augmente leurs capacités à disséminer 

aux poumons (Karnoub et al., 2007). En plus de leur fonction sur la transformation 

maligne, les MSC peuvent se différencier en fibroblastes associés au cancer (CAF) 

stimulées par la sécrétion de TGFβ ou de SDF-1 (stromal cell derived factor 1) par les 

cellules tumorales (Direkze et al., 2004 ; Quante et al., 2011).  

b) Les cellules endothéliales 
Le système vasculaire tumoral a une structure anormale avec des vaisseaux 

sanguins hétérogènes avec des ramifications non structurées et des fuites qui 

entrainent l’inégalité du flux sanguin, de l’oxygénation et de la distribution des 

nutriments, ce qui augmente les zones d’hypoxie et facilite la dissémination 

métastatique (Carmeliet and Jain, 2011). Les cellules endothéliales, en formant le 

système vasculaire tumoral, sont donc des acteurs importants de la tumorigenèse et de 

la dissémination métastatique.  
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De plus, les tumeurs stimulent l’angiogenèse de vaisseaux lymphatiques 

(Alitalo, 2011). Les cellules endothéliales lymphatiques et les vaisseaux lymphatiques 

qu’elles forment jouent un rôle important dans l’invasion des cellules tumorales car 

ces dernières peuvent les emprunter pour leur dissémination. L’augmentation du flux 

lymphatique qui draine les tumeurs, améliorant ainsi la communication entre la 

tumeur et le ganglion, peut également provoquer un stress mécanique dans les CAF 

qui vont ainsi produire une MEC plus rigide qui va altérer la réponse immunitaire 

antitumorale (Swartz and Lund, 2012). 

c) Les péricytes 

Les péricytes, ou cellules stromales périvasculaires, sont des composants de la 

vascularisation tumorale en fournissant un support structural aux vaisseaux sanguins 

(Armulik et al., 2011). Un faible taux de péricytes couvrant les vaisseaux drainants la 

tumeur est associé à un mauvais pronostic dans le cancer de la vessie ou le cancer 

colorectal (O'Keeffe et al., 2008 ; Yonenaga et al., 2005), qui peut s’expliquer par le fait 

que la déplétion en péricytes entraine une augmentation de la perméabilité des 

vaisseaux sanguins et donc l’augmentation de l’hypoxie et des capacités métastatiques 

des cellules tumorales (Cooke et al., 2012).  

d) Les fibroblastes 
Les fibroblastes sont le type cellulaire le plus abondant du derme. En condition 

physiologique, les fibroblastes sont les cellules qui synthétisent la MEC et participent 

à la cicatrisation. Les fibroblastes ont une morphologie étoilée ou fusiforme. Ils sont 

dans un état quiescent et s’activent pour devenir des myofibroblastes lors de la 

cicatrisation (Darby et al., 2014), dans l’inflammation chronique ou la fibrose 

tissulaire (Desmouliere et al., 2003; Micallef et al., 2012).  

1. Définition 

Les fibroblastes associés au cancer (Cancer associated fibroblastes, CAF) sont le 

type cellulaire sain que l’on retrouve en plus grande proportion dans le 

microenvironnement tumoral. Lors des premières étapes de la tumorigenèse, les 

fibroblastes résidents naïfs jouent un rôle antiprolifératif, notamment dans le cancer 

ovarien ou le mélanome (Schauer et al., 2011 ; Zhou et al., 2016). Une fois recrutés et 

activés, les fibroblastes deviennent des CAF et acquièrent des propriétés pro-

tumorales (Hanahan and Coussens, 2012; Kalluri, 2016). Les CAF possèdent des 

propriétés morphologiques et fonctionnelles comparables à celles des myofibroblastes 

mais contrairement à eux, ils n’entrent pas en apoptose et persistent dans le 

microenvironnement tumoral (Kalluri, 2016). Les CAF sont les principaux producteurs 

de la MEC tumorale et présentent des propriétés contractiles dues à une activité 

importante de l’actomyosine, leur permettant de générer des forces de traction 

entrainant le remodelage et la rigidification de la MEC.   
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2. Origine  

Les CAF proviennent majoritairement du recrutement et de l’activation des 

fibroblastes résidents. Les cellules tumorales secrètent des cytokines comme le TGFβ 

(Transforming Growth Factor β) ou LIF (leukemia inhibitory factor) ainsi que des 

facteurs de croissance comme le PDGF (Platelet Derived Growth Factor) entrainant 

l’activation des fibroblastes résidents en CAF (Albrengues et al., 2014a ; Anderberg et 

al., 2009). Les CAF peuvent également provenir de MSC de la moelle osseuse en 

réponse à une stimulation par le TGFβ (Quante et al., 2011). Les cellules épithéliales 

tumorales peuvent se transformer en CAF par un processus de transdifférenciation 

nommé transition épithélio-mésenchymateuse (epithelial to mesenchymal transition, 

EMT) (Petersen et al., 2003). Par un processus similaire appelé transition endothélio-

mésenchymateuse, les cellules endothéliales peuvent également se transformer en 

CAF (Zeisberg et al., 2007). De plus, les cellules musculaires lisses, les péricytes et les 

adipocytes peuvent être des sources de CAF (Crisan et al., 2008; Orimo and Weinberg, 

2007 ; Xouri and Christian, 2010; Zhang et al., 2012) (figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3 : Les origines cellulaires possibles des CAF 

Figure 3 : Les origines cellulaires possibles des CAF 

Adapté de (Zhang and Liu, 2013)  
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3. Caractéristiques phénotypiques et 

hétérogénéité 

Les CAF sont caractérisés par l’expression de différents marqueurs. Ces 

marqueurs incluent FSP1, appelé aussi S100A4, la vimentine, α-SMA (α-smooth 

muscle actin), FAPα (fibroblast activation protein), PDGF receptor α ou β (PDGFRα ou 

PDGFRβ), desmine, DDR2 (discoidin domain receptor 2), la ténascine C, le 

protéoglycane NG2 (neuron-glial antigen 2), SPARC (secreted protein acidic rich in 

cysteine) et de nombreux autres qui sont listés dans cette revue (Gascard and Tlsty, 

2016). Ces marqueurs ne sont pas tous spécifiques au CAF, comme c’est le cas pour 

FSP1 qui est exprimé aussi par les macrophages (Osterreicher et al., 2011). FAPα est 

également présent dans une sous-population de cellules immunitaires CD45+ (Arnold 

et al., 2014) et dans les cellules tumorales (Girard et al., 2020; Lecacheur et al., 

2020)(Article 1). La desmine et PDGFRβ sont exprimées par les péricytes (Armulik et 

al., 2011). Par conséquent, il est nécessaire d’utiliser une combinaison de ces 

marqueurs pour reconnaitre les CAF.  

 

De plus en plus d’études s’intéressent à l’hétérogénéité des CAF qui pourrait 

être expliquée par leurs origines multiples. Par exemple, Öhlund et al. ont montré, 

dans le cancer du pancréas, qu’il existait 2 populations différentes de CAF : une 

population positive pour α-SMA, secrétant peu ou pas de cytokines et chimiokines et 

présente au niveau du front de l’invasion tumorale ; et une autre population 

exprimant moins d’α-SMA et secrétant plus de cytokines pro-inflammatoires (Ohlund 

et al., 2017). Plus récemment, Grumwald et al. ont identifié, en combinant des 

approches multi-omiques avec des données cliniques, différents sous-types de 

microenvironnement au sein d’une tumeur. Ainsi, la tumeur peut être composé de 

sous-types de microenvironnement « déserts », avec des fibroblastes fusiformes, des 

fibres de MEC matures lâches, de régions « réactives » qui contiennent des fibroblastes 

plus gros, avec de gros noyaux, peu de composants matriciels et riches en infiltrat 

immunitaire et des régions avec des niveaux intermédiaires des 2 précédents sous-

types. Ces différents sous-types proviennent de fibroblastes ayant pris des voies de 

différenciation différentes (Grunwald et al., 2021). 

 

Un nouveau sous-type de CAF, exprimant l’enzyme CD10, une métalloprotéase 

dépendante du Zinc, et GPR77 (G protein-coupled receptor 77) a été identifié dans des 

tumeurs de cancer du poumon ou du sein par l’équipe du Dr Song. Cette population de 

CAF favorise la croissance tumorale et la résistance à la chimiothérapie en fournissant 

une niche protectrice pour les cellules souches cancéreuses (Su et al., 2018). 
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L’équipe du Dr Mechta-Grigoriou (Costa et al., 2018) a identifié, dans le cancer 

du sein, 4 sous-populations de CAF caractérisées par les différents marqueurs qu’ils 

expriment (CD29 ou intégrine β1, FAPα, FSP1, α-SMA, PDGFRβ et CAV1 (cavéoline 

1)) (Table 1). Les populations CAF-S1 et CAF-S4 ont été retrouvées dans les tumeurs 

tandis que les CAF-S3 sont localisés au niveau juxta-tumoral. La population CAF-S2 

se retrouve dans les deux compartiments. La population CAF-S1 joue un rôle 

important dans l’immunosuppression en attirant les lymphocytes T, en augmentant la 

survie des lymphocytes T CD4+ CD25+ et en entrainant leur différenciation en cellules 

CD25+ FOXP3+. Ces cellules augmentent aussi la capacité des Treg à inhiber la 

prolifération des cellules T effectrices. La population CAF-S4, que l’on retrouve 

également dans la tumeur, n’est pas dotée de ses fonctions immunosuppressives. 

 

 CD29 FAPα FSP1 αSMA PDGFRβ CAV1 

CAF-S1 +|- + - / + + +|- / + - 

CAF-S2 - Ø Ø / - Ø Ø Ø 

CAF-S3 +|- Ø +|- / + Ø / - +|- Ø / - 

CAF-S4 + Ø - / +|- + - / +|- Ø / - 

 

 

Cette étude a été complétée par l’analyse de l’hétérogénéité des CAF dans les 

sites métastatiques, plus particulièrement dans le ganglion lymphatique. Les quatre 

sous-populations de CAF que l’on retrouve dans la tumeur primaire sont également 

retrouvées dans le ganglion lymphatique. On y retrouve plus particulièrement les 

CAF-S1 et CAF-S4 qui présentent des propriétés pro-invasives, en aidant les cellules 

tumorales à former des métastases. Ces fonctions sont assurées par différents 

mécanismes régulés par les CAF-S1 et les CAF-S4. Alors que les CAF-S1 stimulent la 

migration des cellules tumorales en activant l’EMT via SDF-1 et TGFβ, les CAF-S4, 

plus contractiles, induisent l’invasion tridimensionnelle des cellules tumorales par la 

voie Notch (Pelon et al., 2020).   

4. Rôle dans les cancers 

Les CAF participent à chacune des étapes de la progression tumorale, de 

l’initiation tumorale à la formation de métastases distantes du site primaire. Ils 

participent à la tumorigenèse en remodelant la MEC, en supprimant la réponse 

immunitaire, en sécrétant des facteurs solubles comme des facteurs de croissance ou 

des cytokines (figure 4). Le rôle des CAF dans l’initiation tumorale a été mis en 

évidence par l’étude de l’équipe du Dr Chung dans laquelle ils ont co-injecté des 

cellules saines de prostate avec des CAF, induisant la formation d’une tumeur (Camps 

et al., 1990).  
  

Tableau 1 Expression de différents marqueurs au sein des 4 populations de CAF Table 1 : Expression de différents marqueurs au sein des 4 populations de CAF 

(d’après (Costa et al., 2018))  



Page | 38  
 

Les CAF influencent la prolifération des cellules tumorales par leur sécrétion de 

cytokines, hormones et facteurs de croissance comme l’HGF (hepatocyte growth 

factor), l’EGF (epidermal growth factor), le FGF (fibroblast growth factor), le SDF-1, le 

CCL5 et l’IL-6 (Kalluri, 2016; Kalluri and Zeisberg, 2006; Park et al., 2020) qui 

présentent des effets mitogènes sur les cellules tumorales (Cirri and Chiarugi, 2011). 

En sécrétant du SDF-1 et du VEGF, les CAF permettent le recrutement des cellules 

endothéliales favorisant ainsi l’angiogenèse tumorale (Fukumura et al., 1998 ; Orimo 

et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 4 : Interactions des CAF avec les différentes cellules stromales et leurs rôles dans la progression tumorale 

Figure 4 : Interactions des CAF avec les différentes cellules stromales et 

leurs rôles dans la progression tumorale 

Les CAF peuvent promouvoir la tumorigenèse par différents processus comme l’angiogenèse, la 

prolifération, l’invasion et l’inhibition de la mort cellulaire. Ces effets passent par l’expression 

et la sécrétion de différentes cytokines, facteurs de croissance, protéases et protéines de la MEC 

comme SDF-1, FGF2, VEGF, TGFβ, HGF, ténascine-c, LOX ou les MMP). Les CAF influencent 

également la progression tumorale en interagissant avec les autres cellules stromales comme 

les adipocytes, les cellules immunitaires et les cellules endothéliales.  

Adapté de (Brennen et al., 2012) 
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Les CAF aident au recrutement et à la modulation des fonctions des cellules 

immunitaires. Comme précisé précédemment, la population de CAF-S1 a été décrite 

comme immunosuppressive (Costa et al., 2018). De plus, la sécrétion de CCL2 par les 

CAF entraine le recrutement des macrophages favorisant le développement tumoral 

(Hembruff et al., 2010; Ksiazkiewicz et al., 2010; Silzle et al., 2003). La sécrétion d’IL-

6 par les CAF inhibe la maturation des DC et l’activation des cellules T (Park et al., 

2004). Le TGFβ produit par les CAF a un effet immunomodulateur, en inhibant la 

prolifération des cellules B et T (Kehrl et al., 1986a; Kehrl et al., 1986b), en inhibant 

les fonctions des cellules inflammatoires et en entrainant la transformation de cellules 

T naïves des Treg (Chen et al., 2003). 

 

L’invasion et la dissémination des cellules tumorales peut être aidée par les 

CAF grâce à des interactions directes avec les cellules tumorales ou à la sécrétion de 

facteurs de croissance ou au remodelage de la MEC (De Wever et al., 2014).  

 

Les CAF modulent la MEC qu’ils produisent en sécrétant des protéases qui 

dégradent la MEC, nommées métalloprotéases (MMP), qui aide les cellules tumorales 

à traverser le tissu adjacent pour s’échapper de la tumeur primaire (Kalluri and 

Zeisberg, 2006). Les CAF peuvent aussi creuser des chemins d’invasion pour les 

cellules tumorales (Gaggioli et al., 2007a). Les MMP produites par les CAF peuvent 

promouvoir de façon directe l’invasion des cellules tumorales, comme MMP3 qui 

entraine l’EMT dans les cellules tumorales de cancer du sein en clivant le domaine 

extracellulaire de la E-Cadhérine qui va être dégradée (Lochter et al., 1997). Dans le 

mélanome, des évidences, in vitro, ont montré l’importance des MMP produites par les 

CAF dans l’invasion des cellules tumorales (Zhou et al., 2015).  

 

Les CAF sont donc des acteurs majeurs de la progression tumorale dans le 

microenvironnement car ils participent à la majorité des processus de la tumorigenèse 

(appelés « hallmarks of cancer » (Hanahan and Weinberg, 2011)) en interagissant, non 

seulement avec les cellules tumorales, mais également avec les autres cellules du 

stroma tumoral comme les adipocytes, les cellules immunitaires ou les cellules 

endothéliales, pour promouvoir la progression tumorale de façon plus agressive (figure 

4). De plus, les CAF jouent un rôle important dans la résistance thérapeutique, qui 

sera détaillé dans le chapitre 3. 
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D.Les composants non cellulaires du 

microenvironnement  

Le phénotype d’une tumeur n’est pas seulement dépendant des caractéristiques 

internes des cellules tumorales ou des cellules stromales mais il dépend aussi des 

interactions avec des composants non cellulaires du microenvironnement tumoral qui 

peuvent être des cytokines, des facteurs de croissance, des métabolites et des 

composants de la MEC (Jun and Lau, 2011; Koontongkaew, 2013 ) (figure 5). 

L’interaction des cellules tumorales avec les cellules stromales augmente la production 

de ces différents composants pour favoriser la progression tumorale (Patel et al., 

2018). 

   

Figure 5 : Exemple de composants non-cellulaires du microenvironnement tumoral 

Figure 5 : Exemple de composants non-cellulaires du microenvironnement 

tumoral 

Adapté de (Cavallo et al., 2007) 
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a) Les composants non matriciels 

1.  Les facteurs de croissance 

Les facteurs de croissance du microenvironnement ont été décrits pour 

promouvoir la progression tumorale et la formation de métastases. Ils permettent la 

communication inter-cellulaire entre différentes populations cellulaires, avec chacun 

leur type de récepteurs spécifiques, et participent à chaque étape du développement 

tumoral. Le VEGF joue un rôle important dans l’angiogenèse en recrutant les cellules 

endothéliales (Carmeliet and Jain, 2011). Le HGF, quant à lui, va permettre 

l’activation de fibroblastes normaux en CAF. (Wu et al., 2013). Le PDGF va également 

établir une communication avec les CAF ou les macrophages pour créer un 

microenvironnement tumoral adapté à la progression du cancer (Chu et al., 2014 ; 

Yang et al., 2016). Le HGF et l’IGF (insulin growth factor) stimule aussi l’EMT pour 

permettre l’invasion des cellules tumorales (Liu et al., 2017; Wang et al., 2014). 

2. Les cytokines 

Les différentes cytokines du microenvironnement tumoral sont les 

interleukines, la famille des TNF, la famille des interférons et la famille des TGFβ 

(Dranoff, 2004; Fernandes et al., 2015). Les cytokines influencent la tumorigenèse en 

participant à la communication paracrine qui s’établit entre les cellules tumorales et 

les cellules du microenvironnement tumoral, en favorisant la croissance des cellules 

tumorales ou en recrutant les cellules du système immunitaire (Dranoff, 2004). Par 

exemple, l’interleukine IL-6 augmente la survie et la progression tumorale en 

induisant l’activation de voie de réparation des dommages à l’ADN dans les cellules 

tumorales (Kumari et al., 2016) tandis que l’IL-35 stimule les macrophages pour qu’ils 

créent un environnement pro-inflammatoire (Zou et al., 2017).  

3. Les métabolites 

Les métabolites sont fournis par la circulation sanguine drainant la tumeur. La 

concentration en métabolites diminue lorsqu’on s’éloigne de l’entrée des vaisseaux 

entrainant l’apparition de gradients de métabolites dans la tumeur (Schworer et al., 

2019). Les CAF produisent des métabolites riches en énergie comme le lactate, les 

corps cétoniques, les acides gras, la glutamine et d’autres acides aminés dans l’espace 

extracellulaire, qui participent à la croissance des cellules tumorales (Kalluri, 2016). 

Le lactate produit par les cellules tumorales diminue la production d’IFNγ par les 

lymphocytes T et empêche l’activation des cellules NK, promouvant la croissance 

tumorale (Brand et al., 2016).  
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b) La matrice extracellulaire (MEC) 

La MEC est un réseau complexe de protéines, polysaccharides et d’eau qui 

comprend des composants non-cellulaires du microenvironnement des organes et des 

tissus. La MEC est un composant majeur biologiquement actif des tissus qui influence 

la morphologie cellulaire, le développement tissulaire et l’homéostasie. La MEC régule 

la disponibilité des facteurs de croissance et cytokines et maintient l’hydratation et le 

pH du microenvironnement. La MEC fournit des signaux biochimiques et 

biophysiques nécessaires à la morphologie tissulaire et représente une structure 

dynamique dans laquelle ses composants sont déposés, dégradés et modifiés (figure 6). 

Une dérégulation dans un de ces processus de maintien de l’homéostasie de la MEC 

peut entrainer des pathologies comme la fibrose tissulaire ou le cancer (Muncie and 

Weaver, 2018).  

1. Composition de la MEC 

Les composants principaux de la MEC sont des protéines macromoléculaires qui 

se divisent en quatre classes : les collagènes, les protéoglycanes, les glycoprotéines et 

les élastines. La matrice est également constituée de protéines matricellulaires, 

associées à la MEC, de protéines régulatrices de la MEC et de facteurs secrétés. Le Dr 

Naba et collaborateurs ont regroupé ces différentes familles de protéines en deux 

groupes : le « core matrisome » regroupant les protéines structurales et le 

« extracellular matrix associated proteins » composé des protéines associées à la MEC 

(Naba et al., 2016).  
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Figure 6 : La MEC normal vs tumoral 

 

  

Figure 6 : La MEC normale vs tumorale  

La MEC tumorale est très différente la MEC physiologique principalement par sa composition. Les 

principaux composants de la MEC physiologique sont sécrétés de façon plus importante lors de la 

tumorigenèse par les CAF. Ces composants sont les collagènes de type I, III et IV, la fibronectine, 

l’élastine et les protéoglycanes (PG). Son organisation est également différente avec l’alignement des 

fibres de collagènes et de fibronectine. Cet alignement de la MEC entraine sa rigidification qui favorise 

la progression tumorale.  

Adapté de (Frantz et al., 2010) 
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i. Collagènes 
Les collagènes sont les protéines fibreuses les plus abondantes dans la MEC. Ils 

sont synthétisés par les fibroblastes. Les collagènes sont formés de 3 hélices de chaine 

alpha qui s’assemblent en molécules homo ou hétérotrimériques selon le type de 

collagène considéré (figure 7). Toutes les combinaisons forment 28 types de collagènes 

différents. Les collagènes sont classés en sept groupes, selon leur fonction, leur 

structure et leur homologie de domaine (Theocharis et al., 2016) (Table 2). Les 

collagènes fibrillaires sont le type le plus fréquent et s’assemblent en structure à triple 

hélice. Ces triples hélices vont ensuite s’auto-assembler en fibrilles plus ou moins 

épaisses (figure 7). Les collagènes non fibrillaires, comme le collagène IV, forment des 

réseaux de maillage.  

Les CAF organisent les fibrilles de collagène en feuillets et câbles et modulent 

l’alignement des fibres de collagène (Frantz et al., 2010). Lors de la fibrose, il y a une 

accumulation de protéines matricielles comme les collagènes fibrillaires de type I et III 

et une augmentation de la dégradation du collagène IV (Kauppila et al., 1998; Lopez-

Novoa and Nieto, 2009) due à l’augmentation de l’activité inflammatoire et la sécrétion 

des facteurs tumorigènes comme le TGFβ (Margadant and Sonnenberg, 2010). La 

fibrose a été observée dans certains sites métastatiques pour faciliter l’établissement 

de métastases.  
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Figure 7 : Les étapes de la formation du collagène mature 

Figure 7 : Les étapes de la formation du collagène mature 

Adapté de (Mouw et al., 2014a) 
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Classes Type Gènes codant pour la protéine Description 

Fibrille 

I COL1A1 et COL1A2 

Fibrilles que l’on trouve dans les matrices 

stromales fibreuses comme la peau, les os, 

les tendons et les ligaments 

II COL2A1 

III COL3A1 

V COL5A1, COL5A2 et COL5A3 

XI 
COL11A1, COL11A2 et 

COL11A3 

XXIV COL24A1 

XXVII COL27A1 

FACIT 

IX COL9A1, COL9A2 et COL9A3 

Ponts moléculaires associés aux fibrilles 

des collagènes fibrillaires de type I (XII, 

XVI, XIX, XXI) et type II (IX, XVI, XIX)  

XII COL12A1 

XIV COL14A1 

XVI COL16A1 

XIX COL18A1 

XX COL20A1 

XXI COL21A1 

XXII COL22A1 

Membrane basale IV 
COL4A1, COL4A2, COL4A3, 

COL4A4, COL4A5 et COL4A6 

Réseau de structure composé de laminines 

et de protéines de la membrane basale 

Chaine longue VII COL7A13 
Fibrilles d’ancrages associées à la 

membrane basale 

Filamenteux VI 
COL6A1, COL6A2, COL6A3, 

COL6A5, COL6A6  
Microfibrilles perlées 

Chaine courte 

VIII COL8A1 Structure hexagonale 

X COL10A1 
Ces collagènes régulent et sont régulés 

par l’hypertrophie dans le cartilage 

MULTIPLEXIN 

XV COL15A1 Multiples domaines à triple hélice avec 

des interruptions contenant des GAG 

sulfate de chondroïtine et sulfate 

d’héparine 
XVIII COL18A1 

MACIT 

XIII COL13A1 
Molécules de surface avec des domaines 

extracellulaire, membranaire et 

intracellulaire 

XVII COL17A1 

XXIII COL21A1 

 

Tableau 2 : Les différents types de collagène Table 2 : Les différents types de collagène 

Adapté de (Mouw et al., 2014a) 
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ii. Protéoglycanes  
Les protéoglycanes sont des protéines avec un domaine principal relié de façon 

covalente à des glycosaminoglycanes (GAG). Les protéoglycanes sont divisés en quatre 

catégories, selon leur localisation : les protéoglycanes extracellulaires que l’on retrouve 

dans la MEC (aggrécanes, versicanes, neurocanes et brevicanes) ; les protéoglycanes 

péricellulaires (perlécanes et agrines) ; les protéoglycanes de surface (les syndécanes, 

bétaglycanes, glypicanes, phosphacanes). Les aggrécanes et versicanes sont les 

protéoglycanes que l’on retrouve dans la majorité des tissus (Iozzo, 2000).  

Le hyaluronane, ou acide hyaluronique (HA), est un GAG retrouvé dans de 

nombreux tissus qui possède la propriété unique de ne pas pouvoir s’attacher de façon 

covalente aux peptides (Laurent and Fraser, 1992). Le HA, comme les protéoglycanes, 

peut se lier à d’autres protéoglycanes et glycoprotéines comme le versicane ou la 

ténascine pour rendre former une couche matricielle couvrant les neurones, rendant le 

réseau neuronal plus condensé et rigide (Kwok et al., 2011).  

Grâce à leur capacité à se lier à d’autres protéines matricielles, les 

protéoglycanes contribuent à la structure de la MEC. Ils jouent un rôle important en 

condition physiologique et dans le développement de pathologies comme les cancers 

(Iozzo and Sanderson, 2011; Theocharis et al., 2010). Dans le cancer du poumon, la 

voie MAPK p38 régule la production de HA dans les CAF et joue un rôle dans la 

tumorigenèse du cancer du poumon (Brichkina et al., 2016).  
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iii. Glycoprotéines 
Les glycoprotéines sont similaires aux protéoglycanes dans le sens où ils 

consistent en des unités peptidiques qui se lient à des groupes carbohydrates. 

Contrairement aux protéoglycanes qui possèdent de longues chaines de répétition de 

disaccharides, les glycoprotéines contiennent des carbohydrates ramifiés et 

volumineux avec peu de structures répétées. Les glycoprotéines contiennent un groupe 

fonctionnel qui reconnait et se lie aux autres molécules de la MEC (comme le 

collagène), à des molécules d’adhésion cellulaire (comme les intégrines) ou à des 

facteurs de croissance sécrétés. Elles contribuent à ce que la MEC soit un réseau 

cohésif de protéines. La fibronectine, les laminines sont les glycoprotéines qui 

prédominent dans la MEC du microenvironnement (Mouw et al., 2014a).  

  

Figure 8 : Structure de la fibronectine et de la laminine 

Figure 8 : Structure de la fibronectine et de la laminine 

A gauche, Structure de la fibronectine. Elle est composée de 2 chaines d’acides aminés 

jointes par un pont disulfure proche des résidus carboxy-terminaux. Les domaines 

d’interaction avec d’autres protéines matricielles et les intégrines sont indiqués. 

A droite, Structure de la laminine. Elle consiste en trois chaines d’acides aminés qui 

s’assemble au centre pour former une croix. Les domaines interagissant avec d’autres 

protéines de la matrice et les intégrines sont indiqués.  

Adapté de (Mouw et al., 2014a) 
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• La fibronectine 
La fibronectine est une grosse molécule, de 250kDa qui consiste en deux 

polypeptides joints par un pont disulfure (figure 8) (Pankov and Yamada, 2002). Ces 

sous-unités sont constituées de trois structures répétées nommées type I, type II et 

type III (Zollinger and Smith, 2017). Ces trois structures possèdent différents 

domaines qui lui permettent de se lier à des glycosaminoglycanes, des protéoglycanes, 

des fibrines, des héparines et des molécules transmembranaires comme les intégrines. 

Elle peut être synthétisée par les fibroblastes, les macrophages, les cellules 

endothéliales mais également les cellules tumorales. La fibronectine existe sous 2 

formes : la forme plasmatique, circulante, ou la forme cellulaire, appelée aussi 

« oncofœtale » car elle est exprimée au cours du développement ou dans certains 

cancers (Hynes, 1990). Ce type de fibronectine possède 2 variants constitués d’extra-

domaines ED-A et ED-B font partie de la signature de transformation tumorigénique 

et sont des marqueurs de l’angiogenèse tumorale et des métastases (Castellani et al., 

1994; Rybak et al., 2007). 

Elle est le composant le plus important de la MEC qui lui donne sa consistance. 

La fibronectine sert d’intermédiaire entre les différentes protéines matricielles mais 

également les cellules et la matrice. Il existe un lien réciproque entre la fibronectine et 

le collagène. En effet, sans dépôt de fibronectine, le collagène ne peut former de 

matrice et une fois déposé, le collagène délimite le dépôt de la fibronectine (Sottile and 

Hocking, 2002). La fibronectine est essentielle dans la cicatrisation, la morphogenèse 

embryologique, ou la régulation de comportements cellulaires tels que l’adhésion et la 

migration (George et al., 1993; Lenselink, 2015 ). Elle est également impliquée dans le 

développement tumoral en favorisant la prolifération, la migration ou l’angiogenèse 

(Rick et al., 2019). Par exemple, la fibronectine favorise la migration et l’invasion des 

mélanomes de façon dépendante de la voie MAPK mutée dans les mélanomes portant 

le mutation BRAFV600E (Gaggioli et al., 2007b).  

• Les laminines  
Les laminines sont les constituants majeurs de la lame basale, la couche qui 

sépare l’épiderme du derme (Durbeej, 2010; Halper and Kjaer, 2014). Elles consistent 

en trois polypeptides hautement glycosylés : alpha, beta et gamma qui sont connectés 

au centre et forment une croix (figure 8). Il existe 5 types de chaine alpha, 3 de beta et 

3 de gamma, qui peuvent former 16 sous-types de laminines (Aumailley et al., 2005). 

Leur hétérogénéité génère des diversités fonctionnelles (Domogatskaya et al., 2012). 

En plus de leurs fonctions structurelles dans la MEC, les laminines influencent 

également les fonctions cellulaires par leur interaction avec les intégrines (Ramovs et 

al., 2017). Les laminines sont impliquées dans différents processus cellulaires comme 

la différenciation cellulaire, l’adhésion et la migration et sont vitales pour le maintien 

et la survie des tissus (Theocharis et al., 2016). Elles participent à la tumorigenèse en 

modulant différentes fonctions comme la prolifération, la croissance tumorale, l’EMT, 

la migration ou l’adhésion (Ishikawa et al., 2014 ; Patarroyo et al., 2002).  
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iv. L’élastine 
L’élastine est une protéine structurale qui donne ses propriétés élastiques à la 

peau et aux vaisseaux. La tropoélastine s’auto-assemble pour former l’élastine. 

L’élastine fait partie des 2 constituants des fibres élastiques avec les microfibrilles. 

Les fibres élastiques s’assemblent très tôt pendant le développement. Une production 

anormale d’élastine ou de fibres élastiques peut causer des pathologies vasculaires ou 

cutanées (Debelle and Tamburro, 1999).  

v. Protéines matricellulaires 
Les protéines matricellulaires sont des protéines non-structurales de la MEC 

qui modulent les fonctions cellulaires en facilitant les interactions intercellulaires ou 

avec la MEC. Elles ont des structures variables mais des motifs de liaison à la MEC et 

des fonctions similaires. Ces protéines sont modérément exprimées à l’âge adulte mais 

leur expression augmente en condition pathologique (Alford and Hankenson, 2006; 

Kyriakides and Bornstein, 2003; Sage and Bornstein, 1991). Parmi les différentes 

protéines matricellulaires on trouve en autre : les ténascines, les thrombospondines, 

l’ostéopontine, la fubiline et SPARC. 

Différentes modulations des forces du microenvironnement comme la 

contractilité cellulaire, les forces de cisaillement ou les forces d’étirements peuvent 

induire l’expression de certaines protéines matricellulaires comme la thrombospondine 

(TSP), SPARC, la ténascine tandis que d’autres, comme l’ostéopontine, voient leur 

expression diminuer, révélant un rôle spécifique de chaque protéine matricellulaire 

selon les conditions fibrotiques (Asparuhova et al., 2011 ; Chen et al., 2011; Durvasula 

and Shankland, 2005 ). Les protéines matricellulaires peuvent se fixer à un grand 

nombre de récepteurs cellulaires, comme les intégrines ou les syndécanes (Murphy-

Ullrich and Sage, 2014).  

Les protéines matricellulaires peuvent réguler les fonctions cellulaires de façon 

extracellulaire ou intracellulaire. Au niveau extracellulaire, ces protéines peuvent 

déréguler les fonctions d’autres cellules du microenvironnement. Par exemple, SPARC, 

secrété par les cellules de mélanome va agir de façon paracrine en se liant au 

récepteur VCAM1 (vascular adhesion molecule 1) des cellules endothéliales et 

entrainer une perméabilité vasculaire qui aide l’extravasation des cellules tumorales 

pour leur dissémination (Tichet et al., 2015). Au niveau intracellulaire, elles peuvent 

jouer différents rôles selon leur localisation. TSP-4 participe aux fonctions du 

réticulum endoplasmique en se liant à ATF6α (Lynch et al., 2012). SPARC permet la 

survie du mélanome en inactivant p53 via la phosphorylation de MDM2 par AKT 

(Fenouille et al., 2011). La ténascine-C favorise l’EMT dans le cancer colorectal en 

modifiant l’activité transcriptionnelle de la β-caténine (Beiter et al., 2005). SPARC 

induit la perte de l’E-Cadhérine dans les mélanocytes et donc « l’EMT-like » via 

l’augmentation de l’expression de Snail (Robert et al., 2006) et de Slug (Fenouille et 

al., 2012). La protéine SPARC contrôle la résistance thérapeutique contre l’Imatinib 

dans la Leucémie Myéloïde Chronique de façon intracellulaire, en contrôlant 

l’activation de Fyn et de ERK (Fenouille et al., 2010). 
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vi. Les enzymes de dégradation de 

la MEC 

Les principales enzymes de dégradation de la MEC sont les métalloprotéases 

(MMP) matricielles. Les MMP sont classées en six groupes : les collagénases, les 

gélatinases, les stromélysines, les matrilysines, les MT-MMP et les autres MMP. Ce 

classement est basé sur les spécificités de substrats, les similarités de séquence et 

l’organisation de leurs domaines protéiques (Visse and Nagase, 2003). Le rôle des 

MMP en conditions normale et pathologique est bien caractérisé au point qu’elles font 

l’objet de ciblages pharmacologiques (Bonnans et al., 2014; Fields, 2015). Les MMP 

sont produites par différents types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules 

épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules inflammatoires et les cellules 

tumorales et sont responsables du catabolisme de toutes les protéines matricielles 

(Vihinen and Kahari, 2002). Les cellules collaborent entre elles pour activer cette 

cascade protéolytique après stimulation. En effet, les cellules stromales secrètent une 

forme inactive de MMP2 qui sont activées par les MMP membranaires des cellules 

cancéreuses (MT-MMP1) (Stahtea et al., 2007). Leur action de dégradation des 

protéines matricielles génère des molécules bioactives nommées matrikines qui 

servent de chimio-attractants pour les cellules immunitaires (Wells et al., 2015). En 

plus des capacités de dégradation, les MMP libèrent les cytokines et facteurs de 

croissance emprisonnés dans la matrice (McCawley and Matrisian, 2001). C’est 

notamment le cas pour le TGFβ, sécrété dans la matrice sous forme d’un complexe 

latent, qui a besoin d’être clivé pour se détacher de son complexe et devenir actif (Yu 

and Stamenkovic, 2000). 

Les plasmines sont des sérines protéases qui dégradent les protéines 

matricielles comme la fibrine, la fibronectine et les laminines et contribuent ainsi au 

remodelage de la MEC (Cawston and Young, 2010). Ces protéines sont activées par les 

activateurs du plasminogène, des protéases qui convertissent le plasminogène en 

plasmine, activant ainsi sa fonction fibrinolytique (Duffy and O'Grady, 1984). Les 

plasmines peuvent cliver la E-Cadhérine, la rendant inactive et ainsi participer à 

l’invasion des cellules tumorales épithéliales (Ryniers et al., 2002). 
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vii. Les enzymes de réticulation de 

la MEC 

Les propriétés biochimiques et biophysiques du collagène fibrillaire dépendent 

des modifications post-traductionnelles qui conduisent à la réticulation des fibrilles de 

collagène, dictant ainsi les forces de tension aux tissus. Une fois le procollagène 

sécrété dans l’espace extracellulaire, clivé pour former le collagène et auto-assemblé en 

fibrilles, ses résidus lysines et hydroxylysines sont désaminés par une enzyme appelée 

lysyl oxidase (LOX) qui produit un groupe aldéhyde réactif. Cela va entrainer la 

réticulation covalente du collagène par des réactions de condensation. La réticulation 

par les lysyl-oxydases ou hydroxylases sont importantes pour les forces de tension et la 

stabilité structurelle des tissus. Une perte de leur activité entraîne des conséquences 

délétères sur l’organisme comme une fragilité osseuse ou des maladies cardio-

vasculaires. Une augmentation de leur activité augmente la réticulation du collagène 

et induit une rigidification de la matrice (Bonnans et al., 2014) notamment dans la 

fibrose et les cancers (Lu et al., 2012).  

2. Rôles de la MEC dans le développement et la 

progression tumoral 

La MEC contrôle le développement tissulaire et son homéostasie. Sa 

dérégulation contribue à la progression tumorale (figure 9). Elle ne sert pas seulement 

de support sur lequel les tissus s’organisent mais elle fournit également des signaux 

biochimiques et biophysiques qui participent à la croissance cellulaire, la survie, la 

migration et module le développement vasculaire et la réponse immunitaire (Pickup et 

al., 2014) (figure 9). Alors que des modifications génétiques initient la tumorigenèse, 

les cellules cancéreuses poursuivent leur développement en évoluant dans une MEC 

dynamique qui peut intervenir dans chaque processus de la progression tumorale.  

Les tumeurs présentent très souvent un état fibrotique caractérisé par un 

dépôt, une organisation altérée et une augmentation de la réticulation des fibres de 

collagènes et autres protéines matricielles (Lu et al., 2012). La MEC tumorale est une 

des caractéristiques histologiques de la plupart des tumeurs solides (Levental et al., 

2009; Provenzano et al., 2008) (figure 6). Par exemple, dans le cas du cancer du 

pancréas, une fibrose est associée à la progression tumorale et à un mauvais pronostic 

(Pandol et al., 2009). Dans le mélanome, l’augmentation du collagène, associée à 

l’expression du marqueur mélanocytaire MITF (Microphthalmia-associated 

transcription factor) est associé à un mauvais pronostic (Miskolczi et al., 2018). 

L’expression d’enzyme de remodelage de la MEC comme les MMP ou les LOX sont 

également marqueurs de mauvais pronostic dans le cancer du sein (Erler et al., 2006; 

Slattery et al., 2013 ).  
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La fibrose peut aussi prédisposer un tissu au cancer. En effet, les patients avec 

une cirrhose du foie ou une fibrose kystique, caractérisée par une accumulation 

anormale de collagène, ont plus de risques de développer un cancer (Neglia et al., 

1995; Sorensen et al., 1998 ). Cela a également lieu avec la fibrose pulmonaire 

(Ballester et al., 2019). Et enfin, une augmentation du dépôt de collagène, visualisée 

par mammographie, est un marqueur de diagnostic des cancers du sein (Boyd et al., 

2007).  

  

Figure 9 : Le rôle de la MEC dans les propriétés tumorales 

Figure 9 : Le rôle de la MEC dans les propriétés tumorales  

Adapté de (Pickup et al., 2014) 
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i. Prolifération 
L’adhésion à la MEC permet notamment l’activation de Ras par des facteurs de 

croissance qui va promouvoir la transition G1/S du cycle cellulaire grâce à ERK 

(Schwartz and Assoian, 2001). La phosphorylation de FAK (focal adhesion kinase), 

dépendante de l’adhésion, va également stimuler Ras ainsi que la voie PI3K 

(Phosphatidylinositol-3-kinase). Chacune de ces deux voies de signalisation vont 

conduire à l’activation ERK (Extracellular signal Regulated Kinase) et favoriser 

l’entrée dans le cycle (Pylayeva et al., 2009).  

ii. Angiogenèse 
L’angiogenèse est stimulée par des facteurs de croissance comme le VEGF ou le 

FGF et implique la prolifération et la migration des cellules endothéliales. La MEC 

qui entoure la tumeur constitue un réservoir pour les facteurs pro et anti-

angiogéniques, fournit un chemin de migration pour les cellules endothéliales et 

favorise la croissance et la survie des cellules endothéliales (Akiyama et al., 1989; 

Bonanno et al., 2000 ). 

iii. Immunosuppression 
La surveillance immunitaire est un processus clé dans la prévention de la 

formation des tumeurs. La MEC peut autant supporter que compromettre la réponse 

immunitaire adaptative par les lymphocytes T. L’activité pro-immunogène de la MEC 

est due aux chemins fournis par la matrice pour la migration des lymphocytes T, les 

aidant à envahir les tissus en réponse aux fragments de matrice chimio-attractants 

libérés par le clivage des MMP (Houghton et al., 2006; Wells et al., 2015). La MEC 

peut également inhiber la prolifération ou l’activation des lymphocytes T via la liaison 

du collagène I sur les récepteurs LAIR (Leukocyte-associated immunoglobulin-like 

receptor) (Meyaard, 2008). 

Les tumeurs sont caractérisées par leur inflammation. Dans la majorité des cas, 

des tissus avec une inflammation chronique sont fibrotiques et présentent une 

augmentation du dépôt de collagène et de fibronectine (Izbicki et al., 2002; Stramer et 

al., 2007). Une MEC fibrotique influence le recrutement des cellules du système 

immunitaire inné en favorisant l’inflammation tumorale. Par exemple, la présence de 

laminine se liant à l’intégrine α6β1 favorise le recrutement des neutrophiles dans les 

tissus (Dangerfield et al., 2002). La protéine SPARC inhibe significativement 

l’infiltration des macrophages (Sorokin, 2010). De plus, une MEC riche en collagène 

favorise la prolifération et l’activation des macrophages ainsi que leur polarisation en 

macrophage M2 (Wesley et al., 1998) tandis qu’une MEC riche en fibronectine favorise 

le phénotype M1 et l’effet anti-tumorigénique des macrophages (Perri et al., 1982).  

La MEC forme un maillage dense autour de la tumeur et peut devenir une 

barrière empêchant les lymphocytes T de l’atteindre (Jiang et al., 2017; Pickup et al., 

2014 ). Une étude récente de l’équipe du Dr Donnadieu a montré que les lymphocytes 

T réussissent à mieux infiltrer la tumeur lorsque la MEC est rendue plus souple par 

un inhibiteur des LOX, le BAPN (Nicolas-Boluda et al., 2021). 
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iv. Invasion et formation de 

métastase 
La formation de protrusion riche en actine, appelées invadosomes, nécessite 

l’adhésion des intégrines et des récepteurs au collagène DDR à la MEC et la formation 

de complexe d’adhésion. Ces derniers favorisent l’invasion cellulaire grâce aux MMP 

qui s’y trouvent (Di Martino et al., 2016). La MEC améliore la formation 

d’invadosomes et augmente l’invasion tumorale en favorisant l’assemblage des 

adhésions focales (Parekh et al., 2011). Les MMP entrainent l’EMT des cellules 

tumorales (Menon and Beningo, 2011) et les aident à dégrader la matrice entourant la 

tumeur pour s’en échapper et se rendre dans la circulation sanguine ou lymphatique 

pour disséminer et coloniser un nouvel organe (Celia-Terrassa et al., 2012).  

 La MEC est modifiée au cours du vieillissement. Une étude du Dr Weeraratna a 

montré que la diminution de la protéine HAPLN1 (Hyaluronan And Proteoglycan Link 

Protein 1) dans la MEC produite par des fibroblastes âgées comparée à celle produite 

par des fibroblastes jeunes est associée à une augmentation de l’alignement des fibres 

de la MEC et une augmentation des propriétés métastatiques des cellules de 

mélanome (Kaur et al., 2019). Ces résultats suggèrent que la modification de la MEC 

au cours du vieillissement est un paramètre important à prendre en compte dans le 

développement du mélanome 

II. Conclusion 

Le microenvironnement tumoral représente la moitié de la masse tumorale dans 

la tumeur primaire ou les métastases. Chacune des cellules non-tumorales qui 

composent le microenvironnement participent aux différentes étapes de la progression 

tumorale de la prolifération à la formation de métastases. Les cellules tumorales sont 

capables de modifier autant les composants cellulaires que les composants non 

cellulaires de leur microenvironnement, pour se créer une niche favorable à leur 

progression et leur survie en présence des traitements. Les CAF produisent diverses 

protéines matricielles qui vont interagir entre elles et s’assembler en un réseau 

dynamique et plastique. Une augmentation du dépôt et de l’assemblage du collagène 

et des autres protéines de la MEC entraine une rigidification des tissus tumoraux. Le 

prochain chapitre va aborder un aspect important de la MEC qui est la rigidité 

matricielle. Pour répondre aux signaux mécaniques apportés par la MEC la cellule va 

activer différentes voies de signalisation qui seront également détaillées dans le 

chapitre suivant.  
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Chapitre 2 : 

La mécanotransduction 

I. Définition et rôles physiologiques 

L’idée que des forces puissent réguler le remodelage et le développement des tissus 

a été évoquée au XIXème siècle par le chirurgien et anatomiste Julius Wolff 

(Eyckmans et al., 2011). Les contraintes mécaniques sont maintenant considérées 

comme des régulateurs importants des processus physiologiques, au cours du 

développement embryonnaire, de la régénération des tissus et dans des situations 

pathologiques, tels que les cancers. Elles régissent différentes fonctions de 

l’organisme, de la sensation du son dans les cellules de l’oreille interne à la détection 

du flux sanguin par les cellules endothéliales.  

Les cellules et les tissus perçoivent ces contraintes mécaniques et les 

convertissent en signaux biochimiques par un processus appelé mécanotransduction et 

génèrent en retour des forces sur leur substrat. La mécanotransduction a d’abord été 

étudiée dans les cellules sensorielles. Les cellules ciliées de l’oreille interne sentent les 

forces mécaniques, comme l’onde sonore, la gravité et la pression, et les transduisent 

en activant des voies de signalisation pour générer l’audition. Ces cellules possèdent 

des structures particulières appelées stéréocils attachés à leurs extrémités par des 

filaments extracellulaires. Quand les stéréocils sont déformés par des forces 

mécaniques, les filaments extracellulaires s’étirent et déforment les canaux ioniques 

présents sur le stéréocil, causant un influx d’ions pour initier l’activation des voies de 

signalisation (Vollrath et al., 2007). Les autres cellules sensorielles de la 

proprioception ou du toucher ont des mécanismes de mécanotransduction similaires 

(Eberl et al., 2000).  

La mécanotransduction joue également un rôle important dans la morphologie 

et la physiologie d’un grand nombre de tissus. Au sein de l’organisme, le module de 

Young (coefficient d’élasticité et indicateur de la rigidité) est différent selon le tissu 

(figure 10). En conséquence, les cellules vont répondre différemment à une variation 

de rigidité de l’environnement selon leur tissu d’origine.   

 

Figure 10 : Echelle de rigidité des tissus du corps comparé à celle d’une boite de pétri 
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Figure 10 : Echelle de rigidité des tissus du corps comparé à celle d’une 

boite de pétri  

D’après (Butcher et al., 2009) 

 

 

Le cœur et le système vasculaire sont affectés par les forces de pression et de 

cisaillement dues au flux sanguin (Garcia-Cardena et al., 2001; Gimbrone et al., 2000). 

Les poumons sont soumis à la distension et la contraction due à la respiration causant 

un stress mécanique (Wirtz and Dobbs, 2000). Les os sont soumis à la gravité et aux 

forces compressives (Burger and Klein-Nulend, 1999).  

Au niveau cellulaire, les forces mécaniques régulent le comportement de la 

majorité des cellules, si ce n’est pas toutes. Les signaux mécaniques modulent 

différentes fonctions cellulaires comme la croissance, la différenciation, la migration, 

l’expression des gènes, la synthèse protéique et l’apoptose.  

De plus, la rigidité du substrat joue un rôle important dans le développement et 

la différenciation cellulaire. En effet, des cellules souches mésenchymateuses naïves 

peuvent se différencier différemment selon la rigidité de la matrice. Ainsi, un support 

souple conduit les cellules à se différencier en cellules neuronales car la rigidité 

ressemble à celle du cerveau, tandis qu’un support dont la rigidité se rapproche de 

celle du tissu musculaire entraine la différenciation en myocytes. Enfin, une matrice 

très rigide, dont la rigidité s’apparente à celle de l’os, mène à la formation 

d’ostéoblastes (Engler et al., 2006 ; Saha et al., 2008 ; Sun et al., 2018). 
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II. Les différents types de forces 

Les signaux mécaniques se présentent sous différentes formes : la rigidité 

matricielle, les forces hémodynamiques, l’étirement cellulaire, la tension 

intracellulaire ou la compression intercellulaire. Du point de vue de la physique, on 

parle de force de compression, tension et de cisaillement (figure 11).  

  

Figure 11 : Echelle de rigidité des tissus du corps comparé à celle d’une boite de pétri 

Figure 11 : Les différents types de forces mécaniques qui s’appliquent sur 

les cellules 

(Wang et al., 2019) 
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A. Forces hémodynamiques 

La monocouche de cellules épithéliales tapissant la surface interne des 

vaisseaux est sujette à un flux laminaire provoqué par le flux sanguin. Les cellules 

endothéliales soumises à ce flux réarrangent leur cytosquelette, s’allongent et 

s’alignent dans la direction du flux. La valeur de la contrainte de cisaillement à 

laquelle la couche de la surface interne des vaisseaux est soumise est comprise entre 1 

et 1,5 Pa. Cette valeur est régulée par des mécanismes propres aux cellules sanguines. 

En cas de modification des forces hémodynamiques, les vaisseaux s’ajustent en 

modifiant la structure de leur paroi pour uniformiser la contrainte de cisaillement 

imposée à cette monocouche (Lehoux and Tedgui, 2004).  

B. Forces de contact cellule-cellule 

Les cellules ne sont pas seules dans un organisme, elles sont fermement 

connectées les unes aux autres par des jonctions intercellulaires. Les jonctions 

adhérentes, un exemple de ces jonctions intercellulaires, lient le cytosquelette de 

cellules adjacentes via le regroupement des cadhérines. La présence d’une voie 

intercellulaire de transmission des forces a de nombreuses implications. Une activité 

contractile des cellules d’un feuillet multicellulaire peut mener à la prolifération du 

feuillet (Nelson et al., 2005). La transmission des forces au travers des jonctions 

adhérentes peut donc jouer un rôle important durant le développement embryonnaire 

(Martin et al., 2010). 

C. Forces appliquées par le support 

Le support des cellules au sein d’un tissu est la MEC. Les propriétés 

mécaniques de la MEC dépendent de sa composition et de son organisation. La 

protéine la plus abondante de la MEC est le collagène (cf. Chapitre 1) qui se présente 

majoritairement sous forme fibrillaire pour donner sa force élastique à la peau (Yang 

et al., 2015). La proportion et le contenu de la MEC produite et remodelée par les 

MMP et les LOX permettent de maintenir l’homéostasie de la peau et de s’adapter en 

cas de blessure (Eckes et al., 2010; Humphrey et al., 2014). La peau blessée et 

cicatrisante est plus rigide que la peau non blessée à cause du phénomène de fibrose 

qui se met en place (Clark et al., 1996). 

La fibrose est caractérisée par un dépôt anormal de MEC par les fibroblastes en 

dehors de la cicatrisation. La rigidité matricielle est drastiquement augmentée lors de 

la fibrose. Par exemple, des études ont montré que dans le foie ou les poumons, la 

rigidité peut passer de 0,5-1kPa en conditions physiologiques à 25-100kPa en 

conditions fibrotiques (Georges et al., 2007). Cette fibrose est à l’origine de pathologies 

dans différents organes comme le poumon, le foie ou le rein (Rosenbloom et al., 2017) 

et également de cancers (Li et al., 2014; Wang et al., 2013).  
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En conditions physiologiques, les cellules, principalement des fibroblastes, 

doivent entretenir activement les propriétés mécaniques de la MEC pour maintenir les 

fonctions normales des tissus (Humphrey et al., 2014). Les cellules contrôlent les 

propriétés mécaniques de la MEC par les processus de dégradation, synthèse et 

organisation de ses composants. En retour, les signaux mécaniques de la MEC vont 

déclencher des voies de signalisations affectant l’expression des gènes et des processus 

cellulaires comme la motilité ou la morphologie cellulaire. Les cellules vont répondre 

aux signaux mécaniques reçus en appliquant des forces sur le substrat, que l’on 

appelle forces de traction et qui servent notamment à la motilité cellulaire.  

 

III. Méthodes de mesure des forces 

Il est possible de mesurer les forces de traction des cellules en utilisant des gels 

déformables contenant des billes servant de marqueurs à la déformation, c’est ce qu’on 

appelle la microscopie à force de traction (TFM, traction force microscopy) (Wang and 

Lin, 2007). Les forces intercellulaires au sein d’une monocouche peuvent être 

également mesurées par la TFM. La mesure des forces dans les tissus peut se faire par 

l’intégration de gouttelettes d’huile de rigidité définie à l’intérieur des tissus pour 

mesurer les pressions locales dues à la déformation (Ladoux and Mege, 2017). La 

mesure du module élastique d’une cellule, d’une MEC ou d’un tissu peut être réalisée 

par microscopie à force atomique (AFM, atomic force microscopy) ou la nano-

indentation. Ces techniques consistent en l’application d’une pointe (« cantiliver ») sur 

la cellule ou le tissu et la mesure de la déflexion de cette pointe. La valeur obtenue 

correspond au module élastique de la cellule ou du tissu dont l’unité est le Pascal (Pa) 

(Thomas et al., 2013). Des approches par aspiration avec micropipettes existent 

également pour mesurer les tensions locales (Lam et al., 2012). 
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IV. Modèles d’étude de la mécanotransduction 
L’étude de la mécanotransduction commence à devenir de plus en plus 

importante au vu de son implication dans différentes pathologies dont les cancers. Des 

modèles permettant d’étudier la mécanotransduction, plus particulièrement l’influence 

des forces provenant du substrat ont été développés (Leight et al., 2017).   

A. Hydrogels de protéines matricielles 

Les modèles les plus couramment utilisés sont des hydrogels de protéines 

matricielles retrouvées dans les conditions physio-pathologiques comme le collagène 

de type I, la fibrine, les laminines (avec le Matrigel®). Ces hydrogels ont été utilisés en 

premier pour l’étude du cancer du sein (Lee et al., 1984 ; Weaver et al., 2002). Ils 

possèdent des caractéristiques proches du microenvironnement natif des cellules. On y 

retrouve des similitudes dans les sites d’adhésion à la matrice, l’architecture 

fibrillaire, la possibilité pour les cellules de remodeler ce gel en utilisant les MMP. La 

rigidité de ces hydrogels peut être modifiée de différentes manières incluant la 

variation de concentration en protéine matricielle ou l’augmentation de l’assemblage 

fibrillaire par des méthodes enzymatiques (glycation), chimiques (glutaraldéhyde) ou 

physiques (UV). Ces méthodes permettent d’augmenter de 2 à 4 fois la rigidité des 

hydrogels (Hapach et al., 2015). 

B. Matrices dérivées de cellules  

Les matrices dérivées de cellules (Cell-derived matrix, CDM) sont des matrices 

produites in vitro par des cellules. Les cellules sont ensuite enlevées pour ne garder 

que la matrice produite comme substrat de culture (Beacham et al., 2007). Selon le 

type de fibroblaste utilisé pour produire ces matrices, des différences ont été observées 

dans le type de protéines sécrétées, l’organisation des fibres et leur impact sur les 

fonctions cellulaires (Berestjuk et al., 2019; Castello-Cros et al., 2009)(Annexe II). Les 

avantages des CDM sont similaires à ceux des hydrogels de collagènes concernant 

l’architecture fibrillaire et la possibilité de remodelage matriciel pour les cellules 

ensemencées dessus mais ces CDM ne permettent pas d’y insérer les cellules en 3D et 

il y est plus difficile de contrôler la rigidité.  

D’une façon générale, les matrices dites natives comme les hydrogels de 

collagène ou les CDM sont des matériaux plutôt souples avec une faible gamme de 

rigidité (de 0,1 à 10kPa) et ne peuvent donc pas reproduire complètement les 

propriétés mécaniques observées dans les tissus cancéreux in vivo (de 1 à 100kPa) 

(Gribova et al., 2011). De plus, il est difficile, à partir de ces matrices, d’isoler des 

propriétés spécifiques de la MEC étant donné que l’augmentation de la rigidité change 

également d’autres variables comme la densité de ligands ou la taille des pores entre 

les fibres.  

  



Page | 62  
 

C. Hydrogels synthétiques  

Pour éviter ces biais, des alternatives synthétiques ont été développées pour 

étudier le rôle des propriétés mécaniques de la MEC dans différentes fonctions 

cellulaires physiologiques ou pathologiques. Les premières études du rôle de la rigidité 

matricielle dans les fonctions cellulaires ont été permises grâce au travail pionnier de 

Pelham & Wang qui ont développé un système de culture basé sur des hydrogels de 

polyacrylamide (Pelham and Wang, 1997). Dans ce système, des protéines de la MEC 

comme le collagène ou la fibronectine sont conjuguées à un hydrogel dont la rigidité 

est contrôlée par la réticulation du polyacrylamide sans changer la densité du ligand. 

Cependant, comme l’acrylamide n’est pas un monomère compatible avec la survie des 

cellules, ces dernières ne peuvent pas être intégrées dans ce gel. Le système est donc 

limité aux substrats en 2D.   

Des systèmes synthétiques biocompatibles adaptés à la 3D ont donc été mis au 

point. Ils incluent les hydrogels d’alginate, les gels de peptides auto-assemblables ou 

des polymères totalement synthétiques comme le polyester ou le PEG. L’alginate est 

un polysaccharide dérivé d’une algue brune qui forme des hydrogels réticulés 

biocompatibles (Roscoe and Owsianka, 1982). Les gels de peptides s’auto-assemblent 

lorsqu’ils sont exposés à des solutions salines physiologiques et permettent d’étudier 

l’influence du microenvironnement sur le phénotype cellulaire (Miroshnikova et al., 

2011). Les gels de polyesters sont utilisés comme systèmes de culture en 3D dans 

différents cancers (Fischbach et al., 2007). Enfin, les gels de PEG, un polymère 

hydrophile, ont été utilisés pour analyser le rôle de la rigidité matricielle dans 

différents cancers et pour pouvoir contrôler la rigidité et la dégradation matricielle 

dans l’espace et le temps (Culver et al., 2012; Tokuda et al., 2014).  

Même si les matériaux synthétiques permettent un contrôle précis des 

propriétés mécaniques de la MEC, ils leur manquent les aspects importants d’une 

matrice native comme l’architecture fibrillaire ou la composition matricielle. Pour 

surmonter ces limitations, il est possible de produire des matrices synthétiques 

reproduisant la structure fibrillaire 3D qui conservent les avantages des polymères 

synthétiques en fournissant également un réseau fibrillaire plus natif (Nelson et al., 

2014). De plus, des hydrogels semi-synthétiques de gélatine et hyaluronane peuvent 

être injectés en sous-cutané dans les souris, pour suivre la croissance cellulaire en 

fonction de la rigidité dans un contexte se rapprochant de la physio-pathologie (Meng 

et al., 2018; Panciera et al., 2020 ).  
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V. Les principaux acteurs de la mécanotransduction 

Les cellules détectent les forces biomécaniques exercées par la MEC ou les forces de 

tensions provenant des cellules voisines par des récepteurs et des canaux ioniques 

exprimés à leur surface. Ces récepteurs signalent via différentes protéines ou seconds 

messagers pour transmettre les forces reçues aux protéines constituant le 

cytosquelette. Le cytosquelette est en interaction directe avec le noyau et va ainsi lui 

propager les signaux mécaniques reçus pour moduler la transcription des gènes et agir 

sur les différentes fonctions cellulaires (figure 12) (Wang et al., 2009).   

Figure 12 : La mécanotransduction :  de la MEC au noyau 

Figure 12 : La mécanotransduction : de la MEC au noyau  

(Wang et al., 2009) 
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A.  Les récepteurs extracellulaires impliquées dans la 

perception des signaux mécaniques 

Les cellules établissent des contacts directs avec la MEC grâce aux récepteurs 

d’adhésion tels que les intégrines, les récepteurs à domaine discoïdine (DDR) ou les 

syndécanes. Les cellules peuvent également sentir les déformations transmises par 

d’autres cellules via les cadhérines. Les signaux mécaniques peuvent également être 

perçus lors d’une déformation de la membrane plasmique qui entraine l’ouverture de 

canaux ioniques membranaires.  

a) Les intégrines 

 

  

Figure 13 : Ligands et structures des intégrines 

Figure 13 : Ligands et structures des intégrines 

(Barczyk et al., 2010) 
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1. Rôle physiologique 

Les intégrines sont des protéines hétérodimériques composées d’une sous-unité 

α et d’une sous-unité β liées de façon non covalente. Différentes combinaisons de 18α et 

8β peuvent donner 24 hétérodimères d’intégrines. Une intégrine est structurée avec 

une tête et 2 queues (figure 13) (Campbell and Humphries, 2011). La tête est la partie 

extracellulaire se liant à la MEC tandis que les domaines intracellulaires sont des 

ancrages pour les protéines du cytosquelette (Wegener et al., 2007). La composition en 

sous-unité α ou β des intégrines dicte leur affinité pour les différents composants de la 

MEC. Les intégrines composées de la sous-unité β1 sont les plus abondantes. Avec les 

sous-unités α1, α2, α10 et α11, elles se lient aux collagènes tandis que lorsqu’elles sont 

constituées des sous-unités α3, α6 et α7, elles ont une affinité pour les laminines. Les 

intégrines α5β1 et α8β1, ainsi que d’autres intégrines composées de la sous-unité αV, 

sont capables de reconnaitre les motif RGD présent notamment dans la fibronectine ou 

la fibrilline. Les intégrines peuvent également se lier à d’autres récepteurs de surface 

comme les ICAM, VCAM, PECAM ou la E-Cadhérine (Humphries et al., 2006)(figure 

13).  

Quand les intégrines se lient à leur ligand extracellulaire, leur domaine 

cytoplasmique recrute des protéines d’échafaudage, des enzymes et accumule d’autres 

intégrines et récepteurs à la surface pour former les adhésions focales, on parle de 

« clustering » des intégrines (figure 14) (Winograd-Katz et al., 2014). Parmi les 

nombreuses protéines qui constituent les adhésions focales, les plus connues et les 

plus décrites sont notamment la taline, la vinculine, la paxilline et la kinase FAK 

(focal adhesion kinase) (figure 14). La majorité des intégrines sont liées à l’actine mais 

l’intégrine α6β4 est reliée aux filaments intermédiaires. Les adhésions focales 

modifient l’espace extracellulaire en transmettant les forces provenant du 

cytosquelette (voie « inside-out ») et traduisent les signaux mécaniques extérieurs en 

voies de signalisation intracellulaires qui conduisent à la transcription de gènes (voie 

« outside-in ») (Moser et al., 2009). Les intégrines transmettent les signaux de 

l’environnement extracellulaire proche que les cellules vont traduire en processus 

cellulaires comme la prolifération, l’apoptose ou le remodelage de la MEC pour 

faciliter la dissémination métastatique (Desgrosellier and Cheresh, 2010). Les 

adhésions focales sont des complexes protéiques très dynamiques, qui s’assemblent et 

se désassemblent continuellement. Elles sont d’abord des structures avec une courte 

durée de vie, puis elles se développent en adhésions focales plus matures, grâce à 

l’activation des GTPases et au « clustering » des intégrines (figures 14 et 15).  

Les intégrines activent des voies de signalisation intracellulaires via leurs 

principales kinases effectrices telles que FAK, YES, FYN ou ILK (integrin-linked 

kinase) (figure 14). L’activation de FAK entraine sa dimérisation et son 

autophosphorylation. Cette phosphorylation libère un site de liaison de forte affinité 

pour les kinases de la famille SRC, augmentant son activité enzymatique et stimulant 

le recrutement de différentes protéines effectrices.  
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2. Rôle dans les cancers 

FAK et les intégrines sont surexprimées et activées dans de nombreux cancers, 

et participent à des étapes clés de la progression tumorale ainsi qu'à la résistance 

thérapeutique (Barczyk et al., 2010 ; Sulzmaier et al., 2014). Selon ses effecteurs, FAK 

contrôle la croissance, la migration, la survie, la différenciation ou encore 

l’organisation du cytosquelette des cellules (Sulzmaier et al., 2014) (figure 15).  

L'équipe du Dr Valérie Weaver a été une des premières à démontrer le rôle clé de cette 

voie de signalisation dans la mécanotransduction, en démontrant que l'assemblage des 

intégrines, la formation de complexes d’adhésion focale et le remodelage du 

cytosquelette d'actine sont influencés par la rigidification de la MEC (Paszek et al., 

2005; Yeung et al., 2005). L’assemblage des intégrines permet aussi le recrutement et 

l’activation de récepteurs tyrosine kinase, effecteurs notamment de voies de survie et 

de prolifération (Levental et al., 2009). L'activation de FAK induite par la 

rigidification de la MEC favorise la transformation maligne et la formation de 

métastases mammaires, en stimulant la voie de signalisation intégrine β-caténine 

(Mouw et al., 2014b). De plus, les thérapies ciblées induisent une activation de la voie 

β1/FAK/SRC dans les cellules de mélanome qui provoque une résistance thérapeutique 

par la réactivation de ERK (Hirata et al., 2015).  

En réponse à un stress oxydatif, FAK peut se retrouver dans le noyau où il se lie 

à P53 et MDM2, en jouant un rôle de protéine d’échafaudage, indépendamment de son 

activité kinase (Lim et al., 2008). Cela va entrainer une augmentation de la poly-

ubiquitination de P53 et ainsi sa dégradation et donc l’expression des protéines d’arrêt 

du cycle cellulaire comme P21 (Zhao et al., 2010b). 

Compte tenu de l'importance du couple intégrine/FAK dans la tumorigenèse, 

plusieurs inhibiteurs ou bloqueurs sélectifs de cette voie de signalisation sont 

actuellement utilisés dans des essais précliniques ou cliniques (Majeski and Yang, 

2016 ; Owens et al., 1995). Ils sont détaillés dans la partie IV de ce chapitre. 

Figure 14 : Structure et maturation d’une adhésion focale 

Figure 14 : Structure et maturation d’une adhésion focale 

(Vicente-Manzanares et al., 2005) 
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Figure 15 : Voies de signalisation des intégrines  

Rap1-GTP induit l’activation de la taline, via les protéines MRL, et va se lier au domaine cytoplasmique de 

la sous-unité β des intégrines. La taline et la kindline peuvent se connecter à l’actine, promouvoir le 

clustering des intégrines et initier les voies de signalisation intracellulaires. La réorganisation du 

cytosquelette ainsi induite va entrainer l’activation de MRTF/SRF, de c-Jun ou de YAP.  

(Cooper and Giancotti, 2019) 
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b) Les récepteurs à domaine discoïdine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Rôle physiologique 

Les récepteurs à domaine discoïdine (Discoidin domain receptor, DDR) sont des 

récepteurs tyrosine kinase qui fonctionnent comme récepteurs au collagène (Fu et al., 

2013; Leitinger, 2014). Cette sous-famille de RTK est constituée de 2 membres : DDR1 

et DDR2. L’épissage alternatif de l’ARNm de DDR1 mène à la formation de 5 

isoformes : DDR1a, DDR1b, DDR1c, DDR1d et DDR1e. Les trois premiers isoformes 

(DDR1a, DDR1b et DDR1c) possèdent une activité kinase tandis que le DDR1d et 

DDR1e n’en possèdent pas.  

Les DDR sont les seuls RTK qui interagissent avec des composants structuraux 

de la MEC et sont donc à l’interface entre les RTK et les récepteurs matriciels. Les 

DDR sont caractérisés par la présence d’un domaine discoïdine dans leur région 

extracellulaire lié à un domaine de structure similaire : le domaine discoïdine-like 

(Carafoli et al., 2012) (figure 16). Le domaine discoïdine est homologue à la protéine 

discoïdine-I découvert initialement chez Dictyostelium discoideum (Amibe) et 

fonctionne comme un site de liaison à la lectine.  

Les deux DDR sont exprimés dans différents tissus, au cours du développement 

et dans l’organisme adulte (Leitinger, 2014). DDR1 est principalement trouvé dans les 

cellules épithéliales alors que DDR2 est majoritairement exprimé dans les tissus 

conjonctifs d’origine mésodermique (Alves et al., 1995; Vogel et al., 2001). Les DDR 

sont également exprimés dans les cellules immunitaires (Lee et al., 2007; Matsuyama 

et al., 2003). 

Les deux DDR sont importants pour le développement embryonnaire. Des souris 

KO pour DDR1 sont caractérisées par une petite stature. Les femelles présentent de 

nombreux défauts de fertilité ou un défaut des glandes mammaires les empêchant 

d’allaiter (Vogel et al., 2001). La perte de DDR1 dans la souris provoque également un 

défaut au niveau des reins et de l’oreille interne (Gross et al., 2004; Meyer zum 

Gottesberge et al., 2008).  

 

  

Figure 16 : Structure des DDR 

Figure 16 : Structure des DDR 

(Leitinger, 2014) 

DDR1 
DDR2 
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Le KO de DDR2, chez la souris, entraine un nanisme avec une réduction des os 

longs et du museau à cause d’une réduction de la prolifération des chondrocytes 

(Labrador et al., 2001). Le rôle de DDR2 dans la croissance osseuse a été confirmée 

chez l’Homme. En 2009, Bargal et al, ont découvert que des mutations de DDR2 

(mutations faux-sens ou mutations du site d’épissage) sont responsables d’une 

chondrodysplasie, la dysplasie spondylo-méta-épiphysaire avec membres courts 

(Bargal et al., 2009). 

De tous les RTK, les DDR ont un mécanisme d’activation unique qui n’a pas été 

complètement caractérisé. Les DDR se lient à différents types de collagènes. Les 

collagènes fibrillaires (de type I, II et III majoritairement) sont des ligands à la fois de 

DDR1 et DDR2 (Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997) tandis que les autres 

types de collagènes ont des affinités de liaison différentes comme le collagène de type 

IV qui se lie seulement à DDR1 et le collagène de type X qui se lie au DDR2 (Leitinger 

and Kwan, 2006; Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997) (table 3). L’activation des 

DDR par le collagène requiert que ce dernier soit sous sa forme native de triple hélice. 

La gélatine (collagène dénaturé par la chaleur) n’est donc pas reconnue par les DDR 

(Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997).  

 

Type de 

collagène 
Classe Récepteur 

I Fibrillaire DDR1 & DDR2 

II Fibrillaire DDR1 & DDR2 

III Fibrillaire DDR1 & DDR2 

IV Membrane basale DDR1 

V Fibrillaire DDR1 

VI Filamenteux DDR1 

VIII Chaine courte DDR1 

X Chaine courte DDR2 

Les DDR sont sous forme de dimères de façon constitutive (Noordeen et al., 

2006). La réponse classique des RTK à la liaison de leur ligand est une 

autophosphorylation des résidus cytoplasmiques en quelques secondes à quelques 

minutes et qui ne dure qu’une ou deux heures. Pour les DDR, la phosphorylation est 

maintenue dans le temps, cela peut notamment aller jusqu’à 18h. (Shrivastava et al., 

1997; Vogel et al., 1997).  

 

 

  

Tableau 3 : Les DDR et leurs ligands Table 3 : Les DDR et leurs ligands 

(Cooper and Giancotti, 2019) 
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Les DDR possèdent des partenaires intracellulaires de signalisation incluant les 

adaptateurs ShcA pour DDR1 et DDR2, Nck2 pour DDR1 (Ikeda et al., 2002; Koo et 

al., 2006). D’autres molécules sont connues pour interagir avec la forme phosphorylée 

de DDR1 comme les phosphatases SHP-1 et SHP-2 pour activer la migration cellulaire 

(Koo et al., 2006; Wang et al., 2006) et certains membres de la famille STAT 

notamment pour réguler la lactogenèse (Faraci-Orf et al., 2006) (figure 17). Pour 

DDR2, les effecteurs en aval incluent SHP-2, Nck1, Lyn de la famille des kinases SRC 

et la phospholipase C-like 2 (Iwai et al., 2013) (figure 17).  

Les DDR régulent l’adhésion cellulaire, la migration, la prolifération et la 

différenciation et le remodelage de la MEC avec les MMP (Olaso et al., 2002; Vogel et 

al., 2006). Pour cela, ils activent différentes voies de signalisation selon le type 

cellulaire et le contexte. Dans les cellules de muscle lisse, les cellules épithéliales 

mammaires ou les mégacaryocytes, DDR1 active ERK1/2 (Abbonante et al., 2013; 

Hilton et al., 2008; Lu et al., 2011) tandis que dans les cellules mésangiales, ERK1/2 

est réprimé par DDR1 (Curat and Vogel, 2002). DDR1 peut aussi activer JNK dans les 

cellules stromales adipeuses (Ghosh et al., 2013). DDR2 active p38 et JNK mais pas 

ERK1/2 dans les cellules embryonnaires de rein (Poudel et al., 2013). Dans les 

ostéoblastes, DDR2 va activer le facteur de transcription Runx2 via la voie MAPK p38 

ou ERK1/2 (Lin et al., 2010; Zhang et al., 2011). L’activation de DDR1 est liée à 

l’activation de la voie PI3K/AKT dans différentes lignées humaines saines ou 

cancéreuses (Ongusaha et al., 2003; Suh and Han, 2011). En plus de dépendre du type 

cellulaire et des conditions physiologiques, les DDR peuvent aussi activer différentes 

voies en fonction de leur ligand. Par exemple, dans les cellules embryonnaires 

humaines de reins, le collagène de type I active la voie MAPK via DDR1 (Suh and 

Han, 2011), alors que dans des cellules cancéreuses, c’est le collagène de type IV qui 

active cette voie de signalisation par DDR1 (Ongusaha et al., 2003).  

Bien que l’activation des DDR par le collagène soit indépendante des intégrines 

(Vogel et al., 2000), Les DDR coopèrent avec les intégrines α1β1, α2β1, α10β1 et α11β1 

avec lesquelles elles partagent leur spécificité de liaison au collagène. Les DDR 

peuvent affecter directement l’activité des intégrines en modifiant leur expression à la 

membrane plasmique (Staudinger et al., 2013). Ils participent ensemble à l’activation 

de voies de signalisation menant à l’adhésion cellulaire. De plus, en interagissant avec 

les intégrines, les DDR peuvent réguler les capacités contractiles des cellules (Bayer et 

al., 2019) grâce à leur liaison au niveau intracellulaire avec la myosine II (Coelho et 

al., 2017).  

2. Rôle dans les cancers 

Autant DDR1 que DDR2 sont impliqués dans les maladies fibrotiques, 

notamment, DDR1 dans la fibrose pulmonaire et DDR2 dans la fibrose hépatique. 

Etant donné que la fibrose est associée à la majorité des cancers solides, il n’est pas 

surprenant que DDR1 et DDR2 jouent un rôle dans la progression tumorale. A la fois 

DDR1 et DDR2 sont surexprimés dans un grand nombre de cancers solides ou 

hématologiques (Valiathan et al., 2012).  
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L’expression aberrante des DDR est un marqueur de mauvais pronostic pour les 

patients. De plus, des fonctions altérées de DDR1 et DDR2 contribuent à la 

tumorigenèse. Plus particulièrement, dans le cas du mélanome, l’augmentation de 

l’expression de DDR1 est corrélée à la profondeur d’invasion de la tumeur et donc à la 

faible survie des patients (Reger de Moura et al., 2019). Les DDR peuvent servir à la 

fois de régulateurs positifs ou négatifs de la prolifération et la survie selon le type 

cellulaire. Comme précisé dans la partie précédente, les DDR régulent la prolifération 

en activant la voie des MAPK. Dans les cancers du sein ou du colon, l’activation de 

DDR1 déclenche des voies de survie en réponse à un stress génotoxique (Ongusaha et 

al., 2003). Dans le cancer colorectal, les voies de survie activées par DDR1 sont 

médiées par la voie Notch, dont la forme clivée va se localiser dans le noyau pour 

réguler l’expression de gènes de survie (Kim et al., 2011).  

Les DDR jouent aussi un rôle dans l’invasion et la formation de métastases 

principalement via leur régulation de l’adhésion cellulaire. Notamment, l’équipe de Dr 

Saltel a montré que, dans les cancers du poumon et du sein, DDR1 permet la 

formation d’invadosomes linéaires, des structures d’actine impliquées dans l’invasion, 

via la voie Rho-Cdc42 et le facteur d’échange Tuba, de façon indépendante de l’activité 

kinase du récepteur (Juin et al., 2014). Dans le cas du mélanome, DDR2 est impliqué 

dans les capacités métastatiques des cellules dans un modèle in vivo (Badiola et al., 

2012). De plus, DDR2 joue également un rôle dans la migration et l’invasion des 

cellules en modulant l’expression des MMP2 et MMP9 via les voies ERK1/2 et NFκB 

(Poudel et al., 2015). Dans le cancer colorectal, DDR1 régule l’invasion et la formation 

de métastases via la protéine BCR, identifiée comme son substrat dans cette étude. 

DDR1 va phosphoryler BCR, ce qui permet de maintenir l’activité transcriptionnelle 

de β-caténine (Jeitany et al., 2018). 

Pour acquérir des propriétés invasives et permettre la dissémination 

métastatique, les cellules peuvent subir une transdifférenciation réversible appelée 

EMT. De plus en plus d’études ont décrit le rôle des DDR dans la mise en place de 

l’EMT (Koh et al., 2015). En effet, l’activation de DDR2 conduit à l’augmentation de 

l’activité de la voie ERK et la stabilisation nucléaire de SNAIL, un facteur de 

transcription de l’EMT. La stabilisation de SNAIL permet la transcription de gènes 

impliqués dans l’invasion et la migration pour permettre la formation de métastases 

(Zhang et al., 2013).  

Les DDR sont également impliqués dans la résistance aux traitements des 

cellules. En effet, dans le cancer du sein, l’activation de DDR1 mène à la résistance à 

l’Etoposide (un agent chimiothérapeutique) par l’activation de la voie NFκB (Das et 

al., 2006). L’inhibition de DDR2 par le Dasatinib, ou la diminution de son expression 

par shARN, augmente la sensibilité des cellules tumorales aux immunothérapies anti-

PD1, dans le mélanome, le cancer du sein, du colon, de la vessie ou de sarcome (Tu et 

al., 2019). Enfin, une étude du laboratoire a mis en évidence l’implication de DDR1 et 

DDR2 dans la résistance des mélanomes aux thérapies ciblées via l’activation de la 

voie NFκB non-canonique (Berestjuk et al., 2019) (Annexe II).  
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Etant donné leur rôle dans le développement tumoral et la présence d’un 

domaine d’activité kinase facilement accessible pour des petites molécules inhibitrices, 

DDR1 et DDR2 pourraient être utilisés comme des cibles potentielles pour le 

traitement du mélanome mais également d’autres cancers (Li et al., 2015; Reger de 

Moura et al., 2020).  

  

Figure 17 : Voies de signalisation des DDR 

Figure 17 : Voies de signalisation des DDR 

(Multhaupt et al., 2016; Vogel et al., 2006) 
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c) Autres récepteurs mécanosenseurs 

1. Les cadhérines 

Les cadhérines sont des glycoprotéines membranaires impliquées dans 

l’adhésion intercellulaire. Leur domaine extracellulaire se lie à celui d’une autre 

cadhérine de la cellule voisine pour favoriser leur interaction. Leur domaine 

intracellulaire est associé à une grande variété de protéines incluant des protéines du 

cytosquelette d’actine ou des filaments intermédiaires. Elles forment ainsi les 

jonctions cellulaires. Les forces de tensions intercellulaires sont donc senties par les 

cadhérines via les jonctions cellulaires notamment lors de la déformation de 

l’endothélium (Ko et al., 2001). Les cadhérines participent également à la 

mécanotransduction dans des systèmes sensoriels spécialisés comme les cellules de 

l’oreille interne (Holme and Steel, 2001). 

Les cadhérines participent à de nombreuses fonctions des cancers comme la 

progression tumorale, l’EMT, l’angiogenèse ou la réponse immunitaire principalement 

dans les carcinomes (Yu et al., 2019). 

 

2. Les canaux ioniques 

Les stimuli mécaniques sont connus pour induire un courant ionique dans 

différents types cellulaires. Ces courants sont contrôlés par des canaux ioniques de 

différentes classes localisés à la membrane plasmique (Vogel and Sheetz, 2006). La 

sensibilité mécanique, comme la sensibilité au potentiel de membrane ou à la liaison 

du ligand, est une caractéristique classique des canaux ioniques. Certains canaux 

dépendants du potentiel de membrane comme les canaux potassiques et sodiques ont 

été décrit plus tard comme mécanosensibles (Sachs, 2010). Plusieurs canaux ioniques 

sont impliqués dans la mécanosensation mais seulement très peu sont connus pour 

être directement activés par les forces mécaniques. Les premiers canaux ioniques 

mécanosensibles à avoir été décrits sont les MSC (mechanosensitive ion channel) dans 

les bactéries. Ces canaux régulent la réponse des cellules aux changements de 

pression osmotique et affectent la croissance cellulaire en modulant le flux d’ion 

provenant de l’extérieur (Kung et al., 2010). Les canaux mécanosensibles (figure 18) 

sont impliqués dans la signalisation calcique soit de façon directe avec les Piezos, les 

TRP et les CaV (voltage-gated calcium channel) (Catterall, 2011; Coste et al., 2010; 

Toth et al., 2014) soit de façon indirecte en maintenant le gradient électrochimique 

nécessaire à l’entrée calcique avec la famille des canaux potassiques appelée K2P et les 

canaux KCa (Brohawn et al., 2014; Ren et al., 2016). La dérégulation des canaux 

mécano-activés est liée aux pathologies dépendantes de la mécanotransduction comme 

les maladies cardiovasculaires, les maladies du rein ou les cancers (Barnes et al., 

2017).  
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B. Les acteurs intracellulaires des voies de la 

mécanotransduction 

a) Le cytosquelette sert d’intermédiaire entre les 

récepteurs et le noyau 

Le cytosquelette forme la charpente de la cellule. C’est un réseau dynamique 

composé de différentes fibres. Trois différents types de fibres composent le 

cytosquelette : les microfilaments d’actines, les filaments intermédiaires (FI) et les 

microtubules (MT) (figure 18). Le cytosquelette sert de maintien à la cellule et permet 

le déplacement des organites et vésicules, la motilité cellulaire, la contraction et la 

division cellulaire 

 

  

Figure 18 : Le cytosquelette 

Figure 18 : Le cytosquelette 

Schéma d’un cellule montrant la localisation des 3 composants du cytosquelette : le réseau 

d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules. Le réseau d’actine est plus dense 

au niveau de la membrane plasmique pour permettre la migration des cellules.  

Adapté de la thèse de Prasenjit Bose, 2018 
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1. Les filaments d’actine 

 

 

  

Figure 19 : Polymérisation de l’actine  

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 - Cytoskeleton 
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i. Rôle physiologique 
 

Les microfilaments sont composés de polymères d’actine et de protéines de 

liaison à l’actine (ABP, actin-binding protein). Dans la cellule, l’actine existe sous 

forme de monomère (G-actine) ou de polymère (F-actine) (figure 19). Chaque sous-

unité d’actine est capable de se lier à l’ATP qui est hydrolysé en ADP lors de 

l’incorporation d’actine pendant la croissance d’un filament. Les filaments d’actine 

consistent en une double hélice de polymères disposés en quinconce. Les fonctions du 

cytosquelette d’actine requièrent un remodelage et un renouvellement coordonnés des 

filaments d’actine (Pollard and Borisy, 2003) qui est possible grâce à l’interaction avec 

les ABP (Weeds et al., 1991) (Table 4). La famille des myosines fait partie des ABP. 

Elles sont au nombre de 18 (de I à XVIII) et sont divisé en deux groupes : la myosine 

II, de type conventionnel, qui participe à la contractilité du muscle strié squelettique 

et les myosines non conventionnelles qui se déplacent sur le filament d’actine grâce à 

l’hydrolyse de l’ATP pour permettre le transport les vésicules à travers le cytoplasme 

pour établir l’organisation intracellulaire (Hartman and Spudich, 2012; Spudich, 

2001).  

La régulation de la dynamique d’un filament d’actine fait également intervenir 

certaines enzymes appelées petites protéines G ou petites GTPases, dont fait partie la 

famille des protéines Rho, incluant Cdc42, Rac1 et RhoA (Etienne-Manneville and 

Hall, 2002). Ces GTPases passent d’un état actif lié au GTP à un état inactif lié au 

GDP. L’activation de Cdc42 mène à la polymérisation de l’actine résultant en la 

formation de filopodes et microspikes. L’activation de Rac1 mène à la formation de 

lamellipodes. L’activation de Rho promeut l’assemblage des filaments d’actine qui 

forme, avec la myosine II, des fibres de stress en interaction avec les adhésions focales 

(Etienne-Manneville and Hall, 2002) (figure 20).  

 

 

Protéines Fonctions 

Tropomyosine Stabilise les filaments 

Fimbrine, α-actinine, villine Regroupe les filaments 

Formine, Arp 2/3 Amorce la polymérisation et forme des branches 

Filamine Réticule les filaments 

Spectrine I/II Réticule les filaments dans la membrane  

Gelsoline Fragmente les filaments 

Myosine II Fait glisser les filaments sur les muscles 

Myosine I Transporte les vésicules sur les filaments 

Cap Z Coiffe l’extrémité (+) des filaments 

Profiline, thymosine Se lie aux monomères d’actine 

Tableau 4 : Protéines se liant à l’actine (ABP) 
Table 4 : Protéines se liant à l’actine (ABP)  

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 - Cytoskeleton 
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Figure 19 : Polymérisation de l’actine 

Figure 20 : Effet de l’activation des protéines de la famille Rho sur 

l’organisation de l’actine  

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 - Cytoskeleton 
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ii. Rôle dans la 

mécanotransduction 
 

Les filaments d’actine sont directement reliés aux différents récepteurs de la 

mécanotransduction et permettent ainsi de transmettre les forces extérieures jusqu’au 

noyau. La réorganisation du cytosquelette d’actine entraine des changements de 

morphologie cellulaire en réponse aux changements de rigidité. Plus particulièrement, 

les fibres de stress d’actine ne sont pas visibles lorsque les cellules sont ensemencées 

sur support souple, elles apparaissent à partir de 3kPa (Yeung et al., 2005). Lorsque 

les cellules endothéliales sont soumises à un flux laminaire, elles réorganisent leur 

cytosquelette d’actine de façon dépendante de Rac1 et RhoA (Tzima et al., 2001). De 

plus, grâce au cytosquelette d’actine et à la myosine, les cellules peuvent exercer en 

retour des forces contractiles sur leur substrat pour le remodeler (Asparuhova et al., 

2009). En réponse aux signaux mécaniques, le cytosquelette d’actine influence la 

translocation nucléaire de différents cofacteurs de la transcription comme YAP/TAZ et 

MRTF dont les rôles seront détaillés dans la partie c) et d) (Dai et al., 2019; Dupont et 

al., 2011). 

Les CAF régulent la rigidité matricielle par la contraction de leur cytosquelette 

d’actomyosine. La contraction du cytosquelette se fait par la GTPase Rho et sa kinase 

effectrice ROCK (Rho associated protein kinase) qui va phosphoryler MLC-2 (myosin 

light chain 2) de manière directe ou indirecte par la phosphorylation inhibitrice de la 

phosphatase de MLC-2, MYPT (myosin phosphatase targeting protein) (Albrengues et 

al., 2014b; Sanz-Moreno et al., 2011) (Figure 21). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Effet de l’activation des protéines de la famille Rho sur l’organisation de 
l’actine 
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Figure 21 : La voie Rho/ROCK/MLC2 dans la contraction du cytosquelette d’actine 

 Figure 21 : La voie Rho/ROCK  

Adapté de Cellular Biochemistry II et de {Jin, 2020 #1846} 
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iii. Rôle dans les cancers  
 

Une motilité cellulaire altérée est un des « hallmarks » des cancers et est 

caractéristique de la formation de métastases en facilitant l’avancement des cellules 

tumorales de façon locale et vers des sites distants (Hanahan and Weinberg, 2011). La 

réorganisation dynamique du cytosquelette d’actine est requise pour la motilité 

cellulaire. Cette réorganisation de l’actine a lieu lors de l’EMT pour convertir des 

cellules de type épithéliales en cellules mésenchymateuses pour augmenter leurs 

capacités migratoires (Lamouille et al., 2014; Thiery et al., 2009). Les Rho GTPases, 

en lien avec l’actine, sont d’importants transducteurs de différentes voies de 

signalisation régulant la migration cellulaire, la prolifération, la survie et la résistance 

à la mort (Orgaz et al., 2014). Les Rho GTPases sont peu mutées dans les cancers. On 

retrouve cependant une mutation de Rac1 sur la proline en position 29 dans certaines 

tumeurs de mélanome, de cancer du sein ou de la tête et du cou (Alan and Lundquist, 

2013). La plupart du temps, les Rho GTPases sont surexprimées ou hyperactivées à 

cause d’un changement d’expression des GAP, GEF ou GDI (figure 20). Les Rho 

GTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 ont été montrées comme importantes pour la 

progression et la formation de métastases de différents cancers solides comme le 

cancer du sein, du foie ou le mélanome (Kamai et al., 2004; Wang et al., 2007). Le rôle 

des Rho GTPases dans les cancers est complexe et dépend de plusieurs facteurs 

comme les stimuli extracellulaires, les voies de signalisation impliquées et le type de 

cancer considéré (Albrengues et al., 2014b; Calvo et al., 2015; Haga and Ridley, 2016 

Les voies Rho/ROCK (Rho-associated protein kinase) et Cdc42/Septine sont également 

impliquées dans la contraction des CAF, favorisant la croissance, l’angiogenèse 

tumorale et l’invasion tumorale {Sanz-Moreno, 2011 #237).  Le ciblage de ces Rho 

GTPases dans les cancers peut être une approche prometteuse (Rodriguez-Hernandez 

et al., 2016). En effet, dans le cas du mélanome, une étude récente de l’équipe du Dr 

Sanz-Moreno a montré que le ciblage de ROCK, la kinase effectrice de RhoA, 

augmente la sensibilité des cellules de mélanome aux thérapies ciblées et aux 

immunothérapies (Orgaz et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 



Page | 81  
 

2. Les filaments intermédiaires 

 

i. Rôle physiologique 
Les filaments intermédiaires (FI) sont divisés en cinq classes : les kératines, les 

neurofilaments, les desmines, les lamines et la vimentine (table 5). Ils sont liés à la 

MEC par certaines intégrines et s’étendent dans le cytoplasme jusqu’autour du noyau. 

Ce vaste réseau permet de relayer les informations de la surface vers les 

compartiments internes de la cellule (Chang and Goldman, 2004).  

Les FI ont des structures fibreuses alors que les filaments d’actine et les MT 

sont globulaires. Aucune énergie n’est nécessaire pour la polymérisation des FI. Pour 

commencer, 2 monomères s’enroulent pour former un dimère. Ensuite, 2 dimères se 

juxtaposent de façon antiparallèle pour former un tétramère. Les tétramères 

s’attachent ensemble jusqu’à 8 tétramères. Ces 8 tétramères s’enroulent à nouveau 

pour former une structure en corde (figure 22) (Fuchs and Weber, 1994). 

Contrairement aux filaments d’actine et aux microtubules, les FI participent à 

la structure et à l’élasticité cellulaire mais pas à sa motilité mais car ils sont plus 

stables que les autres fibres du cytosquelette. Le réseau de FI fournit un support 

mécanique aux membranes cellulaires, comme la lamine retrouvée le long de la 

surface interne de l’enveloppe nucléaire (McKeon, 1991).  

  

Figure 22 : Structure et assemblage d’un filament intermédiaire Figure 22 : Structure et assemblage d’un filament intermédiaire  

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 - Cytoskeleton 
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ii. Rôle dans la mécanotransduction 

Les FI peuvent interagir avec certains récepteurs de la mécanotransduction comme 

l’intégrine β3 à laquelle se lie la vimentine (Kim et al., 2016a) ou de façon indirecte par 

des protéines de liaison telle que la plectine (Bhattacharya et al., 2009). Le cytosquelette 

de FI agit comme un réseau élastique qui transmet et propage les forces mécaniques 

auxquelles les cellules sont soumises via la MEC ou l’adhérence intercellulaire. 

L’assemblage des fibres de stress d’actine et leur contractilité peuvent être régulés par les 

filaments de vimentine via l’activation de RhoA et de la GEF-H1 (la GEF de RhoA) (Jiu et 

al., 2017). Les FI participent donc à la mécanotransduction en se coordonnant avec les 

autres éléments du cytosquelette pour répondre aux stimuli mécaniques auxquels la 

cellule peut être soumise (Sanghvi-Shah and Weber, 2017).  

 

iii. Rôle dans les cancers 
Les FI jouent un rôle important dans les cancers notamment dans la formation de 

métastases. La nestine est surexprimée dans différents types de cancer. Son expression 

corrèle avec la croissance tumorale et la formation de métastases, en faisant ainsi un 

marqueur de mauvais pronostic dans le cancer du pancréas, de la prostate, le mélanome et 

le glioblastome (Ishiwata et al., 2011). La vimentine voit également son expression 

augmentée dans les cellules devenues mésenchymateuses après avoir subi l’EMT, 

participant ainsi à la progression tumorale (Satelli and Li, 2011). Enfin, la kératine est 

surexprimée dans différents cancers épithéliaux tels que le cancer du sein, des ovaires, de 

la prostate, du poumon, de la tête et du cou ou de la vessie et elle peut servir de marqueur 

de diagnostic ou de caractérisation de tumeurs métastatiques d’origine inconnue (Barak et 

al., 2004; Karantza, 2011). 

Classe  Protéines  Type cellulaire 

I Kératines acides Cellules épithéliales 

II Kératines basiques Cellules épithéliales 

III 

Vimentine Mésenchyme 

Desmine Muscles 

GFAP Cellules gliales, astrocytes 

Périphérine Système nerveux périphérique 

Plasticine Cellules rétiniennes ganglionnaires 

IV 
Protéines Neurofilaments -L, -M, -H  Système nerveux centrale 

α-internexine Neurones du système nerveux centrale 

V  Lamines A, B, C Membrane nucléaire 

VI Nestines Cellules neuro-épithéliales 

Tableau 5 : Les différents filaments intermédiaires Table 5 : Les différents filaments intermédiaires   

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 – Cytoskeleton et de (Daly et al., 

1998) 
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3. Les microtubules 

 

i. Rôle physiologique 
 

Les microtubules (MT) sont composés d’hétérodimères de tubuline α et β qui 

s’auto-assemblent en polymères et forment des structures cylindriques. (Luduena, 

2013). Un MT est composé de 13 hétérodimères de tubuline qui représente 13 

protofilaments, organisés en une alternance de sous-unité de tubuline α et β (figure 

23). Les protéines associés aux MT sont impliquées dans l’assemblage des MT et leur 

nucléation, c’est-à-dire l’assemblage des hétérodimères de tubuline α et β (Maccioni 

and Cambiazo, 1995). La dynamique des MT est régulée par l’hydrolyse du GTP sur la 

sous-unité de tubuline β. Les MT sont des structures dynamiques avec un rôle 

important dans la migration cellulaire, le transport des vésicules et la mitose 

(Ganguly et al., 2012; Salmon and Wolniak, 1990; Thyberg and Moskalewski, 1999). 

La capacité des MT à se polymériser et se dépolymériser de façon régulée est 

essentielle pour la séparation des chromosomes lors de la mitose (figure 24).  

  

Figure 23 : Structure d’une microtubule Figure 23 : Structure d’un microtubule   

Adapté de Medical Cell Biology (Third Edition) - Chapter 3 - Cytoskeleton 
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ii. Rôle dans la 

mécanotransduction 
La formation des MT est affectée par des stimuli mécaniques. Cela a été observé 

lors d’un étirement passif de cellules musculaires cardiaques où les MT sont devenus 

plus stables et plus denses (White, 2011). De plus, l’inhibition de l’intégrine β1 a le 

même effet qu’un inhibiteur classique de la polymérisation des MT comme la 

colchicine. Ceci suggère que la polymérisation des MT induite par un stress mécanique 

est contrôlée par l’intégrine β1 (Yutao et al., 2006). Dans des cellules épithéliales de 

sein, la stabilité des MT est diminuée en réponse à la rigidité matricielle, permettant 

l’activation de la GEF-H1 et donc de la voie RhoA (Heck et al., 2012).  

iii. Rôle dans les cancers 
Des voies sont communes à l’actine et aux MT, comme la voie des Rho GTPases, 

pour réguler notamment le mouvement cellulaire. En effet, dans l’adénocarcinome 

gastrique, une altération de la dynamique des MT augmente l’activité de RhoA et sa 

kinase associée ROCK, résultant en une modification de l’organisation du 

cytosquelette et un changement vers une migration amiboïde (Eitaki et al., 2012). La 

prolifération soutenue des cellules tumorales étant un des « hallmarks of cancer », les 

premiers traitements contre les cancers à avoir été développés sont les 

chimiothérapies, comme le paclitaxel et docitaxel, ciblant le cytosquelette de MT pour 

empêcher la mitose (Zhou and Giannakakou, 2005). Cependant, une altération de la 

tubuline β dans les cancers épithéliaux, est associée à la résistance à ces agents 

chimio-thérapeutiques (Kavallaris, 2010).  

b) Le noyau peut sentir les forces mécaniques et y 

répondre 

Beaucoup de voies de signalisation convergent au noyau pour réguler 

d’importants processus comme la transcription, la réplication de l’ADN et la 

progression dans le cycle cellulaire. Les forces mécaniques transmises par les 

récepteurs mécanosenseurs et par le cytosquelette sont transmises au noyau qui peut 

soit les sentir directement soit faire entrer des facteurs ou cofacteurs de la 

transcription pour activer la transcription de leurs gènes cibles.  

Les changements de morphologie du noyau en réponse à un stimulus mécanique 

ont été observés pour la première fois il y a presque 90 ans (Chambers et al., 1931). 

Des forces appliquées sur les intégrines mènent à une transmission rapide, de l’ordre 

de la seconde, des forces vers le noyau, avec comme conséquence un changement 

morphologique du noyau (Maniotis et al., 1997). Les effets des forces mécaniques 

influencent également l’activité des gènes (Gieni and Hendzel, 2008; Lombardi et al., 

2011) et la morphologie de la chromatine. L’expression des gènes peut être modifiée 

dans le noyau sans l’intervention de facteurs et cofacteurs de la transcription.  
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L’étude de Tajik et al, a montré qu’exercer un stress d’étirement sur des cellules 

en utilisant des billes magnétiques, couplées à un motif RGD pour être reconnu par les 

intégrines, entraine un étirement de la chromatine qui a pour conséquence une 

augmentation de la transcription des gènes (Tajik et al., 2016) (figure 24).  

Les forces mécaniques peuvent provoquer un changement de conformation de la 

lamine A/C (Ihalainen et al., 2015; Swift et al., 2013), qui peut altérer son interaction 

avec des protéines partenaires, induire des phosphorylations sur les sites exposés, 

modifiant la signalisation en aval (figure 24) (Maurer and Lammerding, 2019). Lors 

d’un stress mécanique, l’étirement du noyau entraine une ouverture des pores 

nucléaires qui permet l’import des protéines dans le noyau, comme le cofacteur de 

transcription YAP (Elosegui-Artola et al., 2017).  

Figure 24 : Les conséquences des forces subies par le noyau 

(Maurer and Lammerding, 2019) 
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Un noyau isolé est capable de répondre à des forces mécaniques (Guilluy et al., 

2014), suggérant que des fonctions sensorielles, transductrices et de réponse à ces 

forces existent dans le noyau en lui-même. Le noyau est pourvu d’une enveloppe 

nucléaire constitué de protéines qui connectent le noyau au cytosquelette formant le 

complexe LINC (linker of nucleoskeleton and cytoplasm) (figure 25).  

Ce complexe est lié de façon directe à l’actine et indirecte aux FI et aux MT 

(Jahed and Mofrad, 2019), permettant ainsi au noyau de ressentir les forces 

mécaniques transmises à la cellule.  

  

Figure 25 : Le complexe LINC du noyau 

Figure 24 : Les conséquences des forces subies par le noyau 

Figure 25 : Le complexe LINC du noyau 

(Graham and Burridge, 2016) 
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c) Les coactivateurs transcriptionnels YAP/TAZ 

1. Rôle physiologique 

Les cofacteurs de transcription YAP (Yes associated protein) et TAZ 

(Transcriptional CoActivator With PDZ-Binding Motif) font partie de la voie Hippo. 

Cette voie de signalisation a d’abord été décrite dans la Drosophile comme la voie 

« Salvador-Warts-Hippo » (Piccolo et al., 2014). Les kinases constituants la voie Hippo 

sont très conservées entre la Drosophile et l’Homme.   

La voie Hippo relaie des signaux de la membrane plasmique au noyau pour 

réguler l’expression de gènes contrôlant divers processus cellulaires comme la 

prolifération, la survie ou la différentiation (Johnson and Halder, 2014). 

Contrairement aux voies de signalisation classiques, la voie Hippo n’a pas de ligands 

ou de récepteurs dédiés mais est régulée par un réseau de composants, principalement 

impliqués dans la régulation de l’adhésion cellulaire et la polarité (figure 27). La voie 

Hippo est composée de 2 familles de sérine-thréonine kinases : MST1/2 et LATS1/2. 

Chacune de ces kinases sont associées à des protéines d’échafaudage : SAV1 pour 

MST1/2 et MOB1A/MOB1B pour LATS1/2 (Johnson and Halder, 2014) (figure 26). La 

voie Hippo possède 2 coactivateurs de la transcription YAP et TAZ, qui ne sont pas 

capables d’associer directement à l’ADN. En conséquence, ils forment des complexes 

avec des facteurs de transcription via leur domaine TEA tels que TEAD 

(Transcriptional enhance associate domain), RUNX1/2 ou p73 (figure 26). 

Figure 26 : La voie Hippo Figure 26 : La voie Hippo 

(Johnson and Halder, 2014) 
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YAP a été identifiée en 1995 comme interagissant avec la kinase de la famille 

SRC, YES, par son domaine SH3, dont elle tient son nom (Sudol et al., 1995). TAZ a 

été identifiée plus tard, en 2000. Et elle interagit avec la protéine 14.3.3 par son 

domaine PDZ (prenant son nom des 3 premières protéines décrites possédant ce 

domaine : PSD95, Dsg, ZO-1) (Kanai et al., 2000).  YAP et TAZ sont issues de la 

transcription de gènes distincts. YAP est codée par le gène YAP1 sur le chromosome 

11 tandis que TAZ est codée par le gène WWTR1 sur le chromosome 3, et n’est présent 

que chez les vertébrés (Hilman and Gat, 2011). YAP et TAZ présentent une homologie 

de 46% entre elles. Elles possèdent des domaines communs comme un domaine 

d’interaction avec les facteurs de transcription de la famille TEAD (Transcriptional 

enhance associate domain) situé en N-terminal, au moins un domaine d’interaction de 

type WW (d’une quarantaine de résidus contenant 2 tryptophanes et interagissant 

avec le motif PPxY sur de nombreuses protéines), un domaine transactivateur (TAD) 

en C-terminal ainsi qu’un domaine d’interaction avec les protéines exprimant des 

domaines de type PDZ (Hong and Guan, 2012) (figure 27).   

Figure 27 : Structure de YAP et de TAZ et protéines partenaires Figure 27 : Structure de YAP et de TAZ et protéines partenaires 

TAD, transcription activation domain  

Adapté de (Piccolo et al., 2014) 
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La voie Hippo est active lorsque les kinases MST et LATS le sont aussi. Le 

complexe MST/SAV1 phosphoryle et active le complexe LAST/MOB1 qui va à son tour 

phosphoryler leurs effecteurs YAP et TAZ (Dong et al., 2007; Hao et al., 2008; Oh and 

Irvine, 2008). La phosphorylation de YAP et de TAZ entraine leur export du noyau, 

leur rétention dans le cytoplasme où ils vont être séquestrés par la protéine 14-3-3 

puis leur dégradation dépendante de βTRCP par le protéasome (figure 26) (Dong et al., 

2007; Liu et al., 2010; Oh and Irvine, 2008; Ren et al., 2010). Au lieu de se lier à YAP 

et TAZ, TEAD va se lier à VGL4 (vestigial-like family member 4) qui réprime 

l’expression des gènes (Guo et al., 2013; Zhang et al., 2014). Lorsque la voie Hippo est 

inactive, YAP et TAZ s’accumulent dans le noyau et activent la transcription de leurs 

gènes cibles en s’associant leurs facteurs de transcription tels que TEAD, SMAD, 

TBX5, RUNX1/2 ou p73 (Ferrigno et al., 2002; Murakami et al., 2005; Passaniti et al., 

2017; Strano et al., 2001; Totaro et al., 2018; Varelas et al., 2008; Wu et al., 2008). La 

voie Hippo a donc pour rôle majeur d’inhiber les fonctions nucléaires de YAP et TAZ.  

Le rôle de la voie Hippo dans le contrôle de la croissance lors du développement 

a d’abord été décrite dans la Drosophile (Jia et al., 2003; Udan et al., 2003). La voie 

Hippo sert à réguler la taille des organes durant le développement. Une surexpression 

de YAP ou une perte de fonction de MST et LATS entraine une prolifération 

importante des cellules et une dérégulation de l’apoptose, ce qui conduit à une 

augmentation de la taille des organes comme le foie ou le coeur (Dong et al., 2007; 

Huang et al., 2005; Udan et al., 2003; von Gise et al., 2012).  

Les protéines YAP et TAZ sont très similaires pour être redondantes dans 

certaines circonstances comme, dans l’ostéogenèse ou le phénotype des cellules 

souches, en revanche, leurs différences au niveau biochimique et de leur régulation 

leur permettent de jouer des rôles différents dans le développement pulmonaire, la 

fonction des fibroblastes de la cornée, la différenciation des lymphocytes T ou la 

fonction des myoblastes (LeBlanc et al., 2021). De plus, l’invalidation de YAP dans un 

modèle murin engendre la mort des embryons (Morin-Kensicki et al., 2006) alors que 

la perte de TAZ provoque des malformations sévères des glomérules rénaux ou des 

poumons, augmentant le risque de mortalité des souriceaux après leur naissance 

(Hossain et al., 2007; Makita et al., 2008). Ceci confirme les différences de fonctions 

existant entre YAP et TAZ.  

YAP et TAZ sont également capables de se contrôler mutuellement selon le 

contexte. YAP régule négativement l’accumulation de TAZ, en provoquant sa 

dégradation via GSK3 et HSP90, dans un modèle de fibroblastes embryonnaires 

murins (Finch-Edmondson et al., 2015). Dans cette étude, TAZ n’est pas capable 

d’affecter l’expression de la protéine YAP. Cependant, il a été montré, dans un modèle 

humain de fibroblastes de la cornée, que la diminution de TAZ mène à une 

augmentation de l’expression de YAP (Muppala et al., 2019). 
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Les gènes cibles de YAP et TAZ incluent différentes protéines impliquées dans 

la mécanotransduction ou la rigidification de la MEC (figure 28)(Totaro et al., 2018) 

comme des intégrines, des protéines régulant le cytosquelette et la contraction 

(MLC2), des protéine de la MEC comme la laminine, des protéines matricellulaires 

comme CTGF ou CYR61 (cf. Chapitre 1) ou une protéine de la famille de motines telle 

que AMOTL2. Comme YAP et TAZ ne se lient pas aux mêmes facteurs de 

transcription, ils peuvent ne pas réguler les mêmes gènes (figure 27) (LeBlanc et al., 

2021). Par exemple, l’intégrine αV ou l’ANGPTL4 sont des cibles de TAZ mais pas YAP 

tandis que BAX ou PIG3 sont des cibles de YAP lorsqu’elle se lie à p75 (Kim et al., 

2018b) 

  

Figure 28 : Exemples de différents gènes cibles de YAP/TAZ selon le type cellulaire 

Figure 28 : Exemples de différents gènes cibles de YAP/TAZ selon le 

type cellulaire  

(Totaro et al., 2018) 
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2. Rôle dans la mécanotransduction 

En plus de leur régulation par la voie Hippo, la localisation nucléaire des 

protéines YAP et TAZ est modulée par la forme des cellules, la rigidité et la topologie 

de la MEC ou par les contraintes de cisaillements (Panciera et al., 2017) (figure 29).  

Dupont et collaborateurs ont été les premiers à montrer que la rigidification de 

la MEC entraine la translocation nucléaire des protéines YAP/TAZ et l’activation de 

leurs gènes cibles de façon indépendante de la voie Hippo (Dupont et al., 2011). Cette 

activation de YAP/TAZ par la rigidité matricielle se fait par la réorganisation du 

cytosquelette d’actine et l’activation de la voie ROCK.  

Dans un contexte multicellulaire, une forte densité entraine une inhibition de la 

translocation de YAP/TAZ, cependant, la rigidité prend également le dessus sur la voie 

Hippo et entraine l’activation de YAP (Aragona et al., 2013). 

Les protéines YAP/TAZ peuvent agir comme un réservoir qui stocke les 

informations mécaniques passées (Yang et al., 2014).  

Figure 29 : Activation de YAP par la rigidité matricielle 

Figure 29 : Activation de YAP par la rigidité matricielle 

Les cellules répondent à la rigidité matricielle en modulant leur état de tension via leur adhésion à 

la MEC par les intégrines. Une faible rigidité matricielle est associée à une faible maturation des 

adhésions focales, à une faible contractilité du cytosquelette d’actomyosine et à l’inactivation des 

YAP/TAZ, qui reste séquestrer dans le cytoplasme. Sur un substrat plus rigide, les intégrines 

s’assemblent et la tension intracellulaire du cytosquelette d’actomyosine, permet la localisation 

nucléaire de YAP/TAZ et son activation.  

Adapté de (Totaro et al., 2018) 
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3. Rôle dans les cancers 

Une augmentation de la localisation nucléaire de YAP et parfois TAZ a été 

rapportée dans la majorité des cancers solides suggérant une dérégulation répandue 

de la voie Hippo dans les néoplasies (Harvey et al., 2013; Overholtzer et al., 2006). 

Dans la peau, le foie ou le colon, des modèles murins montrent qu’une inhibition de la 

voie Hippo ou une surexpression de YAP sont suffisantes pour promouvoir la 

formation de tumeurs (Overholtzer et al., 2006; Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2011).  

Les protéines YAP/TAZ inhibent l’apoptose dans de nombreux cancers comme le 

cancer gastrique, le cancer du rein ou le rhabdomyosarcome (Cao et al., 2014; LeBlanc 

et al., 2021; Slemmons et al., 2015; Yan et al., 2018). 

La voie YAP régule la prolifération cellulaire, dans le mélanome, en induisant 

l’expression de MITF, lorsqu’il se lie au facteur de transcription PAX3, et donc la 

transition vers un phénotype différencié de type mélanocytique. A l’inverse, en 

présence de TGFβ, YAP va se lier au facteur de transcription TEAD et permettre la 

dédifférenciation des cellules vers un phénotype invasif (Miskolczi et al., 2018). YAP et 

TAZ contrôlent également la prolifération cellulaire par leur action sur le 

métabolisme, en régulant notamment, la glycolyse, la lipogenèse et la glutaminolyse 

(Koo and Guan, 2018). 

La perte de polarité, une des caractéristiques de l’EMT, entraine l’activation de 

YAP/TAZ, qui engage une boucle de rétrocontrôle positive dans laquelle YAP/TAZ 

promeuvent l’EMT et la perte de polarité, maintenant son activité (Cordenonsi et al., 

2011). Dans le mélanome, les protéines YAP et TAZ contrôlent l’invasion et les 

capacités métastatiques des cellules via CTGF (Nallet-Staub et al., 2014). YAP et TAZ 

participent également à la résistance thérapeutique. L’activation de YAP/TAZ est 

connue pour entrainer l’augmentation de la survie cellulaire et la suppression de 

l’apoptose (Udan et al., 2003); (Dong et al., 2007). Il a été montré également que les 

gènes cibles de YAP/TAZ, CTGF et CYR61, inhibent l’apoptose dans les cellules de 

cancer du foie (Juric et al., 2009; Urtasun et al., 2011) et sont aussi responsables de la 

résistance aux taxols dans le cancer du sein (Lai et al., 2011). YAP peut également 

induire la résistance aux thérapies ciblées en réactivant la voie MAPK dans les 

cellules de mélanome (Lin et al., 2015b); (Fisher et al., 2017; Girard et al., 2020 ; Kim 

et al., 2016b; Lecacheur et al., 2020; Misek et al., 2021 ) (Article 1). De plus, son 

activation est augmentée en réponse aux thérapies ciblées via le cluster de miR-143/-

145 pour promouvoir la résistance des cellules de mélanome (Diazzi et al., 2021) 

(Annexe III). De plus, YAP fait partie des gènes qui ont été identifiés dans le 

mélanome comme régissant la résistance non génétique acquise aux thérapies ciblées 

(Hugo et al., 2015)). Ces gènes sont régulés de façon épigénétique par méthylation sur 

leurs sites CpG.  
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YAP participe également à la résistance aux immunothérapies à la fois dans les 

cellules tumorales et dans les cellules immunitaires. Dans les cellules tumorales, YAP 

induit une augmentation de l’expression de PD-L1 dans des cancers tels que le 

mélanome, les cancers du poumon, diminuant la sensibilité des cellules aux effets 

cytotoxiques des lymphocytes T CD8+. (Kim et al., 2018a).  

Un des mécanismes de résistance aux immunothérapies est l’IFNγ. Une étude 

récente du Dr Sun a montré que l’IFNγ entraine la localisation nucléaire et 

ponctiforme de YAP après un traitement avec l’anti-PD-1. Plus particulièrement YAP 

est localisé dans les régions euchromatique pour activer la transcription (Yu et al., 

2021). 

YAP et TAZ sont exprimées dans les lymphocytes Treg et les lymphocytes B, 

notamment, et sont impliquées dans leur moindre activation, atténuant ainsi la 

réponse immunitaire antitumorale. Une analyse clinique a ainsi montré que les 

patients présentant un faible taux d’expression de YAP dans leur tumeur avait un 

meilleur taux de survie à 5 ans (Ni et al., 2018; Pan et al., 2019).  

Dans le cancer du poumon, une étude récente a montré que YAP et TAZ ont des 

rôles complémentaires dans la progression tumorale. YAP régule les gènes associés à 

la division et progression dans le cycle cellulaire tandis que TAZ régule les gènes 

contrôlant l’organisation de la MEC et la migration cellulaire. De plus, seule YAP 

contrôle la sensibilité aux traitements dans ce cancer (Shreberk-Shaked et al., 2020).  

Bien que YAP soit très souvent décrit comme un oncogène, il peut aussi agir 

comme suppresseur de tumeur via sa fonction pro-apoptotique. YAP se lie à p73 et 

entraine une augmentation de l’expression de BAX (Basu et al., 2003). De même, TAZ 

peut agir comme un suppresseur de tumeur. Par exemple, dans le myélome multiple, 

le promoteur de WWTR1 est hyperméthylé et donc inactif. La réexpression de TAZ 

active l’apoptose dans les cellules cancéreuses via la répression de MYC et de ses 

cibles (Grieve et al., 2019). YAP et TAZ ont été récemment décrit comme régulant la 

ferroptose, un programme de mort cellulaire non apoptotique dépendant du fer. YAP 

régule la ferroptose dans le cancer du côlon via les modulateurs de la ferroptose 

ACSL4 et TFRC (Wu et al., 2019). TAZ, quant à lui, contrôle la ferroptose dans le 

cancer du rein, en augmentant l’expression de EPM1 (Epithelial Membrane Protein 

A), qui induit l’expression de NOX4 (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH) Oxidase 4), une espèce réactive de l’oxygène essentielle à la ferroptose (Yang 

et al., 2019). 

Dans les CAF, YAP est nécessaire pour promouvoir la contractilité et la rigidité 

matricielle, l’invasion des cellules cancéreuses et l’angiogenèse. En retour, une matrice 

rigide augmente l’activation de YAP établissant ainsi une boucle de rétrocontrôle 

positive (Calvo et al., 2013). De plus, une étude récente du laboratoire a également 

montré le rôle de YAP dans la contractilité d’un type de fibroblastes ganglionnaires, 

les FRC (fibroblast reticular cell) modifiant ainsi leurs capacités à réguler la taille du 

ganglion lymphatique, le rendant plus permissif à l’arrivée des cellules de mélanome 

pour l’établissement des premières métastases (Rovera et al., 2021) (Annexe IV). De 

plus, l’équipe du Dr Treisman a montré dans une étude récente que les voies YAP-

TEAD et MRTF-SRF interagissent de façon indirecte pour accroître les propriétés 

contractiles et pro-invasives des CAF (Foster et al., 2017).  
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d) Le cofacteur transcriptionnel MRTF 

1. Rôle physiologique 

MRTF-A et B (myocardin related transcription factor) appelés également MKL1 

et 2 (megakaryoblastic leukemia 1 et 2) ou MAL et MAL16, sont des cofacteurs de 

transcription de la famille des myocardines. Ces cofacteurs se lient au facteur de 

transcription SRF (serum response factor) pour stimuler son activité 

transcriptionnelle (Wang et al., 2002). MRTF-A et B sont exprimés de façon 

ubiquitaire dans différents types de cellules, des cellules embryonnaires aux cellules 

adultes. Ils sont retrouvés exprimés de façon abondante dans différents organes 

comme le cœur, le foie, les poumons, les reins, les muscles squelettique, la rate et le 

cerveau. Dans la suite de ce manuscrit, l’acronyme MRTF sera utilisé pour parler 

indistinctement de MRTF-A et MRTF-B.  

L’activité transcriptionnelle de MRTF et donc sa localisation subcellulaire est 

régulée par la voie Rho-Actine. MRTF est un cofacteur transmettant les tensions de 

l’actine à SRF (Miralles et al., 2003). Dans les cellules quiescentes, MRTF s’associe à 

l’actine G monomérique et séquestré dans le cytoplasme. Ce complexe ne peut pas 

entrer dans le noyau (figure 30). La polymérisation de l’actine entraine la dissociation 

de ce complexe et permet la translocation nucléaire de MRTF. En effet, la dissociation 

entre MRTF et l’actine G révèle un motif de localisation nucléaire nécessaire à l’import 

de MRTF via l’importine α/β (Pawlowski et al., 2010). MRTF est localisé 

majoritairement dans le cytoplasme de cellules en l’absence de sérum mais est 

rapidement transporté dans le noyau après une stimulation avec du sérum (Esnault et 

al., 2014). La rétention de MRTF dans le cytoplasme peut aussi être facilitée par une 

phosphorylation par ERK1/2 qui entraine une inactivation de la voie MRTF/SRF 

(Muehlich et al., 2008).  

Les rôles de MRTF-A et B sont multiples car ils sont d’importants régulateurs 

du développement et de processus physiologiques normaux. MRTF est requis dans les 

muscles squelettiques pour réguler l’organisation des sarcomères, la survie des 

myoblastes et la formation de myotubes intacts (Cenik et al., 2016). Il est essentiel au 

développement cardiaque et à ses fonctions (Mokalled et al., 2010) ou à la cicatrisation 

et la diminution de l’inflammation à la suite d’une blessure (Velasquez et al., 2013). 

MRTF régule la maturation des mégacaryocytes et la formation des plaquettes (Smith 

et al., 2012) et contrôle les fonctions physiologiques des cellules immunitaires de 

lignées lymphoïdes et myéloïdes (Record et al., 2015). MRTF joue également un rôle 

dans l’activité des myofibroblastes lors de la fibrose (Diazzi et al., 2020; Shiwen et al., 

2015; Sisson et al., 2015). 
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Figure 30 : Activation de MRTF 

La régulation de MRTF se fait par la polymérisation de l’actine et la stabilisation de ses filaments. La 

séparation de complexe MRTF/G-actine peut se faire soit au niveau cytoplasmique via l’activité de 

RhoA, soit au niveau nucléaire via 3 mécanismes :  

(I) Le complexe LINC régule la signalisation induite par l’adhérence cellulaire des intégrines à mDIA, 

une formine nucléaire, favorisant la polymérisation de l’actine. 

(II) L’émérine, une protéine de la membrane nucléaire interne, facilite la polymérisation de l’actine 

nucléaire via un mécanisme non connu. 

(III) La filamine A (FLNA) facilite la polymérisation de l’actine nucléaire et relie les filaments au 

complexe MRTF/SRF. 

Tous ces différents mécanismes mènent à la liaison de MRTF au facteur de transcription SRF pour 

induire la transcription de leurs gènes cibles.  

Adapté de (Sidorenko and Vartiainen, 2019) 
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2. Rôle dans la mécanotransduction  

Etant donné son lien et sa régulation par le cytosquelette d’actine, l’activité de 

MRTF est également contrôlée par les signaux mécaniques provenant du 

microenvironnement. L’étude réalisée par Somogyi et al a été la première à décrire 

que l’accumulation de MRTF dans le noyau est induite par un étirement de la cellule 

(Somogyi and Rorth, 2004). Les intégrines, en transmettant les forces mécaniques au 

cytosquelette d’actine auquel MRTF est lié, favorisent sa translocation nucléaire 

(Maier et al., 2008). De plus, l’application de forces mécaniques sur des cellules 

provoque une réorganisation du cytosquelette d’actine et un remodelage de la 

chromatine induisant une translocation nucléaire de MRTF (Iyer et al., 2012). 

Certains des gènes cibles de MRTF, tels que Myh9, FLNA, SRF ou SDPR, régulent la 

contraction du cytosquelette activant ainsi une boucle de rétrocontrôle positive dans 

les cellules qui produisent des forces sur leur substrat en réponse à des stimuli 

mécaniques (Foster et al., 2017).  

3. Rôle dans les cancers 

Le rôle de MRTF dans les cancers a d’abord été décrit dans la leucémie aigüe (Ma 

et al., 2001). Dans les cancers du sein ou le mélanome, MRTF est requis pour 

l’invasion tumorale et la formation de métastases. En effet, sa déplétion réduit 

l’invasion cellulaire et rend les cellules incapables de coloniser les poumons. De plus, 

son activation, dans des cellules faiblement invasives, augmente leur capacité 

métastatique (Medjkane et al., 2009). MRTF peut interagir avec YAP (Kim et al., 

2017) ou la voie JAK-STAT3 (Liao et al., 2014) pour induire une augmentation de 

l’invasion cellulaire et des capacités métastatiques dans les cancers du sein. Il peut 

aussi induire l’EMT et les propriétés invasives des cellules tumorales (Gasparics and 

Sebe, 2018; O'Connor et al., 2015). Comme YAP, MRTF participe à la résistance des 

mélanomes aux thérapies ciblées. En effet, MRTF peut induire le switch phénotypique 

des cellules de mélanome mutés RACP29S et permet la résistance aux thérapies ciblées 

(Lionarons et al., 2019). De plus, le ciblage de MRTF permet de restaurer la sensibilité 

aux thérapies ciblées des cellules résistantes (Girard et al., 2020; Lecacheur et al., 

2020; Misek et al., 2020)(Article 1). La localisation nucléaire de MRTF peut également 

être induite en réponse aux thérapies ciblées via le cluster de miR-143/-145 (Girard et 

al., 2020; Lecacheur et al., 2020)(Article 1) (Diazzi et al., 2021) (Annexe III). 
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VI. Rôle de la rigidité de la MEC dans les cancers  

Des perturbations de la mécanotransduction dans les cellules peuvent donner 

lieu à différentes pathologies dont les cancers. De plus, les cancers sont sujets à une 

dérégulation de la production de MEC. Les tissus tumoraux sont donc plus rigides que 

les tissus sains. L’altération des propriétés biomécaniques de la MEC est également 

due à une forte activité des protéines de réticulation et un alignement des fibres de 

collagène (Chen, 2008; Levental et al., 2009; Lu et al., 2012; Provenzano et al., 2008; 

Tilghman et al., 2010). Cette MEC plus rigide est associée à une plus forte agressivité 

tumorale et un mauvais pronostic pour les patients (Lu et al., 2012; Schwartz, 2010). 

Un stress mécanique peut être un facteur de risque dans le développement de 

mélanome plantaire (Minagawa et al., 2016). La rigidité matricielle peut également 

être un facteur induisant la transformation maligne notamment dans le cancer du sein 

(Panciera et al., 2020).  

A. Effet sur la prolifération cellulaire 

Des cellules qui interagissent avec une matrice rigide prolifèrent plus en 

réponse aux facteurs de croissance et expriment des gènes qui régulent positivement 

la prolifération, via la phosphorylation de la kinase FAK (Bae et al., 2014; Provenzano 

et al., 2008; Provenzano and Keely, 2011; Wells, 2008). Dans le mélanome, une étude a 

montré que la rigidité du collagène induit une augmentation de la prolifération via la 

voie YAP/PAX3/MITF (Miskolczi et al., 2018). La rigidité matricielle favorise la survie 

et la croissance tumorale en empêchant l’activité des suppresseurs de tumeurs comme 

la voie p53 (Ingallina et al., 2018; Schrader et al., 2011; Tilghman et al., 2010). Une 

matrice rigide entraine l’expression de miR-18a qui diminue l’expression du 

suppresseur de tumeurs PTEN, augmentant ainsi l’activité de la voie PI3K/AKT pour 

permettre la survie et la croissance cellulaire, dans le cancer du sein (Mouw et al., 

2014b).  

B. Conséquence sur l’angiogenèse 

Une MEC rigide favorise l’angiogenèse en stimulant la migration des cellules 

endothéliales et en induisant l’augmentation de l’expression du récepteur VEGFR2 qui 

contrôle la croissance et la survie des cellules endothéliales (Liu and Agarwal, 2010; 

Mammoto et al., 2009; Zanotelli and Reinhart-King, 2018). Cependant, une matrice 

trop rigide peut aussi compromettre l’intégrité vasculaire et activer des MMP qui vont 

dégrader la MEC et entrainer le relargage de facteurs anti-angiogéniques. La rigidité 

matricielle peut donc à la fois promouvoir ou inhiber l’angiogenèse.  
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C. Impact sur la modulation du système immunitaire 

Une matrice rigide peut compromettre l’activation des lymphocytes T en 

empêchant la production d’IL-2 qui est nécessaire pour la prolifération des 

lymphocytes T et la différenciation en TH1 (lymphocyte T helper) (O'Connor et al., 

2012). Une MEC rigide stimule la polarisation M2 des macrophages grâce à 

l’enrichissement de la MEC rigide en collagène de type I (Wesley et al., 1998) et 

entraine la diminution du nombre de macrophages M1 en réponse au LPS (Patel et al., 

2012).  

D.Conséquence sur l’invasion et la dissémination 

métastatique 

Une matrice rigide augmente le recrutement des intégrines pour former des 

adhésions focales et favoriser la migration (Levental et al., 2009). L’EMT est stimulée 

sur une MEC rigide via l’activation de la voie PI3K/AKT (Leight et al., 2012) et la 

modification de l’expression de facteurs de transcription comme TWIST (Wei et al., 

2015b) ou SNAIL (Zhang et al., 2016). Une matrice rigide entraine l’augmentation de 

l’expression du récepteur EGFR et du canal calcique CaV1.1 pour permettre l’invasion 

des cellules de carcinome (Grasset et al., 2018) (Annexe I).  

La rigidité matricielle favorise la dissémination et la croissance métastatique du 

mélanome notamment, comme cela a été montré dans l’étude de Li et collègues. Dans 

cette étude, ils ont comparé des cellules à faible ou fort potentiel métastatique et ont 

montré que la rigidité matricielle augmente la croissance et la migration des cellules 

faiblement métastatiques (Li et al., 2019b). Toujours dans le mélanome, un modèle 

prédictif liant la rigidité matricielle et l’invasion cellulaire a été établi et confirmé in 

vitro sur des hydrogels avec différentes concentrations de collagène. Ce modèle montre 

que l’invasion cellulaire est biphasique avec une augmentation de l’invasion jusqu’à 

une rigidité induisant une invasion optimale. Quand la rigidité dépasse cette valeur 

optimale, l’invasion diminue, jusqu’à ce que les cellules ne soient plus capables 

d’envahir (Ahmadzadeh et al., 2017). Cela peut s’expliquer notamment par la densité 

de substrat qui augmente avec la rigidité du substrat et empêche ainsi l’invasion des 

cellules tumorales. 

Dans le cas du cancer des ovaires, les cellules métastatiques adhèrent 

préférentiellement à un support souple et y acquièrent un phénotype plus agressif. 

Ces cellules possèdent des propriétés contractiles plus importantes et subissent un 

changement de morphologie caractéristique de l’EMT qui va favoriser la migration 

cellulaire. Ces effets sont contrôlés par la voie Rho/ROCK (McGrail et al., 2014).  
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E. Impact sur la résistance thérapeutique 

Avant d’être liée à l’adhérence et la réponse des cellules à un support rigide, une 

MEC rigide et donc plus dense peut favoriser la résistance aux traitements en limitant 

l’accès des traitements à la tumeur (Broders-Bondon et al., 2018). La résistance 

conférée par la rigidité de la MEC peut être due à une induction de l’EMT, 

caractérisée par une résistance aux traitements (Brabletz et al., 2018).  

L’hypoxie peut être induite par les forces mécaniques de la pression 

interstitielle. En effet, des pressions importantes favorisent la progression tumorale 

en altérant la fonction des vaisseaux limitant ainsi l’apport en oxygène et en 

nutriments. Des tumeurs hypoxiques sont plus résistantes aux thérapies anti-

cancéreuses telles que la radiothérapie, les chimiothérapies ou les thérapies ciblées 

(Broders-Bondon et al., 2018; Karakashev and Reginato, 2015).  

La résistance thérapeutique peut également être favorisée par les forces 

compressives présentes dans les tumeurs. C’est notamment le cas dans le cancer du 

pancréas où il a été montré que l’augmentation des forces compressives, dans un 

modèle de sphéroïdes, diminue l’efficacité des agents chimio-thérapeutiques. Cela est 

dû à une diminution de la prolifération des cellules cancéreuses en réponse au stress 

mécanique, empêchant ainsi la chimiothérapie d’être efficace (Rizzuti et al., 2020). 

Le rôle de la rigidité matricielle dans la résistance aux traitements a été 

majoritairement étudiée pour les chimiothérapies. La résistance aux chimiothérapies 

est augmentée avec la rigidité matricielle via l’activation de YAP dans les cellules de 

cancer du sein triple négatif, comparé aux autres types de cancer du sein. (Joyce et al., 

2018). D’autres études ont confirmé que la résistance aux chimiothérapies ou 

thérapies ciblées dans le cancer du sein est due à l’activation de la voie YAP/TAZ par 

la rigidité matricielle (Lin et al., 2015a; Qin et al., 2020). La résistance aux 

chimiothérapies conférée par la rigidité matricielle a également été étudiée dans 

d’autres cancers comme le cancer du pancréas (Rice et al., 2017) ou du foie (Schrader 

et al., 2011), dans lesquels la fibrose est très importante et est associée à une rigidité 

importante de la tumeur. Dans le mélanome, l’étude de Tokuda et al. a montré, à l’aide 

d’hydrogels de PEG, que la rigidité matricielle augmente la résistance au Vémurafénib 

(Tokuda et al., 2014).  
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Figure 31 : Ciblage des voies de la mécanotransduction 

Adapté de (Majeski and Yang, 2016) 

VII. Ciblage des principaux acteurs de la mécanotransduction 

  

Le ciblage de la mécanotransduction peut se faire par 2 approches distinctes 

(Diazzi et al., 2020; Lampi and Reinhart-King, 2018). La première approche consiste à 

cibler la rigidification de la MEC en elle-même, en inhibant soit la production et le 

remodelage de la MEC par les CAF soit en empêchant la conversion des fibroblastes 

en CAF soit en ciblant les enzymes responsables de la réticulation du collagène et donc 

de la rigidité comme les LOX et LOXL. La deuxième stratégie concerne l’inhibition des 

voies de signalisation activées dans les cellules tumorales en réponses aux signaux 

mécaniques qui ont été détaillées précédemment dans ce chapitre. Les différentes 

approches regroupant les deux stratégies sont résumées dans la figure 31. 

Figure 31 : Ciblage des voies de la mécanotransduction 
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A. Ciblage de la MEC  

a) Inhibition de la transformation des fibroblastes 

en CAF 

Une des causes principales de l’augmentation de la rigidité matricielle pendant 

la progression des cancers est la dérégulation de la synthèse et du remodelage 

matriciel par les fibroblastes activés et dédifférenciés en CAF. Cibler les CAF ou leur 

différenciation pourrait avoir un potentiel clinique pour atténuer la fibrose. Or il est 

difficile de cibler les CAF car, comme précisé dans le chapitre 1, ils représentent une 

population hétérogène caractérisée par un ensemble de marqueurs différents. Une 

étude préclinique, dans un modèle de fibrose du foie, a montré que l’utilisation d’un 

anticorps monoclonal C1-3 se fixant sur la synaptophysine, une protéine 

transmembranaire exprimée par les myofibroblastes hépatiques, induit l’apoptose des 

cellules quand il est conjugué à la gliotoxine, une toxine fongique (Douglass et al., 

2008). La contraction des CAF peut être inhibée en utilisant un peptide synthétique 

bloquant α-SMA (Hinz et al., 2002). La conversion de fibroblaste en CAF peut être 

empêchée par certains miARN, comme miR-29. La molécule MRG-201, mimant 

l’activité du miR-29, a récemment été utilisé dans une étude clinique de phase I en 

tant que traitement anti-fibrotique (Gallant-Behm et al., 2019; O'Reilly, 2016).  

Le TGFβ est un facteur de croissance important dans la transition des 

fibroblastes en CAF (Cf. Chapitre 1). Le ciblage du TGFβ est très étudié dans le cadre 

des maladies fibrotiques et les cancers (Akhurst, 2017). Le ciblage du TGFβ se fait par 

différentes approches telles que l’inhibition de l’interaction entre le ligand et son 

récepteur, l’inhibition de l’activité sérine/thréonine kinase du récepteur par 

l’utilisation de peptides synthétiques, d’oligonucléotides, de petites molécules 

inhibitrices ou d’anticorps bloquants monoclonaux (Akhurst, 2017; Colak and Ten 

Dijke, 2017). Le ciblage du TGFβ par la petite protéine inhibitrice Pirfenidone 

(Selvaggio and Noble, 2016) a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) 

pour traiter la fibrose pulmonaire idiopathique. Tandis que l’utilisation d’un anticorps 

monoclonal contre le TGFβ est actuellement en phase 2 pour le cancer du sein, le 

cancer du poumon ou la sclérose glomérulaire segmentaire focale (une maladie 

fibrotique du rein) (Lampi and Reinhart-King, 2018; Morris et al., 2014).  

La conversion de fibroblastes en CAF fait également intervenir la voie 

JAK/STAT par l’action de la cytokine LIF. Cette voie contrôle les propriétés 

contractiles et le remodelage matriciel des CAF, permettant l’invasion collective des 

cellules de carcinome. L’utilisation du Ruxolutinib, un inhibiteur de JAK, permet 

d’empêcher la conversion des fibroblastes en CAF et inhibe donc l’invasion des cellules 

cancéreuses (Albrengues et al., 2014a).  
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Une étude récente du laboratoire montre l’implication de FAPα dans l’activité 

myofibroblastique des CAF de type CAF-S1 dans le mélanome. L’utilisation d’un 

inhibiteur de l’activité enzymatique de FAPα, le PT-100, réduit leur capacité 

contractile et de production de fibres alignées de MEC (Thèse de Ana Popovic, 2021). 

L’inhibition des CAF par cet inhibiteur permet d’augmenter l’efficacité de la 

chimiothérapie dans un modèle murin de cancer du côlon (Li et al., 2016). L’utilisation 

de cet inhibiteur pourrait être prometteur et fait l’objet d’un essai clinique de phase I 

(Nemunaitis et al., 2006). 

D’autres facteurs de croissance pourraient être ciblés pour empêcher la 

formation des CAF comme le CTGF, le PDGF ou le VEGF. L’inhibiteur du CTGF, le 

FG-3019 est en phase d’essai clinique 1 et 2 dans la fibrose pulmonaire idiopathique 

(Raghu et al., 2016). Le Nintedanib, un inhibiteur des récepteurs VEGFR, FGFR et 

PDGFR, utilisé dans le traitement de la fibrose pulmonaire idiopathique, pourrait être 

repositionnée pour d’autres pathologies comme certains cancers via son activation 

d’inhibition des CAF et/ou des cellules cancéreuses (Diazzi et al., 2021; McCormack, 

2015)(Annexe III).  

b) Inhibition de la réticulation du collagène et de sa 

synthèse 
Un moyen efficace de cibler la rigidité matricielle est d’inhiber l’activité des 

enzymes de réticulation du collagène telles que les LOX et LOXL (Barker et al., 2012). 

Des essais précliniques utilisant le BAPN (β-aminopropionitrile), un inhibiteur de 

LOX, ou des anticorps bloquants anti-LOX permettent de supprimer les métastases au 

foie ou aux poumons dans des modèles de xénogreffes ou de souris transgéniques dans 

les cancers du sein ou gastrique (Barker et al., 2011; Peng et al., 2009). Des essais 

cliniques ont montré un effet mitigé de ces deux approches (Benson et al., 2017; Keiser 

and Sjoerdsma, 1967). Des approches permettant de cibler LOXL2 comme l’inhibiteur 

DPEN (diphényléthylènediamine) ou des anticorps monoclonaux bloquants anti-

LOXL2 permettent une réduction de la tumeur primaire dans des études précliniques 

de cancer du sein et de cancer gastrique (Barker et al., 2011; Moreno-Bueno et al., 

2011; Peng et al., 2009). L’anticorps anti-LOXL2 AB0024 a été proposé dans un essai 

clinique de phase 1 dans le cancer du sein (Barker et al., 2012). Un autre essai de 

phase 2 a été réalisé avec un anticorps bloquant LOXL2 combiné à la Gemcitabine, en 

traitement du cancer du pancréas (Barry-Hamilton et al., 2010). Même si les études 

initiales ne montrent pas de résultat prometteur dans un stade tardif du cancer, une 

étude additionnelle de Miller et al, montre que cette combinaison thérapeutique est 

plus efficace lorsqu’elle est administrée plus précocement (Miller et al., 2015).  

Des efforts ont également été concentrés sur l’inhibition de la synthèse du 

collagène en ciblant la prolyl-4-hydroxylase (CP4H), l’enzyme qui convertit la proline 

en hydroxyproline dans le collagène. Son inhibition, dans des modèles précliniques de 

cancer du sein, permet de diminuer les métastases pulmonaires (Gilkes et al., 2013; 

Xiong et al., 2014).  
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c) Inhibition de l’hyaluronane 
L’hyaluronane, ou acide hyaluronique, (HA) est un composant de la MEC qui 

joue un rôle important dans les cancers (Spinelli et al., 2020) (cf. Chapitre 1). Son 

ciblage se fait par l’inhibition de sa synthèse ou de sa liaison avec son récepteur. Le 4-

MU, un inhibiteur de la synthèse du HA, a des effets antitumoraux dans des modèles 

précliniques de cancer de la prostate (Lokeshwar et al., 2010).  

De la même façon, un petit peptide bloquant la liaison du HA à son récepteur 

entraine une diminution de la croissance de tumeurs du cancer du sein, du poumon, 

d’ostéosarcome et de mélanome dans des études précliniques (Evanko and Vogel, 1990; 

Urakawa et al., 2012a; Urakawa et al., 2012b). Le PEGPH20, une enzyme dégradant 

le HA, a été développée et utilisé dans un modèle murin de cancer du pancréas, en 

combinaison avec la Gemcitabine. Cette combinaison permet l’augmentation de la 

perméabilisation des macromolécules et ainsi une meilleure efficacité de la 

chimiothérapie, se traduisant par une inhibition de la croissance tumorale et le 

prolongement de la survie des souris (Jacobetz et al., 2013). Un essai clinique de phase 

3, pour des patients atteints de cancer du pancréas au stade métastatique, a été 

effectué avec le PEGPH20 en combinaison avec la Gemcitabine et a montré une 

meilleure efficace comparée au Gemcitabine seul (survie sans progression de 8 mois 

contre 5,3 mois) (Wang et al., 2021). Ces résultats suggèrent que le ciblage de 

l’hyaluronane pourrait être envisagé pour altérer les propriétés mécaniques des 

tumeurs et donc impacter sur le développement tumoral et sa progression (Majeski 

and Yang, 2016).  

B. Ciblage des voies de la mécanotransduction 
Les cellules répondent aux signaux biochimiques et mécaniques de la MEC et 

activent en réponse des voies de signalisation pour modifier leurs fonctions 

biologiques, entrainant la transformation de cellules saines en cellules malignes ou 

stimulant le développement tumoral. Cibler ces différentes voies pourrait constituer 

une approche prometteuse dans la prise en charge de différents cancers.  

a) Voie des intégrines/FAK 
Le ciblage des intégrines a commencé dans les années 80 avec l’étude de 

Humphries et al, dans laquelle des peptides RGD, motifs de liaison des intégrines, ont 

été utilisés pour bloquer un large spectre d’intégrines. Cette approche a permis de 

réduire l’invasion cellulaire et la formation de métastases dans un modèle murin de 

mélanome (Humphries et al., 1986). L’Etaracizumab, un anticorps bloquant α5β3, a 

été développé pour le traitement de cancers solides. Ce traitement n’apporte pas de 

bénéfices par rapport aux chimiothérapies (Delbaldo et al., 2008; Hersey et al., 2010; 

McNeel et al., 2005). Il en a été de même pour le Cilengitide, un peptide bloquant les 

intégrines α5β3 et α5β5 dans les vaisseaux sanguins pour bloquer l’angiogenèse, qui 

n’a montré aucun bénéfice pour les patients atteints de glioblastome par rapport aux 

traitements existants (Desgrosellier and Cheresh, 2010; Reardon et al., 2008).  
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La faible efficacité du ciblage des intégrines peut être due au nombre important 

de couples d’intégrines existants dans les cellules qui peuvent prendre le relais pour 

activer la voie de signalisation et la kinase FAK en aval. Cette voie peut être ciblée de 

façon alternative en ciblant la kinase FAK, ou les kinases formant les adhésions 

focales. Les différents inhibiteurs de FAK (PF-573228, NVP-TAC544, PF-562271, 

NVP-TAE226, VS-6063, VS-4718) sont des inhibiteurs compétitifs de l’ATP qui 

empêchent son activité kinase. Différentes études précliniques ont montré l’efficacité 

de ces inhibiteurs dans la régression tumorale et l’inhibition de la formation de 

métastases (Stokes et al., 2011). Une étude préclinique de xénogreffes de tumeurs 

dérivées de patients atteints de mélanome a montré que l’utilisation des inhibiteurs de 

FAK (PF-562271 ou VS-6063) en combinaison avec la combothérapie Dabrafénib 

(inhibiteur de BRAF muté) et Tramétinib (inhibiteur de MEK), utilisée en clinique 

pour le mélanome, élimine la population « cellule souche de la crête neurale » 

responsable de la résistance non génétique et retarde les rechutes (Marin-Bejar et al., 

2021). Ces inhibiteurs ont également passé avec succès des essais de phase 1 (Infante 

et al., 2012; Jiang et al., 2016; Schultze and Fiedler, 2010). Parmi ces différents 

inhibiteurs, le VS-6063 vient de compléter un essai de phase 2 dans le cancer du 

poumon muté KRAS (Gerber et al., 2020). Les inhibiteurs de FAK semblent donc 

prometteurs comme agents thérapeutiques dans différents cancers solides.  

La kinase SRC est une autre kinase constituant les adhésions focales pour 

laquelle un inhibiteur, le Dasatinib, a été développé. Le Dasatinib est passé en essai 

clinique de phase 2 mais n’a donné que de modestes effets dans les cancers du sein, de 

la prostate et le mélanome (Mayer et al., 2011). Il possède tout de même une AMM 

pour la LMC. Une étude préclinique a montré que le Dasatinib potentialise l’effet 

antitumoral d’un inhibiteur de MEK, le Tramétinib. L’utilisation du Dasatinib en 

combinaison avec le Tramétinib pourrait être une stratégie thérapeutique 

envisageable dans le cas de cancers mutés dans la voie MAPK ERK (Rao et al., 2018).  

b) Voie des Récepteurs à Domaine Discoïdine 
Comme ils possèdent une activité tyrosine kinase, les récepteurs DDR peuvent 

être ciblés par des petits molécules inhibitrices. Différentes molécules ont été 

identifiées comme inhibiteurs des DDR comme l’Imatinib (Glivec®, STI571), le 

Nilotinib (Tasigna®, AMN107) et le Dasatinib (Sprycell®, BMS-354825) qui sont 

actuellement utilisés en clinique pour la leucémie myéloïde chronique (Hantschel et 

al., 2008). Ce sont des inhibiteurs de plusieurs tyrosine kinases comme BCR-ABL 

(Breakpoint Cluster Region – Abelson kinase), PDGFR, KIT et les kinases de la 

famille des SRC pour le Dasatinib. L’Imatinib est également utilisé en clinique pour 2 

cancers solides : les GIST (Gastro intestinal Stroma Tumor) et le dermatofibrosarcome 

qui sont tous les deux des tumeurs mésenchymateuses, associées à un fort dépôt de 

collagène. Il est intéressant de noter que DDR2 est surexprimé dans les fibroblastes 

responsables des fibrosarcomes (Saby et al., 2016). Des études précliniques ont montré 

que l’Imatinib pouvait prévenir l’apparition de certaines fibroses comme la sclérose 

systémique cutanée diffuse (Distler et al., 2007).  

  



Page | 105  
 

L’Imatinib a donc passé un essai clinique de phase 2 pour cette pathologie et 

s’est avéré efficace, en diminuant l’épaisseur de la peau et en améliorant sa 

morphologie (Spiera et al., 2011). Dans le mélanome, une étude récente de notre 

laboratoire a montré que l’Imatinib en combinaison avec les thérapies ciblées dans le 

mélanome améliore leur efficacité par son action sur les DDR (Berestjuk et al., 2019).  

Bien que ces inhibiteurs ciblent efficacement l’activité kinase des DDR, ils ne 

sont pas suffisamment spécifiques des DDR donc d’autres molécules plus sélectives ont 

été identifiées ou créées, mais ne possèdent pas d’AMM. Par exemple, les inhibiteurs 

DDR1-in-1 et DDR1-in-2 sont des inhibiteurs de l’activité tyrosine kinase plus 

sélectifs. Le rôle anti-cancéreux de DDR1-in-1 a été montré dans un modèle pré-

clinique de mélanome (Grither and Longmore, 2018). Les DDR sont donc une cible 

prometteuse pour le mélanome ainsi que d’autres cancers solides.  

c) Voie des Rho GTPase/ROCK 

La voie des Rho GTPase/ROCK associée au cytosquelette d’actine est une voie 

importante dans la transmission des forces mécaniques au sein de la cellule. Le 

Fasudil, un inhibiteur de ROCK, inhibe la progression tumorale dans des modèles 

murins de cancer du poumon ou de glioblastome (Deng et al., 2010; Yang et al., 2012; 

Ying et al., 2006). L’activité de la GTPase Rho peut également être inhibée par les 

statines qui ciblent la voie mévalonate, une voie métabolique importante régulant les 

modifications post-traductionnelles de Rho et sa localisation à la membrane 

plasmique. Les essais cliniques menées avec les statines ont présenté trop d’effets 

secondaires chez les patients incluant des problèmes cardiaques ou une augmentation 

de la rigidité matricielle entrainant une accélération de la progression des cancers du 

sein ou de la prostate notamment (Pisanti et al., 2014). Ces résultats ont empêché les 

statines d’être proposées comme traitements anti-cancéreux.  

Les inhibiteurs de ROCK, H1152 et AT13148, ont été utilisés dans le mélanome 

et ont permis d’inhiber la résistance aux thérapies ciblées et aux immunothérapies 

(Orgaz et al., 2020). Aucun de ces inhibiteurs ne possède d’AMM. En revanche, 

l’inhibiteur de ROCK, le Netarsudil, possède une AMM pour le glaucome. Il serait 

donc intéressant de comparer l’effet de cet inhibiteur aux autres inhibiteurs de ROCK 

et éventuellement de proposer ces traitements en combinaison avec les traitements 

actuels dans le mélanome.   
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d) Voie YAP/TAZ 

L’activation de YAP/TAZ par la rigidité matricielle contribue à la 

transformation des fibroblastes en CAF, à l’augmentation du dépôt de collagène dans 

la MEC et à la prolifération cellulaire en alimentant des boucles de rétrocontrôles 

positifs qui augmentent la rigidité matricielle (Calvo et al., 2013; Liu et al., 2015).  

Etant donné l’absence de site catalytique, il est difficile d’avoir des inhibiteurs 

de YAP/TAZ très spécifiques de ces protéines. De façon générale, les inhibiteurs de 

YAP/TAZ sont classés en trois catégories. La première catégorie interfère sur les voies 

en amont de YAP en inhibant les récepteurs à la membrane plasmique, ou alors au 

niveau cytoplasmique pour favoriser sa dégradation ou au niveau du cytosquelette. La 

2ème catégorie d’inhibiteurs empêche l’interaction entre YAP/TAZ et TEAD. Enfin, la 

3ème catégorie cible l’activité des protéines cibles de YAP/TAZ (Pobbati and Hong, 

2020). 

Une inhibition directe de l’activité de YAP/TAZ est possible grâce à une petite 

molécules inhibitrice, la Vertéporfine, qui empêche la liaison entre YAP/TAZ et leur 

facteur de transcription TEAD. Cette molécule est déjà utilisée pour la dégénérescence 

maculaire. Utilisée dans des modèles murins de cancer de foie ou le mélanome, elle 

inhibe le développement tumoral (Girard et al., 2020; Lecacheur et al., 2020; Liu-

Chittenden et al., 2012) (Article 1). Des essais cliniques de phase 1 et 2 utilisant la 

Vertéporfine ont été réalisés pour le cancer du pancréas et ont donné des résultats 

prometteurs (Huggett et al., 2014).  

Un peptide mimant l’inhibition physiologique de l’interaction entre YAP et 

TEAD par la protéine VGL4 a été utilisé comme thérapie contre le cancer gastrique 

dans un modèle murin (Jiao et al., 2014) ou le cancer du pancréas (Zhou et al., 2020). 

Ces études prometteuses suggèrent que YAP pourrait être une cible thérapeutique 

intéressante pour le traitement des cancers solides comme le cancer du foie, le 

mélanome, le cancer gastrique ou du pancréas. 

D’autres inhibiteurs ont également été identifiés comme les inhibiteurs de 

tankyrase (comme le XAV939, JW55, WIKI4). Les tankyrases s’associent aux 

protéines de la famille AMOT et entrainent leur dégradation. Les inhibiteurs des 

tankyrases empêchent la liaison de la tankyrase avec les protéines AMOT. Ces 

dernières vont ainsi pouvoir se fixer sur YAP, favoriser sa dégradation et donc 

supprimer les propriétés oncogéniques de YAP (Wang et al., 2015b).  
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e) Voie MRTF  

Le co-facteur de transcription MRTF peut induire le remodelage de la MEC par 

la génération de forces contractiles via l’activation de Rho et la polymérisation de 

l’actine (Johnson et al., 2014). La molécule CCG-1423 inhibe son activité 

transcriptionnelle en masquant sa séquence de localisation nucléaire (Hayashi et al., 

2014). Dans le mélanome, le ciblage de la voie MRTF/SRF par différents inhibiteurs, 

dont la molécule CCG-1423, empêche la résistance thérapeutique induite par la 

GTPase Rac1 mutée P29 (Lionarons et al., 2019).  

La toxicité induite par cet inhibiteur a entrainé le développement d’inhibiteurs de 

seconde génération comme le CCG-100602 et le CCG-203971 (Johnson et al., 2014). 

L’utilisation de ces inhibiteurs permet la diminution de l’expression du collagène de 

type I et de α-SMA induite par le TGFβ dans les myofibroblastes (Johnson et al., 

2014). La combinaison de CCG-222740, un inhibiteur de la voie Rho/MRTF, avec le 

Tramétinib réduit la viabilité cellulaire de cellules de mélanome mutées NRAS 

(Appleton et al., 2021). Le ciblage de MRTF pourrait devenir une approche 

intéressante pour cibler la réponse des cellules à la rigidité matricielle.  

VIII. Conclusion 

La rigidité matricielle entraine l’activation de différentes voies de signalisation 

mécanosensibles dans la cellule tumorale pour augmenter son agressivité, sa 

progression et sa résistance thérapeutique. Beaucoup d’études se sont donc intéressées 

au ciblage de la rigidité matricielle dans le microenvironnement et des voies de la 

mécanotransduction dans la cellule comme approche antitumorale. De nombreux 

progrès ont été faits dans ce domaine mais aucune de ses approches n’a montré un 

avantage bénéfique pour les patients par rapport aux thérapies déjà existantes. 

Cependant un nombre croissant d’études montre que le ciblage de la 

mécanotransduction potentialise l’effet antitumoral des thérapies utilisées en clinique 

(Diaz Osterman et al., 2019; Rao et al., 2018).  De nombreuses avancées restent encore 

à faire pour mieux comprendre le rôle et les acteurs de la mécanotransduction pour 

rendre son ciblage plus efficace.  
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Chapitre 3 : 

Le mélanome cutané 

I. La peau, un organe mécanosenseur  

Dans le corps humain, l’organe le plus étendu est la peau qui représente environ 

5% du poids total d’un individu. C’est un organe souple et flexible qui recouvre 

l’intégralité de la partie extérieure du corps, couvrant ainsi une surface de 3 à 6m². 

Elle subit à chaque mouvement un étirement et une compression multidirectionnels, 

ce qui en fait un organe dynamique. La peau est un organe sensoriel complexe dont les 

rôles sont variés et ne se limitent pas à cette seule fonction. Elle protège également le 

corps des agressions extérieures comme les infections par des microorganismes 

pathogènes, les blessures et les rayons nocifs du soleil (Tortora and Derrickson, 2012). 

La peau permet la thermorégulation du corps et contrôle le stockage de l’eau, des 

graisses et de la vitamine D (Ramos-e-Silva and da Silva Carneiro, 2007). La peau 

donne des indications sur l’état de santé global de l’individu par des signes physiques 

tels que la sudation, les changements de couleurs (rougeur, pâleur, jaunisse). De façon 

générale, elle sert de messager en transmettant les informations venant de l’extérieur 

au cerveau. La peau subit de nombreux types de forces auxquels elle répond grâce à la 

constitution particulière de sa MEC.  

La peau est constituée de trois couches qui sont, de la plus superficielle à la plus 

profonde : l’épiderme, le derme et l’hypoderme (Boer et al., 2016). Ces trois strates 

sont originaires des trois feuillets embryonnaires, respectivement, l’ectoderme, le 

mésoderme et l’endoderme (figure 32).  

Figure 32 : Structure générale de la peau 

Figure 32 : Structure générale de la peau 

Schéma détaillé de la peau et de ses différentes couches avec un zoom sur l’épiderme 

en (A) et sur le derme en (B).  

Adapté de (Massella et al., 2019) 
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A. L’épiderme 

L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau. Elle est en contact 

direct avec l’extérieur et joue un rôle de revêtement. Sa surface se déforme avec le 

mouvement permettant de traduire les forces qui lui sont appliquées par le réseau 

fibrillaire dermique sous-jacent (Carmichael, 2014).  

Au niveau cellulaire, l’épiderme est composé majoritairement de kératinocytes 

(90% des cellules de l’épiderme) mais également de mélanocytes qui permettent la 

pigmentation de la peau, de cellules de Langherans, les macrophages résidents de la 

peau, de cellules de Merkel, les cellules tactiles de la peau et de cellules 

inflammatoires (Tortora and Derrickson, 2012). 

Les mélanocytes sont localisés dans la couche basale de l’épiderme, et sont 

connectés aux nombreux kératinocytes avoisinants dans cette même strate par des 

dendrites. Ils produisent la mélanine au sein d’organelles nommés mélanosomes 

(Paluncic et al., 2016). Ils transmettent ensuite cette mélanine aux kératinocytes pour 

les protéger des dommages à l’ADN induits par les rayons UV et donner sa coloration 

à la peau et aux poils. (Shain and Bastian, 2016). 

La frontière entre l’épiderme et le derme sous-jacent s’établit grâce au dépôt 

d’une couche spécialisée de MEC appelée membrane basale. Cette dernière est 

composée d’un assemblage complexe de protéines matricielles comme du collagène IV, 

de la laminine, du nidogène, du perlécane, de sulfate d’héparane, des protéoglycanes et 

des protéines de jonctions (Yurchenco et al., 2004).  

B. Le derme 

Le derme, deuxième couche de la peau, est un tissu conjonctif épais. Le derme 

correspond à la partie la plus innervée et vascularisée de la peau. On y retrouve des 

vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des récepteurs neuronaux tels que les 

récepteurs nerveux sensoriels des corpuscules de Merkel et Meissner (pour le toucher), 

des corpuscules de Pacini (pour la pression) et les corpuscules de Ruffini 

(mécanorécepteurs).  

Cette couche de la peau est également constituée de fibroblastes qui produisent 

la MEC dont le rôle est de fournir la structure de base du derme (Marks et al., 2006). 

Les collagènes prédominants dans le derme sont le collagène de type I (80-90%), de 

type III (10-20%) et en moindre proportion du collagène de type IV. Viennent ensuite 

les fibres élastiques qui sont responsables des propriétés rétractiles de la peau. Enfin, 

l’élastine donne à la peau son élasticité et l’aide à retourner à sa position initiale après 

étirement ou enfoncement. Grâce à la composition particulière de sa MEC, le derme 

fournit la plupart de la résistance mécanique que subit la peau (Tobin, 2006).  
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C. L’hypoderme 

L’hypoderme, la couche profonde de la peau, est un tissu conjonctif lâche qui 

forme des larges poches de tissu adipeux. Il assure les fonctions de réserve graisseuse, 

de protection, d’isolant thermique et d’amortisseur et il modèle la silhouette en 

fonction de l’âge, du sexe et de l’état nutritionnel de l’individu. Ce tissu est constitué 

de protéoglycanes et de glycosaminoglycanes qui attirent les fluides dans le tissu pour 

lui donner ses propriétés viscoélastiques (Guimberteau et al., 2010).  

Les différents types de cellules retrouvés dans l’hypoderme sont les fibroblastes, 

les adipocytes et les macrophages qui assurent l’homéostasie adipeuse et stimulent la 

thermorégulation durant l’exposition au froid ou l’exercice. Les adipocytes sont 

organisés en lobules et sont irrigués par les vaisseaux sanguins et lymphatiques. 
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II. Le mélanome et les voies de signalisation associées à sa 

progression 

Au sein de la peau, différents cancers peuvent se développer à partir des cellules 

qui la constituent parmi lesquels les plus majoritaires sont les carcinomes ou les 

mélanomes. Les carcinomes prennent leur origine des kératinocytes ou des cellules de 

Merkel, tandis que les mélanomes proviennent de la transformation des mélanocytes. 

Le mélanome ne représente que 10% des cancers cutanés mais à cause de sa forte 

agressivité, il est responsable de 80% des décès associés à ce type de cancer.  

A. Généralités sur le mélanome 

Décrit depuis l’Antiquité par Hippocrate comme « une tumeur noire mortelle », 

le mélanome est un cancer de la peau qui se développe à partir des mélanocytes, les 

cellules responsables de la pigmentation de la peau et issues de la crête neurale. C’est 

un cancer solide malin caractérisé par une hétérogénéité importante, une plasticité 

cellulaire, une forte capacité métastatique et une résistance aux traitements. Tout cela 

en fait le cancer cutané le plus mortel à l’heure actuelle (Gorantla and Kirkwood, 

2014). 

Différents types de mélanome ont été décrits : les mélanomes cutanés et non-

cutanés comme les mélanomes muqueux ou intraoculaires car il existe des 

mélanocytes « classiques », qui sont localisés dans la peau, et des mélanocytes « non-

classiques » que l’on retrouve notamment au niveau de l’œil, l’oreille, le cerveau ou le 

cœur (Colombo et al.). Les mélanomes non cutanés sont très rares et ne représentent 

que 5% des mélanomes.  

Les mélanomes cutanés peuvent provenir d’un grain de beauté préexistant, 

appelé naevus, dans 20 à 30% des cas. Mais, dans la majorité des cas (~70%), ils se 

développent à partir d’un mélanocyte de novo (Cymerman et al., 2016). 

En France, d’après l’INCA (Institut National du Cancer), le mélanome cutané 

représente le 6ème cancer le plus fréquent, avec 15 513 nouveaux cas et 1 975 décès en 

2018 (figure 33) De plus c’est un cancer dont l’incidence reste en constante 

augmentation avec une augmentation du nombre de cas de 3,4% pour les hommes et 

de 2,4% chez la femme en moyenne par an (ref2).  

La détection précoce du mélanome est le meilleur moyen de diminuer sa 

mortalité. Le mélanome cutané possède l’avantage d’être situé au niveau de la peau et 

donc d’être accessible au diagnostic par des approches non invasives, telles que l’auto-

examination des nævi avec le classement ABCDE (Asymétrie, Bords irréguliers, 

Couleur non uniforme, Diamètre > 6mm, Evolution rapide) ou la dermoscopie, appareil 

optique fonctionnant comme une loupe pour permettre aux dermatologues de 

visualiser la morphologie de structures non visibles à l’œil nu. Cependant, l’analyse 

histopathologique des lésions suspectes reste le meilleur outil de diagnostic (Rastrelli 

et al., 2014).  
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Figure 33 : Classement des tumeurs solides par incidence et mortalité en 2018 en France selon le sexe 

Figure 33 : Classement des tumeurs solides par incidence et mortalité 

en 2018 en France selon le sexe 

Adapté de « INCA, ESTIMATIONS NATIONALES DE L’INCIDENCE ET DE LA MORTALITÉ PAR 

CANCER EN FRANCE MÉTROPOLITAINE ENTRE 1990 ET 2018 VOLUME 1 : TUMEURS 

SOLIDES ». 

Nombre de nouveaux cas Nombre de décès 
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B. Facteurs de risques 

Le mélanome est considéré comme un cancer multifactoriel pouvant apparaître à 

partir de susceptibilités individuelles ou d’expositions environnementales.  

a) Les facteurs intrinsèques 

Les facteurs de risque intrinsèques sont le nombre de naevi mélanocytaires, la 

prédisposition génétique et le phototype.  

Les nævi mélanocytaires sont des accumulations bénignes de mélanocytes qui 

peuvent être congénitaux ou acquis. Environ 25% des mélanomes apparaissent à 

partir d’un nævus préexistant (Bevona et al., 2003). Le nombre total de nævi est 

positivement corrélé à un risque de mélanome et cela varie selon la taille et le type de 

nævi. En effet, les patients avec plus de 100 nævi ont 7 fois plus de risque de 

développer un mélanome. Des naevi larges (> 5 mm) ou géants (> 20 cm) sont 

également associés à un risque élevé de mélanome. (Gandini et al., 2005) 

L’histoire familiale, c’est-à-dire une prédisposition génétique, représente un 

facteur de risque important pour cette maladie. Tsao et al., ont décrit un modèle 

d’héritage autosomique dominant avec plusieurs membres d’une même famille affectés 

dans la première génération et les suivantes (Tsao and Niendorf, 2004). Les anomalies 

génétiques retrouvées dans ces familles sont des mutations du gène CDKN2A (ou p16) 

ou, de façon plus rare, de CDK4. Les patients présentant une prédisposition génétique 

développent un mélanome généralement avant 40 ans. 

Enfin, le phototype de chaque individu influence la survenue de mélanome 

cutané. Ainsi les individus qui présentent un phototype clair, (cheveux roux, peau 

claire, nombreuses tâches de rousseurs, yeux clairs, sensibilité au soleil, incapacité à 

bronzer) présentent un risque accru de développer un mélanome (Titus-Ernstoff et al., 

2005). 

b) Les facteurs extrinsèques 

Le plus important facteur de risque environnemental pour le développement 

d’un mélanome est l’exposition aux rayons UV (UltraViolet) du soleil à cause de leurs 

effets génotoxiques. Elwood et al., ont étudié la corrélation entre l’apparition d’un 

mélanome et l’exposition aux UV et ont conclu qu’une exposition intermittente au 

soleil est un déterminant important de l’apparition de mélanome (Elwood and Jopson, 

1997). Ainsi, les coups de soleil répétés pendant l’enfance sont associés à un risque 

élevé de développer un mélanome. Une exposition à des UV artificiel est aussi associée 

à un risque d’apparition de mélanome car le taux d’UVA auquel on s’expose dans une 

cabine à UV est beaucoup plus importante que lors d’activités extérieures (Rastrelli et 

al., 2014).  
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Figure 34 : La progression du mélanome et les différentes altérations génétiques associées Figure 34 : La progression du mélanome et les différentes altérations 

génétiques associées 

Première ligne, images de marquage H&E montrant les caractéristiques histopathologique 

de chaque étape de la progression du mélanome.  

Deuxième ligne, schéma illustrant les étapes de la progression du mélanome avec les 

différentes altérations génétiques et lésions moléculaires retrouvées à chaque étape du 

développement du mélanome. En rouge les gènes surexprimés ou avec une mutation gain 

de fonction et en bleu les gènes dont l’expression diminue ou avec une mutation perte de 

fonction. 

Adapté de (Gesbert and Larue, 2018; Miller and Mihm, 2006) 
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C. Progression du mélanome  

a) Transformation du mélanocyte en mélanome 

métastatique 

La transformation d’un mélanocyte en mélanome est un processus comportant 

plusieurs étapes résumées dans le modèle de Clark (Clark et al., 1969) (figure 34). A 

partir d’un mélanocyte seul ou d’un nævus préexistant, cela commence avec une phase 

de croissance horizontale (Radial Growth Phase, RGP) où les cellules acquièrent la 

capacité à proliférer à l’intérieur de l’épiderme, à cause de l’acquisition d’altérations 

génétiques (figure 33). Les cellules vont ensuite progresser vers un phénotype invasif 

par un mécanisme qui ressemble à la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), 

nommé transition phénotypique (Hoek et al., 2006; Pedri et al., 2021).  

Vient ensuite la phase de croissance verticale (Vertical Growth Phase, VGP) où 

les cellules acquièrent la capacité à envahir le derme sous-jacent et former un nodule 

expansible s’élargissant dans le derme papillaire. Les cellules vont envahir 

profondément la peau jusqu’à l’hypoderme pour finalement pénétrer l’endothélium des 

capillaires et entrer dans la circulation sanguine ou lymphatique, leur permettant 

d’aller former des métastases distantes du site primaire (Liu et al., 2014a).  

Un des premiers sites de formation de métastases du mélanome est le ganglion 

lymphatique. Les cellules de mélanome sont capables de secréter des facteurs solubles 

rendant le ganglion lymphatique plus permissif à leur arrivée, à la formation de 

métastases puis à leur dissémination vers de nouveaux organes (Riedel et al., 2016). 

Plus précisément, une étude récente du laboratoire a montré que ce sont les cellules de 

phénotype dédifférencié/invasif qui produisent ces facteurs solubles, entrainant un 

relâchement des fibroblastes du ganglion et donc son remodelage pour produire une 

niche métastatique pour le mélanome (Rovera et al., 2021) (Annexe IV).  

La progression du mélanome intègre une série complexe d’événements 

moléculaires qui comprend différentes altérations génétiques.   

b) Mutations initiatrices de la mélanomagenèse 

Des études récentes utilisant le séquençage haut débit ont mis en évidence 

l’hétérogénéité du mélanome. En effet, un groupe de chercheurs du Cancer Genome 

Altas (TCGA, the Cancer Genome Atlas) a décrit et classifié les patients atteints de 

mélanome en quatre groupes distincts en fonction du gène majoritairement muté dans 

leur tumeur (Cancer Genome Atlas, 2015). Les trois premiers groupes portent 

des mutations sur les gènes BRAF, RAS ou NF1. Ces mutations induisent une 

activation constitutive de la voie des MAP-Kinases (MAPK), une voie majeure de la 

prolifération. Le 4ème groupe contient les patients qui ne portent aucune des 3 

mutations précédentes.  
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1. BRAF 

BRAF est une kinase de la voie des MAPK. Sa mutation dans le mélanome 

cutané représente 50% des cas. La mutation la plus fréquente de l’oncogène BRAF est 

la mutation V600E (39% des cas) et elle a été identifiée par H. Davies et al., en 2002. 

C’est une substitution d’une Valine (V) en Acide Glutamique (E) sur le codon 600 

(V600E) qui rend constitutivement actif son domaine kinase et active ainsi la voie 

MAPK en aval (Davies et al., 2002). La seconde mutation la plus fréquente de BRAF 

est la mutation BRAFV600K où la Valine est substituée par la Lysine (K) qui entraine 

également une augmentation de son activité kinase (Bucheit et al., 2013).  

2. NRAS 

Les protéines RAS font partie de la famille des petites protéines G et possèdent 

une activité GTPase intrinsèque, en amont de BRAF dans la voie des MAPK. Les 

mutations sur NRAS modifient l’hydrolyse de la GTP rendant ainsi la protéine 

constitutivement active. Plus de 28% des mutations somatiques sont retrouvées sur la 

Glutamine 61 (Q61) de NRAS. Cette mutation est mutuellement exclusive avec les 

mutations de BRAF dans les cellules de la tumeur primaire (Gesbert and Larue, 

2018).  

3. NF1 

NF1 est un gène suppresseur de tumeur codant pour la neurofibromine, une 

protéine qui inhibe RAS en catalysant l’hydrolyse de RAS-GTP en RAS-GDP. Les 

mutations qui touchent NF1 sont des mutations perte de fonction ou des délétions, ce 

qui entraine une activation aberrante de RAS et de ses effecteurs, des acteurs majeurs 

des voies MAPK et PI3K/AKT. Les altérations de NF1 sont retrouvées dans 14% des 

mélanomes cutanés (Andersen et al., 1993).  

4. Autres mutations 

Le 4ème groupe de mélanome est hétérogène et caractérisé par l’absence des 3 

mutations décrites précédemment. Ce groupe est nommé triple-WT ou triple-négatif. 

Parmi les mutations que l’on retrouve dans ce groupe, il y a des mutations ou 

amplification au niveau du récepteur KIT, en amont de la voie MAPK, ou sur les 

protéines GNAQ et GNA11, des sous-unités α de protéines G. On retrouve également 

des amplifications de PDGFRα (Platelet-Derived Growth Factor Receptor α) et de 

VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) ce qui entraine une 

activation de la voie PI3K/AKT. Des amplifications de régulateurs de cycle cellulaire 

(CDK4 et Cycline D1), des mutations au niveau de HDM2, protéine impliquée dans le 

contrôle de p53 et une augmentation de l’expression du gène anti-apoptotique BCL2 

ont également été décrites (Cancer Genome Atlas, 2015). 
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5. Mutations et voies secondaires 

Dans les mélanocytes, la mutation V600E sur BRAF a été montrée comme 

induisant un arrêt du cycle et une entrée en sénescence, ce qui limite la progression 

des lésions précancéreuses (Michaloglou et al., 2005). De plus, la majorité des nævi 

expriment la mutation BRAFV600E. Cela signifie que cette mutation n’est pas suffisante 

pour induire la transformation maligne du mélanocyte. Il faut donc d’autres 

altérations génétiques au mélanocyte pour échapper à la sénescence. C’est 

effectivement le cas avec des mutations ou des délétions au niveau de CDK2NA, 

régulateur du cycle cellulaire et de l’apoptose, des mutations sur TP53, jouant un rôle 

dans la réponse aux dommages à l’ADN, des altérations sur la voie PI3K/AKT avec des 

mutations ou délétions de PTEN dans le groupe muté sur BRAF ou une surexpression 

de AKT3 dans les groupes porteurs de mutations sur RAS ou NF1 (Cancer Genome 

Atlas, 2015). L’équipe du Dr Marine a montré que l’augmentation de l’expression de la 

protéine HDM4, régulatrice de p53, entraine l’inactivation de la voie p53 dans la 

majorité des mélanomes cutanés (Gembarska et al., 2012). Le facteur de transcription 

β-caténine, de la voie Wnt, permet également de favoriser la prolifération des cellules 

de mélanome pour permettre le développement du mélanome et contourner la 

sénescence (Delmas et al., 2007). 

c) Voies de signalisation impliquées dans la 

progression du mélanome 

Des découvertes récentes sur les mécanismes de signalisation ont permis une 

meilleure compréhension de la biologie à la base de la progression du mélanome. Ces 

avancées ont été exploitées pour fournir les approches thérapeutiques du mélanome 

qui seront détaillées plus loin dans ce chapitre. Parmi les événements génétiques à 

l’origine du développement du mélanome, une grande variété de mutations des 

composants de voies de signalisation a été caractérisée.  

1. La voie des MAP-Kinases 

i. Rôle et activation physiologique 
 

La voie de signalisation des MAP-Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinase, 

MAPK) joue un rôle dans de nombreuses fonctions physiologiques comme la 

prolifération cellulaire, la différenciation, le développement, la migration ou l’apoptose 

(Zhang and Liu, 2002). Cette voie peut être activée par différents signaux 

extracellulaires comme des facteurs de croissance, des facteurs mitogènes ou des 

cytokines.  
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Les kinases qui composent cette voie sont divisées en trois groupes : les ERK, 

les JNKs et les p38 kinases et sont appelées MAPK. Chaque MAPK est activée par 

phosphorylation d’une MAPK Kinase (MAPKK ou MAP2K) qui est à son tour 

phosphorylée par une MAPKK Kinase (MAPKKK ou MAP3K) (Figure 35). Ces kinases 

vont finalement conduire à l’activité des MAPK ERK, JNK ou p38 qui vont induire 

différentes réponses cellulaires en activant leurs substrats spécifiques, dont des 

facteurs de transcription (figure 35).  

La voie MAPK ERK (figure 36) est celle qui a un impact important sur la 

progression du mélanome. En condition physiologique, dans la voie MAPK ERK, le 

rôle de la MAP3K est assuré par la famille des Raf qui sont des sérines/thréonine 

kinases. Elles sont caractérisées par un domaine de liaison à Ras/GTP. Les protéines 

Ras sont des petites GTPases localisées à la membrane plasmique. Ras/GTP recrute à 

son tour les kinases Raf à la membrane plasmique. Une fois activées, les différents 

isoformes de Raf phosphorylent la MAP2K MEK1/2. Les MEK actives phosphorylent 

ERK1/2, effecteurs finaux de la voie MAPK ERK. L’activation de ERK résulte en la 

phosphorylation d’un grand nombre de substrats à la fois dans le cytoplasme et dans le 

noyau. La localisation de ERK détermine ses substrats cibles. Dans le cytoplasme, 

ERK phosphoryle des protéines du cytosquelette, ce qui entraine une modulation du 

mouvement cellulaire, du trafic intracellulaire et de l’adhésion (Pullikuth and Catling, 

2007). Dans le noyau, ERK active une grande variété de facteurs de transcription 

comme p90RSK, c-Fos, c-Myc et c-Jun (Shaul and Seger, 2007). 

La voie MAPK ERK joue un rôle important dans le renouvellement constant des 

kératinocytes (Khavari and Rinn, 2007). Dans les mélanocytes, cette voie est aussi 

impliquée dans la balance entre prolifération et différenciation (Wellbrock and 

Arozarena, 2016). Le facteur de transcription MITF est une cible nucléaire de ERK et 

régule la fonction mélanocytaire comme la production de mélanine, la survie et la 

morphologie cellulaire (Widlund and Fisher, 2003). Une activation transitoire de ERK 

induit une différenciation mélanocytaire alors qu’une activation soutenue induit leur 

prolifération (Wellbrock et al., 2002). Cela montre qu’une dérégulation de la voie 

MAPK ERK conduisant à son activation maintenue est intimement liée à la 

progression du mélanome.  
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Figure 35 : Les voies MAP-Kinases 

Adapté de (Dhillon et al., 2007; Morad et al., 2021; Roberts and Der, 2007) 

Figure 36 : La voie MAP-Kinase ERK en physiologie et dans le 

mélanome 

Adapté de (Dantonio et al., 2018) 
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ii. Rôle et altérations dans le 

mélanome 
 

Durant la progression tumorale, la voie MAPK peut être altérée à différents 

niveaux. Des altérations de cette voie, incluant des mutations de certaines molécules 

effectrices, peuvent conduire à la suractivation de la cascade de signalisation et 

entraîner une conséquence sur des fonctions pro-oncogéniques comme la prolifération 

cellulaire, la survie, l’invasion, la formation de métastases ou l’angiogenèse (Dhillon et 

al., 2007). En plus des mutations initiatrices du mélanome qui touchent 3 protéines 

importantes de la voie MAPK ERK, d’autres protéines sont également impliquées dans 

la progression du mélanome (figure 36).  

En plus de MITF, la famille des facteurs de transcription AP-1 (qui inclut c-Jun 

et c-Fos) fait aussi partie des cibles directe de la voie MAPK et est grandement 

associée à la progression du mélanome en agissant sur la prolifération, la migration, 

l’apoptose et la survie cellulaire (Kappelmann et al., 2014). c-Jun est considéré comme 

le facteur de la famille AP-1 le plus important dans le mélanome et il peut être activé 

à la fois par les voies MAPK JNK et MAPK ERK pour promouvoir la prolifération 

cellulaire (Smalley, 2003). En plus des altérations génétiques, des modifications 

épigénétiques peuvent aussi contrôler la voie MAPK dans le mélanome. C’est le cas 

notamment de miR-524-5p, un micro-ARN (miARN) qui cible les transcrits de BRAF et 

ERK2 et dont l’expression est diminuée dans le mélanome (Liu et al., 2014b). Il existe 

d’autres miARN qui agissent également comme des suppresseurs de tumeur dans le 

mélanome comme miR-340 qui cible différents composants de la voie MAPK ERK 

(Poenitzsch Strong et al., 2014).  

Dans les mélanomes triple sauvages qui présentent une surexpression de 

différents RTK (KIT, PDGFRα, ERBB4), les voies MAPK ERK et PI3K/AKT sont 

activées, suggérant une dépendance importante de ces voies dans le mélanome 

(30707374, (TCGA, the Cancer Genome Atlas))  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Les voies MAP-Kinase Figure 36 : La voie MAP-Kinase ERK en physiologie et dans le mélanome 
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2. La voie PI3K/AKT 

i. Rôle et activation physiologique 
 

La famille des PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) est composée de kinases 

lipidiques qui sont activés par divers stimuli ou stress et sont impliqués dans de 

nombreux processus physiologiques incluant la survie cellulaire, la croissance, la 

différenciation, la prolifération, la transcription et la traduction (Liu et al., 2009). 

Cette voie de signalisation transduit le signal provenant de différents facteurs de 

croissance et cytokines, faisant de cette voie l’effectrice la plus importante des RTK et 

récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) (Figure 37). La PI3K a été associé au 

développement de différentes pathologies comme le diabète, l’auto-immunité, 

l’inflammation et le cancer (Liu et al., 2009).  

Trois classes différentes de PI3Ks ont été décrites. La classe I de PI3K est la 

mieux caractérisée et est considérée comme principal activateur de la voie classique 

PI3K-AKT. Elle est composée d’hétérodimères de PI3K contenant une sous-unité 

régulatrice (p85) et une sous-unité catalytique (p110) (Martini et al., 2014). Après 

stimulation, la sous-unité p85 de PI3K interagit avec la partie intra-cellulaire du 

récepteur activé. Cette interaction permet l’activation de la sous-unité p110 qui va 

s’associer avec les lipides de la membrane. PI3K activé mène à la formation de PIP3, 

un second messager essentiel au recrutement de la sérine/thréonine kinase AKT à la 

membrane. Après son recrutement à la membrane plasmique, AKT subit un 

changement conformationnel qui lui permet d’être phosphorylé par PDPK1 et PDPK2 

et donc activé. Une fois activé, il va réguler d’importants comportements cellulaires 

comme l’apoptose, la réparation de l’ADN, le cycle cellulaire, le métabolisme du 

glucose, la croissance cellulaire, la motilité, l’invasion et l’angiogenèse (figure 37) (Liu 

et al., 2009; Martini et al., 2014).  

La cible principale de AKT est mTOR qui exerce ses fonctions en formant 2 

complexes : mTORC1 composé des protéines RAPTOR, mLST8 et PRAS40 ; et 

mTORC2 avec les protéines RICTOR, MSIN1 et mLST8. Dans un contexte 

physiologique, mTOR régule la croissance cellulaire et la prolifération en contrôlant la 

disponibilité des nutriments, l’énergie cellulaire, le niveau d’oxygène et les signaux 

mitotiques (Laugier et al., 2015).  

Comme beaucoup d’autres voies de signalisation, PI3K-AKT possède des 

régulateurs pour contrôler et prévenir d’une activation persistante et à long terme. Le 

principal régulateur négatif de PI3K est le suppresseur de tumeur PTEN, qui bloque 

l’activité de PI3K par son activité lipide phosphatase en transformant PIP3 en PIP2 

(Wu et al., 2003).  

  

Figure 37 : La voie PI3K/AKT en physiologie et dans le mélanome 
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ii. Rôle et altérations dans le 

mélanome 
 

La voie de signalisation PI3K a été montrée comme étant surexprimée dans 

différents types de cancers, incluant le mélanome, pour protéger la tumeur de 

conditions de stress qui pourraient conduire à la mort cellulaire et donc une régression 

tumorale (Madhunapantula et al., 2011). Les événements oncogéniques qui activent 

PI3K-AKT peuvent inclure des mutations ou des modifications du nombre de copies du 

gène de certains constituants de la voie. Des mutations dans les constituants de voies 

de signalisation adjacentes qui interagissent avec la voie PI3K/AKT, comme des 

mutations sur Ras peuvent aussi avoir comme conséquence d’activer cette voie. 

Des mutations du gène PI3K sont relativement rares dans le mélanome (~3%) 

(Omholt et al., 2006). AKT3 est surexprimé dans 43 à 60% des mélanomes non 

familiaux et est responsable de la progression de la maladie, de la formation de 

métastase et du développement de résistance aux traitements (Davies et al., 2008). De 

plus, une étude du laboratoire a montré que, dans le mélanome, la voie PI3K/AKT 

peut être activée par la production de la protéine SPARC (secreted protein acidic rich 

in cysteine) en régulant la survie dépendante de p53 et l’invasion tumorale (Fenouille 

et al., 2011; Fenouille et al., 2012). Lié à cela, la survie des patients est inversement 

corrélée au niveau d’activité de AKT.  

 

  

Figure 37 : La voie PI3K/AKT en physiologie et dans le mélanome 

Adapté de (Dantonio et al., 2018) 
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Les mutations de MTOR n’ont pas fait l’objet d’études approfondies, mais une 

étude a montré qu’il est fréquemment muté dans les patients atteints de mélanome. 

De plus, les patients porteurs de ces mutations avaient un taux de survie plus faible, 

ce qui suggère qu’elles sont de mauvais pronostic pour la pathologie (Kong et al., 

2016). RICTOR, le constituant du complexe mTORC2, a aussi été retrouvé surexprimé 

dans le mélanome où il permet de stimuler la croissance cellulaire (Laugier et al., 

2015).  

En plus des mutations ponctuelles, la voie PI3K-AKT peut aussi être hyper 

activée dans le mélanome à cause d’une perte d’activité du régulateur négatif PTEN. 

La fonction de PTEN est perdue dans 10 à 30% des mélanomes, entrainant l’activation 

constitutive de la voie PI3K (Wu et al., 2003). De façon intéressante, les mutations et 

délétions du gène PTEN sont mutuellement exclusives dans les mélanomes porteurs 

de la mutation activatrice de NRAS (Tsao et al., 2000). De plus, ~20% des patients 

avec la perte de fonction de PTEN sont aussi porteurs de la mutation BRAFV600E (Tsao 

et al., 2004) (figure 37). 

3. Autres voies de signalisations  

D’autres voies sont également impliquées dans la progression du mélanome. On 

retrouve, notamment, la voie en aval du gène CDKN2A qui code pour p16INK4 et 

p14ARF et qui régule la prolifération et l’entrée dans le cycle cellulaire. L’activation de 

cette voie coopère avec les mutations de BRAF et de NRAS dans la transformation des 

mélanocytes (Kannan et al., 2003). De plus, la voie MAPK ERK stimule la voie CDK4 

en augmentant l’expression de la cycline D1 (Filmus et al., 1994). On retrouve 

également des mutations sur CDK4 (R24C) dans les mélanomes familiaux qui 

abolissent l’interaction avec p16INK4A rendant ainsi CDK4 constitutivement actif (Rane 

et al., 2002).  

La voie Wnt canonique contrôle l’expression de c-Myc, facteur de croissance qui 

régule l’expression de gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire comme les 

CDK et les inhibiteurs de CDK. Les tumeurs de mélanome présentent une activation 

de la voie Wnt/β-caténine, pour induire la prolifération cellulaire. L’étude du Dr 

Damsky a montré, dans un modèle génétique de mélanome in vivo, que quand BRAF 

est muté, PTEN est très souvent délété et β-caténine est stabilisé, entrainant une 

augmentation de l’apparition des métastases (Damsky et al., 2011). Cette voie régule 

également la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses et cela affecte 

directement l’angiogenèse tumorale en régulant l’expression de facteurs de croissance 

pro-angiogéniques (Zhang et al., 2001). La voie canonique Wnt peut coopérer avec la 

voie MAPK pour réguler l’expression et l’activité du facteur de transcription MITF, 

associé à la prolifération du mélanome (Widlund et al., 2002). 

L’activité de NF-κB dans le mélanome peut entrainer l’induction de cytokines 

comme CXCL1 (C-X-C motif chemokine ligand 1) qui régule la survie et l’apoptose 

(Madonna et al., 2012). NF-κB interagit aussi avec d’autres voies de signalisation qui 

sont également perturbées dans le mélanome comme la voie PI3K/AKT. La délétion de 

PTEN favorise donc l’activation constitutive de la voie canonique de NF-κB (Madrid et 

al., 2001).  
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Une étude récente de l’équipe du Dr Larue a montré que le factor de 

transcription BRN2, connu pour réguler l’invasion du mélanome, agit comme un 

suppresseur de tumeur dans le mélanome. En effet, la perte BRN2 entraine l’initiation 

tumorale dans un modèle murin de mélanome muté pour BRAF et PTEN. Au niveau 

mécanistique, cela est dû à une répression de la transcription de PTEN par BRN2, ce 

qui a pour conséquence de réprimer la voie de signalisation PI3K (Hamm et al., 2021). 

Des travaux récents du laboratoire ont permis de montrer que les cellules de 

mélanome de type invasif secrètent en quantité importante la PTX3 (long pentraxin 

3), un médiateur de l’inflammation. PTX3 contrôle la migration et l’invasion tumorale 

en activant la voie NF-κB par le récepteur TLR4 (Rathore et al., 2019). De plus, notre 

équipe a également montré que la voie NF-κB non canonique est régulée par les DDR 

(discoidin domain receptor) pour permettre la résistance thérapeutique du mélanome 

(Berestjuk et al., 2019) (Annexe II).  

La voie JAK-STAT est hyperactivée dans le mélanome, où STAT3 déclenche la 

transcription de gènes anti-apoptotiques et de gènes qui supportent la survie cellulaire 

(Messina et al., 2008). STAT1 joue aussi un rôle dans le développement du mélanome, 

en régulant la migration et la formation de métastases des cellules de mélanomes 

(Schultz et al., 2010). 

La voie YAP/TAZ est une voie importante dans la progression du mélanome 

comme précisé dans le Chapitre 2. Cette voie est activée par les mutations GNAQ/11 

dans le mélanome uvéal et est impliquée dans son initiation et sa progression (Li et 

al., 2019a). YAP/TAZ est également impliquée dans la progression, la formation de 

métastase et la résistance thérapeutique du mélanome cutané (Girard et al., 2020; 

Kim et al., 2016b; Lecacheur et al., 2020; Liu-Chittenden et al., 2012; Miskolczi et al., 

2018)(Article 1).   

Dans le contexte du mélanome, la voie TGFβ a été largement impliqué dans la 

progression de la maladie, la réponse immunitaire antitumorale, les capacités 

invasives et le remodelage tissulaire (Van Belle et al., 1996). De façon intrigante, la 

voie TGFβ a des rôles opposés pendant la carcinogenèse. A des stades précoces, elle 

agit comme suppresseur de tumeur en stimulant des gènes pro-apoptotiques en 

réponse aux mutations oncogéniques (Javelaud et al., 2008). A l’inverse, pendant les 

stades plus avancés, la voie TGFβ agit comme un promoteur de la croissance tumorale, 

dès que le mélanome acquiert une résistance aux activités anti-prolifératives du TGFβ. 

Cet effet peut être dû à l’expression importante, dans les cellules de mélanome, des 

protéines SKI et Sno qui sont capables d’interférer avec la transcription de p21 

dépendante de SMAD, p21 étant responsable de l’arrêt du cycle cellulaire (Javelaud et 

al., 2008). De plus le TGFβ est capable d’influencer le stroma tumoral en stimulant les 

fibroblastes à produire de la matrice au sein de la tumeur, en diminuant la mort 

cellulaire et, par conséquent, en facilitant la croissance tumorale et les capacités 

métastatiques (Berking et al., 2001). TGFβ est aussi capable de réprimer la réponse 

immunitaire antitumorale en agissant sur chacune des étapes clés de la réponse 

immunitaire. Il va à la fois inhiber la différenciation des lymphocytes T responsables 

de cette réponse antitumorale et augmenter le nombre de Treg et la différenciation des 

macrophages vers un phénotype M2 protumoral (M2) (Yang et al., 2010). 
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En plus du TGFβ, d’autres signaux du microenvironnement tumoral peuvent 

influencer le développement, la progression et la résistance thérapeutique du 

mélanome et sont des paramètres importants à prendre en compte pour l’identification 

cibles thérapeutiques efficaces pour son traitement.  

D.Hétérogénéité phénotypique et plasticité cellulaire du 

mélanome 

L’hétérogénéité du mélanome ainsi que sa plasticité font de lui un cancer très 

agressif et récidivant. L’hétérogénéité s’observe tout d’abord d’un patient à l’autre avec 

une évolution différente des tumeurs en fonction de leur mode de vie. Elle peut être 

aussi intra-individuelle et s’expliquer par l’évolution darwinienne de la cellules unique 

(Nowell, 1976) (figure 38). La métastase est très souvent différente de la tumeur 

primaire à la fois au niveau génétique, avec l’apparition de nouvelles mutations, ou au 

niveau phénotypique. Enfin, au niveau intra-tumoral, des cellules de phénotypes 

différents coexistent dans la tumeur (figure 38). Ce phénomène peut être la 

conséquence d’une réponse adaptative après traitement avec les thérapies ciblées 

(Konieczkowski et al., 2014; Van Allen et al., 2014). Différentes études ont, en effet, 

montré des profils d’expression géniques différents dans des biopsies de patients avant 

et pendant le traitement ou au moment de la rechute (Johannessen et al., 2013; 

Rambow et al., 2018). L’hétérogénéité tumorale explique en grande partie les 

différentes réponses des patients.   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 38 : Les différents niveaux d’hétérogénéité tumorale 

Adapté de (Grzywa et al., 2017) 
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a) Le switch phénotypique ou la plasticité 

phénotypique 

Les mélanomes sont des tumeurs très plastiques avec une forte capacité à 

former des métastases. Cette capacité est permise grâce à un phénomène de 

différenciation transcriptionnelle réversible appelé plasticité phénotypique ou « switch 

phénotypique ». Le switch phénotypique est un terme général utilisé pour décrire la 

transition d’un phénotype à un autre sans définir le sens de cette transition. Les 

cellules peuvent passer d’un phénotype prolifératif à un phénotype invasif, et 

inversement, grâce à l’acquisition de modifications transcriptionnelles (figure 39) et en 

passant par différents phénotypes intermédiaires entre ces deux phénotypes. Cette 

transition a lieu à différentes étapes de la progression du mélanome dès la tumeur 

primaire pour aller former les premières métastases jusqu’aux métastases elles-

mêmes qui ont besoin de ce switch phénotypique pour s’établir dans le nouvel organe 

et ainsi continuer à disséminer pour former de nouvelles métastases (figure 39). Cette 

capacité à osciller d’un état à l’autre fait du mélanome un cancer très plastique qui 

s’adapte rapidement aux stress qu’il rencontre. Cette plasticité phénotypique est 

indépendante du statut mutationnel des cellules (Hoek et al., 2006). Ce switch 

phénotypique du mélanome possède des similitudes avec l’EMT que l’on observe dans 

les cancers épithéliaux, même si le terme ne peut pas être utilisé car les cellules de 

mélanome ne sont pas des cellules épithéliales. 

 

  

Figure 39 : Le switch phénotypique pendant la progression du 

mélanome  

Adapté de (Arozarena and Wellbrock, 2019) 
Figure 39 : Le switch phénotypique pendant la progression du mélanome 
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b) Marqueurs et caractéristiques du switch 

phénotypique 

Le switch phénotypique a été mis en évidence par Bittner et collaborateurs, par 

une analyse transcriptomique à partir de lignées de mélanome ou de biopsies de 

patients qui a permis de caractériser 2 signatures transcriptomiques différentes 

(Bittner et al., 2000). Plus particulièrement, ils ont identifié un groupe de gènes liés 

aux marqueurs mélanocytaires EDNRB (endothelin receptor type B) et MLANA 

(melan-A) et un groupe exprimant WNT5A et AXL. Les cellules exprimant WNT5A et 

AXL présentent une augmentation de leur invasion in vitro. Cette observation du 

switch phénotypique a été confirmé in vivo par le Dr Hoek dans des xénogreffes sur 

des souris immunodéficientes par la mesure de la croissance tumorale associée à 

l’expression de MITF par marquage immunohistologique (Hoek et al., 2008). D’autres 

études ont continué de caractériser ces différentes populations pour définir le 

phénotype « dédifférencié » (à l’origine « invasif ») et le phénotype « mélanocytique » (à 

l’origine « prolifératif ») (figure 40).  

  

Figure 40 : Le switch phénotypique Figure 40 : Le switch phénotypique 

Le switch phénotype est le passage, de façon réversible, d’un état prolifératif à un état 

invasif. Chacun des phénotypes est caractérisé par l’expression de différents marqueurs. 

L’état prolifératif correspond aux cellules différenciées avec des marqueurs mélanocytaires 

de la pigmentation comme MITF, SOX10 ou MLANA. Le phénotype invasif qualifie les 

cellules dédifférenciées avec l’expression de marqueurs mésenchymateux comme AXL, 

WNT5A ou ZEB1. Ce phénotype est associé à une plus grande résistance aux traitements. 

Différents facteurs extrinsèques du microenvironnement peuvent induire ce switch 

phénotypique comme des facteurs sécrétés (TGFβ ou TNFα), la carence en nutriment, 

l’hypoxie ou les inhibiteurs de BRAF. Cette plasticité phénotypique fait partie des 

processus d’échappement thérapeutique du mélanome.  
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Le phénotype « dédifférencié - invasif » est lié à l’expression de marqueurs 

mésenchymateux comme AXL, ZEB1, JUN, WNT5A ou la fibronectine (Arozarena and 

Wellbrock, 2019; Caramel et al., 2013). En plus d’être invasives, les cellules qui 

présentent ce phénotype prolifèrent lentement et sont résistantes aux thérapies 

ciblées. Cela est dû à leur capacité proliférative réduite qui fait qu’elles sont moins 

sensibles à l’arrêt de prolifération induit par les inhibiteurs de BRAF et de MEK mais 

également grâce à l’expression de RTK (comme AXL) qui leur permet d’activer des 

voies alternatives à la voie des MAPK pour leur survie (Fallahi-Sichani et al., 2017; 

Muller et al., 2014; Verfaillie et al., 2015). Notre équipe a montré que la protéine 

matricielle SPARC est également un marqueur du phénotype invasif (Fenouille et al., 

2012). Une étude récente a montré que le récepteur à la neutrophine CD271 régule le 

switch phénotypique du mélanome en diminuant la prolifération des cellules et en 

augmentant leur invasion (Restivo et al., 2018). De plus, la résistance innée aux 

immunothérapies est associée à un phénotype mésenchymateux dédifférencié (Hugo et 

al., 2016). Le mélanome semble donc capable d’échapper aux 2 stratégies 

thérapeutiques de la même façon, c’est-à-dire grâce à sa plasticité et sa transition vers 

un phénotype dédifférencié.  

Le facteur de transcription MITF joue un rôle central pour le phénotype 

mélanocytaire-prolifératif et est absent dans le phénotype dédifférencié-invasif. Les 

cellules de type « mélanocytique » expriment des marqueurs mélanocytaires associés à 

MITF comme SOX10, EDNRB et MLANA. Les cellules de ce phénotype présentent une 

prolifération importante, une faible capacité invasive et sont sensibles aux thérapies 

ciblées (Muller et al., 2014).  

Les facteurs de transcription de l’EMT, ZEB1 et ZEB2, sont des marqueurs du 

switch phénotypique du mélanome, mais contrairement à l’EMT, ils ont des rôles 

opposés. ZEB1 est associé au phénotype « dédifférencié – invasif », tandis que ZEB2 

est impliqué dans la prolifération et l’inhibition des propriétés invasives des cellules 

de mélanome (Caramel et al., 2013; Vandamme et al., 2020).  

L’étude de Hoek et al, a mis en évidence la présence de 3 sous-populations de 

mélanome (cohorte A, B et C) (Hoek et al., 2006). La cohorte A est caractérisée par 

l’expression des marqueurs mélanocytaires d’un phénotype prolifératif tandis que la 

cohorte C est associée à l’expression de marqueurs mésenchymateux du phénotype 

invasif. La cohorte B correspond à un phénotype intermédiaire peu invasif. D’autres 

études récentes ont confirmé la présence de cette sous-population intermédiaire 

(Wouters et al., 2020). Ensuite 4 sous-populations de cellules de mélanome ont été 

identifiées au lieu des 2 sous-populations précédemment décrites. Notamment, l’étude 

de Tsoi et al, qui, en analysant plusieurs lignées de mélanome et biopsies de patients, 

ont mis en évidence 4 populations. La population C1 regroupe les cellules 

indifférenciées présentant des marqueurs inflammatoires et de type invasif. La 

population C2 comprend des cellules avec des marqueurs de la crête neurale. Des 

cellules exprimant à la fois des marqueurs de la crête neurale et des marqueurs de la 

pigmentation font partie de la population C3. Enfin, la population C4 rassemble les 

cellules plus différenciées de type mélanocytaire avec l’expression de marqueurs de la 

pigmentation (Tsoi et al., 2018).  
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Figure 41 : Le modèle des 6 différents phénotypes dans le mélanome et leur niveau de résistance thérapeutique. 

Ces différentes sous-population de cellules sont caractérisées par des régions de 

chromatine différentes, comparables à des types cellulaires déjà identifiés. Les 

enhancers actifs dans les cellules « prolifératives » sont similaires à ceux activés dans 

les mélanocytes. Tandis que les enhancers actifs dans les cellules « invasives » sont les 

mêmes que ceux des fibroblastes de peau (Verfaillie et al., 2015). Ce changement de 

chromatine est également associé à des modifications différentes des histones. Par 

exemple, la modification activatrice H3K27ac est associée à un promoteur ouvert et 

actif de SOX10 dans les cellules « prolifératives » ; tandis que dans les cellules 

« invasives », le promoteur de SOX10 porte une modification inhibitrice H3K27me. Le 

phénotype intermédiaire est également caractérisé par un état de chromatine différent 

et est régulé par différents facteurs de transcription tels que SOX6, NFATC2 ou EGR3 

(Wouters et al., 2020).  

L’étude de l’équipe du Dr Marine a également mis en évidence 4 sous-

populations en réponse aux traitements avec des inhibiteurs de BRAF et MEK, par 

une approche de séquençage des ARNm sur cellules uniques dans un modèle de 

xénogreffes de tumeurs de patients de mélanome (Rambow et al., 2018). Une revue 

récente de propose qu’il y ait en fait 6 différentes sous-populations de cellules de 

mélanome si on recoupe leurs travaux avec ceux de Tsoi et al. (Rambow et al., 2019) 

(figure 41).  

 

Figure 41 : Les six différentes sous-population dans le mélanome et leur 

possible hiérarchie.  

Adapté de (Rambow et al., 2019) 
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Une coopération peut avoir lieu entre ces populations cellulaires notamment 

pour promouvoir l’invasion des cellules. L’étude de Chapman et al, a montré, dans un 

modèle poisson-zèbre, que les cellules invasives expriment la protéase MT1-MMP, 

produisent de la MEC et envahissent avec des cellules peu invasives. Ils ont défini cela 

comme de l’invasion coopérative. De plus, il est intéressant de noter que durant cette 

invasion coopérative, les cellules faiblement invasives ne perdent pas l’expression de 

MITF, signifiant ainsi que le switch phénotypique n’est pas nécessaire pour l’invasion 

(Chapman et al., 2014). Récemment, deux études ont confirmé la coopération entre les 

cellules invasives et prolifératives dans la formation de métastases du mélanome 

(Campbell et al., 2021; Rowling et al., 2020). Plus précisément, l’étude de Campbell 

montre que les cellules invasives et prolifératives forment spontanément des clusters 

organisés, avec les cellules prolifératives entourant les cellules invasives. De façon 

intéressante, ils montrent que ces clusters hétérogènes existent chez les patients, plus 

spécifiquement parmi les cellules tumorales circulantes dans le sang. Au niveau 

mécanistique, ils ont identifié le facteur de transcription TFAP2 (Transcription Factor 

AP-2 Alpha) comme important régulateur de la formation de ces clusters hétérogènes 

et des capacités métastatiques des cellules (Campbell et al., 2021).  

c) Facteurs d’induction du switch phénotypique 

La transition phénotypique peut avoir lieu à la suite d’altérations génétiques ou 

épigénétiques au sein à la cellule tumorale mais peut également être influencée par le 

microenvironnement tumoral (figure 40). En retour ces cellules modèlent le 

microenvironnement tumoral par les différents facteurs qu’elles sécrètent ainsi que 

leurs interactions cellulaires.  

Le switch phénotypique peut être induit par un contact direct avec des cellules 

stromales. Les CAF peuvent induire ce switch comme cela a été montré dans une 

étude de Seip et al, où une coculture de cellules de mélanome avec des CAF entraine 

l’induction d’un phénotype invasif dans les cellules de mélanome (Seip et al., 2016). De 

plus, le TGFβ produit par les CAF peut également induire la dédifférenciation des 

cellules de mélanome via la voie YAP-TEAD (Miskolczi et al., 2018) ou la voie SMAD 

(Schlegel et al., 2015).  

Le TNFα produit par les neutrophiles, les lymphocytes T activés et les cellules 

myéloïdes induit la diminution de l’expression de MITF en faveur de l’expression de 

JUN (Riesenberg et al., 2015).  

Les différentes conditions physiologiques du microenvironnement peuvent 

influencer le switch phénotypique. Le microenvironnement, par les différentes cellules 

qui y sont présentes et les facteurs qui sont secrétés, régule la disponibilité de 

l’oxygène et des nutriments. Au niveau de vaisseaux sanguins non fonctionnels, 

l’hypoxie est augmentée et stimule l’apparition d’un phénotype dédifférencié qui 

consomme peu d’oxygène et peut donc mieux survivre à l’hypoxie (Cheli et al., 2012).  
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Comme la consommation d’oxygène est directement lié à la production d’énergie 

intracellulaire à partir des nutriments, la disponibilité des nutriments est également 

un facteur important dans la régulation du phénotype dans le mélanome. Par exemple, 

une restriction en glucose entraine une diminution du flux glycolytique et 

l’accumulation de ROS (reactive oxygen species) via la répression de MITF induite par 

ATF4 et un passage à un phénotype invasif MITFlow-AXLhigh (Ferguson et al., 2017). 

La restriction en glutamine induit également le phénotype invasif (Falletta et al., 

2017). Le switch phénotypique peut également être induit par l’acidification du 

microenvironnement. En effet, un pH faible (de 6,7) induit un phénotype quiescent et 

un arrêt de la prolifération. L’acidose conduit également à une répression de MITF et 

active l’expression de AXL correspondant au phénotype dédifférencié invasif (Bohme 

and Bosserhoff, 2020). De plus, il a été montré qu’un microenvironnement âgé favorise 

le switch phénotypique. En effet, les fibroblastes âgés sécrètent une protéine 

antagoniste de Wnt, sFRP2, qui entraine une diminution de β-caténine et de MITF 

(Kaur et al., 2016). 

Enfin, le switch phénotypique peut être induit par les thérapies ciblées. En 

effet, les inhibiteurs de la voie MAPK peuvent induire un phénotype dédifférencié, peu 

prolifératif et tolérant aux traitements (Menon et al., 2015; Tsoi et al., 2018). Des 

études in vitro ont montré que l’état dédifférencié induit par les thérapies ciblées peut 

être transitoire mais un traitement prolongé avec les inhibiteurs de BRAF peut 

stabiliser cet état (Shaffer et al., 2017; Sharma et al., 2010; Su et al., 2017) par des 

mécanismes de reprogrammation génétique, comme ceux observés dans les tumeurs 

de patients développant une résistance acquise (Hugo et al., 2015). Plus précisément, 

les inhibiteurs de BRAF induisent une augmentation des capacités invasives associée 

à une réorganisation du cytosquelette d’actine (Kim et al., 2016b; Klein and Higgins, 

2011) et un remodelage matriciel via l’augmentation de l’expression de différents 

MMP (Diazzi et al., 2020 ; Girard et al., 2020Lecacheur, 2020 #1859; Leight et al., 

2015 ; Marusak et al., 2020; Rice et al., 2017; Sandri et al., 2016)(Article 1). Une 

récente étude du laboratoire a montré que l’induction du switch phénotypique vers un 

phénotype dédifférencié invasif par les inhibiteurs de BRAF est régulée par le cluster 

de miR-143/-145, via l’inhibition de la Fascin1. De façon intéressante, la réexpression 

de Fascin1 dans les cellules résistantes de type dédifférencié invasives les fait 

transiter vers un phénotype mélanocytique (Diazzi et al., 2021) (Annexe III). Les 

signaux mécaniques du microenvironnement tumoral permettent également d’induire 

la transition vers un phénotype différencié en l’absence de TGFβ. Cependant, ces 

mêmes signaux mécaniques peuvent induire une transition vers un phénotype 

dédifférencié en présence de TGFβ (Miskolczi et al., 2018). Les inhibiteurs de BRAF 

peuvent induire un phénotype « ultra pigmenté/hyper-différencié » caractérisé par un 

niveau élevé de MITF et de ses gènes cibles (Smith et al., 2017) et une résistance aux 

traitements (Muller et al., 2014; Rambow et al., 2019). 
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E. Conclusions sur la progression du mélanome 

De toutes les voies de signalisation précédemment décrites, seule la voie des 

MAPK ERK est une cible thérapeutique utilisée actuellement dans le traitement du 

mélanome. Le mélanome déclenche aussi l’activité aberrante d’autres voies de 

signalisation comme la voie PI3K/AKT, en réduisant l’activité de PTEN, la voie Wnt, 

la voie NF-κB, la voie JAK-STAT et la voie TGFβ. De plus, ces voies de signalisation 

interagissent entre elles pour créer une homéostasie propre au mélanome pour l’aider 

à progresser. Ces interactions rendent difficile la possibilité de trouver des thérapies 

efficaces.  

En plus des voies de signalisation intrinsèques activées dans les cellules de 

mélanome, il est également important de prendre en compte leur microenvironnement, 

qui forme un contexte complexe, varié et dynamique selon la tumeur primaire ou les 

différentes niches métastatiques. Ce dernier joue un rôle important à chaque étape de 

progression du mélanome et plus particulièrement il joue un rôle dans le switch 

phénotypique. 

Etant donné que le mélanome utilise tous ces mécanismes intrinsèques et 

extrinsèques pour sa progression, augmenter les connaissances dans ce domaine est 

essentiel pour pouvoir trouver un traitement efficace qui ciblerait ces voies à leurs 

jonctions et les interactions entre le mélanome et son microenvironnement, rendant le 

traitement plus efficace pour bloquer le mélanome (Dantonio et al., 2018).  
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III. Les traitements du mélanome 

Le mélanome est un cancer très agressif du fait de son hétérogénéité, sa grande 

plasticité et sa résistance aux traitements. La prévention et le dépistage sont les 

meilleurs moyens d’empêcher le développement de ce cancer. Lorsqu’il est localisé au 

niveau de la peau, le mélanome peut être enlevé par exérèse chirurgicale avec un très 

bon taux de survie des patients (Conic et al., 2018). Le traitement du mélanome 

devient plus difficile lorsqu’il commence à envahir le derme et former des métastases. 

Lorsqu’il est diagnostiqué à un stade métastatique tardif, le taux de survie des 

patients est d’environ 15%.  

Avant l’identification de la mutation BRAFV600E et le développement 

d’inhibiteurs spécifiques de cette kinase pour le traitement, le mélanome était de très 

mauvais pronostic. Le seul traitement était la chimiothérapie avec l’agent alkylant 

Dacarbazine qui inhibe la synthèse d’ADN entrainant l’arrêt de la prolifération 

cellulaire. Le taux de réponse ne dépassait pas 10% et la survie des patients n’était 

pas améliorée (Eggermont and Kirkwood, 2004).  

A partir de 2011 avec le développement des thérapies ciblées et de 2015, avec le 

développement des immunothérapies, le traitement proposé dépend de la présence ou 

non de la mutation BRAFV600E chez les patients atteints d’un mélanome au stade 

avancé et non résécable. Les patients non porteurs d’une mutation sur BRAF sont 

traités avec les immunothérapies, la seule option thérapeutique pour eux. En 

revanche, les patients porteurs d’une mutation sur BRAF peuvent être traités avec 

une combinaison d’inhibiteurs de BRAF muté et de MEK, dans le cas de patients 

présentant une croissance rapide de la tumeur. Ils peuvent également être traités en 

première ligne avec les immunothérapies, dans le cas où ils présentent une 

progression tumorale lente car la réponse à ce traitement est plus longue mais peut 

être plus durable (Bai and Flaherty, 2021) (figure 42). 

  

Figure 42 : Les traitements actuels du mélanome Figure 42 : Les traitements actuels du mélanome 

Adapté de (Kozar et al., 2019) 
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A. Thérapies ciblées 

a) Les inhibiteurs de BRAFV600 

L’identification de la mutation sur BRAF, qui induit l’activation constitutive de 

la voie MAPK dans plus de 50% des patients atteints de mélanome, a entrainé la 

production de petites molécules inhibitrices agissant sur les formes mutées 

BRAFV600, appelées thérapies ciblées (Ascierto et al., 2012). Ces inhibiteurs sont des 

compétiteurs réversibles de l’ATP. Ils se fixent sur le domaine actif de la kinase pour 

bloquer l’accès à l’ATP, entrainant l’inhibition de l’activité kinase de BRAF et de la 

signalisation MAPK en aval (Waizenegger et al., 2016) . 

Le Vémurafénib est le premier inhibiteur de BRAF ayant obtenu une 

autorisation de mise sur le marché (AMM) à avoir été administré aux patients atteints 

de mélanome à un stade avancé, en 2011 (figure 43). Cet inhibiteur permet une 

régression significative de la tumeur par rapport aux chimiothérapies. La survie sans 

progression des patients est également améliorée avec 6,9 mois dans le groupe traité 

avec le Vémurafénib contre 1,6 mois pour les patients traités avec la dacarbazine 

(Chapman et al., 2011) (Essai clinique de phase 3 : BRIM-3). Cependant différents 

effets secondaires apparaissent comme des éruptions cutanées, des anomalies 

hépatiques, une neutropénie, de la fatigue, des nausées, des réactions de 

photosensibilité ou l’apparition de carcinome épidermoïde (McArthur et al., 2014; 

Young et al., 2012). De plus, les patients ont des risques de développer un second 

mélanome à la suite du traitement (Boussemart et al., 2016). L’activation paradoxale 

de la voie des MAPK dans les cellules de mélanome non mutées BRAF avec le 

traitement (Gibney et al., 2013) et dans les kératinocytes (Su et al., 2012) pourrait être 

responsable des effets cancérogènes.  

Un autre inhibiteur de BRAF, le Dabrafénib, a reçu une AMM deux ans plus 

tard. Il induit moins d’effets secondaires, notamment une diminution de l’apparition 

de carcinome épidermoïde et possède un meilleur potentiel antitumoral que le 

Vémurafénib (Menzies et al., 2012). En effet, la survie sans progression des patients 

passe de 2,5 mois pour le groupe traité avec la Dacarbazine à 5,1 mois pour le groupe 

traité avec le Dabrafénib (Hauschild et al., 2012)(Essai clinique de phase 3 : BREAK-

3).  

Même si ces inhibiteurs sont responsables d’une très bonne réponse avec une 

réduction tumorale, les effets ne durent pas à long terme à cause des mécanismes de 

résistance qui se développent et qui seront détaillés dans la section IV. 
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Figure 43 : Les différents essais cliniques dans le mélanome pour les 

immunothérapies et les thérapies ciblées entre 2011 et 2021 

Adapté de (Curti and Faries, 2021; Luke et al., 2017) 

2020 2010 2015 

2011 : MDX010-20 (phase III) : 

Ipilimumab (anti-CTLA4) 

2013 : CA209 (phase I) : 

Ipilimumab + nivolumab 

2014 : CheckMate-037 (phase III) : 

Nivolumab 

2015 : KEYNOTE-006 (phase III) : 

Penbrolizumab 

2011 : BRIM3 (phase III) : 

Vémurafénib (inhibiteur de 

BRAF) 

2012 :  

BREAK-3 (phase III) : 

Dabrafénib (inhibiteur de BRAF) 

METRIC (phase III) :  

Tramétinib (inhibiteur de MEK) 

BRF113220 (phase I/II) : 

Dabrafénib ± Tramétinib 

2014 :  

coBRIM (phase III) : 

Vémurafénib + Cobimétinib 

COMBI-d (phase III) :  

Dabrafénib + Tramétinib  

COMBI-v (phase III) : 

Dabrafénib + Tramétinib 

2018 : COLUMBUS (phase III) : 

Encorafénib (inhibiteur de BRAF) 

+ Binimétinib (inhibiteur de MEK) 

2020 :  

COMBI-i (phase III) : 

Dabrafénib + Tramétinib + 

Spartalizumab (anti-PD-1) 

IMspire150 (phase III) : 

Vémurafénib + Cobimétinib 

+ Atezolizumab (anti-PD-L1) 

2016 : CheckMate-067 (phase III) : 

Nivolumab + Ipilimumab  

2021 : KEYNOTE (phase II) : 

Pembrolizumab + Ipilimumab  

Figure 43 : Les différents essais cliniques dans le mélanome pour les immunothérapies et les thérapies ciblées entre 2011 et 2021 
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b) La combothérapie : inhibiteurs de BRAFV600 + 

inhibiteurs de MEK 

A cause de la réactivation fréquente de la voie MAPK en réponse aux 

traitements avec les inhibiteurs de BRAF, des inhibiteurs de MEK ont été développés, 

MEK étant le seul effecteur de BRAF. Parmi les inhibiteurs de MEK, on trouve le 

Tramétinib, un inhibiteur allostérique réversible de MEK1/2. Les mélanomes mutés 

BRAF sont plus sensibles à l’inhibition de MEK que les mélanomes mutés NRAS ou 

des autres groupes (Solit et al., 2006). Des essais ont été réalisés avec l’utilisation 

d’inhibiteurs de MEK seul. Même si leur effet sur la survie sans progression était 

significatif (4,8 mois pour le groupe traité avec le Tramétinib contre 1,5 mois pour le 

groupe traité avec la chimiothérapie), leur efficacité était trop faible comparée aux 

inhibiteurs de BRAF seuls pour les utiliser en clinique (Flaherty et al., 2012) (Essai 

clinique de phase 3 : METRIC). La combinaison d’inhibiteurs de BRAF avec des 

inhibiteurs de MEK a donc été envisagée par la suite (figure 43).  

Entre 2014 et 2015, l’utilisation de l’association d’inhibiteurs de BRAF muté et 

de MEK pour le traitement des mélanomes avancés mutés BRAF a été acceptée après 

des essais cliniques concluants. Le premier essai a combiné le Dabrafénib et le 

Tramétinib (Long et al., 2015)(COMBI-d et COMBI-v). Cette combinaison entraine une 

survie sans progression de 11 mois contre 8,8 mois pour les patients traités avec le 

Dabrafénib seul. L’apparition de carcinome et les autres effets secondaires sont moins 

fréquents (Schadendorf et al., 2015) (Essai clinique de phase 3 : COMBI-d). La 

combinaison Vémurafénib et Cobimétinib a ensuite été testée en essai clinique 

(coBRIM). Cette combinaison a montré que la survie sans progression était de 9,9 mois 

pour les patients traités avec la bi-thérapie contre 6,2 mois pour les patients traités 

avec le Vémurafénib seul. Les deux combinaisons d’inhibiteurs de BRAF et de MEK 

fournissent les mêmes bénéfices cliniques pour les patients en augmentant la survie 

globale, la survie sans progression et en diminuant significativement les effets 

indésirables comme l’apparition de carcinomes, ce qui a un effet important sur 

l’amélioration de la qualité de vie des patients (Larkin et al., 2014).  

Plus récemment, en 2018, un nouveau couple d’inhibiteurs de BRAF 

(Encorafénib) et de MEK (Binimétinib) a reçu une AMM. Son essai clinique de phase 3 

(COLUMBUS) a montré une meilleure efficacité avec une survie médiane de 33,6 mois 

pour cette combinaison contre 16,9 mois pour le Vémurafénib (Dummer et al., 2018a; 

Dummer et al., 2018b). Cette combinaison thérapeutique présente également moins de 

toxicité (frissons, fièvre ou photosensibilité) comparée aux autres combinaison 

thérapeutique.  

Ces trois options combinant un inhibiteur de BRAF muté et un inhibiteur de 

MEK font partie de l’arsenal thérapeutique de première ligne pour les patients 

porteurs de la mutation BRAFV600, dans le cas où la croissance tumorale est rapide et 

a besoin d’être stoppée rapidement.   
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B. Immunothérapies  

La deuxième option thérapeutique, pour les patients atteints de mélanome 

dépourvu de mutation sur BRAF ou pour les patients porteurs de la mutation sur 

BRAF à progression lente, est l’immunothérapie. Elle est également la deuxième ligne 

de traitement pour les patients porteurs de la mutation BRAFV600 non répondeurs ou 

qui ont développé une résistance aux thérapies ciblées (figure 42).  

Les cellules immunitaires sont censées reconnaitre les cellules tumorales et les 

détruire. Pourtant les cellules tumorales développent des méthodes d’échappement au 

système immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). Les cellules tumorales 

détournent à leur avantage 2 systèmes de contrôle et d’inactivation du système 

immunitaire : la voie CTLA-4 et l’interaction PD-1/PD-L1 (programmed death ligand 

1) (Furue et al., 2018).  

L’immunothérapie permet d’activer le système immunitaire pour provoquer la 

destruction des cellules tumorales. Dans ce but, différents anticorps monoclonaux ont 

été développés pour cibler les points de contrôle immunologiques : les anti-CTLA-4 et 

les anti-PD1.  

  

Figure 44 : Les immunothérapies anti-CTLA-4 et anti-PD-1/PD-L1 

Figure 44 : Les immunothérapies anti-CTLA-4 et anti-PD-1/PD-L1 

Adapté de (Ribas, 2012) 
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a) Les anti-CTLA-4 

Le récepteur CTLA-4 des lymphocytes T empêche l’activation des cellules T 

quand il se lie à un de ses ligands, les molécules B7 (CD80 et CD86) présentes sur les 

cellules présentatrices d’antigène (comme les cellules dendritiques). Dans ce cas, les 

lymphocytes T arrêtent de proliférer et ne peuvent plus jouer leur rôle antitumoral 

(Ribas, 2012). 

Les anticorps anti-CTLA-4 permettent d’inhiber l’interaction entre CTLA-4 et 

B7, forçant ainsi la liaison de B7 à CD28 (figure 39). L’anticorps monoclonal 

Ipilimumab est utilisé dans le mélanome et permet d’améliorer la survie globale des 

patients, avec une survie de 11 mois (Hodi et al., 2010) (Essai clinique de phase 3 : 

CA184). Cependant le taux de réponse est faible (seulement 15%) et il y a une forte 

toxicité pour les patients (fatigue, nausée, vomissement, démangeaison de la peau) 

(figure 43).  

b) Les anti-PD-1/PD-L1 

Le récepteur PD-1, présent à la surface des lymphocytes T et interagit avec les 

ligands PD-L1 et PD-L2 présents sur les cellules tumorales ou stromales, empêchant 

ainsi l’activité antitumorale des lymphocytes T.  

Les deux anticorps monoclonaux dirigés contre PD-1 utilisés dans le traitement 

du mélanome pour inhiber l’interaction entre PD-1 et son ligand sont le Nivolumab et 

le Pembrolizumab. Ces anticorps se lient au récepteur pour inhiber son activité et 

restaurer l’activité cytotoxique des lymphocytes T contre les cellules tumorales (figure 

39). L’utilisation de ces anticorps induit une augmentation significative de la survie 

globale des patients atteints de mélanome avec un taux de survie sans progression à 6 

mois de 47,3% pour le Pembrolizumab contre 26.5% pour l’Ipilumumab. Le taux de 

réponse est également plus élevé avec 38% de réponse pour le Pebrolizumab contre 

11,9% de réponse pour l’Ipilimumab et la toxicité est plus faible (avec une fréquence 

des effets secondaires de haut grades moins importante) (Robert et al., 2015; Topalian 

et al., 2014) (figure 43).  

Il existe également des anticorps dirigés contre PD-L1 qui permettent 

d’empêcher l’interaction de PD-L1 avec son récepteur PD-1 comme le Durvalumab, 

l’Avelumab, l’Atezolizumab (Domingues et al., 2018). Ces anticorps font l’objet 

d’études cliniques cependant ils ne font pas partie de l’arsenal thérapeutique utilisé 

contre le mélanome mais ils sont utilisés comme traitement dans d’autres cancers 

comme le cancer du poumon ou le carcinome de la tête et du cou (Buder-Bakhaya and 

Hassel, 2018; Keilholz et al., 2019; Sullivan et al., 2019).  

De plus, il y a également une amélioration de la survie pour les patients 

porteurs de la mutation sur BRAF qui avaient développé des résistances aux thérapies 

ciblées (Lin and Fisher, 2017). Les réponses obtenues avec les thérapies ciblées sont 

généralement plus rapides que celles obtenues avec les immunothérapies, c’est 

pourquoi les thérapies ciblées restent le traitement de première ligne pour les patients 

mutés BRAF (Seth et al., 2020; Ugurel et al., 2020).  
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C. Combinaison Immunothérapies + Thérapies ciblées 

Des essais récents cliniques de phase 3 tentent de combiner les 

immunothérapies avec les thérapies ciblées pour les patients porteurs d’une mutation 

sur BRAF : COMBI-i pour la combinaison Dabrafénib/Tramétinib + Spartalizumab 

(anti-PD-1) (Dummer et al., 2020) ou IMspire-150 pour la combinaison 

Vémurafénib/Cobimétinib + Atezolizumab (anti-PD-L1) (Gutzmer et al., 2020).  

L’essai COMBI-i a présenté des résultats prometteurs avec une réponse 

complète pour 44% des patients. Cette étude est actuellement complétée par l’ajout 

d’un groupe témoin traité avec la combinaison Dabrafénib/Tramétinib (figure 43). 

En parallèle, l’essai IMspire-150, combinant Vémurafénib/Cobimétinib et 

l’Atezolizumab, un anti-PD-L1, a montré des résultats très encourageants, avec une 

augmentation de la survie sans progression qui passe de 10,6 mois, avec la 

combothérapie, à 15,1 mois avec l’ajout de l’Atezolizumab (Gutzmer et al., 2020). 

L’utilisation d’une combinaison entre les immunothérapies et les thérapies ciblées 

semble donc très prometteuse pour les patients atteints de mélanomes avancés et 

métastatiques. 

IV. Les mécanismes de résistance thérapeutique 

A. La résistance thérapeutique intrinsèque 

La résistance thérapeutique constitue un obstacle majeur à la prise en charge 

efficace et durable des patients atteints de mélanome métastatique. On distingue deux 

types de résistance aux traitements actuels : la résistance innée et la résistance 

acquise. La résistance innée concerne 10% des patients pour les thérapies ciblées et 

20% pour les immunothérapies. La résistance peut également être acquise en réponse 

au traitement. De ces deux types de résistance, on distingue les mécanismes de 

résistance intrinsèques, c’est-à-dire résultant de modification internes à la cellule 

tumorale, et les mécanismes de résistance extrinsèques font intervenir le 

microenvironnement tumoral.  
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a) Résistance aux thérapies ciblées 

Le ciblage de BRAFV600 dans le mélanome par les thérapies ciblées mène à des 

mécanismes de résistance qui peuvent être classés en deux groupes : les mécanismes 

génétiques et les mécanismes non génétiques, qui concernent des modifications 

épigénétiques ou transcriptomiques. Les mécanismes de résistance génétiques 

concernent 51 à 58% des patients (Arozarena and Wellbrock, 2017; Kakadia et al., 

2018). Ces deux types de résistance mènent soit à la réactivation de la MAPK ERK, 

soit à l’augmentation de l’expression de MITF, soit à l’activation de voies de survie 

alternatives comme la voie PI3K/AKT ou la voie c-Jun (figure 45).  

 

 

  

Figure 45 : Mécanismes de résistances intrinsèques aux thérapies ciblées avec la réactivation de la voie des 
MAPK ERK et l’activation de la voie PI3K/AKT 

Figure 45 : Mécanismes de résistances intrinsèques aux thérapies 

ciblées avec la réactivation de la voie des MAPK ERK et l’activation de 

la voie PI3K/AKT 

Adapté de (Kozar et al., 2019) 
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1. Réactivation de la voie des MAP Kinases 

ERK 

Bien que les inhibiteurs de BRAF et de MEK inhibent efficacement la voie 

MAPK en diminuant l’activation de ERK et donc la prolifération des cellules portant la 

mutation BRAFV600, une réactivation de cette voie a lieu dans 80% des cas de 

résistance aux thérapies ciblées. Les tumeurs dépendent donc fortement de la voie 

MAPK ERK et s’adaptent rapidement à son inhibition (Moriceau et al., 2015). Les 

principaux mécanismes de réactivation de la voie MAPK ERK sont des altérations sur 

BRAF, NRAS, MEK ou NF1 (figure 45). Parmi les altérations de BRAF, on retrouve 

une amplification du gène BRAF (Shi et al., 2012), la production d’une forme tronquée 

de BRAF (Poulikakos et al., 2011) qui empêche la liaison de l’inhibiteur ou une 

mutation secondaire (Wagenaar et al., 2014). Des mutations activatrices, en amont de 

BRAF, sur NRAS activent la voie MAPK ERK en utilisant un autre isoforme de RAF 

(CRAF), contournant ainsi l’inhibition de BRAF (Nazarian et al., 2010). Ces mutations 

(Q61K et Q61R) sont similaires à celles retrouvés dans les tumeurs primaires mutées 

NRAS. Des mutations activatrices sur MEK1 et MEK2, en aval de BRAF, peuvent 

également permettre la résistance (Villanueva et al., 2013). Des mutations pertes de 

fonction de NF1 entrainent une résistance chez les patients (Whittaker et al., 2013). 

De plus, l’expression de l’isoforme CRAF permet aussi de réduire la sensibilité aux 

inhibiteurs de BRAF conduisant ainsi à la résistance via l’activation directe de MEK 

(Doudican and Orlow, 2017). La kinase COT, appelée aussi MAP3K8, peut activer 

directement MEK de façon indépendante de RAF (Gruosso et al., 2015). La kinase 

ERK peut être activée par d’autres voies que la voie MAPK, notamment la voie YAP-

TAZ. En effet, une étude de l’équipe du Dr Eckert a montré que les protéines YAP, 

TAZ et TEAD sont impliqués dans le maintien de la phosphorylation de ERK malgré 

l’inhibition de la voie par le Vémurafénib (Fisher et al., 2017). De même, la mutation 

de la GTPase RAC1 (P29S) permet la réactivation de ERK (Krauthammer et al., 2012). 

Selon la mutation que l’on retrouve sur NRAS, cette dernière peut induire l’activation 

d’une voie de survie alternative : la voie PI3K/AKT (Grill and Larue, 2016).  

 

 

 

 

 

 

  

Figure 46 : Le modèle du rhéostat de MITF et leur niveau de résistance thérapeutique. 
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2. Activation de voies de survie alternatives à 

la voie des MAP-Kinases 

i. La voie PI3K/AKT 
En plus de la voie MAPK ERK, la voie PI3K/AKT est la plus communément 

activée dans la résistance des mélanomes (figure 45). Une augmentation de la voie 

PI3K peut être due à la perte de fonction par délétion ou mutation de PTEN, dans 10% 

des cas de mélanomes, ou par la surexpression de différents récepteurs tyrosine kinase 

(RTK) (Nazarian et al., 2010; Paraiso et al., 2011). L’accumulation des RTK à la 

surface de la cellule augmente des voies de prolifération et de survie permettant aux 

cellules de passer outre l’inhibition de la voie ERK (Miller et al., 2016).  

Les RTK dont l’expression est augmentée en réponse aux thérapies ciblées sont 

l’IGFR, MET (récepteur du HGF), PDFGRβ ou EGFR (Nazarian et al., 2010; 

Straussman et al., 2012; Villanueva et al., 2010). La surexpression de ces différents 

récepteurs a été montré au niveau transcriptomique dans l’étude de Nazarian et al. De 

plus, à la suite du traitement avec les inhibiteurs de BRAF, le récepteur ERBB3 

devient hyper phosphorylé, ce qui mène à la survie des cellules de mélanome mutées 

BRAF par l’activation de AKT (Abel et al., 2013). Le récepteur ALK est également 

surexprimé dans les mélanomes résistants. Quand ALK est activé par son ligand 

FAM150A, il active la voie PI3K/AKT qui va conférer une résistance aux inhibiteurs 

de BRAF (Janostiak et al., 2019). Les cellules de mélanome résistantes aux inhibiteurs 

de BRAF présentent une surexpression de AXL. L’inhibition de AXL entraine une 

diminution de l’activité de AKT ainsi qu’une inhibition de la croissance des tumeurs 

dans un modèle murin de xénogreffes, seulement dans les cellules qui expriment une 

forme sauvage de PTEN (Boshuizen et al., 2018; Zuo et al., 2018). La voie PI3K est 

aussi impliquée dans les mécanismes d’échappement à la mort cellulaire en contrôlant 

l’expression de régulateurs de l’apoptose comme BCL2 ou BIM (Paraiso et al., 2011). 

ii. MITF 
MITF, le facteur de transcription majeur des mélanocytes, est également un 

régulateur de gènes anti-apoptotiques comme BCL2A1 et BCL2 (Haq et al., 2013). Un 

taux élevé de MITF permet aux cellules de mélanome d’échapper à la mort cellulaire 

induite par les inhibiteurs de BRAF et MEK, même lorsque la voie MAPK est 

complètement bloquée (Wellbrock and Arozarena, 2015). De plus, l’expression de 

MITF est augmentée en réponse aux thérapies ciblées, de façon dépendante de la voie 

des MAPK.  Cette induction de MITF permet aux cellules d’entrer dans une phase de 

tolérance à l’inhibition des MAPK dans les étapes précoces des traitements (Smith et 

al., 2016). A la fois un fort taux et un faible taux d’expression de MITF sont associé à 

la résistance aux thérapies. Un faible taux de MITF va entrainer l’expression du 

récepteur AXL et un switch vers un phénotype « dédifférencié – invasif » plus résistant 

au traitement (Muller et al., 2014). Pour lier ces deux phénotypes, le modèle de 

« Rhéostat de MITF » a été proposé (Carreira et al., 2006) (figure 46). 

 

  



Page | 143  
 

  

Figure 46 : Le modèle du rhéostat de MITF et le niveau de résistance 

aux thérapies ciblées associé.  

Adapté de (Rambow et al., 2019) 
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i. La voie c-Jun 
c-Jun est le principal facteur de transcription de la famille AP-1 à être impliqué 

dans la progression du mélanome (cf plus haut dans ce chapitre). Ce facteur de 

transcription joue un rôle important dans la réponse adaptative des cellules aux 

inhibiteurs de BRAF et de MEK. L’expression de c-Jun est corrélée négativement à 

celle de MITF, comme cela a été montré dans l’étude de Sun et al, où la surexpression 

de PDGFRβ, EGFR et TGFBR est associée à une augmentation de l’activité de c-Jun 

dans les cellules qui n’expriment pas SOX10 et MITF (Sun et al., 2014). En réponse au 

Vémurafénib, une induction de c-Jun a été observée dans les cellules mutées BRAF 

(Delmas et al., 2015). De plus, la surexpression de c-Jun est retrouvée dans les cellules 

présentant un phénotype de type mésenchymateux invasif (Ramsdale et al., 2015). 

Enfin, Titz et collaborateurs ont montré que c-Jun est augmenté rapidement dans les 

cellules sensibles en réponse au Vémurafénib ou Dabrafénib. Son expression élevée se 

maintient dans les cellules résistantes et en comparant les tumeurs de patients de 

patients au début du traitement ou au moment de la rechute (Titz et al., 2016).  
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b) Résistance aux immunothérapies 

Les mécanismes de résistance mis en place par les cellules cancéreuses affectent 

principalement les lymphocytes T. Ceux-ci peuvent entrainer soit la production 

insuffisante de lymphocytes T antitumoraux, soit leur perte de fonction ou empêcher 

la production de lymphocytes T mémoires (Jenkins et al., 2018). De nombreuses 

évidences suggèrent que des voies de signalisation au sein de la cellule tumorale 

peuvent contribuer à la résistance aux immunothérapies (Kalbasi and Ribas, 2020). 

D’une manière générale, les cellules de mélanome vont activer des voies de 

signalisation rendant les lymphocytes T inactifs et cela malgré la présence des 

immunothérapies. La mutation BRAFV600E peut promouvoir l’immunosuppression 

grâce à l’augmentation d’expression d’IL-1 (Khalili et al., 2012). Dans des modèles 

murins de mélanome, la voie β-caténine entraine une diminution de l’infiltration des 

cellules T menant à la résistance à la fois aux anti-PD-L1 et aux anti-CTLA-4 

(Spranger et al., 2015). La perte de PTEN a aussi été corrélée avec la diminution de 

l’infiltration des lymphocytes T dans le mélanome, associé à un mauvais pronostic 

pour les patients traités avec les immunothérapies (Peng et al., 2016). Enfin, la voie 

JAK/STAT3 peut induire une désensibilisation de la cellule tumorale à l’IFNγ produite 

par les lymphocytes T et induisant normalement un arrêt de la prolifération (Zaretsky 

et al., 2016). De plus, les populations de cellules exprimant peu de JAK1/JAK2 

peuvent également ne pas exprimer le HLA de classe et empêchent donc leur 

reconnaissance par les lymphocytes T (Sucker et al., 2017) (figure 42).  

D’autres facteurs extrinsèques à la tumeur peuvent également intervenir dans 

la résistance aux immunothérapies. Ces facteurs peuvent être lié à l’hôte comme le 

type de métabolisme, le microbiote intestinal ou tumoral, ou l’obésité, le diabète ou 

l’âge. Les facteurs extrinsèques peuvent également provenir des cellules du 

microenvironnement tumoral comme les CAF, les Treg, les TAM ou les cellules 

myéloïdes suppressives, qui peuvent secréter un milieu riche en cytokines 

immunosuppressives (Chacon et al., 2021 ; Morad et al., 2021) (figure 47). 
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Figure 47 : Mécanismes de résistances aux immunothérapies 

Figure 47 : Facteurs intrinsèques et extrinsèques dans la résistance aux 

immunothérapies 

Adapté de (Morad et al., 2021)  
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c) Cross-résistance aux thérapies ciblées et 

immunothérapies  

De plus en plus d’études commence à définir des mécanismes de résistance 

croisées aux thérapies ciblées et aux immunothérapies. Les principales études se sont 

intéressées majoritairement à la résistance aux thérapies ciblées qui a pour 

conséquence une résistance aux immunothérapies. L’étude de Hugo et al. montre que 

les tumeurs présentant une résistance non-génétique, avec un fort taux de 

méthylation, sont associées à une augmentation de l’expression de c-MET, de YAP et 

une diminution de l’expression de LEF1. Cela s’accompagne d’une diminution du 

nombre de lymphocytes T CD8+
 dans les tumeurs traitées par les MAPKi (Hugo et al., 

2015). Dans une seconde étude de cette équipe, ils montrent que la signature 

transcriptomique obtenues dans les tumeurs résistantes aux immunothérapies est 

similaire à celle obtenues après traitement avec les thérapies ciblées (Hugo et al., 

2016).  

Une autre étude a montré que la voie ROCK/Myosine II est importante dans la 

résistance aux thérapies ciblées et aux immunothérapies. Les thérapies ciblées 

induisent l’activation de cette voie de signalisation et rendent les cellules de mélanome 

résistantes aux immunothérapies. Le ciblage de la voie ROCK/Myosine II resensibilise 

les cellules aux thérapies ciblées à cause de l’apparition de ROS léthaux et de 

dommage à l’ADN. Le ciblage de cette même voie resensibilise également les cellules 

aux immunothérapies en limitant l’activité immunosuppressive des cellules 

cancéreuses sur les cellules immunitaires, notamment en diminuant leur sécrétion de 

TGFβ (Orgaz et al., 2020).  

Une étude récente du laboratoire du Dr Obenauf a également montré ce 

phénomène de cross-résistance aux immunothérapies après traitement et rechute avec 

les thérapies ciblées (Haas et al., 2021). La résistance aux immunothérapies induite 

par les thérapies ciblées est due à l’acquisition d’un microenvironnement 

immunosuppressif instruit par les cellules tumorales. Ce microenvironnement manque 

de cellules dendritiques CD103+ et leur rajout dans les tumeurs permet d’empêcher la 

cross-résistance. De façon intéressante, cette résistance ne vient pas seulement de la 

réactivation de la voie MAPK ERK mais de sa suractivation qui va favoriser 

l’échappement immunitaire.  

Les cellules dédifférenciées MITFLOW/AXLHIGH, qui sont bien décrites comme 

résistantes aux thérapies ciblées, sont également résistantes aux immunothérapies via 

la perte du CMH de classe I (Lee et al., 2020). 

Ces différentes études permettent de comprendre pourquoi que le traitement en 

seconde ligne par l’immunothérapie des patients ayant rechuté aux thérapies ciblées 

n’est pas si efficace. Ces études suggèrent que les patients soient directement traités 

par les immunothérapies ou alors que le traitement avec les thérapies ciblées soit bref 

pour éviter les rechutes, avant de passer aux immunothérapies pour traiter les 

patients ou plus simplement d’utiliser les deux traitements en même temps.  
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B. La résistance extrinsèque 

La résistance conférée par le microenvironnement (Environment-Mediated Drug 

Resistance, EM-DR) est une forme de résistance non-génétique de novo qui protège les 

cellules tumorales des effets initiaux des thérapies. Des évidences montrent que l’EM-

DR provient d’un dialogue réciproque entre les cellules tumorales et le 

microenvironnement. Il se divise en deux groupes : la résistance conférée par les 

facteurs solubles présents dans le microenvironnement (Soluble Factor Mediated Drug 

Resistance, SFM-DR) et la résistance provenant de l’adhésion des cellules à d’autres 

cellules ou à la MEC du microenvironnement (Cell Adhesion Mediated Drug 

Resistance, CAM-DR) (figure 48). 

a) Résistance conférée par les facteurs solubles 

  

Figure 48 : Les différents types de résistances conférées par le microenvironnement 

Figure 48 : Les différents types de résistances conférées par le 

microenvironnement 

A l’origine, la résistance conférée par le microenvironnement tumoral concerne la 

résistance médiée par les facteurs solubles (SFM-DR) et la résistance médiée par l’adhésion 

cellulaire aux cellules stromales ou à la MEC (CAM-DR). Un nouveau sous-type de la CAM-

DR, appelé MM-DR (matrix mediated drug resistance), fait intervenir l’adhésion des 

cellules à la MEC pour induire la résistance. D’autres facteurs extracellulaires du 

microenvironnement comme l’hypoxie, la faible teneur en nutriment ou l’acidification du 

milieu sont également impliqués dans la résistance.  
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Les cellules stromales produisent de nombreux facteurs solubles incluant des 

facteurs de croissance, des cytokines ou des métabolites. La résistance conférée par les 

facteurs solubles du microenvironnement a d’abord été étudiée dans le myélome avec 

l’IL-6 produite par les cellules stromales de la moelle osseuse (Klein et al., 1995). L’IL-

6 et le SDF-1 sont les facteurs les mieux étudiés et décrits pour conférer une 

résistance à différentes chimiothérapies dans les cancers hématologiques ou 

épithéliaux (Borsellino et al., 1999; Frassanito et al., 2001; Hartmann et al., 2005).  

Etant donné l’important taux d’échecs thérapeutiques lié à la résistance dans le 

mélanome, le rôle du microenvironnement dans ce processus est très étudié. Ainsi, 

plusieurs études ont montré le rôle du HGF stromal dans la résistance acquise aux 

thérapies ciblées (Fedorenko et al., 2015; Straussman et al., 2012). La sécrétion 

d’HGF, par les fibroblastes notamment, entraine la réactivation de la voie MAPK ERK 

et l’activation de la voie PI3K/AKT menant à la résistance des cellules aux inhibiteurs 

de BRAF. Les cytokines jouent également un rôle important pour ce type de 

résistance. Le FGF2, sécrété par les fibroblastes et les kératinocytes en réponse au 

Vémurafénib, entraine l’activation de la voie STAT3 pour contourner l’inhibition de la 

voie MAPK (Liu et al., 2013). La sécrétion de sFRP2, un antagoniste de Wnt, par des 

fibroblastes âgés dans le mélanome, mène à la diminution de β-caténine et de MITF, 

rendant les cellules plus résistantes aux thérapies ciblées (Kaur et al., 2016). Le 

sécrétome des cellules tumorales, elles-mêmes, peut favoriser leur résistance. En effet, 

le traitement au Vémurafénib diminue l’expression du facteur de transcription FRA1 

et conduit à la production d’un sécrétome riche et complexe, composé notamment 

d’IGF-1 ou de HGF, qui active la voie PI3K/AKT (Obenauf et al., 2015). 

Les cellules immunitaires, en tant que composants importants du 

microenvironnement tumoral, ont également été étudiées pour leur rôle dans la 

résistance thérapeutiques. En effet, à la suite du traitement avec les inhibiteurs de la 

voie MAPK, le nombre de macrophages augmente ainsi que leur production de TNFα 

qui va activer la voie NFκB menant à une augmentation de l’expression de MITF 

favorisant la résistance aux traitements (Smith et al., 2014). A cause d’une activation 

paradoxale de la voie MAPK lors du traitement avec les inhibiteurs de BRAF, les 

macrophages sécrètent également du VEGF qui va réactiver la voie des MAPK dans 

les cellules de mélanome (Wang et al., 2015a). Les macrophages coopèrent avec les 

fibroblastes pour mettre en place une niche protectrice permettant aux cellules de 

mélanomes de résister aux thérapies ciblées (Young et al., 2017). Les lymphocytes B, 

activés par FGF2 sécrété par les cellules de mélanome, vont produire de l’IGF1, un 

facteur important pour la résistance du mélanome à la bithérapie ciblée à cause de 

l’émergence de sous-clones hétérogènes (Somasundaram et al., 2017). De plus, la 

sensibilité aux inhibiteurs de BRAF dépend de la localisation de la tumeur, avec une 

résistance plus importante dans le système nerveux central. Cela est dû à la présence 

de facteurs comme l’IGF-1, dans le fluide cérébro-spinal, qui activent la voie PI3K 

(Seifert et al., 2016) 
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b) Résistance conférée par l’adhérence  

1. Adhérence intercellulaire 

Quatre décennies plus tôt, Durand et Sutherland ont démontré qu’en 

comparaison avec des cellules en suspension, des cellules poussant en sphéroïde en 3D 

sont plus résistantes aux effets cytotoxiques des radiations. En sphéroïdes, les cellules 

établissent des contacts entre elles qui peuvent expliquer la moindre sensibilité 

(Durand and Sutherland, 1972). L’interaction avec des cellules stromales peut 

également avoir un effet sur la réponse thérapeutique. Dans le cancer du sein, les 

cellules souches mésenchymateuses interagissent avec les cellules cancéreuses, 

induisant l’expression de HER2 et la diminution de PTEN, activant ainsi la voie 

PI3K/AKT dans les cellules de cancer du sein pour augmenter la résistance aux 

chimiothérapies (Daverey et al., 2015). Cette adhérence conférant la résistance se fait 

grâce à des protéines de surface comme VCAM ou l’intégrine β1 (Shain and Dalton, 

2009). Notamment, dans le myélome, les cellules tumorales adhérent aux cellules 

stromales de la moelle osseuse grâce à l’intégrine β1. Cette interaction entraine la 

production d’IL-6 par les cellules stromales qui conduit à la résistance des cellules 

cancéreuses (Shain et al., 2009). Dans le cancer de la prostate ou du sein, l’interaction 

entre les cellules tumorales et des hépatocytes induit la réexpression de la E-

Cadhérine, renforçant ainsi leur résistance à la chimiothérapie lors de métastases 

hépatiques (Chao et al., 2012). Enfin, dans le mélanome, l’ensemencement des cellules 

tumorales sur une monocouche de CAF augmente la survie des cellules en réponse à la 

cisplatine (Flach et al., 2011) 

2. Adhérence à la MEC 

L’attachement des cellules tumorales à la MEC active diverses voies de 

signalisation menant à une diminution de la sensibilité aux thérapies anti-

cancéreuses. Différentes intégrines et récepteurs des protéines de la MEC comme les 

DDR ou les syndécanes, sont impliqués dans ce type de résistance. La CAM-DR 

faisant intervenir l’adhérence à la MEC a d’abord été mise en évidence dans le cancer 

du poumon. En effet, l’étude de Fridman et al, a montré que perturber l’adhésion des 

cellules tumorales à la MEC, en inhibant la liaison de l’intégrine à la laminine à l’aide 

d’un peptide bloquant, entraine une diminution de la tumeur (Fridman et al., 1990). 

Cela a ensuite été montré dans les cancers hématopoïétiques, non solides. La culture 

de cellules de myélome sur de la fibronectine rend ces cellules plus résistantes aux 

chimiothérapies (Damiano et al., 1999). Cela indique l’importance des signaux 

d’adhésion dans la résistance thérapeutique. Des études réalisées dans les cancers 

leucémiques ont montré que l’adhésion à la fibronectine grâce à l’intégrine α4β1 

provoque la résistance thérapeutique via l’activation de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/Bcl-2 (de la Fuente et al., 2002).  
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L’activation de PI3K par l’intégrine β1 induit également la résistance 

thérapeutique dans différents cancers solides (Hodkinson et al., 2006). De plus, 

l’augmentation de la production d’une MEC altérée est un marqueur prédictif de 

mauvais pronostique et d’une forte incidence de rechute (Berube et al., 2005; 

Sherman-Baust et al., 2003). L’augmentation de l’acide hyaluronique produit par 

les CAF augmente la résistance aux thérapies dans le cancer du sein (Misra et al., 

2003).  

Concernant le rôle de la MEC dans la résistance aux thérapies ciblées pour le 

mélanome, l’équipe du Dr Sahai a montré que le Vémurafénib permet l’augmentation 

de la production et du remodelage de la MEC (notamment la fibronectine) par les 

fibroblastes. Sur cette MEC remodelée, les cellules tumorales activent la voie intégrine 

β1/FAC/SRC menant à la réactivation de MEK et ERK pour permettre la résistance 

des mélanomes à l’inhibiteur de BRAF (Hirata et al., 2015).  

L’augmentation d’expression de la fibronectine a également lieu dans les 

cellules de mélanome en réponse aux thérapies ciblées. L’induction de la fibronectine 

provoque l’activation de la voie AKT et le maintien de MCL1 via les intégrines α5β1 et 

donc la résistance dans les cellules de mélanome mutées BRAF et délétées pour PTEN 

(Fedorenko et al., 2016). L’expression de la fibronectine en réponse aux thérapies 

ciblées peut également se faire via la voie MAPK p38 et intégrine β1 pour permettre 

aux cellules de survivre aux traitements (Afasizheva et al., 2016). Le phénotype 

dédifférencié, mésenchymateux, invasif établi en réponse aux inhibiteurs de BRAF est 

associé à la production importante de protéines matricielles comme le collagène de 

type I, la fibronectine, la thrombospondine et le perlécane (Girard et al., 2020; Titz et 

al., 2016) (Article 1) (Diazzi et al., 2021; Diazzi et al., 2020) (Annexe III). De plus, les 

cellules de mélanome sont capables de produire une MEC rendant les cellules 

résistantes aux thérapies ciblées (Girard et al., 2020; Lecacheur et al., 2020)(Article 1). 

Des hydrogels 3D composés de fibronectine ou de laminine protègent les cellules des 

effets antiprolifératifs des inhibiteurs de la voie MAPK (Blehm et al., 2015; Hirata et 

al., 2015).  

Une récente étude de notre laboratoire a montré le rôle de la MEC produite par 

les CAF dans la résistance des mélanomes induite par les thérapies ciblées. La 

protection conférée par la MEC des CAF se fait par les récepteurs au collagène DDR1 

et DDR2 qui s’assemblent en clusters linéaires en réponse aux thérapies ciblées. Les 

DDR activent la voie de signalisation NFκB2 non canonique pour induire la résistance 

des cellules de mélanome (Berestjuk et al., 2019) (Annexe II).  

La MEC peut servir de barrière qui empêche les traitements d’atteindre la 

tumeur. Le collagène de type I diminue l’assimilation des chimiothérapies dans les 

cancers du sein ou du colon (Loeffler et al., 2006), de même que l’HA (Provenzano et 

al., 2012). La MEC peut aussi empêcher le contact entre les cellules tumorales et les 

cellules immunitaires, participant ainsi la résistance aux immunothérapies (Peranzoni 

et al., 2013).  
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C. Cibler le switch phénotypique pour améliorer la 

réponse thérapeutique 

Comme décrit précédemment, le switch phénotypique du mélanome est le reflet 

de leur grande plasticité et de leur capacité d’adaptation à un stress, comme les 

thérapies ciblées. Le switch phénotypique est induit par des facteurs du 

microenvironnement tumoral et est un mécanisme important d’échappement 

thérapeutique du mélanome, à la fois aux thérapies ciblées et aux immunothérapies.  

Basées sur les connaissances du switch phénotypique du mélanome, des 

stratégies thérapeutiques peuvent être envisagées pour améliorer la prise en charge 

du mélanome. Pendant les premières semaines du traitement, les cellules présentent 

un fort taux de MITF et pourraient être ciblées à l’aide d’inhibiteurs diminuant 

l’expression de MITF (Smith et al., 2016). La population cellulaire à faible 

prolifération AXLhigh a été identifiée comme étant augmentée pendant la rechute des 

patients (Smith et al., 2017; Tirosh et al., 2016). Le ciblage de AXL à l’aide d’un 

anticorps bloquant (AXL-107-MMAE) permet d’éradiquer la population AXLhigh 

résistante. La combinaison de ce dernier avec les inhibiteurs de la voie MAPK permet 

d’éliminer à la fois les cellules sensibles aux thérapies ciblées et celles qui y résistent, 

ciblant ainsi des populations distinctes au sein de la tumeur, dans un modèle de 

xénogreffes de tumeurs de patients atteints de mélanome. De plus, l’utilisation 

d’inhibiteurs de la voie MAPK induit l’expression de AXL, potentialisant l’efficacité de 

l’anticorps bloquant anti-AXL (Boshuizen et al., 2018).  

Les approches pour cibler les cellules de phénotype invasif pourraient 

également prendre en compte le fait qu’elles produisent plus de ROS en utilisant des 

traitements qui stimulent la production de ROS, provoquant ainsi la mort des cellules 

à cause de la toxicité due à une trop grande quantité de ROS, ou des traitements qui 

induisent la ferroptose, une forme de mort cellulaire basée sur l’accumulation de 

produits lipidiques de la peroxydation et de ROS dérivés du métabolisme du fer (Tsoi 

et al., 2018; Vazquez et al., 2013). De plus une récente étude du laboratoire montre 

que le Nintédanib, un anti-fibrotique utilisé en clinique pour la fibrose pulmonaire, 

empêche le switch phénotypique induit par les thérapies ciblées (Diazzi et al., 2021).  

V. Conclusion 

Le mélanome est capable de s’adapter rapidement à des stress comme les 

thérapies ciblées en mettant en place différentes stratégies d’adaptation qui peuvent 

être à la fois intrinsèques (génétiques ou non-génétiques) ou extrinsèques (non-

génétiques). Les mécanismes intrinsèques réactivent des voies de survie dans le 

mélanome tandis que des mécanismes extrinsèques font intervenir le 

microenvironnement tumoral. Cependant, les voies de signalisation permettant 

l’adaptation rapide du mélanome aux différents signaux du microenvironnement 

restent encore peu connues.  
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Représentant plus de 80% des décès associés au cancer de la peau, le mélanome 

cutané est un cancer extrêmement agressif à cause de son hétérogénéité, sa plasticité 

phénotypique, sa forte capacité métastatique et sa résistance aux traitements. Depuis 

2010, il existe de nouvelles stratégies thérapeutiques pour traiter le mélanome, que 

sont les thérapies ciblées (combinant inhibiteur de BRAF muté et de MEK) et les 

immunothérapies. Selon la vitesse de progression de la maladie, les immunothérapies 

sont préférées aux thérapies ciblées comme traitement de première ligne car leur 

action est généralement prolongée chez les patients répondeurs. Malheureusement, 

ces deux types de traitement ne sont pas bénéfiques à tous les patients et beaucoup 

rechutent à cause de mécanismes de résistance qui se mettent en place. Il est donc 

important de comprendre ces mécanismes de résistance pour développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques plus efficaces.  

Ces mécanismes de résistance peuvent être intrinsèques et se développer au 

sein de la cellule par des processus génétiques ou non-génétiques. Concernant les 

mécanismes génétiques, dans la majorité des cas, cela permet la réactivation de la voie 

MAPK ERK malgré l’inhibition de BRAF par des mutations secondaires sur NRAS 

notamment. Les cellules développant des mécanismes de résistance non-génétiques 

présentent le plus souvent un phénotype dédifférencié à la suite de reprogrammation 

transcriptionnelle et/ou épigénétique. 

Le mélanome est un cancer très hétérogène avec une capacité d’adaptation 

importante lui permettant de subir un phénomène de transdifférenciation réversible 

appelé switch phénotypique. Les cellules peuvent passer d’un phénotype différencié 

mélanocytique à un phénotype dédifférencié de type mésenchymateux. Ces deux 

phénotypes sont notamment caractérisés par des niveaux d’expression opposés du 

facteur de transcription mélanocytaire MITF et du récepteur tyrosine kinase AXL. Ce 

phénomène reflète les capacités d’adaptation et de plasticité des cellules de mélanome 

face aux signaux du microenvironnement et aux traitements anti-cancéreux. 

D’ailleurs, l’acquisition du phénotype dédifférencié a récemment été décrite comme un 

mécanisme d’échappement aux thérapies ciblées. Malgré l’importance du « switch 

phénotypique » dans la progression et l’agressivité des mélanomes, nos connaissances 

des mécanismes moléculaires et des signaux extracellulaires qui gouvernent la 

plasticité phénotypique demeurent limitées. 

Les mécanismes de résistance extrinsèques font intervenir le 

microenvironnement et se classent en deux catégories : la résistance conférée par les 

facteurs solubles et la résistance conférée par l’adhérence à la matrice extracellulaire 

(MEC). La MEC est un réseau dynamique complexe modifié durant la tumorigenèse 

qui est produit par les fibroblastes associés aux cancers (CAF) ou par les cellules 

tumorales. Elle fournit des signaux biochimiques et biophysiques aux cellules pour 

leur croissance, la formation de métastase ou la résistance thérapeutique notamment 

dans le cancer du sein, du pancréas ou du foie. Dans le mélanome, le rôle de la MEC et 

plus particulièrement de ses propriétés biomécaniques dans la résistance, la 

progression et la plasticité phénotypique du mélanome ont été peu étudiées.  
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Dans ce contexte, ma thèse s’articule autour de 3 axes principaux. Dans un 

premier temps, j’ai étudié l’effet de la résistance aux thérapies ciblées du mélanome 

sur le remodelage du microenvironnement tumoral. Puis j’ai analysé l’influence de la 

plasticité du mélanome sur sa réponse aux signaux mécaniques de la MEC et les 

conséquences de ce dialogue sur la propriétés tumorales et la résistance 

thérapeutique. Et enfin j’ai caractérisé les voies de signalisation activées dans les 

cellules en réponse à la rigidification de la MEC.  
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Article 1 : 
A feed-forward mechanosignaling loop confers 

resistance to therapies targeting the MAPK 

pathway in BRAF mutant melanoma 

 

• Résumé 
 

En réponse aux thérapies ciblées, différents mécanismes de résistance peuvent 

se mettre en place. Un des mécanismes intrinsèques, appelée résistance génétique, 

consiste en l’acquisition de mutations au sein de la cellule de mélanome menant à la 

réactivant de la voie MAPK ERK avec, notamment, une mutation secondaire sur la 

protéine NRAS. Des mécanismes de résistance non génétiques peuvent également 

avoir lieu, mettant en jeu une reprogrammation épigénétique ou la présence de 

facteurs extrinsèques à la cellule tumorale. La plasticité phénotypique de la cellule 

tumorale participe ainsi à sa résistance thérapeutique. Le phénotype dédifférenciée 

confère une résistance innée aux cellules tumorales, c’est-à-dire une absence de 

réponse initiale. Le traitement avec les thérapies ciblées peut induire une résistance 

acquise, en favorisant notamment le switch phénotype vers un état hyper-différencié 

ou dédifférencié.  

La première partie de mon doctorat a consisté à étudier l'impact des 

mécanismes de résistance mis en place au sein de la cellule tumorale sur son dialogue 

avec le microenvironnement matriciel. A l’aide de paires de lignées sensibles et 

résistantes aux inhibiteurs de BRAF (BRAFi) dont dispose mon laboratoire et de 

modèles de culture sur hydrogels synthétiques de polyacrylamide de rigidité contrôlée 

recouverts de collagène, nous avons montré que les mélanomes qui développent une 

résistance aux thérapies ciblées de type non-génétique dédifférenciée présentent une 

sensibilité accrue aux changements de rigidité de la MEC comparés aux cellules 

parentales dont elles dérivent. Leur ensemencement sur substrat rigide stimule leur 

prolifération et s'accompagne d'un étalement plus prononcé, de la formation d'un plus 

grand nombre d'adhérences focales, d'un remodelage du cytosquelette d'actine et de 

l'activation des mécanosenseurs transcriptionnels YAP et MRTF-A. Ce phénotype 

mécanosensible n'est, en revanche, pas observé dans des cellules de mélanome qui 

développent une résistance de type génétique avec un phénotype différencié 

mélanocytique. 

En plus de leur mécanosensibilité accrue, j'ai également pu mettre en évidence 

que les cellules de mélanome qui développent une résistance acquise dédifférenciée 

avec une signature MITFLOW-AXLHIGH surexpriment plusieurs marqueurs de CAF tels 

que α-SMA, FAP1α ou CAV1. Comme les CAF, elles possèdent des fonctions 

contractiles dépendantes de la voie RHO/ROCK et de YAP et MRTF-A.  
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De plus, les cellules résistantes synthétisent et remodèlent une matrice 

extracellulaire fibrillaire riche en fibronectine ou le collagène I qui protège les 

mélanomes porteurs de mutation de BRAF "naïfs" aux thérapies ciblées. De 

façon intéressante, le ciblage de YAP ou de MRTF-A inhibe les propriétés 

contractiles des mélanomes résistants et restaure partiellement leur sensibilité 

aux thérapies ciblées, démontrant l'importance des voies de la 

mécanotransduction dans la résistance acquise aux BRAFi. 

Une analyse bio-informatique de données provenant de patients avant et après 

traitement, nous a permis de confirmer que l’acquisition d’une résistance acquise non-

génétique s’accompagne d’un phénotype dédifférencié mésenchymateux et de 

l’expression de protéines matricielles et de protéines des voies de la 

mécanotransduction.  

A la suite de ces résultats, nous avons cherché à savoir si cette 

reprogrammation mécanique résultait d'une adaptation rapide des cellules sensibles 

aux inhibiteurs de la voie MAPK ERK. Nos résultats indiquent que le traitement court 

de cellules de mélanome sensibles mutées BRAF avec un inhibiteur de BRAF ou de 

son effecteur MEK s’accompagne de l’acquisition d’un phénotype mécanique, avec 

l’activation des voies YAP et MRTF-A ainsi que des propriétés de CAF comme la 

contraction de gel ou la production d’une MEC riche en fibres de collagène et 

fibronectine alignées.  

De façon intéressante, comme la MEC produite par les cellules résistantes 

dédifférenciées, celle produite par les cellules sensibles traitées pendant 7 jours avec 

des thérapies ciblées confère une résistance thérapeutique à des mélanomes naïfs 

mutés BRAF, via l'activation de voies mécanotransductrices. En effet, lorsque des 

cellules de mélanome naïves au traitement sont ensemencées sur des matrices de 

cellules résistantes ou traitées avec les thérapies ciblées, elles sont protégées de l’effet 

cytostatique des thérapies ciblées, avec une expression soutenue des protéines de 

prolifération et d’avancée dans le cycle cellulaire telles que la forme phosphorylée de 

Rb ou la protéine Survivine. De plus, les cellules de mélanome naïves ensemencées sur 

matrice de cellules résistantes, présentent une activation des voies YAP et MRTF dont 

le ciblage empêche la résistance conférée par la matrice.   

Enfin, nous avons confirmé dans des modèles de xénogreffe de cellules 

humaines de mélanome mutées BRAF qu'un traitement par le BRAFi augmente le 

dépôt et l’organisation de la MEC, menant à un environnement pro-fibrotique et à une 

rigidification de la tumeur. Ce remodelage matriciel a été confirmé dans un modèle de 

xénogreffes de biopsies de patients (PDX, patient-derived xenograft) traitées à la 

combothérapie inhibiteur de BRAF et inhibiteur de MEK. Dans le modèle de 

xénogreffe de lignées cellulaires, l’inhibition pharmacologique de YAP par la 

Vertéporfine inhibe le remodelage matriciel pro-fibrotique induit par le BRAFi et 

améliore l’effet des thérapies ciblées. Ainsi, l’inhibition de la voie oncogénique BRAF 

alimente une boucle mécanique de rétroaction positive où YAP et MRTF favorisent la 

production d’une MEC permissive aux thérapies. Ce travail montre le lien original 

entre mécanotransduction et résistance et qu’un traitement au BRAFi induit une 

reprogrammation biomécanique des cellules de mélanome. 
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Article 2 : 
Mechanical activation of the collagen receptors 

DDR1 and DDR2 promotes mesenchymal-like 

melanoma cells aggressiveness through 

actomyosin/YAP pathway 

 

I. Contexte 

 

Les cellules de mélanome sont définies par leur grande plasticité et leur 

hétérogénéité, leur permettant de s’adapter à un nouvel environnement ou à un stress 

comme les thérapies ciblées. La progression de plusieurs cancers solides comme le 

cancer du sein ou du pancréas s'accompagne d'une fibrose qui conduit à la 

rigidification des tissus tumoraux comparés aux tissus sains adjacents (Butcher et al., 

2009). Cette rigidification permet aux cellules tumorales d’augmenter leur 

prolifération, leur invasion et leur résistance thérapeutique. Cette rigidification 

tumorale a également lieu dans le mélanome. Les tumeurs de mélanome vont 

rencontrer différents environnements au cours de leur progression selon le lieu de 

formation des métastases (Kirkpatrick et al., 2006). De plus, une rigidification de la 

MEC tumorale a lieu en réponse aux thérapies ciblées comme nous, et d’autres, l’avons 

montré dans l’article précédent (Girard et al., 2020 ; Lecacheur et al., 2020)(Article 1) 

(Long et al., 2019). Toutefois l'influence des signaux biomécaniques émis par le 

microenvironnement sur la plasticité et la progression du mélanome est relativement 

peu connue. De plus, l’impact de la diversité phénotypique des cellules tumorales dans 

les réponses mécaniques n’a pas encore été mis en évidence. C'est à ces questions que 

la deuxième partie de ma thèse a tenté de répondre. 
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II. Matériels et Méthodes  

• Liste des anticorps :  

Anticorps primaires Fournisseur 
Numéro 

Catalogue 

Application et 

Dilution 

AXL 
Cell Signaling 

Technology 
4566 WB 1/1000 

β-actine 
Cell Signaling 

Technology 
3700 WB 1/5000 

β1-intégrine Sigma MAB1965 WB 1/1000 

Caspase 3 totale 
Cell Signaling 

Technology 
9662 WB 1/1000 

Caspase 3 clivée 
Cell Signaling 

Technology 
9661 WB 1/1000 

CTGF Santa Cruz sc-365970 WB 1/500 

CYR61 Santa Cruz sc-374129 WB 1/500 

℗(Tyr792)-DDR1 
Cell Signaling 

Technology 
11994 

WB 1/1000 

IF 1/200 

DDR1 
Cell Signaling 

Technology 
5583 WB 1/1000 

℗-DDR1/DDR2 R&D system MAB25382 
WB 1/1000 

IF 1/200 

DDR2 
Cell Signaling 

Technology 
12133 WB 1/1000 

E2F1 
Cell Signaling 

Technology 
3742 WB 1/1000 

℗(Thr202/Tyr204)-ERK 
Cell Signaling 

Technology 
9101 WB 1/1000 

ERK Santa Cruz sc-1647 WB 1/500 

HSP60 Santa Cruz sc-59567 WB 1/500 

HSP90 Santa Cruz sc-13119 WB 1/1000 

Ki67 Abcam ab16667 IF 1/200 

℗(S19)-MLC2 
Cell Signaling 

Technology 
3671 WB 1/1000 

MLC2 
Cell Signaling 

Technology 
8505 WB 1/1000 

MITF Sigma HPA003259 WB 1/1000 

P27Kip1 
Cell Signaling 

Technology 
3686 WB 1/1000 

℗(S807/811)-Rb 
Cell Signaling 

Technology 
9308 WB 1/1000 

Rb 
Cell Signaling 

Technology 
9309 WB 1/1000 

℗(Y100)-Tyrosine 
Cell Signaling 

Technology 
9411 IF 1/800 

YAP 
Cell Signaling 

Technology 
14074 

WB 1/1000 

IF 1/100 

ZEB1 Santa Cruz 25388 WB 1/500 
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Anticorps 

secondaire 

Fournisseur Numéro 

Catalogue 

Application et 

Dilution 

Anti-mouse IgG, 

HRP-linked 

antibody 

Cell Signaling Technology 7076 WB 1/2000 

Anti-rabbit IgG, 

HRP-linked 

antibody 

Cell Signaling Technology 7074 WB 1/2000 

Goat anti-rabbit 

Alexa Fluor 488 
Invitrogen A11034 IF 1/200 

Goat anti-mouse 

Alexa Fluor 488 
Invitrogen A11029 IF 1/200 

Goat anti-rabbit 

Alexa Fluor 594 
Invitrogen A11012 IF 1/200 

Goat anti-mouse 

Alexa Fluor 594 
Invitrogen A11005 IF 1/200 

 

• Liste des inhibiteurs :  

Inhibiteurs Fournisseur Numéro 

Catalogue 

Concentration 

stock / utilisée 

Blebbistatin Selleckchem S7099 10mM / 40µM 

DDR1in1 Selleckchem S7498 10mM / 1µM 

Dabrafenib Selleckchem D072 10mM / 1µM 

Imatinib 
Enzo Life 

Science 
ALX-270-492 10mM / 7µM 

Trametinib Selleckchem SE-2673 10mM / 0,1µM 

Y27632 Selleckchem S1049 10mM / 40µM 
 

• Liste des séquences de primers :  

Gènes Forward Reverse 
AMOTL2 GCGACTGTCAGAACAACTGC GCACCTTTAACCTGCTTTCCA 

AXL GTGGGCAACCCAGGGAATATC GTACTGTCCCGTGTCGGAAAG 

CDH2 CCACGCCGAGCCCCAGTAT GGCCCCCAGTCGTTCAGGTAAT 

CTGF ACCGACTGGAAGACACGTTTG CCAGGTCAGCTTCGCAAGG 

CTNNB1 CCGCAAATCATGCACCTTT ATTTCTTCCATGCGGACCC 

CYR61 TGAAGCGGCTCCCTGTTTT CGGGTTTCTTTCACAAGGCG 

DDR1 ATGGAGCAACCACAGCTTCTC CTCAGCCGGTCAAACTCAAACT 

DDR2 AGTCAGTGGTCAGAGTCCACAGC CAGGGCACCAGGCTCCATC 

ERBB3 GGTGATGGGGAACCTTGAGAT CTGTCACTTCTCGAATCCACTG 

HPRT AGATGGTCAAGGTCGCAAGCT CATACCTAGCGACCACCAAGAAT 

MLANA GCTCACTTCATCTATGGTTACCC GACTCCCAGGATCACTGTCAG 

MITF CATTGTTATGCTGGAAATGCTAGAA GGCTTGCTGTATGTGGTACTTGG 

NGFR CCTACGGCTACTACCAGGATG CACACGGTGTTCTGCTTGT 

RPL32 CCTTGTGAAGCCCAAGATCG TGCCGGATGAACTTCTTGGT 

SERPINE1 CCGCCTCTTCCACAAAATCA CAGTTCCAGGATGTCGTAGTAATGG 

SOX9 CCCAACGCCATCTTCAAGG GAGACCGTCCCTGCTGTGTT 

SOX10 CCTTCATGGTGTGGGCTC CGCTTGTCACTTTCGTTCAG 

WNT5A CAATGTCTTCCAAGTTCTTCCTAGTG CATACCTAGCGACCACCAAGAAT 

YAP GCTACAGTGTCCCTCGAACC CCGGTGCATGTGTCTCCTTA 

ZEB1 AGCGCTTCTCACACTCTGGGTCTT CTGCCTCTTCCTGCTCTGTGC 

ZEB2 GCGCAGTGACACAGCCATTATTTA CTTGTAGCCCCGGTCGCAGTA 
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• Culture cellulaire et réactifs.  
La lignée de cellules de mélanome 501Mel provient du laboratoire du Dr R Halaban 

(USA) comme décrit par (Didier et al., 2018). La lignée cellulaire 1205Lu provient de 

Rockland (USA). Les cellules fraichement isolées de biopsie de patients ont été 

données par le Dr Jean Christophe Marine (Verfaillie et al., 2015).  

Les lignées cellulaires ont été cultivées en DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) 

supplémenté avec 7% de SVF (Sérum de Veau Fœtal, Hyclone) et 1% de 

Penicilline/Streptomycine (Gibco). Les cellules fraîchement isolées de biopsie de 

patients ont été cultivées en « Ham’s F10 nutrient mix » (Gibco) supplémenté avec 10% 

de SVF, 7% de Glutamax (Gibco) et 1% de Penicilline/Streptomycine (Gibco). 

Pour garantir l’authenticité des cellules, elles ont été amplifiées puis congelées à faible 

passage après leur réception, à partir du stock d’origine, et utilisées un nombre limité 

de passages après leur décongélation. Toutes les lignées ont été testées fréquemment 

pour leur absence de mycoplasme par PCR. Les réactifs de culture ont été achetés chez 

Thermo Fisher Scientific.  

Les adénovirus exprimant DDR1 ou DDR2 ou portant le vecteur pcDNA3 avec une 

cassette d’expression vide, utilisé comme contrôle, ont été achetés chez Addgene. Les 

adénovirus ont été amplifiés comme décrit précédemment (Gaggioli et al., 2005). 

 

• Préparation des supports de différentes rigidités :  
Hydrogels de polyacrilamide : Les hydrogels ont été générés à partir d’un mélange 

d'acrylamide 40% (Fisher Bioreagents) et de bisacrylamide 2% (Fisher Bioreagents) 

pour obtenir différentes rigidités. Ce mélange a été coulé entre deux lamelles en verre. 

Après 10min de polymérisation à température ambiante, les hydrogels ont été coatés 

pendant 45min à 37°C avec du collagène de type I puis stérilisés sous UV pendant 

30min. Après 45min d’équilibrage dans du milieu DMEM, les cellules peuvent être 

ensemencées dessus.  

Gels de collagène/matrigel :  Les gels de collagène souples ou rigides ont été produits 

en mélangeant du collagène avec du Matrigel® (Sigma), comme décrit par Grasset et 

al. (Grasset et al., 2018) (Annexe I).  

 

• Prolifération cellulaire :  
La prolifération cellulaire a été mesurée par comptage des noyaux soit avec des 

cellules infectées avec un lentivirus NucLight Red en utilisant le microscope Incucyte 

ZOOMTM (Essen BioScience) ; soit en marquant les cellules avec du Hoechst (33342) ; 

soit en marquant les cellules avec du Ki67 et du Hoechst et visualisée en utilisant un 

microscope à fluorescence (Leica DMI6000, grossissement 5X).  
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• Cytométrie en flux :  
Cycle cellulaire : Les profils de cycle cellulaires ont été déterminés par cytométrie en 

flux, en analysant les cellules marquées à l’Iodure de Propidium (PI, propidium 

iodide). Les cellules ont été ensemencées sur supports souples ou rigides puis traitées 

par des doses indiquées d’inhibiteurs pour 72h, puis détachées, lavées et fixées à 

l’éthanol 70% froid pour au moins 24h. Les cellules ont ensuite été marquées pendant 

15min à température ambiante avec 40µg/mL de PI (Sigma) dans du tampon FACS 

(PBS 1X + 0.5% BSA + 1mM EDTA) supplémenté avec 100µg/mL de RNase A (Sigma). 

Les profils de cycle ont été collectés sur le cytomètre FACSCanto II (Becton 

Dickinson).  

Apoptose : La mort cellulaire a été évaluée par cytométrie en flux. Après avoir subi les 

mêmes conditions que celles mentionnées au-dessus, l'ensemble des cellules (en 

suspension + adhérentes) ont été collectées, lavées dans le tampon de liaison à 

l’Annexin (Miltenyi Biotec) et marquées avec de l’Annexin-FITC et du PI pendant 

15min à température ambiante dans le noir, d’après les recommandations du 

fournisseur (Miltenyi Biotec). La mort cellulaire a été analysée sur le cytomètre 

FACSCanto II (Becton Dickinson).  

Toutes les analyses de FACS ont été réalisées à l’aide du logiciel FlowJo.  

 

• Vidéomicroscopie :  
Les cellules ont été marquées par du Hoechst pendant 5min et leur migration a été 

suivie par microscopie en temps réel, dans une chambre à 37°C avec 5% de CO2 

pendant 24h en prenant 1 image toutes les 10min, avec un microscope inversé à 

fluorescence plein champ (Leica DMI6000, 5X). Le déplacement des cellules a été 

analysé et quantifié à l’aide du plugin TrackMate, un plugin semi-automatique du 

logiciel Fiji (ImageJ) (Tinevez et al., 2017). 

 

• Invasion en chambre de Boyden :  
L’invasion a été étudiée en chambre de Boyden (6,5mm de diamètre, porosité 8µm, 

Corning). Les inserts ont été recouverts d’une couche de Matrigel® pendant la nuit à 

4°C et ont été équilibrés le lendemain pendant 1h à 37°C dans milieu sans SVF. Les 

cellules ont été ensemencées pendant 7 jours sur support souple ou rigide et déprivées 

en sérum pendant la nuit précédant la dissociation. Le lendemain, elles ont été 

dissociées, resuspendues dans du milieu sans SVF puis incubées pendant 30min à 

37°C. 150 000 cellules ont été déposées dans la chambre supérieure et du milieu avec 

10% de SVF dans la chambre inférieure. Après 24h, les cellules ayant traversé le filtre 

ont été fixées avec du PFA puis marquées avec du Hoechst. La quantification des 

cellules a été réalisée à l’aide du logiciel Fiji (ImageJ) en comptant le nombre de 

cellules de 4 champs différents, photographiés à l’aide d’un microscope à fluorescence 

plein champ (Leica DMI6000, 5X). 
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• Transfection transitoire d'ARN interférents 
Les siARN ciblant YAP, DDR1 et DDR2 proviennent de Life Technologies. 25nM 

(siARN contre DDR1 et DDR2) ou 50nM (siYAP) de siARN ont été transfectées dans 

les cellules à l’aide de Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific), selon les 

instructions du fournisseurs.  

Gène Fournisseur Référence 

Ctrl Stealth  Custom 

DDR1 seq1 Stealth #HSS187878 

DDR1 seq2 Stealth #HSS187878 

DDR2 seq1 Stealth #HSS107350 

DDR2 seq2 Stealth #HSS107352 

YAP seq1 Stealth #HSS115942 

YAP seq2 Stealth #HSS115944 

 

• Western Blot :  
Les cellules ont été lysées à froid dans du tampon RIPA (Millipore) + inhibiteurs de 

protéases et de phosphatases (Thermo Scientific). Les lysats ont été soniqués puis 

centrifugés pendant 15min à 13 300 rpm à 4°C. Après dosage colorimétrique (DC 

protein assay-Biorad), 30µg de protéines totales ont été reprises dans du tampon 

Laemmli (Thermofisher), dénaturées 5min à 95°C, séparées sur gel de polyacrylamide 

puis transférées sur une membrane PVDF (Polyvinylidene Fluoride, Amersham 

Bioscences). Après coloration au rouge ponceau, les membranes ont été saturées 

pendant 1h à température ambiante dans du tampon de saturation (3% BSA, 1mM 

EDTA, 150mM NaCl, 10mM Tris pH 7,4) et incubées avec les anticorps primaires à 

4°C pendant la nuit. Le lendemain, les membranes ont été rincées dans du tampon de 

lavage (280mM NaCl, 20mM Tris pH 7,4, 1% Triton), incubées 1h à RT avec les 

anticorps secondaires couplés à la péroxydase (HRP) puis après de nouveaux lavages, 

révélées par chimioluminescence (ECL, Amersham Bioscences).  

 

• Extraction d’ARN totaux, Reverse transcription et qPCR :  

Les ARN totaux ont été extraits à l’aide du kit NucleospinⓇRNA plus selon les 

recommandations du fournisseur (Macherey-Nagel). La quantité d'ARN extraite a été 

mesurée grâce au Nanodrop (Thermo scientific). 2,5µg d'ARN ont été reverse 

transcrits à l'aide du kit High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 

Biosystems). L'amplification en temps réel des amplicons correspondants à différents 

gènes cibles a été suivie sur le thermocycler Step One (Applied Biosystem) par 

incorporation de SYBR Green® (Applied Biosystems). L'analyse des courbes de fusion a 

permis de vérifier la spécificité des amplicons générés. La séquence des amorces sens 

et antisens utilisées pour chaque gène est donnée dans le tableau ci-dessous. La 

quantité relative de chaque cible a été déterminée en fonction de l'expression de gènes 

de ménage, selon la méthode du ΔΔCt. 
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• Microscopie à force de traction (TFM) :  
Les propriétés contractiles exercées par les cellules de mélanome ont été analysées par 

TFM comme décrit par (Martiel et al., 2015) en utilisant des hydrogels de 

polyacrylamide de 0,2kPa ou 4kPa recouverts de collagène et de billes fluorescentes 

(SoftTrac, Cell Guidance Systems). Les cellules ont été ensemencées sur ces hydrogels 

pendant 48h. Les images ont été acquises à l’aide d’un microscope à fluorescence 

(Leica DMI6000, 10X) avant et après avoir enlevé les cellules de l’hydrogel. Les forces 

exercées par les cellules ont été estimées en mesurant le déplacement des billes, à 

l'aide d’une transformation de Fourier et en calculant la traction moyenne quadratique 

à l'aide du plugin de vitesse d'image de particule (PIV) sur Fiji (ImageJ). La même 

procédure a été effectuée sur une région sans cellules pour mesurer le bruit de base. 

 

• Immunofluorescence :  
Les cellules ont été ensemencées soit des hydrogels de polyacrylamide, soit sur des 

lamelles recouvertes de collagènes pour 72h. Après avoir subi les différentes 

transfections ou traitements indiqués, les cellules ont été rincées avec du PBS 1X, 

fixées en PFA et incubées dans du PBS 1X + Triton 0,3% + Sérum de Chèvre 5% 

pendant 1h. Les lamelles ont été ensuite incubées avec l’anticorps primaire pendant la 

nuit à 4°C dans une chambre humide. Le lendemain, elles ont été rincées puis 

marquées avec un anticorps secondaire et de la phalloïdine couplées à des 

fluorochromes pendant 1h à température ambiante, à l’obscurité. Les noyaux ont été 

ensuite marqués au Hoechst et les lamelles montées sur lames avec du milieu de 

montage (Thermo Fisher Scientific). Les images ont été prises avec un microscope à 

fluorescence plein champ (Leica DM5500B ou Leica DMI6000, 40X) ou un microscope 

confocal (Nikon A1R, 60X). La quantification de l’aire des cellules, de la localisation 

nucléaire de YAP ou du nombre et de l’aire des adhésions focales a été réalisée à l’aide 

du logiciel Fiji (ImageJ).  

 

• Analyse statistique :  
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism (GraphPad). Les 

résultats représentent la moyenne ± écart type de triplicats. Selon les expériences, des 

tests statistiques de type ANOVA (avec correction de Bonferroni), Mann-Whitney ou 

Kruskall-Wallis ont été réalisés. Les résultats avec un p-value < 0,05 sont considérés 

comme étant statistiquement significatifs. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,01.  
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III. Résultats  

Mon laboratoire d'accueil dispose de différentes lignées de mélanomes et de 

cellules fraichement isolées de biopsies de patient (cellules MM) représentatives des 

différentes mutations (BRAF, NRAS ou triple sauvage) retrouvées chez les patients 

(table 1). Les cellules 501Mel et les MM057, MM074, MM001 ou MM034 présentent 

une signature différenciée mélanocytique et expriment des marqueurs tels que 

CTNNB1, SOX10 ou MLANA. Les cellules 1205Lu et les MM029, MM099, MM165 et 

MM047 expriment, quant à elles, des marqueurs du phénotype mésenchymateux tels 

que AXL, SOX9, ZEB1 (figure 1A). A la différence des lignées 1205Lu et 501Mel, les 

cellules fraîchement isolées de biopsies de patients expriment le marqueur de cellules 

souches de la crête neurale, NGFR. Cela signifie qu’elles ont un phénotype plus 

plastique. Leur classification peut donc être plus précise. D’après la classification 

proposée par Tsoi et al. (Tsoi et al., 2018), les MM057, MM074, MM034 et MM001 

possèdent un phénotype transitoire. Les MM029, MM099, MM165 et MM047 

présentent un phénotype « Neural Crest Stem Cell Like » (NCSCL). Dans la suite de 

cette étude, des cellules fraîchement isolés de biopsie de patients de phénotype NCSCL 

et 1205Lu, de phénotype indifférencié, seront appelées « dédifférenciées ». Les cellules 

mélanocytiques 501Mel et les cellules de patients de phénotype transitoire seront 

nommées « différenciées ».  

Pour tester leur sensibilité aux changements de rigidité de leur 

microenvironnement, nous les avons ensemencées sur des hydrogels synthétiques de 

polyacrylamide de faible (<1kPa) ou de forte rigidité (>16 kPa), recouverts de collagène 

(figure 1B).  

Tout d’abord, nous avons évalué la réponse des différentes cellules aux signaux 

mécaniques matriciels en analysant leur morphologie à l’aide d’un marquage de leur 

cytosquelette d'actine filamenteuse par la phalloïdine, suivie par une quantification de 

l’aire cellulaire à l'aide du logiciel Image J. Nous avons observé que les cellules de 

mélanome de phénotype dédifférencié sont plus étalées et plus larges quand elles sont 

ensemencées sur un support rigide par rapport à un support souple. En revanche, 

aucune différence de morphologie n'est observée dans les cellules de mélanome qui 

présentent un phénotype différencié (figure 1C et figure sup 1A). Cette sensibilité aux 

signaux rigides du substrat des cellules dédifférenciées s'accompagne d'une 

augmentation du nombre et de l’aire des adhésions focales (figure 1D et figure sup 1B) 

et de l’activation du mécanosenseur YAP, mise en évidence par sa translocation 

nucléaire par immunofluorescence et par l’expression de plusieurs de ses gènes cibles 

(AMOTL2, CTGF et CYR61), par qPCR (figure 1E et figures sup 1C-D). De plus, nous 

disposons d’un couple de cellules dédifférenciées ou différenciées mutées sur NRAS 

(Table 1). Leur réponse aux signaux mécaniques suit leur état phénotypique et non 

leur statut mutationnel.  

L’ensemble de ces résultats démontrent que les cellules de mélanomes qui présentent 

un phénotype dédifférencié sont plus mécanosensibles que les cellules ayant un 

phénotype différencié, indépendamment de leur statut mutationnel.  
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Nous avons ensuite analysé les conséquences fonctionnelles des signaux 

mécaniques sur ces différentes populations de mélanome. L'impact des signaux 

mécaniques sur la prolifération des cellules de mélanome a été analysé en suivant leur 

nombre en temps réel par la technologie IncuCyte (figure 2A-B) et à l’aide d’un 

marquage Ki67 par immunofluorescence (figure sup 2B-C). Indépendamment de leur 

phénotype, les cellules prolifèrent de façon plus importante lorsqu’elles sont 

ensemencées sur un support rigide par rapport à un support souple. Toutefois, cet effet 

est plus prononcé pour les cellules dédifférenciées. Il est important de noter que 

comparé aux cellules dédifférenciées invasives 1205Lu, les cellules différenciées 

501Mel continuent de proliférer sur collagène souple (figure 2A). De même, lorsque les 

cellules sont ensemencées sur des hydrogels de rigidité croissante, on observe une 

augmentation de la prolifération dépendante de la rigidité plus prononcée dans les 

cellules dédifférenciées 1205Lu et MM099 que dans les cellules différenciées 501Mel 

ou MM074 (figure 2C). L’analyse du cycle cellulaire montre que les cellules 

dédifférenciées présentent un arrêt du cycle cellulaire en G0/G1 lorsqu'elles sont 

cultivées sur un support souple et une augmentation de la phase S lors de leur 

ensemencement sur un support rigide (figure 2D et figure sup 2D). Cela a été 

confirmé, au niveau biochimique, par l’expression de E2F1 et la phosphorylation de 

Rb, deux marqueurs de progression dans le cycle, qui sont augmentées sur support 

rigide, en accord avec l’effet sur la prolifération cellulaire (figure 2E). La voie ERK, 

constitutivement activée dans les cellules de mélanome mutées BRAF, n’est pas 

modifiée par la modulation des signaux mécaniques (figure 2E). Ces résultats 

montrent que la prolifération des cellules de mélanome est favorisée par la 

rigidification du substrat, de façon plus prononcée dans les cellules dédifférenciées. 

La rigidité matricielle a été décrite comme inducteur de l’EMT dans le cancer du 

sein (Wei et al., 2015a). De plus, dans le mélanome, plusieurs études ont commencé a 

étudié l’influence des signaux mécaniques sur la plasticité cellulaire mais leurs 

résultats sont contradictoires (Long et al., 2019; Miskolczi et al., 2018). Nous nous 

sommes donc demandé comment la rigidité matricielle influence les transitions 

phénotypiques dans le mélanome. Pour cela, nous avons analysé l’expression des 

principaux marqueurs de différenciation (MITF et SOX10) et de dédifférenciation 

(AXL et ZEB1). Etant donné que MITF est important dans la prolifération des cellules 

de mélanome (Widlund and Fisher, 2003), nous nous sommes demandé si MITF était 

réexprimé par les cellules dédifférenciées en condition rigide. La rigidification 

matricielle ne conduit pas à l’expression des marqueurs MITF et SOX10 pour les 

cellules 1205Lu ou les MM099, cellules dédifférenciées fraichement isolées de biopsie 

de patients. En revanche, l’expression du marqueur mélanocytaire SOX10 est 

augmentée dans les cellules 501Mel et MM074 ensemencées sur un support rigide. De 

plus, dans les cellules 501Mel, l’expression de MITF est, elle aussi, augmentée par la 

rigidité matricielle (figure sup 2A), comme cela a été décrit précédemment (Miskolczi 

et al., 2018). Dans les cellules dédifférenciées, on observe une augmentation des 

marqueurs mésenchymateux invasifs tels que AXL ou ZEB1 (figure sup 2A). Ces 

résultats montrent que la rigidité matricielle a un effet différent selon l’état 

phénotypique des cellules et qu’elle accentue leur phénotype préexistant.  
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Etant donné que nous avons montré dans l’article 1 que la mécanotransduction 

contribue à la résistance acquise des cellules de mélanome, nous nous sommes 

intéressés à l'influence des signaux mécaniques sur la sensibilité des cellules de 

mélanome aux inhibiteurs de la voie oncogénique BRAF. Pour cela, nous avons cultivé 

des mélanomes de phénotype différencié (501Mel, MM074) ou dédifférencié (1205Lu, 

MM099) sur support souple ou rigide et les avons exposés pendant 72h à la 

combothérapie Dabrafénib (inhibiteur de BRAFV600) + Tramétinib (inhibiteur de MEK) 

(D/T) utilisée en clinique. L'apoptose a été analysée par cytométrie en flux après 

marquage à l'annexine V et à l'iodure de propidium, et par le clivage de la caspase 3 en 

western blot (figure 2F-H). Nos résultats indiquent que les cellules 1205Lu survivent à 

la thérapie ciblée lorsqu’elles sont ensemencées sur un support rigide mais qu’elles 

meurent en présence de ce même traitement sur un support souple. En revanche, les 

cellules mélanocytiques 501Mel sont arrêtées en G0/G1 en présence du traitement 

quelle que soit la rigidité du substrat (figure sup 2E). Ces résultats montrent que la 

rigidité du collagène délivre des signaux nécessaires pour la survie des cellules 

dédifférenciées en réponse aux thérapies ciblées.  

Nous avons étudié par la suite les capacités migratoires et invasives mécano-

induites des cellules de mélanome, en analysant le déplacement des cellules par 

vidéomicroscopie en temps réel (figure 3A-C), la capacité à remodeler localement leur 

substrat (figure 3D-E) par microscopie à force de traction (TFM) et la capacité 

d’invasion en chambre de Boyden (figure 3G-I). La migration et la capacité à exercer 

des forces au substrat des cellules dédifférenciées sont augmentées lorsque ces cellules 

sont ensemencées sur une matrice rigide. De plus, contrairement aux cellules 

différenciées, l’ensemencement des cellules dédifférenciées pendant 7 jours sur 

support rigide améliore la capacité d’invasion. Ces observations sont en accord avec 

l’expression augmentée de marqueurs du phénotypique invasif mésenchymateux tels 

que AXL ou ZEB1 (figure sup 2A). A l'inverse, les cellules différenciées ne voient ni 

leurs capacités invasives et ni l’expression des marqueurs du phénotype 

mésenchymateux invasif modifiées par la rigidité du substrat. 

L’ensemble des résultats révèle des différences entre les sous-populations de 

cellules de mélanome dans leur capacité à percevoir la rigidité matricielle et montre 

que les signaux mécaniques délivrés par la MEC stimulent la prolifération, la 

résistance aux traitements et la migration/invasion des cellules de mélanome de 

phénotype dédifférencié indépendamment de leur statut mutationnel. 

Dans le but de caractériser le ou les acteurs moléculaires responsables de la 

différence de mécanosensibilité observée entre cellules différenciées et dédifférenciées, 

nous avons analysé par western blot l’expression de différents récepteurs connus du 

collagène tels que l’intégrine β1 et les récepteurs tyrosine kinase à domaine discoïdine 

DDR1 et DDR2 (figure 4A). Nos résultats montrent que l’intégrine β1 et les récepteurs 

DDR1 et DDR2 sont plus exprimés dans les cellules dédifférenciées que dans les 

cellules différenciées. En revanche, dans les mélanomes dédifférenciés, seuls les DDR 

voient leur expression induite par la rigidité matricielle. DDR1 et DDR2 sont 

également retrouvés phosphorylés sur tyrosine et donc plus activés sur support rigide.  
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Cela s'accompagne d’une augmentation de l’expression et de la phosphorylation de 

MLC2 (myosin light chain 2), une protéine clé régulatrice du cytosquelette 

d’actomyosine (figure 4A).  

Pour étudier le rôle des DDR dans le phénotype mécanosensible des cellules 

dédifférenciées, nous avons ciblé ces récepteurs par ARN interférence ou inhibé leur 

activité enzymatique à l’aide de 2 inhibiteurs compétitifs de l’ATP (l’Imatinib et le 

DDR1in1). Par western blot, nous montrons qu’à la fois l’utilisation des siARN ou des 

inhibiteurs diminuent la phosphorylation de MLC2 dans les cellules 1205Lu et 

MM099 (figure 4B et figure sup 3A). Le ciblage des DDR diminue également le nombre 

et l’aire des adhésions focales ainsi que l’activation du mécanotransduceur YAP, 

visualisée par sa localisation cytoplasmique et la diminution de l’expression de ses 

gènes cibles (figure 4C-D et figure sup 3B-D). De plus, une analyse bio-informatique de 

données provenant de tumeurs de mélanome montre qu’il y a une corrélation positive 

significative entre l’expression de chaque DDR et l’expression de YAP (figure sup 3E). 

Pour confirmer l’implication des DDR dans l’activation des voies de la 

mécanotransduction, nous avons surexprimé par une approche adénovirale les 

récepteurs DDR1 et DDR2 dans les cellules de mélanome différenciées 501Mel et 

MM074. La surexpression des DDR augmente la phosphorylation de MLC2 ainsi que 

l’expression protéique des gènes cibles de YAP, CTGF et CYR61 (figure 4E). De plus, 

la surexpression des DDR induit un changement de morphologie qui s’accompagne 

d’une augmentation de la taille des cellules, de la formation de fibres de stress, d’une 

augmentation du nombre et de l’aire des adhésions focales et d’une localisation 

nucléaire de YAP, quand ces cellules sont ensemencées sur support rigide (figure 4F-G 

et figure sup 3F). De façon intéressante, un traitement avec de la blebbistatine, un 

inhibiteur de la myosine II, diminue la translocation nucléaire de YAP et l'expression 

de ses gènes cibles induites par la surexpression des DDR (figure 4H et figure sup 3G). 

L’ensemble de ces résultats montrent que DDR1 et DDR2 promeuvent le phénotype 

mécanosensible des cellules de mélanome en régulant l’activation de la voie YAP, via 

le cytosquelette d’actomyosine. 

Compte tenu de la régulation de la mécanotransduction par les récepteurs 

DDR1 et 2 et ayant précédemment montré que les cellules de mélanomes 

dédifférenciées deviennent plus agressives sur un substrat rigide, nous avons analysé 

la conséquence du ciblage fonctionnel des DDR et des voies actomyosine-YAP sur la 

prolifération, la migration et la contraction mécano-induite. La déplétion des DDR ou 

de YAP par siARN (figure 5B) dans les cellules 1205Lu et MM099 entraine une 

diminution de leur prolifération et de leurs capacités à se déplacer et à exercer des 

forces migratoires (figure 5A, C, E). Des résultats similaires sont obtenus après 

inhibition pharmacologique des DDR et de la voie ROCK/myosin II dans les cellules 

dédifférenciées (figure sup 4). A l’inverse, la surexpression des DDR dans les cellules 

501Mel et MM074 augmente leurs capacités motiles et les forces appliquées au 

substrat (figure 5D, F). Enfin, la déplétion de YAP par siARN réverse la réponse 

mécanique induite par la surexpression des DDR sur la motilité des cellules 501Mel 

(figure 5G et H). Ces résultats suggèrent que la voie DDR/YAP contrôle la 

prolifération et la migration des cellules de mélanome en réponse aux signaux 

mécaniques de la matrice extracellulaire.  
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Pour finir, nous avons étudié l’impact du ciblage des voies de la 

mécanotransduction sur la résistance thérapeutique mécano-induite des mélanomes 

dédifférenciés. Pour cela, nous avons ciblé les DDR ou YAP par ARN interférence, puis 

nous avons exposés les cellules pendant 72h avec la combothérapie 

Dabrafénib/Tramétinib (D/T). Le suivi de l’apoptose par cytométrie en flux après 

marquage à l'annexine V et à l’iodure du propidium indique que le ciblage des DDR ou 

de YAP resensibilise les cellules dédifférenciées au traitement ciblé en induisant leur 

mort (figure 6A, B). Ces observations ont été confirmées par l’analyse du clivage de la 

caspase 3 en western blot (figure 6C). Les mêmes résultats ont ensuite été obtenus 

avec des approches pharmacologiques pour cibler les DDR ou le cytosquelette 

d'actomyosine (figure 6D).  

L’ensemble de nos résultats indique que l'acquisition d'un phénotype 

dédifférencié mésenchymateux confère une « mécano-addiction » aux cellules de 

mélanome, dévoilant ainsi une nouvelle vulnérabilité pour ces cellules. Cette 

« mécano-addiction » se traduite par une augmentation de leurs propriétés 

prolifératives et invasives ainsi qu'une résistance accrue aux thérapies ciblées 

lorsqu'elles se retrouvent dans un environnement rigide. Ainsi, les cellules de 

mélanome en fonction de leur statut phénotypique réagissent différemment aux 

changements de rigidité matricielle. Nos travaux démontrent également le rôle central 

joué par les récepteurs à domaine discoïdine DDR et l'axe cytosquelette d'actine/YAP 

dans ces processus et mettent en évidence un lien fonctionnel nouveau entre DDR et le 

mécanotransduceur YAP dans les mélanomes. 

Ce travail renforce l’idée que le ciblage des interactions entre les cellules 

tumorales dédifférenciées et leur microenvironnement matriciel peut constituer une 

approche prometteuse dans le traitement du mélanome récidivant. 
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IV. Figures 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 : Phenotypic state and mutation status of the different melanoma 

cell lines and short-term patient derived melanoma cells used in the 

study. 
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Figure 1: Dedifferentiated melanoma cells display increased sensitivity to 

collagen stiffening compared to melanocytic melanoma cells. 

(A) Expression heatmap of phenotype switching markers in melanoma cell lines (left) 
and short-term patient derived melanoma cells (right) used in the study. 
Dedifferentiated cells are in red and melanocytic cells in blue.  

(B) Cartoon illustrating the experimental design used to assess melanoma cell 

sensitivity to collagen-coated substrates of increasing stiffness. 

(C) Left, Representative images of the morphology of dedifferentiated (1205Lu) or 

melanocytic (501Mel) melanoma cells cultured for 72h on soft versus stiff collagen-

coated substrates. F-Actin was stained with phalloidin (green) and nuclei with 

Hoechst (blue). Scale bar, 50µm. Right, quantification of morphological changes of 

melanoma cell lines (left) or short-term patient derived melanoma cells (right) 
cultured as above. Data are representative of 3 independent experiments (n > 150 

cells). Data are represented as scatter plot with mean ± SD. ***, P<0.001; ns, non-

significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(D) Left, Immunofluorescence analysis of focal adhesions of 1205Lu or 501Mel cells 

cultured for 72h on collagen-coated soft or stiff substrate. Focal adhesions were 

stained with anti-Phospho-Tyrosine antibody (green), F-Actin with Phalloidin (red) 

and nuclei with Hoechst (blue). Insets show higher magnification views of delineated 

zones. Scale bar, 25µm. Right-top, Number of focal adhesions per cell of melanoma cell 

lines (left) or short-term patient derived melanoma cells (right) cultured as above. 

Data are representative of 3 independent experiments. Each dot represents a field 

with 3-10 cells. (n = 10 fields). Data are represented as scatter plot with mean ± SD. 

***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. Right-bottom, bar graphs 

show the focal adhesion area of cell lines (left), or short-term patient derived cells 

(right) cultured as above. Data represent the mean ± SD (n > 150 cells) of triplicate 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(E) Left, Effect of collagen stiffening on YAP nuclear translocation assessed by 

immunofluorescence in cells cultured for 72h on soft or stiff collagen substrates. Insets 

show F-Actin in green and nuclei in blue. Scale bar, 15µm. Right, YAP nuclear 

enrichment is represented as scatter plot with mean ± SD (n ≥ 30 cells per condition). 

Data are representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-

significant, Kruskal-Wallis analysis. 
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Supplemental figure 1 : 

(A) Representative images of the morphology of short-term patient derived cells 

presenting either a melanocytic (in blue) or a dedifferentiated (in red) phenotype 

cultured for 72h on collagen-coated soft or stiff substrate. F-Actin was stained with 

phalloidin (green) and nuclei with Hoechst (blue). Scale bar, 50µm. 

(B) Immunofluorescence analysis of short-term patient derived cells focal adhesions 

cultured as in (A). Focal adhesions were stained with anti-Phospho-Tyrosine antibody 

(green), F-Actin with Phalloidin (Red) and nuclei with Hoechst (Blue). Insets show 

higher magnification views of delineated zones. Scale bar, 20µm. 

(C) Effect of collagen stiffening on YAP nuclear translocation assessed by 

immunofluorescence in short-term patient derived cells focal adhesions cultured as in 

(A). Insets show F-Actin in green and nuclei in blue. Scale bar, 15µm. 

(D) qPCR analysis of YAP target genes expression in melanoma cell lines (left) and 

short-term patient derived cells (right) cultured as in (A) for 72h. Data are normalized 

to the expression in cells plated on soft substrate. Data are represented as mean ± SD 

from a technical triplicate representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; 

ns, non-significant, two-way ANOVA analysis. 
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Figure 2 : Dedifferentiated melanoma cells display mechano-dependent 

proliferative and therapy resistance properties.  

(A) Top, Time lapse analysis of 501Mel or 1205Lu melanoma cell lines proliferation 

cultured for 72h on soft or stiff collagen-coated gels, analysed using the IncuCyte 

system. Graphs show quantification of cell numbers from NucLight Red nuclear object 

counting. Data are the mean ± SD, from a minimum of 10 fields per conditions. ***, 

P<0.001, two-way ANOVA analysis. Bottom, Bar graph of cell proliferation after 72h 

culture on soft or stiff collagen-coated substrate. Data are normalized to proliferation 

on soft condition ***, P<0.001, Kruskal-Wallis analysis (n = 3). 

(B) Bar graph of short-term patient-derived melanoma cell proliferation measured at 

72h post seeding on soft or stiff collagen-coated substrate. Data are normalized to 

proliferation on soft condition ***, P<0.001, Kruskal-Wallis analysis; ns, non-

significant, Kruskal-Wallis analysis. Data are representative of 3 independent 

experiments. 

(C) Bar graph of proliferation of 1205Lu versus 501Mel cell lines (left) or MM099 

versus MM074 short-term patient derived cells (right) seeded on polyacrylamide 

collagen-coated hydrogels of increasing stiffness. Data are normalized to proliferation 

on soft condition. Data are representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; 

ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(D) Cell cycle distribution of melanoma cell lines (1205Lu or 501Mel) or short-term 

patient-derived melanoma cells (MM099 or MM074) plated for 72h on the substrates 

as in (A). 

(E) Immunoblot analysis of cell cycle markers on lysates from cells obtained from (D). 

ERK is used as loading control.  

(F) Quantification of apoptosis in 1205Lu, MM099 or 501Mel cells seeded on soft or 

stiff collagen-coated substrate and exposed for 72h to vehicle or 1µM of Dabrafenib 

and 0.1µM of Trametinib (D/T). The percentage of apoptotic cells was determined by 

flow cytometry analysis of annexin V-FITC/PI-stained cells. 

(G) Bar graph showing the percentage of dead (white square) and live (black square) 

cells from (F). Data represent the mean ± SD of triplicate experiments.  

(H) Immunoblot analysis of cell cycle and apoptotic markers on lysates from melanoma 

cell lines 1205Lu or 501Mel obtained from (F). β-Actin is used as loading control. 
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Supplemental figure 2 :  

(A) Immunoblot of indicated markers of phenotype switching on lysates from cell lines 

or short-term patient derived cells cultured for 72h on soft or stiff collagen-coated 

substrates. HSP90 is used as loading control. 

(B) Left, Proliferation of 1205Lu or 501Mel cells plated for 72h on soft or stiff collagen 

substrates assessed by Ki67 staining (green). Scale bar, 150µm. Right, Bar graph 

representing the % of Ki67 positive cells per field. 5 fields containing each 20-100 cells 

were analysed. Data are representative of 3 independent experiments. Data represent 

mean ± SD. ***, P<0.001; *, P<0.05, Kruskal- Wallis analysis. 

(C) Top, Proliferation of short-term patient derived melanoma cells cultured for 72h on 

soft or stiff collagen-coated substrates, assessed by Ki67 staining (green). Scale bar, 

150µm. Bottom, Bar graph representing the % of Ki67 positive cells per field. 6-7 fields 

containing each 20-100 cells were analysed. Data are representative of 3 independent 

experiments. Data represent mean ± SD. ***, P<0.001; **, P<0.01; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. 

(D) Cell cycle distribution of melanoma short-term patient derived cells cultured for 

72h on soft or stiff collagen-coated substrates, analysed by flow cytometry. 

(E) Cell cycle distribution of 1205Lu, MM099 or 501Mel cells seeded on soft or stiff 

substrate collagen-coated and treated or not (vehicle) for 72h with 1µM of Dabrafenib 

and 0.1µM of Trametinib (D/T). 
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Figure 3 : Collagen stiffening increases dedifferentiated melanoma cells 

motile and invasive behavior.  

(A) Top, Melanocytic (501Mel) versus Dedifferentiated (1205Lu) melanoma cells were 

plated on soft or stiff collagen-coated substrates for 24h, and cell migration was 

recorded over 24h and automatically tracked using ImageJ. For each condition, spider 

plots were created and cell displacement was analysed using the ImageJ. Bottom, 

Quantification of cell displacement (n = 200 cells). Data represent median ± quartiles. 

***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis.  

(B) Violin plot representing cell displacement of short-term patient derived cells 

seeded as in (A). Data represent median ± quartiles. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis.  

(C) Quantification of cell displacement of melanoma cells 1205Lu and 501Mel or 

MM099 and MM074 plated on collagen-coated polyacrylamide hydrogels of increasing 

stiffness for 24h (n < 300 cells). Data represent median ± quartiles. Data are 

representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis.  

(D) Top, Representative images of heat scale plot showing the traction forces applied 

by 1205Lu or 501Mel cells seeded on 0.2 or 4kPa fluorescent bead-embedded collagen 

coated hydrogels for 24h. Scale bar, 75µm. Bottom, quantification of contractile forces. 

Data are the mean ± SD (n = 10 cells/field from 5 random fields). Data are 

representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis.  

(E) Scatter plot representing the quantification of contractile forces applied by short-

term patient derived melanoma cells on 0.2 or 4kPa fluorescent bead-embedded 

collagen coated hydrogels for 24h. Data are represented as mean ± SD of 3 

independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis.  

(F) Melanoma cells (cell lines or short-term patient derived cells) presenting either a 

melanocytic or a Dedifferentiated phenotype were seeded for 7 days on soft or stiff 

collagen-coated substrates, then detached and counted. Their invasive properties were 

subsequently analysed in Boyden chamber for 24h.  

(G) Representative images (top) and quantification (bottom) of invading cells in the 

different conditions. Bar graph represents the mean ± SD of 3 independent 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(H). Quantification of invasive properties of indicated short term patient derived cells 

treated as in (F). Data represent the mean ± SD of 3 independent experiments. ***, 

P<0.001; *, P< 0,05; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 
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Figure 4 : Collagen receptors DDR1 and DDR2 mediate melanoma cells 

mechano-responsiveness.  

(A) Immunoblot analysis of collagen receptors β1 integrin, discoidin domain receptors DDR1 and DDR2 

and their effector MLC2 on lysates from melanocytic versus Dedifferentiated melanoma cells cultured 

for 72h on soft or stiff collagen-coated substrate. β-Actin is used as loading control. 

(B-D) 1205Lu or MM099 dedifferentiated melanoma cells seeded on stiff collagen substrate were 

transfected with two different sequences of siRNA targeting both DDR1 and DDR2 (siDDR1&2) or 

control siRNA (siCtrl) (72h, 50nM)  

(B) Immunoblot analysis of DDR1, DDR2 and MLC2 on cell lysates from 1205Lu or MM099 melanoma 

cells 72h post transfection with indicated siRNA. β-actin is used as loading control.  

(C) Left, Immunofluorescence analysis of focal adhesions of 1205Lu or MM099 cells described above. 

Focal adhesions were stained with anti-Phospho-Tyrosine antibody (green), F-Actin with Phalloidin 

(red) and nuclei with Hoechst (blue). Insets show higher magnification views of zones delineated by 

white square. Scale bar, 20µm. Right-top, Quantification of focal adhesions per cell (top) or focal 

adhesion area (bottom) of the indicated melanoma cell lines cultured as above. Data are representative 

of 3 independent experiments. top, each dot represents a field comprising 3-10 cells. Data are 

represented as scatter plot with mean ± SD from 10 different fields. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. bottom, bar graph represents the mean ± SD (n > 150 cells) of triplicate 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis.  

(D) Left, Immunofluorescence analysis of YAP (red) of 1205Lu or MM099 cells described above. Insets 

show nuclei staining by Hoechst. Scale bar, 20µm. Right, quantification of the nucleocytoplasmic 

distribution of YAP (n ≥ 30 cells per condition). Data represented mean ± SD of 3 independent 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(E-G) 501Mel or MM074 melanocytic melanoma cells seeded on stiff collagen substrate were transduced 

with two different adenoviruses expressing DDR1 and DDR2 (adDDR1&2) or control adenovirus 

(adCtrl). 

(E) Immunoblot analysis of DDR1, DDR2, MLC2 and YAP target genes on cell lysates from cells 

described above. β-Actin is used as loading control.  

(F) Left, Immunofluorescence analysis of focal adhesions of 501Mel or MM074 cells described above. 

Focal adhesions were stained with anti-Phospho-Tyrosine antibody (green), F-Actin with Phalloidin 

(red) and nuclei with Hoechst (blue). Insets show higher magnification views of zones delineated by 

white square. Scale bar, 20µm. Right-top, Quantification of focal adhesions per cell (top) or focal 

adhesion area (bottom) of the indicated melanoma cell lines cultured as above. Data are representative 

of 3 independent experiments. top, Data are represented as scatter plot with mean ± SD from 10 

different fields. Each dot represents a field comprising 3-10 cells. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. bottom, bar graph represents the mean ± SD (n > 150 cells) of triplicate 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis.  

(G) Left, Immunofluorescence analysis of YAP (red) of 501Mel and MM074 described above. Insets show 

nuclei staining by Hoechst. Scale bar, 20µm. Right, quantification of the nucleocytoplasmic distribution 

of YAP (n ≥ 30 cells per condition). Data represented mean ± SD of 3 independent experiments. ***, 

P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(H) Left, Representative Images of YAP staining of 501Mel and MM074 cells (seeded on high stiffness 

substrate) overexpressing DDR1 and DDR2 and treated for 72h with the myosin II inhibitor 

Blebbistatin (40 M). Insets represent nuclei stained with Hoechst. Scale bar, 20µm. Right, 
Quantification of the nucleocytoplasmic distribution of YAP (n ≥ 30 cells per condition). Data represent 

mean ± SD. Data are representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. 
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Supplementary figure 3 : 

(A-C) 1205Lu or MM099 Dedifferentiated melanoma cells seeded on stiff collagen substrate 

were treated for 72h with DDR inhibitors Imatinib (7µM) or DDR1in1 (1µM).  

(A) Immunoblot analysis of activated (phosphorylated) and total forms of DDR1, DDR2 and 

MLC2 on cell lysates from 1205Lu or MM099 treated as above. β-Actin is used as loading 

control.  

(B) Left, Immunofluorescence analysis of focal adhesions of 1205Lu or MM099 cells described 

above. Focal adhesions were stained with anti-Phospho-Tyrosine antibody (green), F-Actin 

with Phalloidin (red) and nuclei with Hoechst (blue). Insets show higher magnification views 

of zones delineated by white square. Scale bar, 20µm. Right-top, Quantification of focal 

adhesions per cell (top) or focal adhesion area (bottom) of the indicated melanoma cell lines 

cultured as above. Data are representative of 3 independent experiments. top, each dot 

represents a field comprising 3-10 cells. Data are represented as scatter plot with mean ± SD 

from 10 different fields. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. bottom, bar 

graph represents the mean ± SD (n > 150 cells) of triplicate experiments. ***, P<0.001; ns, 

non-significant, Kruskal-Wallis analysis.  

(C) Left, Immunofluorescence analysis of YAP (red) of 1205Lu or MM099 cells described 

above. Insets show nuclei staining by Hoechst. Scale bar, 15µm. Right, quantification of the 

nucleocytoplasmic distribution of YAP (n ≥ 30 cells per condition). Data represented mean ± 

SD of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(D) qPCR analysis of YAP target genes expression in 1205Lu or MM099 Dedifferentiated 

melanoma cells seeded on high stiffness substrate and either transfected with siRNA against 

DDR1 and DDR2 (top) or treated with DDR inhibitors (bottom) for 72h. Data are normalized 

to the expression in cells transfected with siCtrl or treated with vehicle, respectively. Data are 

represented as mean ± SD from a technical triplicate representative of 3 independent 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, two-way ANOVA analysis. 

(E) Spearman’s correlation analysis of DDR1 and YAP (left) or DDR2 and YAP (right) mRNA 

expression from data of skin melanoma extracted from the TCGA. 

(F) Left, Representative Images of 501Mel and MM074 cells cultured on stiff substrate 

transduced for 72h with adenoviruses expressing DDR1 and DDR2. F-Actin was stained with 

phalloidin (green) and nuclei with Hoechst (blue). Scale bar, 50µm. Right, quantification of cell 

area represented as scatter plot with mean ± SD (n > 150 cells). Data are representative of 3 

independent experiments. ***, P<0.001, Kruskal-Wallis analysis. 

(G) qPCR analysis of YAP target genes expression in 501Mel and MM074 melanocytic cells 

transiently overexpressing DDR1 and DDR2 and treated with Blebbistatin (40µM) for 72h on 

stiff substrate. Data are normalized to the expression in cells infected with control adenovirus 

(adCtrl) and treated with vehicle. Data are represented as mean ± SD from a technical 

triplicate representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, two-

way ANOVA analysis. 
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Figure 5 : Targeting DDR or YAP impairs rigidity induced aggressive 

behavior of dedifferentiated melanoma cells.  

(A) Proliferation analysis of 1205Lu and MM099 melanoma cell cultured on collagen-

coated stiff substrate, transfected with siRNA against both DDR1 and DDR2 

(siDDR1&2) or against YAP (siYAP) for 72h. Cell nuclei were stained with Hoechst 

and counted using ImageJ software. Data are representative of 3 independent 

experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(B) Immunoblot analysis of YAP on cell lysates from 1205Lu and MM099 melanoma 

cells 72h post-transfection with siRNA against YAP. β-Actin is used as loading control. 

(C) Top, 1205Lu or MM099 cells treated as in (A) were plated on stiff collagen-coated 

substrates for 24h, and cell migration was recorded over 24h and automatically 

tracked using ImageJ. For each condition, spider plots were created and cell 

displacement was analysed using the ImageJ. Bottom, Quantification of cell 

displacement (n = 200 cells). Data represent median ± quartiles. Data are 

representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. 

(D) Top, Cell displacement analysis of 501Mel and MM074 cells infected with 

adenovirus for DDR1 and DDR2 for 72h and seeded on stiff substrate for 24h. Bottom, 

Quantification of cell displacement (n < 300 cells). Data represent median ± quartiles. 

Data are representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-

significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(E,F) Quantification of contractile forces applied by 1205Lu or MM099 cells 

transfected with siRNA against DDR1 and DDR2 or YAP for 72h (E) or 501Mel and 

MM074 cells transiently overexpressing DDR1 and DDR2 for 72h (F) and seeded on 

4kPa fluorescent bead-embedded collagen coated hydrogels for 24h. Data are the mean 

± SD (n = 10 cells/field from 5 random fields). Data are representative of 3 

independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(G) Immunoblot analysis of DDR1/2 and YAP on cell lysates from 501Mel cells 

transduced with DDR1 and DDR2 adenoviruses (adDDR1&2), then transfected with 

control (siCtrl) or YAP targeting siRNA (siYAP). β-Actin is used as loading control. 

(H) Left, Cell displacement analysis of 501Mel treated as in (G), seeded on stiff 

substrate for 24h. Right, Quantification of cell displacement (n < 300 cells). Data 

represent median ± quartiles. Data are representative of 3 independent experiments. 

***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 
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Supplementary figure 4 : 

(A) Proliferation analysis of 1205Lu and MM099 melanoma cell cultured on collagen-

coated stiff substrate, treated for 72h with DDR inhibitor Imatinib (7µM) or DDR1in1 

(1µM), ROCK inhibitor Y27632 (40µM) or myosin II inhibitor Blebbistatin (40µM). 

Cell nuclei were stained with Hoechst and counted using ImageJ software. Data are 

representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. 

(B) Immunoblot analysis of activated (phosphorylated) and total forms of MLC2 on cell 

lysates from 1205Lu and MM099 melanoma cells treated for 72h with ROCK inhibitor 

Y27632 (40µM) or myosin II inhibitor Blebbistatin (40µM). β-Actin is used as loading 

control. 

(C) Top, Cell displacement analysis of 1205Lu and MM099 cells treated with as in (A) 

and seeded on stiff substrate for 24h. Bottom, Quantification of cell displacement (n = 

200 cells). Data represent median ± quartiles. Data are representative of 3 

independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, Kruskal-Wallis analysis. 

(D) Quantification of contractile forces applied by 1205Lu or MM099 cells treated as in 

(A) and seeded on 4kPa fluorescent beads-embedded collagen coated hydrogels for 24h. 

Data are the mean ± SD (n = 10 cells/field from 5 random fields). Data are 

representative of 3 independent experiments. ***, P<0.001; ns, non-significant, 

Kruskal-Wallis analysis. 
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Figure 6 : Targeting DDR or YAP sensitizes mechano-addicted melanoma 

cells to oncogenic pathway inhibition. 

(A) Quantification of apoptosis in 1205Lu or MM099 transfected with siRNA against 

DDR1 and DDR2 or against YAP then exposed for 72h to vehicle or 1µM of Dabrafenib 

and 0.1µM of Trametinib combotherapy (D/T) while plated on stiff substrate. The 

percentage of apoptotic cells was determined by flow cytometry analysis of annexin V-

FITC/PI-stained cells. 

(B) Bar graph showing the percentage of dead (white square) and live (black square) 

cells from (A). Data are representative of 3 independent experiments. Data represent 

mean ± SD. 

(C) Immunoblot analysis of cell cycle and apoptotic markers on lysates from melanoma 

cell lines 1205Lu and MM099 obtained from (A). β-Actin is used as loading control. 

(D) Bar graph showing the percentage of dead (white square) and live (black square) 

cells from 1205Lu and MM099 cells treated with DDR inhibitors (Imatinib and 

DDR1in1) or with ROCK/Myosin II inhibitors (Y27632 and Blebbistatin) in 

combination with 1µM of Dabrafenib and 0.1µM of Trametinib (D/T) for 72h while 

plated on stiff substrate. Data are representative of 3 independent experiments. Data 

represent mean ± SD. 
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Le mélanome est le cancer cutané le plus agressif à cause de sa capacité à 

s’adapter aux stress de son environnement comme les paramètres physico-chimiques 

ou les traitements ciblés. Ainsi, des mécanismes de résistance se mettent en place 

pour échapper aux thérapies ciblées. Il est donc essentiel de comprendre ces différents 

mécanismes de résistance pour cibler efficacement le mélanome. La tumeur est un 

environnement complexe dans lequel les cellules tumorales interagissent avec des 

cellules stromales telles que les fibroblastes ou les cellules immunitaires pour 

favoriser leur progression et leur résistance thérapeutique. Ce microenvironnement 

tumoral est formé également par des constituants non cellulaires tels que les facteurs 

solubles ou les protéines matricielles qui peuvent influencer la progression tumorale 

en agissant directement sur les cellules tumorales, via des récepteurs de surface, ou, 

dans le cas des protéines matricielles, en s’organisant pour former un stroma rigide. 

Dans le mélanome, ce phénomène a également lieu mais il est peu décrit. C’est pour 

cela qu’au cours de ma thèse, je me suis intéressée au rôle des signaux mécaniques 

provenant de la matrice extracellulaire (MEC) et des voies de la mécanotransduction 

dans la progression, la plasticité et la résistance thérapeutique, à travers deux études.  

   

I. Les cellules de phénotype dédifférencié sont les plus 

sensibles aux changements de rigidité du 

microenvironnement tumoral 

A l’aide de deux modèles cellulaires différents de mélanome, j’ai montré que des 

cellules résistantes aux thérapies ciblées, par un mécanisme non génétique, et des 

cellules naïves aux traitements qui présentent une signature transcriptionnelle peu 

différenciée sont plus sensibles aux changements de rigidité du substrat. A l’inverse, 

des cellules résistantes par un mécanisme génétique ou naïves au traitement avec un 

phénotype mélanocytique sont très peu sensibles aux changements de rigidité. De 

façon intéressante, cette mécano-sensibilité est indépendante de leur statut 

mutationnel, seulement dépendante de leur signature phénotype et de leur état de 

différenciation.  

Cette capacité des cellules dédifférenciées à mieux intégrer les signaux 

mécaniques s’explique par une augmentation du nombre et de la maturation des 

adhésions focales ainsi que par l’activation des co-facteurs transcriptionnels MRTF-A 

et YAP. Ces cellules présentent également une augmentation de l’expression et de 

l’activation des intégrines et des DDR. En plus de sa régulation par la voie Hippo, il 

est maintenant bien décrit que l’activité de YAP est régulée par la rigidité matricielle 

et, qu’en retour, il régule la sensibilité des cellules aux changements de rigidité 

(Dupont et al., 2011). Dans le cancer du sein, les cellules possédant une activité de 

YAP présentent une résistance à la doxorubicine de façon dépendante de la rigidité 

matricielle tandis que les cellules ne possédant pas d’activité de YAP n’ont pas cette 

résistance (Joyce et al., 2018). L’activité de YAP dans les cellules de mélanome 

dédifférenciées expliquerait donc leur phénotype mécanosensible et 
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mécanotransduceur. De plus, une étude récente a montré que le facteur de 

transcription mélanocytaire MITF, marqueur des cellules de phénotype différencié, 

réprime la formation d’adhésions focales dans les cellules de mélanome (Dilshat et al., 

2021). Cela est en accord ainsi nos résultats montrant que les cellules dédifférenciées, 

exprimant de très faibles niveaux de MITF, forment plus d’adhésions focales et sont 

donc plus mécanosensibles. Nos résultats montrent une faible mécanosensibilité 

associée à une faible translocation nucléaire de YAP dans les cellules différenciées. 

Cela est contradictoire par rapport aux travaux de l’équipe du Dr Wellbrock qui 

montrent que les 501Mel sont plus étalés et une translocation nucléaire de YAP plus 

importante (Miskolczi et al., 2018). Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’ils utilisent 

un anticorps reconnaissant YAP et TAZ, signifiant que TAZ pourrait être impliqué 

dans la mécanosensibilité des cellules différenciées.  

Nous montrons que YAP et MRTF-A régulent le phénotype myofibroblastique 

des cellules présentant une résistance acquises aux thérapies ciblées, ce qui est en 

accord avec des travaux réalisés par d’autres équipes dans les CAF (Calvo et al., 2013; 

Foster et al., 2017). De plus, un traitement court avec les inhibiteurs de BRAF induit 

une réorganisation du cytosquelette d’actine associée à une activation de YAP et 

MRTF-A. Cela diffère d’un phénotype d’adaptation aux inhibiteurs de BRAF 

précédemment décrit, caractérisé par l’émergence d’une population de cellules 

persistantes NGFRHIGH (Rambow et al., 2018 ; Titz et al., 2016). Mais ces résultats 

sont tout de même en accord avec des études précédentes montrant que les inhibiteurs 

de BRAF modulent l’organisation du cytosquelette d’actine (Klein et al., 2008) et 

l’activation de YAP (Fisher et al., 2017 ; Kim et al., 2016b) ou de MRTF (Misek et al., 

2020). Cependant, ces études ont été réalisées sur support plastique et ne reflètent 

donc pas les propriétés mécaniques des tumeurs. Nos modèles expérimentaux ont 

ainsi l’avantage d’investiguer l’importance de la mécanotransduction et des 

changements de rigidité dans la progression et la résistance du mélanome. 

De façon intéressante, nous avons montré, dans le premier article (Girard et al., 

2020 ; Lecacheur et al., 2020)(Article 1) que les cellules de mélanome résistantes ou en 

réponse précoce aux inhibiteurs de la voie BRAF produisent et assemblent une MEC 

constituée de fibres alignées de collagènes, et de fibronectine, ainsi que de protéines 

matricielles comme la thrombonspondine, constituant ainsi un environnement pro-

fibrotique. Nous avons montré que des cellules de mélanomes naïves ensemencées sur 

des MEC générées par des cellules de mélanome résistantes ou traitées aux 

inhibiteurs de BRAF présentent une activation des voies de la mécanotransduction, 

YAP et MRTF-A et sont protégées des effets cytostatiques des thérapies ciblées. Ces 

résultats suggèrent que la MEC produite par les cellules de mélanomes possède des 

propriétés biophysiques permettant l’activation des mécanotransduceurs YAP et 

MRTF-A. Des travaux récents de notre équipe ont montré que des matrices produites 

par des CAF de différentes origines (métastases cutanées ou ganglionnaires) sont 

également capables de protéger les cellules des thérapies ciblées (Berestjuk et al., 

2019) (Annexe II). La MEC produite par les cellules de mélanome ou les CAF participe 

à la phase de tolérance aux thérapies ciblées qui a lieu avant l’apparition de la 

résistance génétique, comme cela a été montré dans l’étude du Dr Smith (Smith and 

Wellbrock, 2016). Nous avons également démontré que ce remodelage matriciel associé 
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à une rigidification tumorale, se met en place, in vivo dans des modèle de xénogreffe 

de cellules de mélanome et de PDX, en réponse aux thérapies ciblées. Ces résultats 

sont en accord avec l’étude de l’équipe du Dr Junttila, dans un modèle murin 

génétique de mélanome muté BRAFV600E et délété pour PTEN (Long et al., 2019). La 

contribution des CAF dans ce remodelage matriciel n’a pas été exclue, car de 

nombreuses études ont déjà mis en évidence leur implication dans le développement 

de niches de résistance (Hirata et al., 2015; Kaur et al., 2016; Straussman et al., 

2012). Nos résultats montrent que le remodelage de la matriciel niche tumorale en 

réponse aux inhibiteurs de BRAF est aussi le fait des cellules de mélanome, elles-

mêmes, promouvant ainsi la production autocrine d’une MEC riche en fibre de 

collagène et rigide.  

Comme la rigidité des tissus est définie par une augmentation du dépôt et de la 

réticulation du collagène, nous nous sommes intéressés aux rôles des récepteurs au 

collagène à domaine discoïdine DDR1 et DDR2 dans la mécanotransduction et les 

propriétés agressives des cellules de mélanomes. DDR1 a été décrit récemment comme 

pouvant être activé par les signaux mécaniques dans le contexte d’athérosclérose 

(Ngai et al., 2020). DDR2 contrôle la mécanotransduction dans les CAF par la 

régulation des intégrines (Bayer et al., 2019). Dans notre étude, à la fois DDR1 et 

DDR2 sont plus exprimés et activés par la rigidification du substrat dans les cellules 

dédifférenciées. Cette observation confirme une étude récente du laboratoire montrant 

que les cellules résistantes présentent une augmentation de l’expression de DDR1 et 

DDR2. Cette étude montre également que les DDR contrôlent la résistance conférée 

par la MEC par la voie NFκB non canonique (Berestjuk et al., 2019) (Annexe II). De 

plus, une étude de l’équipe du Dr Saltel suggère le rôle de DDR2 dans la résistance 

acquise des cellules de mélanome aux inhibiteurs de BRAF. Ils montrent également 

que DDR2 est impliqué dans le remodelage du cytosquelette d’actine, suggérant un 

rôle de DDR2 dans la mécanosensibilité, dans leur modèle (Sala et al., 2021).  

Nous avons montré, à l’aide d’approches gain et perte de fonction, que DDR1 et 

DDR2 sont des récepteurs de la signalisation mécaniques des cellules de mélanome. 

Ils régulent la mécanotransduction en modulant la contractilité du cytosquelette 

d’actomyosine, la voie des adhésions focales et l’activité de YAP. DDR1 et DDR2 ont 

été décrits comme ayant des fonctions redondantes dans le cancer et plus récemment 

ils ont été impliqués dans la transmission de signaux biomécaniques. Dans notre 

modèle, il est nécessaire de cibler les deux récepteurs DDR pour obtenir un effet sur la 

mécanotransduction des cellules de mélanome. Cela est en accord avec les résultats 

que nous avons publié précédemment montrant qu’à la fois DDR1 et DDR2 sont 

impliqués dans la résistance des cellules de mélanome conférée par la MEC (Berestjuk 

et al., 2019). DDR1 peut se lier à la myosine IIA non musculaire pour induire le 

remodelage du collagène dans les fibroblastes (Coelho et al., 2017). Le lien entre DDR2 

et YAP/TAZ a été précédemment établi dans le cancer du sein (Lin et al., 2021). Dans 

notre cas, ce sont à la fois DDR1 et DDR2 qui contrôlent YAP. En revanche, le ciblage 

n’a pas d’effet sur TAZ dans notre modèle. Il serait intéressant d’analyser l’effet du 

ciblage des DDR sur le co-facteur mécanotransduceur MRTF.  
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Les inhibiteurs de la voie oncogénique BRAF promeuvent la 

mécanotransduction des cellules et cela s’accompagne de l’augmentation de 

l’expression du cluster de miR-143/miR-145 (Diazzi et al., 2021)(Annexe III). Cette 

étude montre également que ce cluster de miARN régule la formation d’adhésions 

focales, la réorganisation du cytosquelette et la translocation nucléaire de YAP et 

MRTF-A, par son activation de répression de la Fscn1, une protéine liée à l’actine. Il 

serait intéressant d’étudier si les signaux mécaniques régulent l’expression de ce 

cluster de miARN.  

Notre travail décrypte pour la première fois la voie de mécanotransduction mise en 

place en réponse aux signaux rigides de la MEC, partant des récepteurs DDR à la 

surface des cellules de mélanome jusqu’à YAP dans le noyau en passant par le 

cytosquelette d’actomyosine. Au niveau fonctionnel, cette signalisation contribue aux 

propriétés agressives dépendantes des cellules de mélanome dédifférenciées au sein 

d’un environnement matriciel rigide.  

II. La rigidification du stroma tumoral rend les cellules de 

mélanome de phénotype dédifférencié plus agressives 

Nous avons ensuite montré dans les articles I et II que les cellules présentant 

un phénotype dédifférencié présentent une augmentation de leur agressivité, induit 

par la rigidité matricielle. En effet, la rigidité du substrat augmente la prolifération, la 

migration/invasion et la résistance thérapeutique de ces cellules.  

La prolifération cellulaire peut être induite par un substrat rigide avec une 

accélération du cycle cellulaire dans le cancer du sein ou le glioblastome (Bae et al., 

2014; Provenzano et al., 2008; Provenzano and Keely, 2011). En accord avec ces 

différentes publication, nos résultats montrent que l’augmentation de la prolifération 

des cellules de mélanome induite par la rigidité matricielle est également associée à 

une modification du cycle cellulaire avec une augmentation de l’expression des 

protéines régulant l’entrée dans le cycle ou l’arrêt en G0/G1.  

Dans le mélanome, une étude récente a montré que la prolifération cellulaire est 

également améliorée sur substrat de collagène rigide via la régulation du facteur de 

transcription mélanocytaire MITF par le co-facteur de transcription YAP (Miskolczi et 

al., 2018). Nos résultats montrent que la prolifération est augmentée à la fois dans les 

cellules différenciées ou dédifférenciées. En revanche, l’expression de MITF est 

augmentée seulement dans les cellules déjà différenciées lorsqu’elles sont cultivées sur 

collagène rigide, confirmant les observation de l’équipe du Dr Wellbrock. L’expression 

de SOX10, un autre facteur de transcription mélanocytaire est également fortement 

induite dans nos conditions de culture rigide. En revanche, il n’y a pas d’augmentation 

des niveaux d’expression de MITF ou SOX10 dans les cellules dédifférenciées. Nos 

résultats montrent que la rigidité matricielle à elle seule n’est pas suffisante pour 

induire le switch phénotypique dans les cellules de mélanome contrairement aux 

signaux biochimiques comme le TNFα, le TGFβ ou l’hypoxie. La rigidité matricielle ne 

fait que renforcer le phénotype préexistant des cellules de mélanome. Cela suggère 
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qu’il lui manque des signaux biochimiques pour induire le switch phénotypique et que 

la combinaison substrat rigide et facteurs biochimiques est sûrement nécessaire pour 

engager les cellules vers un état différencié ou dédifférencié.  

La régulation de la prolifération mécano-induite des cellules de mélanome se 

fait par le mécanotransduceur YAP. Mais ce dernier régule des voies de signalisation 

différentes selon l’état phénotypique des cellules, en se liant soit au facteur 

transcriptionnel PAX3 pour induire l’expression de MITF dans les cellules 

différenciées, soit à TEAD dans les cellules dédifférenciées (Miskolczi et al., 2018; 

Verfaillie et al., 2015). Il serait intéressant de vérifier si c’est le cas dans notre modèle.  

L’acquisition d’un phénotype motile et des capacités invasives sont requises 

dans le processus métastatique. De nombreuses études ont montré que la rigidité du 

substrat permet l’invasion et la formation de métastases par différents mécanismes. 

Cela peut se faire par l’augmentation des activités métalloprotéases (MMP) qui mène 

à la dégradation de la matrice et à l’invasion (Haage and Schneider, 2014). La rigidité 

peut également induire la formation d’invadopodes et l’assemblage des adhésions 

focales (Parekh et al., 2011). En augmentant l’efficacité du TGFβ pour promouvoir 

l’EMT (Leight et al., 2012), la rigidité matricielle peut conduire à l’invasion et la 

formation de métastases (Wei et al., 2015b). La rigidité matricielle peut également 

augmenter l’invasion des cellules par la formation de filopodes et la contraction du 

cytosquelette d’actomyosine (Grasset et al., 2018) (Annexe I). Ici, nous montrons que 

les cellules dédifférenciées augmentent leur motilité sur un substrat rigide, par 

l’augmentation des forces de traction localement appliquées au substrat associée à une 

augmentation de la phosphorylation de MLC2. Il serait intéressant d’analyser 

l’activité des MMP selon la rigidité du substrat dans les cellules de mélanome 

dédifférenciées.  

Une étude a montré, dans un modèle cellulaire murin de mélanome, que la 

rigidité matricielle favorise à la fois la prolifération et la formation de métastase dans 

les cellules primaires faiblement métastatiques. A l’inverse, les cellules métastatiques 

sont peu sensibles aux changements de rigidité (Li et al., 2019b). Leurs résultats 

semblent donc concordés partiellement avec nos résultats. En effet, nos résultats 

montrent que les cellules métastatiques différenciées sont peu sensibles aux 

changements de rigidité matricielle tandis que les cellules métastatiques 

dédifférenciées sont plus sensibles à ces modifications. Les résultats de cette étude 

pourraient s’expliquer par le fait qu’ils utilisent des cellules métastatiques B16 F10, 

caractérisées l’expression de MITF, donc un phénotype différencié (Kim et al., 2008). 

Les cellules primaires B16 F0 qu’ils utilisent expriment également de MITF et sont 

pigmentées mais elles semblent mécanosensibles dans leur système. Cela pourrait 

suggérer que les cellules primaires pourraient être plus mécanosensibles que les 

cellules métastatiques. Il serait intéressant de tester cette hypothèse sur des lignées 

cellulaires humaines primaires de mélanome. 

De plus, la rigidité du substrat augmente également le nombre d’adhésion focale 

dans les cellules de type mésenchymateux. L’ensemencement des cellules sur un 

substrat rigide à plus long terme augmente leur capacité d’invasion, de pair avec une 

augmentation de l’expression du récepteur AXL et du facteur de transcription ZEB1. 
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Ces protéines ont été décrites comme étant impliquées dans l’invasion et la formation 

de métastases dans les cancers du sein, du pancréas ou des poumons, et comme 

marqueurs de l’EMT (Burk et al., 2008 ; Gjerdrum et al., 2010)}. 

Ensemble, ces résultats montrent que la rigidité matricielle augmente 

l’agressivité des cellules de mélanome de type dédifférencié. A l’origine, la plasticité 

phénotypique était décrite comme une transition d’un état « prolifératif » vers un état 

« invasif » (Hoek et al., 2006), impliquant une exclusion mutuelle de ces propriétés 

phénotypiques dans les cellules de mélanome. Pourtant dans la seconde étude, nous 

montrons que la rigidité du substrat augmente à la fois la prolifération et la migration 

des cellules dédifférenciées, sans pour autant qu’elles reviennent vers un phénotype 

différencié mélanocytique. Ces résultats sont en accord avec des études précédentes 

dans un modèle de sphéroïdes 3D de mélanome (Haass et al., 2014) ou un modèle 

murin de mélanome spontané (Tuncer et al., 2019) qui montrent l’existence d’une 

population de mélanome à la fois très proliférative et très invasive. De plus des études 

montrent qu’il existe une coopération entre les cellules différenciées et les cellules 

dédifférenciées, pour promouvoir la formation de métastases (Campbell et al., 2021; 

Chapman et al., 2014; Rowling et al., 2020). De façon intéressante, cette migration 

coopérative n’est pas accompagnée d’un switch phénotypique et les cellules gardent 

leur phénotype préexistant. Cela est en accord avec ce que l’on observe dans notre 

modèle dans lequel la rigidité matricielle accentue les phénotypes préexistants et peut 

promouvoir les propriétés prolifératives et migratoires des cellules de mélanome 

dédifférenciées indépendamment du switch phénotypique. 

La résistance aux chimiothérapies peut être induite par la rigidité du substrat 

dans le cancer du sein, du pancréas ou les carcinomes épidermoïdes (Hui et al., 2017; 

Joyce et al., 2018; Rice et al., 2017). La première étude que j’ai présentée montre que 

la rigidité du collagène induit la résistance dans les cellules de mélanome en réponse 

aux thérapies ciblées. De plus, nous avons également montré que les cellules 

résistantes ou en réponse aux traitements, produisent une matrice rigide qui favorise 

la résistance thérapeutique des cellules de mélanome (Girard et al., 2020 ; Lecacheur 

et al., 2020)(Article 1). L’inhibiteur de BRAF, Vémurafénib, a été montré comme 

activant les CAF pour qu’ils génèrent une niche favorisant la tolérance aux 

traitements par l’activation de la voie fibronectine/intégrine β1/FAK (Hirata et al., 

2015). Notre première étude a montré que la résistance aux inhibiteurs de BRAF est 

améliorée lorsque les cellules sont ensemencées sur des matrices de collagène rigides, 

suggérant qu’en plus de la fibronectine (Fedorenko et al., 2016; Hirata et al., 2015), le 

réseau de collagène et la rigidité matricielle sont des acteurs importants de la 

résistance thérapeutique du mélanome. Des études précédentes ont également montré 

que la résistance des cellules de mélanome ou de carcinome suit la rigidité du substrat 

(Nguyen et al., 2014; Tokuda et al., 2014). Dans la seconde étude, nous avons montré 

que les cellules de phénotype dédifférenciées sont plus résistantes aux thérapies 

ciblées sur un support rigide que sur un support mou. Pour les cellules différenciées 

MITFHIGH/AXLLOW, qui sont connues pour être plus sensibles aux thérapies ciblées 

(Muller et al., 2014), le changement de rigidité du substrat ne modifie pas leur réponse 

aux thérapies ciblées. Ce qui est en accord avec la très faible activation des voies de 

mécanotransduction que nous avons observée dans ces cellules. En revanche, les 
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cellules dédifférenciées présentent une addiction aux signaux mécaniques, étant donné 

qu’une mort apoptotique est induite en présence des thérapies ciblées sur un support 

souple. Cet effet cyto-toxique des thérapies ciblées sur un substrat souple peut 

s’expliquer par une diminution de l’efficacité de la réparation de l’ADN, comme cela a 

été montré récemment en réponse à des agents génotoxiques (Deng et al., 2020). Des 

travaux récents de l’équipe de Dr Marine montrent que, dans le mélanome, les 

thérapies ciblées induisent l’apparition d’une sous-population tolérante, qu’ils ont 

nommé « Neural Crest Stem Cell Like » (NCSCL) car elle présente des marqueurs de 

cellules souches de la crête neurale (Rambow et al., 2018). Cette même équipe a 

montré que les cellules NCSCL présentent une résistance non-génétique et réactivent 

une voie de survie alternative à la voie des MAPK ERK, la voie AKT via la kinase 

FAK. Le ciblage de la kinase FAK dans leur modèle de PDX ralentit l’apparition de 

résistance et empêche l’émergence de résistance non-génétique. Ces résultats 

suggèrent l’importance d’une des voies de la mécanostransduction dans la résistance 

non-génétique aux thérapies ciblées.  

L’addiction aux signaux mécaniques des cellules de phénotype dédifférencié, 

menant à l’augmentation de la sensibilité des cellules lorsqu’elles sont soumises aux 

thérapies ciblées sur un substrat souple, soulève l’importance du ciblage de la rigidité 

du tissu tumoral pour contrer la résistance et les rechutes du mélanome.  

 

III. Les voie de la mécanotransduction contrôlent l’agressivité 

des cellules de mélanome de phénotype dédifférencié 

Enfin, ces deux études nous ont permis de montrer que les voies de la 

mécanotransduction sont impliquées dans différentes caractéristiques tumorales du 

mélanome menant à son agressivité, telles que la prolifération, la migration/invasion 

et la résistance thérapeutique.  

Pour montrer l’implication fonctionnelle des DDR dans la prolifération, la 

migration et la résistance thérapeutiques induites par les signaux mécaniques dans 

les cellules dédifférenciés, nous avons comparé l’effet de son ciblage à celui, déjà bien 

connu, des voies actomyosine et YAP.  

Des études précédentes ont impliqué les récepteurs DDR dans les propriétés 

prolifératives et invasives des cellules de mélanome. Le rôle de DDR1 dans la 

prolifération, la migration et la survie des cellules de mélanome a été publié 

récemment (Reger de Moura et al., 2019), de même que le rôle de DDR2 dans la 

migration et l’invasion des cellules de mélanome (Poudel et al., 2015). Une étude du 

laboratoire a démontré le rôle clé des DDR dans la résistance thérapeutique du 

mélanome induite par la MEC (Berestjuk et al., 2019) (Annexe II). Nos résultats 

confirment une partie des résultats précédemment publiés mais mettent en lumière 

l’importance de la coopération fonctionnelle entre DDR1 et DDR2 dans la 

prolifération, la migration et la résistance thérapeutique dépendantes de la rigidité 

matricielle dans les cellules dédifférenciées.  
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La voie actomyosine est impliquée dans la prolifération et la migration via la 

voie ERK dans le cancer du sein (Zhou et al., 2008). La myosine II est également 

impliquée dans la migration et l’étalement cellulaire dans le cancer du sein (Betapudi 

et al., 2006). Tandis que dans le mélanome, la myosine II est associée à la résistance 

aux thérapies ciblées et aux immunothérapies (Orgaz et al., 2020). Dans notre modèle, 

en réponse aux signaux mécaniques, la voie actomyosine, en activant YAP, joue un 

rôle dans la prolifération, la migration et également dans la résistance thérapeutique 

des cellules de mélanome dédifférenciées.  

Le cofacteur transcriptionnel YAP contribue à la prolifération, la migration et la 

résistance aux traitements dans de nombreux cancers dont le mélanome (Lin et al., 

2015b; Miskolczi et al., 2018 ; Zhang et al., 2020). Notre première étude a démontré le 

rôle de YAP dans la résistance non-génétique acquise aux thérapies ciblées (Girard et 

al., 2020 ; Lecacheur et al., 2020)(Article 1). Dans la seconde étude, nous avons révélé 

l’importance de YAP dans la prolifération, la migration et la résistance thérapeutique 

mécano-induite dans les cellules de mélanome dédifférenciées. YAP est également 

impliqué dans la prolifération mécano-induite des cellules différenciées mais son effet 

est moins important que dans les cellules dédifférenciées. Etant donné qu’une récente 

étude a déjà montré le rôle de YAP dans la différenciation et la prolifération 

dépendante de la rigidité matricielle dans les cellules différenciées (Miskolczi et al., 

2018), nous avons décidé d’étudier plus en détail la voie de signalisation liée à YAP 

régulant les propriétés agressives des cellules de mélanome dédifférenciées.  

En accord avec le rôle de la signature YAP dans la rechute des mélanomes 

(Hugo et al., 2015), l’hétérogénéité phénotypique (Verfaillie et al., 2015) ou la 

résistance thérapeutique que nous avons montré in vitro¸ nous avons confirmé nos 

résultats in vivo en traitant les tumeurs avec un inhibiteur de YAP, la Vertéporfine. 

L’inhibition de YAP-TEAD par la Vertéporfine empêche le remodelage du collagène 

induit par les thérapies ciblées. Le traitement avec la Verteporfine coopère avec le 

Vémurafénib pour réduire la croissance des xénogreffes de mélanome. De la même 

façon, nous avons montré, dans l’étude du Dr Berestjuk (Berestjuk et al., 2019) 

(Annexe II), que le ciblage, in vivo, des DDR avec de l’Imatinib en combinaison avec le 

Vémurafénib améliore l’efficacité du traitement en ralentissant les rechutes et en 

empêchant le remodelage du collagène induit par l’inhibiteur de BRAF. 

L’ensemble de ces résultats montre que les signaux mécaniques du 

microenvironnement tumoral pourraient participer activement à l’hétérogénéité intra-

tumorale qui est la signature des tumeurs les plus agressives, en renforçant les 

phénotypes tumoraux préexistant. Nous proposons que le ciblage des voies de la 

mécanotransduction représente une approche prometteuse pour améliorer les 

traitements ciblant la voie oncogénique BRAF et lutter contre l’échappement 

thérapeutiques des mélanomes.   
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Une tumeur est caractérisée par un remodelage matriciel menant à la 

rigidification du tissu tumoral comparé aux tissus sains adjacents. Plus 

particulièrement, cette rigidification tissulaire est présente dans des lésions 

précancéreuses, comme les naevi, et dans le mélanome. Le mélanome est le plus 

agressif et le plus mortel des cancers cutanés. Son agressivité est due à la coexistence 

de plusieurs sous-populations de cellules cancéreuses, sa grande plasticité et sa 

résistance thérapeutique. Malgré l’avancée spectaculaire des traitements disponibles 

pour les formes avancées et métastatiques, aucun n’est complétement efficace et plus 

de 50% des patients sont toujours en échec thérapeutique. Il est donc essentiel 

d’identifier de nouveaux mécanismes permettant de cibler plus efficacement ce cancer. 

L’objectif de ma thèse était d’étudier le rôle de la mécanotransduction et des signaux 

biomécaniques du microenvironnement dans la résistance, la plasticité et la 

progression du mélanome. 

Dans un premier temps, j’ai montré que les cellules présentant une résistante 

non génétique associée à un phénotype dédifférencié présentent une mécanosensibilité 

accrue par l’activation des voies YAP et MRTF-A. Ce phénotype mécanosensible 

s’accompagne de l’acquisition de propriétés typiques des CAF comme la génération de 

forces contractiles et la production d’une MEC de fibres alignées. De façon 

intéressante, cette MEC est plus rigide et mène à la résistance des cellules de 

mélanomes naïfs en activant les voies YAP et MRTF-A. Ce travail révèle ainsi une 

boucle de rétrocontrôle positif où les voies YAP et MRTF-A et la rigidité de la MEC 

s’alimentent entre elles pour conférer une résistance aux thérapies ciblées.  

Dans un deuxième temps, j’ai montré une différence de réponse des cellules de 

mélanome aux signaux mécaniques de la matrice selon leur état de différenciation 

phénotypique, suggérant que la capacité de certaines sous-populations tumorales à 

s’adapter et à répondre à l’environnement matriciel renforce l’hétérogénéité intra-

tumorale, source de métastases, d’évasion immunitaire et d’échappement 

thérapeutique. Comparé aux cellules cancéreuses bien différenciées, les cellules peu 

différenciées sont plus sensibles aux changements de rigidité. En retour ces signaux 

mécaniques accentuent leur phénotype et les rendent plus agressives en augmentant 

leur prolifération, leur migration/invasion et leur résistance thérapeutique. De plus, 

nous avons identifié la voie DDR/Actomyosine/YAP comme responsable de la 

mécanosensibilité et de l’agressivité des cellules de mélanome (figure).  

Ces travaux ont permis de mettre en évidence le rôle de la mécanotransduction 

et du dialogue mécanique entre les cellules de mélanome et le stroma tumoral dans la 

progression et la résistance thérapeutique. Ces travaux pourraient permettre de 

proposer de nouvelles pistes thérapeutiques pour mieux cibler les cellules cancéreuses 

et en particulier éliminer les sous-populations cellulaires dédifférenciées reconnues 

comme agressives et réfractaires aux traitements.  
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Figure 1 : Schéma de conclusion 

La rigidification du substrat a un effet fonctionnel différent entre les cellules mélanocytiques et les cellules dédifférenciées. 
Dans les cellules mélanocytiques, la rigidité du substrat induit une accentuation du phénotype différencié ainsi qu’une augmentation de la prolifération 

des cellules. 

Dans les cellules dédifférenciées, l’augmentation de la rigidité accentue la dédifférenciation et augmente leur prolifération, migration/invasion, 

résistance aux thérapies ciblées et leurs capacités contractiles. Ces propriétés contractiles leur permettent de remodeler leur substrat environnant, en le 

rendant plus rigide, maintenant ainsi les signaux mécaniques dont ils sont très dépendants.  

Les cellules répondent différemment aux signaux mécaniques, car les cellules dédifférenciées forment plus d’adhésions focales et expriment les 

récepteurs aux collagènes DDR1 et DDR2 contrairement aux cellules mélanocytiques. L’activation de ces récepteurs par la rigidité matricielle, et 

potentiellement leur coopération avec la voie des intégrines, active le mécanosenseur YAP, par un remodelage du cytosquelette d’actomyosine.  
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Ces travaux posent de nouvelles questions et ouvrent des perspectives de 

travail intéressantes.  

• Quelles sont les voies de signalisation en aval des DDR qui régule 

YAP ?  

Nos travaux montrent que la rigidité matricielle active les récepteurs au 

collagène DDR1 et DDR2, qui vont réguler la mécanostransduction en modulant la 

formation d’adhésions focales, le remodelage cytosquelette d’actomyosine et 

l’activation de la voie YAP. Cependant, nous ne savons pas de quelle façon les DDR 

transduisent les signaux mécaniques dépendants de YAP. Les DDR peuvent 

interagir avec d’autres récepteurs au collagène comme les intégrines α1β1 ou α2β1 

par exemple. Des études ont montré que soit DDR1 soit DDR2, selon le type 

cellulaire étudié, peuvent réguler l’activité positivement ou négativement de 

l’intégrine β1. Cependant on ne sait pas si les DDR régulent son activité par une 

interaction directe, en étant présents dans les adhésions focales, ou indirectement 

par d’autres protéines. Nos résultats préliminaires montrent que DDR1 et DDR2 

phosphorylés colocalisent avec la vinculine au niveau des adhésions focales (figure 

1). Il est donc probable que l’activation des DDR par le collagène rigide participe à 

l’assemblage et l’architecture des adhésions focales. Il serait intéressant d’étudier la 

contribution des intégrines dans les effets fonctionnels transmis par les DDR sur 

YAP dans les cellules de mélanome dédifférenciées.  

Figure 1 : Les DDR sont localisés dans les adhésions focales 

Immunofluorescence de ℗-DDR1 ou ℗-DDR2 (en vert) et de la vinculine (en violet), une protéine des 

adhésions focales. Expérience réalisée sur les cellules dédifférenciées 1205Lu et MM099 ensemencées 

sur substrat rigide pendant 24h.  
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Au niveau cytoplasmique, nous avons montré que les DDR régulent le 

remodelage du cytosquelette d’actomyosine et la formation de fibres de stress et que 

cela passe par l’activation de la voie RHO/ROCK/MLC2. Il est donc très probable 

que la translocation nucléaire et l’activation de YAP par les DDR passe par une 

réorganisation du réseau d’actomyosine.  Il est bien décrit que la myosine II peut 

interagir avec DDR1 dans les fibroblastes (Coelho et al., 2017) mais cela n’a pas été 

montré pour DDR2. En revanche nous ne savons pas si leur interaction est directe 

ou s’ils font partie d’un complexe protéique commun. Différentes molécules 

adaptatrices ont été décrites pour être recrutées au niveau des sites de 

phosphorylation de DDR1 et DDR2 telles que SHP-1/2, NCK1/2, LYN, ou STAT 

(Leitinger, 2014) qui pourraient être de possibles régulateurs en amont de la voie 

RHO/ROCK. Dans notre modèle, nous avons besoin de cibler les deux récepteurs 

pour observer un effet fonctionnel. Cela suggère qu’il y a une compensation entre les 

deux récepteurs et qu’ils convergent vers une cible cytoplasmique commune, qu’il 

serait intéressant d’identifier, par des approches protéomiques, dans un contexte de 

rigidité contrôlée.  

Concernant d’autres mécanismes possibles impliqués dans la régulation de la 

translocation nucléaire de YAP par les DDR, on peut envisager un rôle du système 

ubiquitine-protéasome. Il a été montré, dans le cancer du sein, que les DDR 

contrôlent la stabilité de facteurs de transcription de l’EMT comme Snail, en 

empêchant son ubiquitination et donc sa dégradation (Zhang et al., 2013). Il est bien 

connu que les composants de la voie de signalisation Hippo sont ciblés par le 

système ubiquitine-protéasome et que les niveaux de YAP sont régulés par sa liaison 

avec l’E3-ligase β-TrCP, provoquant son ubiquitination et son adressage au 

protéasome pour être dégradée (Zhao et al., 2010a). Dans notre modèle, il est 

possible que la mécano-activation des DDR interfère dans ce processus pour 

favoriser la stabilisation de YAP et sa translocation vers le noyau. De plus, il existe 

des enzymes, les déubiquitinases, qui catalysent la réaction inverse des E3-ligases, 

en enlevant un groupement ubiquitine, et entrainent la stabilisation des protéines. 

On pourrait émettre l’hypothèse que la rigidité et les DDR activent une ou plusieurs 

enzyme(s) de cette famille pour permettre la stabilisation de YAP et son activité 

transcriptionnelle.  

Comme nous l’avons montré dans une étude précédente, la signalisation du 

collagène par les récepteurs DDR1 et DDR2 confère au mélanome une résistance 

aux thérapies ciblées via l’activation de la voie NF-κB non canonique (Berestjuk et 

al., 2019) (Annexe II). Dans mon étude, je montre que YAP est impliqué dans la 

résistance induite par les DDR en réponse aux signaux mécaniques. De façon 

intéressante, la voie NF-κB non canonique fait partie de la signature des sous-

populations de mélanome dédifférenciées et de type cellules souches de la crête 

neurale (NCSCL) (Tsoi et al., 2018), tout comme les DDR (Berestjuk et al., 2019). 

Nous pourrions étudier le lien entre la voie NF-κB non-canonique et la voie YAP et 

éventuellement la contribution de la voie NF-κB non-canonique dans la réponse 

mécanique des cellules de mélanome dédifférenciées. 
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• Est-ce que la rigidité matricielle et la voie des DDR influencent la 

résistance aux immunothérapies ?  

Notre seconde étude montre que les signaux mécaniques et les récepteurs 

DDR1 et DDR2 sont essentiels pour la résistance des cellules dédifférenciées aux 

thérapies ciblées. De façon intéressante, nous avons également montré que les 

cellules dédifférenciées, en réponse aux thérapies ciblées, sont plus mécanosensibles 

et créent une niche matricielle rigide qui favorise la résistance thérapeutique des 

cellules de mélanome différenciées et sensibles aux traitements. Cela suggère une 

coopération possible entre les différentes sous-populations de cellules co-existant 

dans la tumeur pour promouvoir un échappement thérapeutique. Un nombre 

croissant d’études mettent en relation la résistance aux thérapies ciblées avec la 

résistance aux anticorps dirigés contre les points de contrôles immunologiques (PD1, 

PD-L1 ou CTLA4) dans le mélanome. Il a été montré qu’une signature 

transcriptionnelle commune est retrouvée dans les deux types de résistance. Cette 

signature est liée à une augmentation d’expression de gènes régulant le switch vers 

un phénotype dédifférencié, l’adhésion cellulaire, le remodelage matriciel et une 

signature YAP (Hugo et al., 2016; Orgaz et al., 2020). Comme nous avons montré 

que la rigidité matricielle accentue le phénotype dédifférencié et que les cellules 

dédifférenciées sont très dépendantes des signaux d’adhésions à une matrice rigide 

pour survivre aux thérapies ciblées, il serait intéressant de vérifier si ces cellules 

sont également résistantes aux immunothérapies. Pour cela, nous pourrions utiliser 

un modèle murin syngénique dont nous disposons au laboratoire. Nos résultats 

préliminaires montrent que des cellules primaires de mélanome murin syngénique 

Yumm1.7 (BrafV600E/WT Pten-/- Cdkn2-/-) sont sensibles aux changements de rigidité 

matricielle et qu’en réponse à la thérapie ciblée, elles subissent une 

reprogrammation biomécanique associée à une réaction pro-fibrotique similaire à 

celle que nous avons montré dans l’Article 1 dans les cellules humaines mutées pour 

BRAF (Diazzi et al., 2021; Girard et al., 2020 )(Annexe III) (figure 2). Ce modèle 

murin semble donc un bon modèle pour étudier la résistance croisée entre les 

thérapies ciblées et les immunothérapies en lien avec les propriétés biomécaniques 

de la MEC.  
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Figure 2 : Les cellules de mélanome murins Yumm1.7 sont mécanosensibles et 

présentent une reprogrammation biomécanique en réponse aux thérapies ciblées in 
vitro et in vivo. 
(A) Immunofluorescence des Yumm1.7 ensemencées sur support souple ou rigide pendant 24h. L’actine 

est marquée en vert, les noyaux en bleu et YAP en rouge. Echelle = 15µm.  
(B) Suivi de la prolifération des Yumm1.7 cultivées sur substrat souples ou rigides pendant 72h en temps 

réel à l’aide de l’Incucyte®.  

(C) Mesure du déplacement des cellules ensemencées sur support souple ou rigide pendant 24h par 

vidéomicroscopie.  

(D) Contraction des Yumm1.7 dans un gel de collagène 3D après 72h de traitement avec BRAFi ou MEKi.  

(E) Western blot des lysats de cellules traitées pendant 72h avec BRAFi ou MEKi. HSP90 sert de contrôle 

de charge.  

(F)  Images représentatives de coloration du collagène à l’aide de picrosirius red dans des tumeurs de 

Yumm1.7 après traitement des souris C57/BL6 au DMSO (Ctrl) ou à la combothérapie (BRAFi+MEKi).  
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Les tumeurs ayant rechuté après un traitement aux thérapies ciblées sont 

dans de nombreux cas également résistants aux immunothérapies, soit de façon 

intrinsèque par des voies de signalisation modulées dans la cellule cancéreuse, soit 

de façon extrinsèque au niveau du stroma tumoral avec la mise en place par la 

cellule résistante d’un microenvironnement immunosuppresseur (Hugo et al., 2015). 

Les signaux mécaniques provenant du réseau matriciel peuvent également moduler 

le trafic et la fonction des cellules immunitaires et affecter leur action antitumorale. 

En effet, la rigidité matricielle diminue la migration des cellules dendritiques 

présentatrices d’antigène et des lymphocytes T cytotoxiques (Mennens et al., 2017; 

Nicolas-Boluda et al., 2021). De plus, cette étude de l’équipe du Dr Donnadieu a 

montré que le ciblage de la rigidité matricielle améliore l’efficacité des 

immunothérapies dans un modèle murin d’adénocarcinome du pancréas (Nicolas-

Boluda et al., 2021). Dans le cas du mélanome, l’augmentation de la rigidité 

matricielle peut être induite par les thérapies ciblées et peut-être normalisée par le 

ciblage des DDR ou de YAP (Berestjuk et al., 2019)(Annexe II) (Girard et al., 2020 ; 

Lecacheur et al., 2020) (Article 1). De plus, une étude récente a montré que le 

ciblage de DDR2 améliore l’efficacité des immunothérapies anti-PD1 (Tu et al., 

2019). Le ciblage de la rigidité matricielle peut également être réalisé en utilisant le 

BAPN, un inhibiteur des LOX, la famille de protéines responsables de la réticulation 

du collagène pour rigidifier la matrice extracellulaire, ou des anticorps bloquant 

anti-LOX (Barker et al., 2012). Il serait donc intéressant d’analyser dans le modèle 

murin syngénique Yumm1.7, après échappement aux thérapies ciblées, la réponse 

antitumorale immune et l’effet du ciblage du remodelage du collagène, dans la 

réponse aux anti-PD1. Cette étude permettrait de révéler l’importance de la rigidité 

matricielle et de la voie des DDR/YAP dans les fonctions et le recrutement des 

cellules immunitaires. Tout cela améliorerait la compréhension du processus de 

cross-résistance et éventuellement d’améliorer l’efficacité des immunothérapies 

proposées en seconde ligne pour les patients ayant rechuté sous thérapie ciblée.  
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• Est-ce que la rigidité matricielle peut devenir un biomarqueur 

d’agressivité et de réponse thérapeutique ?  

Nos résultats ont montré que la rigidité matricielle favorise différents 

paramètres de l’agressivité des cellules de mélanome métastatique avec un 

phénotype dédifférencié. En revanche, nous ne savons pas comment le 

microenvironnement matriciel du mélanome est modulé lors de sa progression. Des 

résultats préliminaires de marquage du collagène I avec du picrosirius red suggère 

qu’un remodelage matriciel a lieu lors du stade 2, qui correspond à la phase de 

croissance verticale (figure 3) 

Figure 3 : Le collagène I est remodelé au cours de la progression du mélanome 

(Haut) Marquage du collagène I avec du picrosirius red sur des coupes humaines de peau, de naevus, 

ou de tumeurs de mélanome à différents stades (TMA ME1004G, Biomax). Images prises au 

microscope photonique à lumière blanche ou lumière polarisée pour visualiser les fibres de collagène 

matures.  

(Bas) Quantification de l’alignement des fibres de collagène à l’aide du logiciel Image J  
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Ces résultats montrent que la remodelage et l’alignement des fibres en plus 

de la rigidité matricielle peuvent jouer un rôle également à des étapes plus précoces 

de l’histoire du mélanome. Il serait intéressant d’étudier plus en détail le rôle de la 

matrice dans les propriétés tumorales telles que la prolifération, la migration et 

invasion et la différenciation, en utilisant, notamment, des matrices dérivées de 

fibroblastes (CDM, cf chapitre 2) provenant de tissu sain ou de niches métastatiques 

d’origine différentes comme la peau, les ganglions lymphatiques ou d’autres organes 

(Berestjuk et al., 2019).  

La rigidité matricielle n’est pas la seule source de stress mécanique pour les 

cellules tumorales. Les cellules au sein de la cellule tumorale, dans les cancers 

solides, peuvent subir notamment un stress de compression, lié à la proximité et à 

l’augmentation du nombre de cellules mais également du stroma environnant. Une 

étude récente a montré, dans le cancer de pancréas, que le stress de compression 

améliore la résistance aux chimiothérapies (Rizzuti et al., 2020). Il serait intéressant 

de savoir si ce type de stress mécanique peut également influencer la résistance aux 

thérapies ciblées et l’agressivité des cellules de mélanome.  

Récemment, il a été montré que la rigidité matricielle favorise la 

transformation maligne de cellules mammaires saines ou pré-cancéreuses dans le 

cancer du sein (Panciera et al., 2020; Weaver et al., 1995). De plus, une étude 

clinique a suggéré qu’un stress mécanique pourrait favoriser l’apparition de 

mélanome plantaire (Minagawa et al., 2016). Il serait donc intéressant de tester, 

dans un modèle murin, si la rigidité matricielle, ou un stress mécanique en général, 

peut provoquer la transformation d’un naevus, une lésion pré-cancéreuse, en 

mélanome. Il serait également intéressant de confirmer sur un plus large panel la 

rigidité des naevi et d’analyser la rigidité des métastases avant traitement mais 

également des tumeurs après rechute aux thérapies ciblées ou immunothérapies 

chez les patients, de façon non invasive par élastographie optico-acoustique comme 

décrit dans l’étude de Kirkpatrick et al. (Kirkpatrick et al., 2006). Cela permettrait 

de savoir si l’apparition de fibrose peut être corrélée à un type de résistance et ainsi 

prévoir son agressivité et sa réponse thérapeutique. La rigidité matricielle pourrait 

ainsi devenir un biomarqueur prédictif d’une non-réponse aux thérapies anti-

mélanome. A terme, cela pourrait permettre de choisir une meilleure option 

thérapeutique avec notamment le repositionnement d’anti-fibrotiques comme 

l’Imatinib ou le Nintedanib en combinaison avec les thérapies ciblées et pour 

finalement améliorer la survie des patients atteints de mélanome métastatique.  
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Annexe I : 
Matrix Stiffening and EGFR Cooperate to 

Promote the Collective Invasion of Cancer Cells 

 

 

• Résumé :  
 

Les carcinomes épidermoïdes spinocellulaire est le 2ème cancer cutané le plus 

fréquent et est responsable de 80% des décès parmi les cancers cutanés excluant le 

mélanome. A cause de l’augmentation de leur incidence, il est essentiel de 

caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans la progression. La majorité 

des patients atteints de carcinome spinocellulaire surexprime le récepteur EGFR, 

qui mène à l’activation constitutive de la voie des MAPK. Des thérapies ciblant 

EGFR existent mais des mécanismes de résistance se développent rapidement. Cette 

étude s’est intéressée aux mécanismes d’invasion collective des cellules tumorales 

afin d’identifier une nouvelle cible thérapeutique efficace contre ce type de cancer. 

Nous avons d’abord montré que la rigidité matricielle et la voie de l’EGF induisent 

la migration collective dans un modèle in vitro de culture organotypique en 3D. Un 

criblage d’inhibiteurs a ensuite été réalisé et a permis d’identifier la voie de 

signalisation calcique comme acteur principal de l’invasion des cellules tumorales, 

plus particulièrement le canal Cav1.1. L’utilisation d’inhibiteurs du canal, le 

verapamil et le diltiazem, diminue l’invasion collective des cellules à la fois in vitro 

et in vivo. Ce travail montre que les canaux Cav1.1 peuvent être des cibles 

thérapeutiques pour les patients atteints de carcinomes agressifs.  
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Annexe II : 
Targeting DDR1 and DDR2 overcomes matrix-

mediated melanoma cell adaptation to BRAF-

targeted therapy 

 

• Résumé : 
 

De nouvelles options thérapeutiques comme les thérapies ciblées ou les 

immunothérapies sont actuellement utilisé pour le traitement du mélanome mais 

ces traitements ne bénéficient qu’à certains patients et beaucoup vont rechuter à 

cause des mécanismes de résistance. Il est donc essentiel de mieux comprendre les 

mécanismes d’échappement aux thérapies ciblées pour améliorer leur efficacité. 

Dans une tumeur, les cellules cancéreuses interagissent avec un écosystème 

complexe composé de cellules stromales dont des fibroblastes activés enchâssé dans 

de la matrice extracellulaire (MEC). La MEC, produite en majorité par les 

fibroblastes mais aussi les cellules tumorales, constitue un réseau dynamique avec 

des propriétés biochimiques et biomécaniques qui participent à la progression 

tumorale. L’interaction des cellules de mélanome avec la MEC peut jouer un rôle 

dans la résistance aux thérapies ciblées. Cette étude montre que la MEC produite 

par les MAF (melanoma associated fibroblasts) ou les fibroblastes résidents du 

ganglion est plus riche en fibres de collagènes et fibronectine, organisées de façon 

anisotropique comparé aux fibroblastes sains de dermes. Ces MEC organisées 

protègent les cellules de mélanome des thérapies ciblées en activant les récepteurs 

au collagène DDR1 et DDR2 et la voie NFκb non-canonique. In vivo, le ciblage des 

DDR par l’Imatinib synergise avec les thérapies ciblées pour diminuer la 

progression tumorale et empêcher les rechutes. Ces résultats permettent ainsi 

d’identifier les DDR comme nouvelles cibles thérapeutiques impliquées dans la 

résistance du mélanome aux thérapies ciblées. 

 

Sous presse à Embo Molecular Medecine, publié sur BioRxiv : DOI : 10.1101/857896   

 

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/857896v1
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ABSTRACT   
Resistance to BRAF/MEK inhibitor therapy in BRAFV600-mutated advanced melanoma remains a major obstacle that limits patient 

benefit. Microenvironment components including the extracellular matrix (ECM) can support tumor cell adaptation and tolerance to 

targeted therapy, however the underlying mechanisms remain poorly understood. Here, we investigated the process of matrix-

mediated drug resistance (MMDR) in response to BRAFV600 pathway inhibition in melanoma. We demonstrate that physical and 

structural cues from fibroblast derived ECM abrogate anti-proliferative responses to BRAF/MEK inhibition. MMDR is mediated by 

drug-induced linear clustering of phosphorylated DDR1 and DDR2, two tyrosine kinase collagen receptors. Depletion and 

pharmacological targeting of DDR1 and DDR2 overcome ECM-mediated resistance to BRAF-targeted therapy. In xenografts, 

targeting DDR with Imatinib enhances BRAF inhibitor efficacy, counteracts drug-induced collagen remodeling and delays tumor 

relapse. Mechanistically, DDR-dependent MMDR fosters a targetable pro-survival NIK/IKK /NF-κB2 pathway. These findings reveal a 

novel role for a collagen-rich matrix and DDR in tumor cell adaptation and resistance. They also provide important insights into 

environmentmediated drug resistance and a pre-clinical rationale for targeting DDR signaling in combination with targeted therapy in 

melanoma. 
 

INTRODUCTION 

One of the hallmarks of cancer cells is their remarkable ability to 

adapt to microenvironmental influences, such as the nature of 

the stroma including the extracellular matrix (ECM) and 

therapeutic stress (Pickup et al, 2014). This is particularly true 

for malignant cutaneous melanoma, which is one of the most 

aggressive and refractory human cancers (Shain & Bastian, 

2016). Approximately 50% of melanoma carries activating 

mutations in the BRAF oncogene, leading to the activation of the 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ERK pathway. 

Inhibition of the BRAFV600E/K oncoprotein by BRAF inhibitors 

(BRAFi) such as Vemurafenib or Dabrafenib has markedly 

improved clinical outcome of patients (Flaherty et al, 2012). 

Despite this, durable responses are rare as most patients 

relapse within a year of beginning the treatment. Significant 

prolonged benefit can be achieved by combining BRAFi and 

MEK (MAPK/ERK kinase) inhibitors (MEKi) such as Cobimetinib 

or Trametinib, yet the development of drug resistance remains 

the most common clinical outcome (Robert et al, 2019). 

Acquired resistance to targeted therapies involves genetic 

alterations of key intracellular regulators of the MAPK signaling 

pathway. This leads to the restoration of the pathway and non-

genetic alterations that are commonly associated with 

transcriptional reprogramming and phenotype switching from a 

melanocytic to an invasive undifferentiated mesenchymal-like 

cell state, which is characterized by lower expression levels of 

MITF and SOX10 and higher levels of AXL (Muller et al, 2014; 

Rambow et al, 2019). Such adaptive responses to BRAF 

oncogenic pathway inhibition are thought to precede mutation-

driven acquired resistance (Smith et al, 2016).   

However, in addition to mechanisms of resistance intrinsic to 

cancer cells, dynamic, de novo mechanisms exist, which are 

orchestrated by the tumor microenvironment and occur during 

the cancer cell’s adaptation to therapy. Environment-mediated 

drug resistance (EMDR) thus appears as an important 

contributor of how cancer cells escape therapies (Meads et al, 

2009). This process has initially been described in multiple 

myeloma and other hematopoietic malignancies and was shown 

related to minimal residual disease. This phenomenon is gaining 

importance in the field of melanoma with several studies 

reporting the involvement of stroma derived factors in adaptive 

response and resistance to targeted therapies (Fedorenko et al, 

2015; Hirata et al, 2015; Kaur et al, 2016; Straussman et al, 

2012; Young et al, 2017). Given the key role of EMDR enabling 

the emergence of genetic resistance, an understanding and 

further identification of EMDR mechanisms in melanoma may 

assist with the development of more effective therapeutic 

strategies, thereby increasing the efficacy of targeted therapies. 

Tumors are complex and adaptive ecosystems that are affected 

by numerous stromal components, which enhance tumor 

phenotypes and therapy resistance. Cancer-associated 

fibroblasts (CAFs) are activated fibroblasts and the primary 

producers of ECM. The ECM is a highly dynamic structural 

framework of macromolecules, providing both biochemical and 

biomechanical cues, which are required for tumor progression 

(Kalluri, 2016). The ECM is primarily composed of fibrillar and 

non-fibrillar collagens, hyaluronic acid, proteoglycans, and 

adhesive glycoproteins such as fibronectin, thrombospondins 

and SPARC. It also contains matrix-remodeling enzymes and 

other ECM-associated proteins and acts as a reservoir for 

cytokines and growth factors (Hynes & Naba, 2012; Mouw et al, 

2014). ECM composition, fiber orientation and physical 

characteristics are profoundly altered in the vast majority of solid 

tumors (Pickup et al., 2014). Interactions between cells and the 

ECM elicit intracellular signaling pathways and regulate gene 

transcription, mainly through cell-surface adhesion receptors 

including integrins and discoidin domain receptors (DDR). DDR1 

and DDR2 belong to a unique subfamily of receptor tyrosine 

kinases and have been identified as non-integrin collagen 

receptors (Leitinger, 2014; Shrivastava et al, 1997; Vogel et al, 

1997). They are distinguished from each other by their relative 

affinity for different types of collagens, as DDR1 is activated by 

both fibrillar and non-fibrillar collagens, whereas DDR2 is only 

activated by fibrillar collagens. Furthermore, their expression and 

function are associated with fibrotic disease and cancer 

(Leitinger, 2014; Valiathan et al, 2012).  DDR1 or DDR2 are 

known to control tumor cell proliferation and invasion, depending 

on the tumor type and the nature of the microenvironment 

(Valiathan et al., 2012). However, the functional role of DDR 

activity in mediating sensitivity to anti-cancer therapies and 

tumor resistance is poorly documented.  Adhesion of tumor cells 

to the ECM is a key component of EMDR. However, the 

influence of matrix-mediated drug resistance (MMDR) in 

response to targeted therapies and the nature of ECM receptors 

driving the MMDR phenotype in melanoma have not yet been 

addressed in detail. To model the contribution of the ECM in 

melanoma cell responses to BRAF and MEK inhibition, we 

generated fibroblast-derived 3D ECM from melanoma-

associated fibroblasts (MAF), which were isolated from patient-

derived biopsies and analyzed the MMDR mechanism with the 

aim to identify novel opportunities for microenvironment-targeted 

therapies. Here, we show that DDR1 and DDR2 are key 

mediators of MMDR in melanoma, through the pro-survival non-

canonical NF-κB2 pathway. Our findings reveal a novel role for 

these collagen-activated tyrosine kinase receptors, in mediating 

BRAF inhibitor tolerance. These data therefore support the 

rationale to inhibit DDR1 and DDR2 signaling, to disrupt the 

therapy-resisting properties conferred by the ECM in the 

microenvironment. We propose that the use of DDR inhibitors as 

a novel combinatorial therapeutic strategy may be beneficial for 

melanoma patients in overcoming resistance to MAPK-targeted 

therapy.  

RESULTS   
 

Fibroblast-derived 3D ECM confers drug-protective action to 

melanoma cells against antiBRAFV600E therapies  
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To investigate the potential contribution of MMDR to targeted 

therapy in BRAF-mutated melanoma cells, we employed an in 

vitro model based on live cell-derived 3D ECMs. These matrices 

mimic many structural and biomolecular features, which are 

typically found in vivo (Cukierman et al, 2001). We selected 

human primary fibroblasts obtained from healthy individuals or 

MAFs isolated from patient metastatic melanoma biopsies 

(MAFs) in either the skin or lymph nodes (LN). The different 

fibroblast cultures were functionally tested in a 3D collagen 

matrix contraction assay, which showed that unlike human 

dermal fibroblasts (HDF), skin and LN MAF displayed 

actomyosin contractile activity. Similarly to MAFs, LN normal 

fibroblasts known as fibroblastic reticular cells (FRC) are 

myofibroblast-like cells (Fletcher et al, 2015), which also showed 

a high propensity to contract collagen (Fig 1A). Cell-derived 

matrices were then generated, de-cellularized and their 

composition, architecture and rigidity were analyzed using 

proteomic and microscopic approaches. In our experimental 

conditions, compared to HDF, skin and LN MAF as well as FRC 

produced and assembled a dense 3D ECM composed of 

oriented collagen and fibronectin fibers, as shown by picrosirius 

red and immunofluorescence staining of the ECMs (Fig 1B). 

Proteomic analysis of the different fibroblast-derived ECMs 

further documented the molecular composition of these 

matrices, showing enrichment for several types of collagens and 

core matrisome components including glycoproteins, 

proteoglycans as well as ECM regulators and ECM-associated 

proteins (Appendix Fig S1). Atomic force microscopy (AFM) 

analysis of ECM stiffness revealed values for MAF and HDF 

matrices that were within the range of previous observations 

(Kaukonen et al, 2016) (Fig 1C). We noticed that matrices 

generated from FRC and MAF were stiffer than HDF-derived 

ECM. Collectively, these observations validate the use of our 

experimentally derived matrices for functional studies. Next, we 

tested the effectiveness of the fibroblast-derived ECMs 

generated from HDF, FRC or MAF to protect BRAFV600E-

mutated melanoma cells against the anti-proliferative effect of 

MAPK pathway inhibition. We therefore developed a drug 

protection assay based on the culture of melanoma cells that 

stably expressed a fluorescent nuclear label, cultured on top of 

fibroblast-derived ECMs (Fig 2A). Tumor cells were then treated 

with drugs targeting the mutant BRAF/MAPK pathway using 

BRAFi alone or in combination with MEKi (Fig 2B). Cell 

proliferation was monitored using live cell time-lapse imaging 

and quantified by counting the number of fluorescent nuclei. Cell 

growth inhibition induced by BRAFi alone (Vemurafenib) or in 

combination with MEKi (Trametinib) was abrogated when 

1205Lu melanoma cells were cultured on top of fibroblast-

derived ECMs, in sharp contrast to standard cell culture 

conditions where cells were plated either on plastic or on purified 

collagen 1 (Coll-1) (Fig 2C-D and Fig EV1A). In line with the 

organization of the 3D matrices depicted in Fig 1, drug protection 

assays against BRAFi or BRAFi/MEKi combo-therapy revealed 

that MAF- and FRC derived matrices display higher protective 

abilities compared to HDF-derived ECMs and conferred 

increased protection (Fig 2D and Fig EV1A). Similar protective 

effects were observed with the SKMEL5 cell line and the MM099 

patient-derived short-term melanoma culture when these cells 

were plated on the different experimental ECM settings (Fig 2E 

and Fig EV1B). These data suggest that MMDR relies on the 

topological and molecular features of the ECM. Cell cycle 

analysis in SKMEL5 and MM099 cells further showed that 

experimentally produced ECM from HDF, MAF or FRC 

prevented the G0/G1 cell cycle arrest, induced by the 

BRAFi/MEKi cocktail in contrast to the cell culture conditions on 

plastic or Coll-1-plated dishes (Fig 2F and Fig EV1C). The ECM 

therefore transmits signals that prevent the cytostatic action of 

MAPK pathway inhibitors. At the molecular level, ECM-mediated 

therapeutic escape of SKMEL5, 1205Lu and MM099 cells from 

BRAF pathway inhibition was associated with sustained levels of 

the proliferation markers phosphorylated Rb, Cyclin D1 and 

Survivin, and lower levels of the cell cycle inhibitor p27KIP1, 

together with decreased phosphorylation of ERK1/2 in presence 

of the targeted drugs (Fig 2G and Fig EV1D). Upon BRAF 

inhibition, the levels of proliferative markers were observed to be 

higher in melanoma cells on MAF- and FRC-derived ECMs than 

on HDF derived ECMs. In contrast no significant changes on 

p53 levels were observed. Together, these results indicate that 

fibroblasts assembled and remodeled matrices that provide a 

drug tolerant environment for BRAF mutant melanoma cell lines 

and short-term cultures.   

 

Expression of the collagen receptors DDR1 and DDR2 in 

melanoma   

Previous studies have demonstrated the critical role of ECM 

receptors belonging to the integrin family in drug resistance 

(Seguin et al, 2015). Moreover, BRAF inhibition has been 

described to generate a drug protective stroma with high β1 

integrin/FAK signaling, as a result of the paradoxical action of 

BRAFi on MAF (Hirata et al., 2015). Yet, in our experimental 

conditions, we were unable to show a significant implication of 

the β1 integrin/FAK axis in drug protection conferred by 

fibroblast-derived ECMs. Indeed, addition to blocking  β1 integrin 

antibodies or the depletion of FAK both failed to prevent the 

protective properties of fibroblast-derived ECM against the 

growth and survival inhibitory signals induced by BRAFi 

(Appendix Fig S2).  

This finding prompted us to interrogate the contribution of other 

ECM receptors in targeted therapy resistance. Keeping in mind 

the elevated levels of fibrillar collagens found in fibroblastderived 

ECMs (Fig 1B)(Appendix Fig S1), we examined the functional 

implication of the collagen tyrosine kinase receptors DDR1 and 

DDR2 (Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997). The analysis 

of TCGA datasets for cutaneous melanoma showed that the 

DDR1 and DDR2 genes were genetically altered in 20% and 

13% of melanoma cases, respectively. Interestingly, a significant 

fraction of melanomas was found to be associated with an 

amplification of DNA copy number and higher mRNA levels of 

DDR1 and DDR2 (respectively 13% and 10% of samples) (Fig 

3A). This is consistent with the notion that these collagen 

receptors may play an important role in melanoma 

pathogenesis. Immunohistochemical analysis of DDR1 and 

DDR2 expression in benign nevi and malignant primary and 

metastatic melanocytic skin lesions, further showed that DDR1 

and DDR2 levels significantly increased during melanoma 

progression, indicating that DDR1 and DDR2 may represent 

novel prognostic factors for melanoma (Fig 3B) (Appendix Fig 

S3). We next examined the levels of DDR1 and DDR2 in a 

collection of melanoma cell lines and short-term melanoma 

cultures in relation to the cell state differentiation markers MITF, 

SOX10 and AXL. DDR1 and DDR2 were both expressed in 

melanoma cell lines regardless their differentiation cell 

phenotype (Fig 3C). In patient-derived short-term melanoma 

cultures, higher DDR1 and DDR2 protein levels were detected in 

BRAF mutant MM099 and MM029 and NRAS mutant MM165 

cells with the MITFlow, SOX10low and AXLhigh dedifferentiated 

phenotype signature (Fig 3D). Moreover, higher levels of DDR2 

were found to be associated with lower levels of the melanocytic 

marker MITF and higher levels of the drug-resistant marker AXL 

in dedifferentiated mesenchymal-like BRAFi-resistant M229R, 

M238R and UACC62R cells compared to their parental 

counterparts (Girard et al, 2020; Misek et al, 2020; Nazarian et 

al, 2010) (Fig 3E). The examination of public gene expression 

datasets of the melanoma differentiation signature confirmed 

that DDR1 and DDR2 levels were increased in the 

undifferentiated (U) and neural crest-like (NC) cell sub-

populations from the TSOI signature (Fig 3F) (Tsoi et al, 2018) 

and in the invasive MITFLOW cells from the HOEK signature 
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(Appendix Fig S4) (Widmer et al, 2012). 

Dedifferentiated/undifferentiated melanoma cells display intrinsic 

resistance to MAPK pathway inhibition (Muller et al., 2014; 

Rambow et al., 2019; Tsoi et al., 2018). In line with this notion, 

we found that DNA amplification and elevated mRNA levels of 

DDR1 negatively correlated to the activity of BRAF and MEK 

inhibitors in melanoma cell lines from the GDSC (Genomic of 

Drug Sensitivity in Cancer) (Appendix Fig S5). Together, these 

observations associate DDR expression with melanoma 

progression and with the invasive and therapy-resistant 

phenotype.  

 

Targeting DDR impairs ECM-mediated resistance to 

oncogenic BRAF pathway inhibition  

Next, we compared how fibroblast-derived ECMs modulate DDR 

phosphorylation, an event linked to their activity (Shrivastava et 

al., 1997; Vogel et al., 1997). Immunoblot analysis of lysates 

from 1205Lu and MM099 cells plated on MAF- and FRC-derived 

ECMs indicated that MAF-derived matrices have a stronger 

ability to increase the levels and phosphorylation of DDR1 and/or 

DDR2 compared to HDF-derived matrices (Fig EV2A), 

supporting a functional implication of DDR in melanoma drug 

tolerance. Interestingly, BRAF and/or MEK inhibition has no 

significant effect on DDR phosphorylation in 1205Lu cells 

cultivated on MAF-derived ECMs (Appendix Fig S6). To address 

the contribution of DDR in MMDR, a siRNA approach was then 

used to target DDR1, DDR2 or both in melanoma cells cultured 

on MAF- or FRC-derived ECMs, in the presence of BRAFi alone 

or combined with MEKi. Immunoblot analysis showed specific 

DDR1 and DDR2 protein reduction after siRNA transfection 

using two different targeted sequences in BRAFi-treated 1205Lu 

cells cultured on MAF- or FRC-derived ECMs (Fig 4A and Fig 

EV2B). Compared to the single knockdown, the simultaneous 

knockdown of DDR1 and DDR2 overcame MMDR to BRAF 

targeted therapy as revealed by decreased levels of cell cycle 

progression markers in both 1205Lu and SKMEL5 cells (Fig 4A-

B). Importantly, depletion of both DDR1 and DDR2 enhanced the 

cytotoxic activity of co-targeting BRAF/MEK as shown by the 

increased cleavage of apoptotic Caspase 3 that was detected in 

SKMEL5 and MM099 melanoma cells (Fig 4B and Fig EV2C). 

DDR are druggable receptors targeted by Imatinib, a tyrosine 

kinase inhibitor (TKI) initially developed as an ABL inhibitor, 

which also inhibits DDR activity with high efficacy (Day et al, 

2008). Imatinib belongs to therapeutic molecules used in the 

clinic for the treatment of chronic myeloid leukemia and acute 

lymphoblastic leukemia with the Philadelphia chromosome 

(Druker et al, 2001). Enzymatic activities of DDR were also 

inhibited by other small molecules including DDR1-IN-1 (Kim et 

al, 2013). We first confirmed that Imatinib and DDR1-IN-1 

efficiently inhibited type I collagen-induced DDR1 and DDR2 

tyrosine phosphorylation in 1205Lu cells (Fig EV2D). Inhibition of 

DDR1/2 kinases by Imatinib or DDR1IN-1 suppressed the 

protective action of MAF- and FRC-derived ECMs against BRAF 

inhibition, as evidenced by the significant decrease in 1205Lu 

cell proliferation, which was observed after co-treatment with 

BRAFi and DDR1/2 inhibitors (Fig 4C and Fig EV2E). Similar 

anti-proliferative effects of DDR inhibitors were observed during 

drug-protection assays performed in SKMEL5 and MM099 cells 

on MAF- or FRC-derived ECMs (Fig EV2F-G). Mutant BRAF and 

DDR1/2 cotargeting in the three melanoma cell lines plated on 

FRC- or MAF-derived ECMs decreased levels of phosphorylated 

Rb, E2F1 and Survivin, and induced Caspase 3 cleavage (Fig 

4D and Fig EV3A-B). Similar biochemical events were promoted 

by BRAFi or with the combined BRAFi/MEKi treatment, in the 

presence of Nilotinib, a next-generation BCR-ABL inhibitor that is 

approved for the treatment of Imatinib-resistant patients and 

targeting DDR1/2 (Day et al., 2008)(Fig EV3C) =. Induction of 

apoptosis in co-treated melanoma cells was further confirmed 

using flow cytometry analysis of cell death markers (Fig 4E and 

Fig EV3D). 

Recent studies described that collagen binding to DDR leads to 

their activation and clustering into filamentous membrane 

structures that are associated with collagen fibrils (Yeung et al, 

2019). We thus examined the clustering and spatial distribution 

of phosphorylated DDR in melanoma cells plated on collagen I 

coated plastic dishes or on 3D-ECMs, in response to oncogenic 

BRAF pathway inhibition. To detect DDR1 and/or DDR2 we 

used an antibody that specifically recognizes phosphorylated 

DDR1 at Y792 and an antibody that recognizes phosphorylated 

DDR2 at Y740 but also cross-reacts with the phosphorylated 

DDR1 (Yeung et al., 2019). Immunofluorescence staining of P-

DDR1 and P-DDR1/2 revealed that 1205Lu cells, which were 

cultured on purified collagen I displayed a globular dot-like 

distribution of these two receptors, whereas cells seeded on 

FRC-derived 3D ECMs exhibited a fraction of P-DDR distributed 

into linear membrane clusters (Fig 5A-B). Importantly, cell 

exposure to BRAFi or to BRAFi/MEKi combo-therapy 

dramatically increased the proportion of P-DDR1 and P-DDR1/2 

containing linear clusters, on FRC-derived 3D ECM, as well as 

F-actin remodeling (Fig 5A-B). Notably, the formation of linear 

clusters of P-DDR1 and P-DDR1/2 upon MAPK pathway 

inhibition is also significantly increased in cells plated on MAF-

derived 3D ECMs compared to cells cultured on HDF-derived 

ECMs (Fig 5C-D and Fig EV4A), and these clusters co-localized 

with collagen fibers (Fig EV4B). Similar observations on 

phosphorylated DDR clustering were obtained with SKMEL5 

melanoma cells (Fig EV4C-D). These data suggest that therapy-

induced cytoskeletal changes drive a linear clustering of 

phosphorylated DDR along collagen fibers and subsequently 

cause MMDR. These findings therefore suggest that DDR1 and 

DDR2 determine BRAF mutant melanoma cell responsiveness 

to BRAF-targeted therapy, with regards to ECM features and 

that the drug-tolerant action of DDR is dependent to their 

enzymatic activities and correlates with the formation of 

filamentous membrane structures. 

 

Pharmacological inhibition of DDR by Imatinib improves 

targeted therapy efficacy, counteracts drug-induced 

collagen remodeling and delays tumor relapse  

The anti-tumor activity of Imatinib combined with the BRAFi 

Vemurafenib was assessed in a pre-clinical xenograft melanoma 

model. BRAF-mutated melanoma cells (1205Lu) were 

subcutaneously xenografted into nude mice (CDX model), which 

were exposed to BRAFi, Imatinib or BRAFi plus Imatinib (Fig 

6A). As expected, BRAF inhibition induced a rapid tumor 

reduction, whereas Imatinib alone did not display a significant 

anti-melanoma effect (Fig 6B). However, following 12 days, 

tumors treated with BRAFi alone had resumed growth, whereas 

the combination treatment with Imatinib markedly delayed tumor 

relapse and led to a significant reduction in tumor volume (Fig 

6B-D) and weight (Fig 6C). Immunohistochemical analysis of 

tumor samples further documented that in comparison to single 

regimens, the combined BRAFi and Imatinib treatment 

dramatically reduced cell proliferation and led to apoptotic tumor 

cell death, as shown by the in-situ expression of cleaved 

Caspase 3 and decreased Ki67 (Fig 6D). Consistent with these 

observations, the BRAFi/Imatinib combination significantly 

increased the survival of melanoma-bearing mice (Fig 6E) that 

were treated for 30 days, without apparent body weight loss or 

signs of toxicity throughout the study (Fig 6F). Seeing as 

Increased collagen deposition has previously been described in 

melanoma xenografts upon treatment with BRAFi (Girard et al., 

2020; Jenkins et al, 2015), we next investigated collagen content 

and fiber organization in tumor tissues from mice treated with the 

different regimens. Histochemical analysis showed that BRAFi 

treatment triggered a profound remodeling of the melanoma 

stromal ECM (Fig 7A), with marked increase of the collagen 
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fiber’s area and thickness, which was suppressed by Imatinib. 

Collagen color analysis under polarized light showed a decrease 

in mature orange and red fibers in tumors treated with the 

combined regimen, compared to the single-agent treatment (Fig 

7B). Finally, tumor imaging with second harmonic generation 

(SHG) confirmed the fibrillar nature of the collagen network that 

was rearranged upon BRAFi treatment but not upon the 

combined BRAFi/Imatinib treatment (Fig 7A-C). These data 

suggest that treatment with Imatinib counteracts the adverse 

effect of the targeted therapy on aberrant collagen deposition 

and organization, a process potentially contributing to drug 

resistance and relapse.   

 

MMDR involves a targetable pro-survival NIK/IKK/NFκB2 

pathway 

Finally, we wished to better characterize at the molecular level 

the MMDR process that is promoted by collagen receptors 

DDR1 and DDR2. To identify MMDR-related signaling pathways 

triggered by their tyrosine kinase activity, we performed a 

phospho-kinase screening with protein extracts from melanoma 

cells cultured on fibroblast-derived 3D ECMs or plastic, in the 

presence of BRAFi. Unfortunately, this approach did not reveal 

any significantly augmented kinase activity or increased 

phosphorylation of kinase substrates (Appendix Fig S7A-B). 

Moreover, consistent with the results of the phospho-kinase 

screening, using immunoblot analysis, we did not observe by 

immunoblot analysis any changes in the phosphorylation of the 

AKT survival pathway in melanoma cells cultured under MMDR 

conditions (Appendix Fig S7C). 

On the contrary compared to siCTRL cells, biochemical analysis 

of DDR silenced melanoma cells revealed that the concomitant 

depletion of the two receptors decreased the expression of RelB, 

NFκB2 precursor protein p100 and NFκB2 p52 processed form, 

in SKMEL5 and MM099 cells cultured in MMDR conditions, 

following exposure to BRAFi alone or combined with MEKi (Fig 

8A-B). A similar decrease in RelB and p100 was observed in 

DDR-depleted 1205Lu cells, following treatment with targeted 

agents (Fig EV5A). Consistent with these results, 

pharmacological inhibition of DDR using Imatinib that impaired 

melanoma MMDR by triggering cell cycle arrest and apoptosis, 

decreased in a time-dependent manner the expression of RelB 

in 1205Lu cells cultured in MMDR conditions (Fig EV5B). RelB 

and p52 are components of the non-canonical NFκB2 pathway 

(Taniguchi & Karin, 2018), which is activated by the upstream 

kinases NIK (NFκB inducing kinase) and IKKα (IκB kinase) (Fig 

8C). Interestingly, levels of RelB and p52 were found elevated in 

melanoma cells cultured on fibroblast-derived ECMs compared 

to plastic and collagen-coated dishes (Fig 8D). Using a pan-IKK 

inhibitor BMS345541 (Fig 8E and Fig EV5C-D) and a recently 

developed NIK inhibitor (NIKi) (Mondragon et al, 2019) (Fig 8F-G 

and Fig EV5E), we confirmed the implication of the NFκB2 

pathway in MMDR, as illustrated by decreased cell cycle 

markers (pRb and Survivin) and increased Caspase 3 cleavage, 

in BRAFi-treated melanoma cells cultured on FRC- or MAF-

derived ECMs. Comparable decreased levels of p52 and RelB 

as well as cell cycle markers were observed following 

pharmacological targeting of DDR and NIK in MMDR conditions 

(Fig 8F-G and Fig EV5E). Together, our findings suggest that 

melanoma cell adaptation to oncogenic MAPK pathway inhibition 

involves the interaction of tumor cells with the mesenchymal 

stroma enriched in fibrillar collagens, thereby promoting DDR-

dependent activation of the NFκB2/RelB pathway (Fig 9).  

 

DISCUSSION  
Preventing melanoma resistance and relapse to targeted 

therapy remains a significant challenge for successful disease 

management. Emerging evidence suggests that stromal 

components of the tumor microenvironment, including the ECM, 

play a key role in establishing resistant niches by allowing 

melanoma cells to rapidly adapt and tolerate therapeutic drugs, 

before mutation-driven resistance mechanisms are acquired 

(Meads et al., 2009; Rambow et al., 2019; Smith et al., 2016). 

Here, we describe a novel mechanism of adaptation and 

tolerance to oncogenic BRAF pathway inhibition, which involves 

the dynamic interaction of melanoma cells with the ECM. When 

comparing cell-derived matrices produced by normal HDF, FRC 

and MAF, we found that depending on fibroblast origin, 

properties of experimentally derived ECMs differ remarkably. 

MAF-derived ECMs exhibit a higher level of fiber organization 

and increased stiffness compared to ECMs generated by normal 

dermal fibroblasts HDF. This is in agreement with what has been 

previously demonstrated by others (Gopal et al, 2017; Kaukonen 

et al, 2017). Interestingly, we observed that FRC, which are 

resident lymph node fibroblasts harbor some phenotypic and 

functional properties similar to MAF such as myofibroblast-like 

properties. In this regard, FRC produce and remodel a stiff ECM 

enriched in fibrillar collagens. Consistent with this, we show that 

similar to MAF-derived ECM, the ECM generated by FRC 

provides melanoma cells with increased protection from targeted 

drugs, compared to ECMs generated from HDF. However, it is 

important to note that in contrast to classic 2D culture conditions, 

HDF-derived ECMs can confer protection against BRAF 

inhibition, indicating that MMDR is dependent on structural 3D 

ECM organization. Importantly, MMDR is described in three 

different BRAF mutant melanoma cells, regardless of their 

transcriptional phenotypic MITF/AXL signature. Functionally, we 

demonstrate that collagen receptors DDR1 and DDR2 mediate 

MMDR to BRAF/MEK inhibitor therapy through a pro-survival 

NIK/IKKα/NFκB2 pathway. We show that DDR knockdown or the 

inhibition of their catalytic activity impairs drug tolerance that is 

promoted by MAF- or FRC-derived ECM and induces melanoma 

cell death. DDR1 and DDR2 are both expressed at different 

levels in the skin (Cario, 2018), particularly in the epidermis from 

which melanoma originates following the malignant 

transformation of melanocytes. Overlapping functions have been 

attributed to DDR1 and DDR2 in melanoma with regards to 

cancer cell growth and invasiveness. A recent study correlated 

high DDR1 expression in melanoma lesions with poor prognosis 

and showed that DDR1 controls melanoma cell invasion and 

survival (Reger de Moura et al, 2019). Other studies have 

reported that DDR2 depletion in melanoma cell lines reduced 

their invasive and metastatic abilities (Badiola et al, 2011; 

Poudel et al, 2015). Consistently, we observed augmented 

expression of the two receptors during the malignant transition 

from benign melanocytic lesions to metastatic melanoma and 

that their expression is linked with therapy-resistant melanoma 

cell populations. Our data therefore suggests that the function of 

DDR1 and DDR2 also overlaps during the response to 

BRAFV600 targeted therapy. Accordingly, knockdown of both 

receptors is required to fully prevent MMDR to oncogenic BRAF 

pathway inhibition. Collagen abundance has recently been 

identified as an important contributor to melanoma cell 

phenotype switching through lineage-specific microenvironment 

sensing (Miskolczi et al, 2018). Herein, we provide evidence for 

a role of collagen-rich matrices during the adaptive phase of 

tolerance to targeted therapies.  

Interestingly, β1 integrin, another collagen receptor that plays a 

major role in EMDR (Seguin et al., 2015), has also been linked 

to adaptive responses to BRAF inhibition via fibronectin-

mediated activation of FAK, leading to MAPK pathway 

reactivation (Fedorenko et al., 2015; Hirata et al., 2015). 

Contrary to β1 integrin, engagement of DDR by collagens 

mediates drug tolerance in the absence of MAPK/ERK pathway 

reactivation. This suggests that DDR participate in the early 

response to BRAF inhibition through a pathway distinct from that 

of β1 integrin. Additionally, we show that fibroblast-derived 

ECMs promote phospho-DDR1/2 clustering into linear 
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membrane structures aligned with collagen and resembling 

those described by others (Agarwal et al, 2007; Corcoran et al, 

2019; Yeung et al., 2019). Importantly, receptor linear clustering 

is enhanced upon melanoma cell treatment with targeted 

therapies, thus making the involvement of this process during 

the early phase of drug adaptation highly probable. In addition, 

linear clustering of phospho-DDR upon BRAF pathway inhibition 

is favored on MAF- and FRC-derived ECMs compared to HDF-

derived ECM, correlating with the topological organization of 

collagen fibers and their drug protective effect. The exact 

mechanism underlying the induction of DDR clustering following 

MAPK pathway inhibition is however unknown.  

Biochemical studies revealed that fibroblast-derived matrices 

enhance the activation of the non-canonical NFκB2 pathway that 

account for most of melanoma cell tolerance to BRAF/MEK 

inhibition. The NFκB2/p52/RelB pathway represents a major 

alternative route of NFκB signaling (Taniguchi & Karin, 2018), 

which has been involved in drug resistance in myeloma 

(Landowski et al, 2003) and prostate cancer (Nadiminty et al, 

2013). In melanoma, the NFκB2 pathway is upregulated 

compared to melanocytes and prevents melanoma senescence 

(De Donatis et al, 2016). In this study, we demonstrate that 

suppression of DDR signaling impairs MMDR by reducing 

NFκB2/p52/RelB expression. In addition, inhibition of NIK or 

IKKα, two upstream activators of the NFκB2 pathway (Taniguchi 

& Karin, 2018), also abrogates ECM-mediated resistance to 

BRAF pathway inhibition. Further supporting a potential role for 

the NFκB2 pathway in melanoma resistance to targeted therapy 

is the observation that the drug-resistant undifferentiated and 

neural crest-like sub-populations display a strong enrichment for 

the NIK/NFκB signaling pathway (Tsoi et al., 2018). Precisely 

how DDR interact with the NIK/IKKα/NFκB2 pathway remains to 

be determined. The adaptive response of melanoma cells to 

BRAF inhibition implicates force-induced actomyosin 

cytoskeletal remodeling (Girard et al., 2020; Kim et al, 2016; 

Orgaz et al, 2020). In addition, DDR1 clustering and collagen 

mechanical reorganization have been shown to involve 

interactions with myosin IIA, a key component of the actomyosin 

network (Coelho et al, 2017). In cancer cells, the classical NFκB 

pathway is activated by mechanical cues and RhoA-ROCK-

myosin II signaling (Sero et al, 2015). We can therefore 

speculate that BRAFi/MEKi-driven cytoskeletal reorganization 

and DDR linear clustering along with collagen fibrils regulate the 

NIK/IKKα/NFκB2 pathway by increasing actomyosin tension. 

Another possibility is the recruitment of NIK/IKKα to the DDR 

signaling platforms, leading to their enzymatic activation, 

p52/RelB regulation and MMDR.  

Our recent report revealed that increased collagen deposition 

and tumor stiffening is an early response to BRAF inhibition to 

create a drug protective niche (Girard et al., 2020). In this study, 

DDR inhibition by the clinically approved TKI Imatinib improved 

the action of BRAFi on melanoma treatment by delaying tumor 

relapse, normalizing the collagen network and increasing mice 

survival. Thus, this combination strategy could be effective in a 

clinical application as it allows the suppression of the stromal 

fibrotic-like reaction induced by oncogenic BRAF pathway 

inhibition and prevents tumor relapse.  

Our findings support a model in which BRAF targeted drugs fuel 

a self-feeding mechanism involving collagen-bound DDR 

signaling platforms, responsible for collagen network remodeling 

and drug tolerance. Another issue highlighted by our in vivo drug 

response melanoma model, is the possible implication of stromal 

DDR in the therapeutic response. Consistent with this, a major 

role of CAF-derived DDR2 in collagen fiber organization and 

breast cancer metastasis has been reported (Corsa et al, 2016). 

DDR signaling might therefore influence both cancer and stromal 

cells during tumor adaptation to BRAF inhibition.   

Our work adds to the emerging notion that DDR are becoming 

attractive targets in anti-cancer therapies. Inhibiting DDR1 or 

DDR2 with Nilotinib (Jeitany et al, 2018), Dasatinib 

(Hammerman et al, 2011; von Massenhausen et al, 2016), or 

other non-approved inhibitors (Ambrogio et al, 2016; Grither & 

Longmore, 2018) was shown to decrease tumorigenicity, 

invasion or metastasis of several carcinomas (Corsa et al., 

2016). Importantly, a recent study in melanoma reported that 

targeting DDR2 with Dasatinib enhances tumor response to anti-

PD-1 immunotherapy (Tu et al, 2019). Together this study and 

our work point to the critical role of collagen receptors DDR in 

regulating the immune and mesenchymal stroma and the 

response to current therapies in melanoma.   

In summary, our findings reveal that interaction of matrix 

collagen fibers with DDR favors the emergence of drug-tolerant 

melanoma cells, during the initial phase of adaptation to MAPK 

targeting therapies. We also provide evidence that targeting 

MMDR with clinically approved DDR inhibitors may represent an 

attractive salvage strategy to overcome resistance to oncogenic 

BRAF inhibition. This combinatorial approach may thus be 

beneficial for melanoma patients treated with targeted therapies.   

 

MATERIALS AND METHODS  
Melanoma cells, reagents and antibodies  

Melanoma cell lines were obtained as previously described 

(Didier et al, 2018; Rathore et al, 2019; Tichet et al, 2015). 

Isogenic pairs of Vemurafenib-sensitive (P) and resistant (R) 

cells (M229, M238, M249) were provided by R.S. Lo (Nazarian 

et al., 2010). The isogenic pair of Vemurafenib-sensitive 

(UACC62P) and resistant (UACC62R) cells was provided by R. 

Neubig (Misek et al., 2020). Short-term cultures of patient 

melanoma cells were kindly provided by J.C. Marine and are 

described elsewhere (Verfaillie et al, 2015; Wouters et al, 2020). 

Melanoma cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle 

medium (DMEM) supplemented with 7% fetal bovine serum 

(FBS) (HyClone) and 1% penicillin/streptomycin solution. Cell 

lines were used for experiments within 6 months of thawing. To 

guarantee cell line authenticity, cells were expanded and frozen 

at the lowest possible passages and used for a limited number 

of passages after thawing. Cells were routinely tested for the 

expression of melanocyte lineage proteins such as MITF. All cell 

lines were routinely tested for the absence of mycoplasma using 

PCR. For live imaging and red nuclear labeling 1205Lu cells 

were transduced with NucLight Red lentivirus reagent (Essen 

Bioscience) and selected with puromycin (1 µg/ml, Sigma 

Aldrich)  

Culture reagents were purchased from Thermo Fisher Scientific. 

BRAFi (PLX4032, Vemurafenib), MEKi (GSK1120212, 

Trametinib and GDC-0973/RG7420, Cobimetinib), dual 

RAFi/MEKi (RO5126766), DDR1-IN-1, Nilotinib, and IKK 

inhibitor BMS345541, were obtained from Selleckchem. Imatinib 

mesylate was purchased from Enzo Lifescience. The NIK 

inhibitor was described before (Mondragon et al., 2019). FAK 

inhibitor PF573228 was from Tocris Bioscience. An equal 

amount of DMSO was used as the vehicle control. Tissue culture 

grade Collagen I (#A1064401) used for coating wells and plates 

was obtained from Thermo Fisher Scientific. Collagen I 

(#354249) used for 3D applications was obtained from Corning. 

Matrigel (#E1270) and all other reagents were obtained from 

Sigma-Aldrich unless otherwise stated. β1 Integrin blocking 

antibody (clone AIIB2) and the control isotype were purchased 

from Merck Millipore. Information on antibodies used in this 

study is provided  in the Appendix Table. 

Isolation and culture of primary fibroblasts and MAFs   

HDF were isolated and maintained as previously described 

(Robert et al, 2006). Human lymphatic fibroblasts (FRC#2 and 

#5) were purchased from ScienCell Research Laboratories. 

Metastatic melanoma clinical specimens were obtained with 

written informed consent from each patient and studies were 

approved by the hospital ethic committee (Nice Hospital Center 
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and University Côte d’Azur). Briefly, the tissue sample was cut 

into small pieces and digested using collagenase/dispase. 

Following filtration of the large debris, the solution was serially 

centrifuged and the final pellet was re-suspended in DMEM 

supplemented with 10% FBS and seeded in a tissue culture 

dish.  After 30 min, the fibroblasts adhered to the dish whilst 

other cellular types remained in suspension. Verification of MAF 

was determined by flow cytometry using CAF markers such as 

β1-integrin, PDGFRβ, FAPα and αSMA. 

Fibroblasts were cultured in fibroblast medium (ScienCell) 

supplemented with 10% FBS, 1% fibroblast growth supplement 

(FGS) and 1% penicillin/streptomycin solution. All experiments 

were performed with fibroblasts until passage 10. 

Fibroblast-derived 3D ECM and MMDR assay  

3D de-cellularized ECMs were generated as previously 

described (Beacham et al, 2007). Briefly, fibroblasts were 

seeded in gelatin-coated tissue culture dishes, cultured for 8 

days in complete medium and treated with 50 µg/ml ascorbic 

acid every 48h. Cells were then washed with PBS and ECMs 

were decellularized using a pre-warmed extraction buffer for 2 

min (PBS 0.5% Triton X-100, 20 mM NH4OH). Matrices were 

then gently washed several times with PBS. 

For MMDR assays, melanoma cells were seeded on top of the 

de-cellularized 3D ECMs for 48 h at 37°C in 5% CO2 and 

cultured in complete medium for a further 96 h in the presence of 

the various inhibitors, as indicated in the figure legends. Cells 

were detached and fixed in 70% ethanol or lysed in lysis buffer 

for cell cycle and immunoblot analysis, respectively.   

Matrix remodeling assay  

5 × 104 fibroblasts were embedded in 100 μl of collagen 

I/Matrigel mix (final concentration of collagen I: 4 mg/mL and 

Matrigel: 2 mg/ml), seeded in a glass bottom 96-well plate 

(MatTek) and maintained in DMEM supplemented with 10% FBS 

for 6 days. The gel area was measured using ImageJ software 

and the gel contraction was calculated using the formula 100 × 

(well )/well diameter as 

previously described (Albrengues et al, 2014).   

RNAi studies  

Non-targeting control, DDR1#1 (VHS50139), DDR1#2 

(HSS187878), DDR2#1 (HSS107350), and DDR2#2 

(HSS107352) and FAK (PTK2) siRNA duplexes were purchased 

from Thermo Fisher Scientific. Transfection of siRNA was 

carried out using Lipofectamine RNAi MAX (Thermo Fisher 

Scientific), at a final concentration of 50 nM. Unless stated 

otherwise, cells were assayed at 2 or 4 days post transfection. 

Immunoblot and immunoprecipitation   

Whole-cell lysates were prepared using lysis buffer containing 

50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 10% 

Glycerol, 1% Triton X-100 supplemented with protease and 

phosphatase inhibitors (Pierce) and briefly sonicated. Proteins 

were separated using SDS-PAGE and were transferred onto 

PVDF membranes (GE Healthcare Life sciences) for immunoblot 

analysis. Membranes were incubated with the primary antibody 

overnight, washed and then incubated with the peroxidase-

conjugated secondary antibody. Antibodies and working dilution 

used are listed in Supplementary Table 1. Blots were developed 

with a chemiluminescence system (GE Healthcare Life 

Sciences).   

For immunoprecipitation (IP) assays, cells treated with 10 /ml 

of collagen I for 18 h with the indicated inhibitors were lysed as 

described above, then incubated overnight at 4°C with rocking in 

lysis buffer containing Protein G Sepharose beads (Merck) and 

an antibody directed against DDR2. Beads were then washed 3 

times with 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 10% Glycerol, 0.1% 

Triton X-100 supplemented with protease and phosphatase 

inhibitors. IP products were separated using SDS-PAGE and 

subjected to immunoblot analysis.  

Proliferation assay  

Real time analysis of cell growth was carried out using the 

IncuCyteTM ZOOM imaging system (Essen Bioscience). 1205Lu 

melanoma cells stably expressing the nuclear fluorescent label 

red NucLight reagent were seeded in triplicate in complete 

medium (15 x 103 cells/well in 12-well plates) on fibroblast-

derived 3D ECM, collagen I coated wells or in uncoated plastic 

wells and treated with the indicated drugs. Phase contrast and 

red immunofluorescent images were taken every 6 h over a 5-

day period (4 images per well at x 4 magnification). Cell 

proliferation was quantified by counting the number of 

fluorescent nuclei over time, which was calculated as the cell 

growth rate. Growth curves were generated using the GraphPad 

prism 8 software  

Alternatively, cell proliferation was analyzed by counting cells 

with Hoechst-stained nuclei.  

Flow cytometry   

Cell cycle profiles were determined using flow cytometry 

analysis of propidium iodide (PI)stained cells as previously 

described (Didier et al., 2018). Melanoma cells were cultured on 

top of fibroblast-derived ECMs, collagen I coated wells or 

uncoated plastic wells and were treated with the indicated drugs 

for 96 h. Cells were then washed, fixed in 70% ethanol and 

incubated at -20°C for 24 h. Finally, cells were stained for 20 min 

at 37°C in buffer containing 40 g/ml PI and 20 g/ml 

ribonuclease A. Cell cycle profiles were collected using the 

FACSCanto II (Becton Dickinson). Cell death was evaluated 

following staining with AnnexinV/PI (eBioscience) and analyzed 

by flow cytometry as described (Didier et al., 2018).   

Immunofluorescence and microscopy  

Cells were grown on type I collagen- (0.14 mg/ml) or fibroblast 

derived ECM-coated glass coverslips. Following BRAFi or 

BRAFi+MEKi treatment, cells were rinsed with PBS, fixed in 4% 

paraformaldehyde (PFA), and incubated for 1 h in PBS 

containing 10% normal goat serum (Cell Signaling), and then 

incubated overnight with the indicated primary antibodies that 

were diluted in PBS containing 2% normal goat serum. F-actin 

was stained with Alexa Fluor 488 phalloidin (1:100; Thermo 

Fisher Scientific) and nuclei were stained with DAPI. Following 

incubation with Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies, 

coverslips were mounted in ProLong antifade mounting reagent 

(Thermo Fisher Scientific). Images were captured using a wide 

field microscope (Leica DM5500B, at x 63 magnification). Cell 

area and globular versus linear clusters of cells (n > 20) were 

determined and quantified using ImageJ software. Following 

fixation and incubation with primary antibodies and Alexa Fluor-

conjugated secondary antibodies, de-cellularized matrices on 

coverslips were mounted in ProLong antifade reagent. Images 

were captured using a wide field microscope (Leica DM5500B, 

at x 40 magnification). The orientation of fibronectin and collagen 

fibers was assessed in the immunofluorescence images using 

ImageJ software. Data were plotted as frequency of distribution. 

For co-localization analyses of collagen-1 and phospho-DDR1/2, 

an anti-collagen type I mouse monoclonal antibody (Sigma, 

C2456) was used.  

Cleaved caspase 3 and Ki67 staining was assessed on 5 μm 

frozen sections of cell-derived melanoma xenografts. Samples-

derived melanoma xenografts. Samples were fixed for 30 min 

with 4% PFA in PBS, rehydrated for 10 min in Tris 0.1 M, 

permeabilized in Tris 0.1 M + 1% Triton for 1 h, and then 

blocked for 1 h in Tris 0.1 M containing 1% BSA, 0.3% Triton, 

anti-CD16/CD32 (FC Block, 1/100). Antibodies were diluted in 

Tris 0.1 M containing 1% BSA, 0.3% Triton and incubated 

overnight at 4°C. Following several washes with Tris 0.1 M, 

bound antibodies were detected using Alexa Fluor 488- or Alexa 

Fluor 594-conjugated secondary antibody. Images were 

captured using a wide field microscope (Leica DM5500B, at x 40 

magnification).  

Mass spectrometry analysis   
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Proteomic analysis of de-cellularized 3D ECMs was performed 

as described (Gopal et al., 2017). Briefly, ECM proteins were 

solubilized in urea, reduced and alkylated and proteins were 

digested with PNGase F (New England BioLabs), 

endoproteinase Lys-C (Promega) and highsequencing-grade 

trypsin. Each sample was reconstituted in 0.1% trifluoroacetic 

acid (TFA) 2% acetonitrile and analyzed using liquid 

chromatography (LC) tandem mass spectrometry (MS/MS) in an 

LTQ-Orbitrap-Velos (Thermo Electron, Bremen, Germany) 

online with a nanoLC Ultimate 3000 chromatography system 

(Dionex). Protein identification and estimation of abundance 

were determined using raw LC Orbitrap MS data that were 

processed using the MASCOT search engine (version 2.4.1). 

Spectra were searched against a SwissProt Human database. 

The protein abundance was calculated using the iBAQ score 

and represented as molar percent.  

Phospho-kinase profiling  

Phospho-kinase screening was performed using a phospho-

kinase array (Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array 

#ARY003B; R&D Systems) according to the manufacturer’s 

instructions. After cell extraction, 600µg of protein was added 

per sample. Array spots were analyzed using ImageJ software. 

Atomic force microscopy  

Elastic properties of fibroblast-derived 3D ECMs were analyzed 

by AFM using a Bioscope Catalyst operating in Point and Shoot 

(Bruker Nano Surfaces), coupled with an inverted optical 

microscope (Leica DMI6000B, Leica Microsystems Ltd.). The 

apparent Young’s Modulus (Εapp) was measured on unfixed ECM 

using a silicon nitride tip (40 nm of diameter) mounted on a 

cantilever with a nominal spring constant of 0.03 N/m (MLCT-D, 

Bruker). The force-distance curves were collected using a 

velocity of 4.5 μm/s, in relative trigger mode and by setting the 

trigger threshold to 1 nN. Each point represents a specific 

Young's Modulus obtained by fitting the corresponding individual 

force-curve acquired on a determined point of the sample. Εapp 

values were represented as scatter dot plot using GraphPad 

Prism software. 

Cell line-derived xenograft (CDX) tumor models  

Mouse experiments were carried out in accordance with the 

Institutional Animal Care and the local ethical committee 

(CIEPAL-Azur agreement NCE/2018- 6 1205Lu 

melanoma cells were subcutaneously implanted into both flanks 

of 6 week old female athymic nude nu/nu mice (Janvier, France). 

The tumor was measured with a caliper and the volume was 

calculated using the formula: V = width x length2 x 0.5. When 

the tumor reached 75 mm3, mice were randomly grouped into 

control and test groups. Vemurafenib (35 mg/kg) and Imatinib 

mesylate (75 mg/kg) were delivered (alone or in combination) 

intraperitoneally three times per week. Mice in the control group 

were treated with vehicle alone. Mice were treated for 30 days 

and followed for up to 50 days or until tumors reached a pre-

defined volume (1000 mm3). Once the animals were sacrificed, 

tumors were dissected, weighed and snap frozen in liquid 

nitrogen in an optimal cutting temperature compound (OCT; 

Tissue-Tek) (Gentaur). The sections were processed as 

described above and analyzed using immunofluorescent 

microscopy or formalin fixed and paraffin embedded for 

picrosirius red staining or SHG analysis.  

Fibrillar collagen imaging   

Collagen in de-cellularized 3D ECMs or in paraffin-embedded 

melanoma tissues was stained with picrosirius red using 

standard protocols. Tumor sections were analyzed using 

polarized light microscopy as previously described (Rich & 

Whittaker, 2005). Images were acquired under polarized 

illumination using a light transmission microscope (Zeiss PALM, 

at 5 x magnification). Fiber thickness was analyzed according to 

the change in polarization color. Birefringence hue and amount 

were quantified as a percent of total tissue area using ImageJ 

software. SHG imaging of paraffin-embedded melanoma tissues 

was recorded on a Zeiss 510 NLO microscope (Carl Zeiss 

Microscopy) with the Mai Tai HP DeepSee (Newport 

Corporation) and 360-440 nm band pass filter.   

Tissue microarray analysis  

Immunohistochemistry analysis of DDR1 and DDR2 expression 

was assessed on TMA sections (US Biomax, #ME1004h) using 

VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector Laboratories) with the DAB 

reagent (Vector Laboratories) and counterstained with 

haematoxylin (Fisher Scientific), according to the manufacturer’s 

instructions. Images were captured using a bright field 

microscope (Nikon, at 20 x magnification). Histological scoring of 

the samples was performed in blinded fashion. 

Analysis of gene expression from public databases 

Publicly available gene expression data sets of human 

melanoma cell lines were used to analyze DDR1, DDR2, MITF, 

AXL and SOX10 levels according to the differentiation status. 

Cell states were classified into four differentiation states 

(Undifferentiated, Neural crest-like, Transitory, Melanocytic) as 

previously described (Tsoi et al., 2018) and using GSE80829 

and https://systems.crump.ucla.edu/dediff/. DDR1, DDR2, MITF 

and AXL expression was analyzed in human melanoma samples 

within the Mannheim (GSE4843), Philadelphia (GSE4841), and 

Zurich (GSE4840) cohorts (Widmer et al., 2012). Proliferative 

(MITFhigh AXLlow) and invasive (MITFlow AXLhigh) melanoma 

subgroups were defined as previously described (Rathore et al., 

2019; Widmer et al., 2012). Genomic alterations of DDR1 and 

DDR2 from the skin melanoma TCGA database were retrieved 

using cBioPortal (http://www.cbioportal.org/). Correlation 

between DDR1 genomic alterations and expression and the 

activity (-log10[IC50M]) of BRAFi (Dabrafenib, Vemurafenib) and 

MEKi (Trametinib) were performed across the GDSC (Genomic 

of Drug Sensitivity in Cancer) melanoma cell line 

pharmacogenomic data using CellMinerCDB 

(https://discover.nci.nih.gov/cellminercdb) (Luna et al, 2021). 

Statistical analysis   

Unless otherwise stated, all experiments were repeated at least 

3 times and representative data/images are shown. Statistical 

data analysis was performed using GraphPad Prism 8 software. 

The unpaired two-tailed Mann-Whitney test was used for 

statistical comparisons between two groups. The Kruskal-Wallis 

test with the indicated post-tests or two-way ANOVA analysis of 

variance test with Sidak, Dunnett or Tukey post-tests was used 

to compare three or more groups. A Chi-square test was 

performed for statistical analysis of TMA. A Log-rank (Mantel-

Cox) test was applied to Kaplan-Meier survival curves.  Data 

represent biological replicates (n) and are depicted as mean 

values ± SEM as indicated in the figure legends. 

Data availability: 

The mass spectrometry proteomics data have been deposited on 

the ProteomeXchange Consortium of proteomics resource 

(http://www.proteomexchange.org) with the dataset identifier 

PXD026645 
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FIGURE 1 

Figure 1. Composition, topology and mechanical properties of fibroblast-derived 3D ECMs. 
 
A. Images show collagen matrix gel contraction by HDF (human dermal fibroblasts), skin- 
MAF (melanoma associated fibroblasts isolated from skin lesions), LN-FRC (lymph node fibroblast 
reticular cells), and LN-MAF (melanoma associated fibroblasts isolated from metastatic lymph 
node). Data are representative of n = 3 independent experiments.   
B. Immunofluorescence analysis of fibronectin (green) and collagen (red) fibers on de-cellularized 
ECM produced by human fibroblasts. Fibers orientation was quantified using ImageJ software. 
Scale bar, 50 µm. A representative image of picrosirius red staining from 10 analyzed is shown for 
each condition.  
C. Atomic force microscopy (AFM) measurement of the elastic properties ( Apparent Young 
modulus Eapp) of fibroblast-derived ECMs. Each dot represents a specific Young's Modulus 
obtained by fitting the corresponding individual force-curve acquired on a determined point of the 
sample. A representative experiment from 2 independent experiments is shown.    
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FIGURE 2 
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Figure 2. Fibroblast-derived 3D ECM confers drug-protective action to melanoma cells 
against anti-BRAFV600 therapies.  
 
A. Scheme of the ECM-mediated drug protection assay.   
B. Illustration of the BRAFV600E pathway and the MAPK pathway inhibitors used in the study.  
C. Time-lapse imaging of proliferation of NucLight-labeled 1205Lu cells plated on plastic (left 
panel), Coll-1 (collagen-1; middle panel) or FRC-derived ECM (right panel) and treated with 
vehicle, 5 µM BRAFi or 2 µM BRAFi plus 0.01 µM MEKi using the IncuCyte ZOOM system. Each 
data points represent the mean of NucLight red nuclear objects per field ± SEM. *P=0.0475, *** 
P=0.0012,****P<0.0001, two-way ANOVA was followed by Dunnett’s multiple comparison test (n = 
3). 
D, E. Quantification of proliferation of 1205Lu (D) and SKMEL5 (E) cells plated for 48 h on plastic, 
Coll-1 or the indicated fibroblast-derived ECMs prior a 96 h treatment with vehicle, 5 µM BRAFi or 
2 µM BRAFi plus 0.01 µM MEKi. Cells were counted by Hoechst-labeled nuclei staining. Data are 
represented as bar plots with mean ± SEM normalized to vehicle. *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, 
****P<0.0001, Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparison test .  
F Flow cytometry analysis of cell cycle distribution of SKMEL5 cells cultured on plastic, Coll-1 or 
the indicated fibroblast-derived ECMs and treated with vehicle or 2 µM BRAFi combined with 0.01 
µM MEKi. The percentage of cells in different phases of the cell cycle is indicated. 
G Immunoblotting of protein extracts from SKMEL5 cells cultivated as described above on plastic, 
Coll-1 or the indicated fibroblast-derived ECMs in the presence or not of BRAFi or BRAFi/MEKi for 
96 h, using antibodies against P-ERK1/2, ERK2 or cell cycle markers (P-Rb, Rb, Cyclin D1, 
p27KIP1, Survivin, p53). HSP60, loading control. 
Source data are available online for this figure. 
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FIGURE 3 
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Figure 3. Expression of DDR1 and DDR2 in human melanoma. 
 
A. Meta-analysis of 363 cutaneous melanoma from TCGA (skin cutaneous melanoma, PanCancer 
Atlas) (http://www.cbioportal.org/) showing the percentage of samples with genetic alterations of 
DDR1 and DDR2. Cases with missense (green) and truncating (blue) mutations, amplification 
(red) and mRNA overexpression (pink) are indicated; gray, individual cases. 
B. Immunohistochemical analysis of DDR1 and DDR2 levels on human melanoma tissue 
microarrays. Representative IHC images and quantification (right bar histograms) of DDR1 and 
DDR2 expression in normal skin, naevus, primary melanoma (PM) and lymph node melanoma 
metastases (MM). Scale bar, 100 µm. Histological scoring of the samples was performed in 
blinded fashion. Samples were scored as low, medium or high for DDR1 or DDR2 expression 
(naevus, n = 12; PM, n = 30; MM, n = 20). Chi-square, ****P<0.0001. 
C, D, E. Immunoblotting of equal amounts of protein extracts from melanoma cell lines (C), patient-
derived short-term cell cultures (D) or isogenic pairs of parental sensitive and BRAFi resistant cell 
lines (E) using antibodies against DDR1, DDR2 or markers of the melanoma cell differentiation 
AXL, MITF or SOX10. ERK2, loading control. 
F. DDR1 and DDR2 levels increase in dedifferentiated melanoma cells. Box and whisker plots 
(10th to 90th percentile) show DDR1, DDR2, MITF, AXL and SOX10 expression among four 
differentiation melanoma cell states (U, Undifferentiated, n=10; NC, Neural crest-like, n=14; T, 
Transitory, n=12; M, Melanocytic, n=17) (GSE80829). The expression of AXL, MITF and SOX10 is 
shown as control markers of cell differentiation. n, number of cell lines representative of each cell 
state. Multiple comparisons were performed using two-way ANOVA. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001. 
Source data are available online for this figure. 
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Figure 4. Inhibition of DDR1 and DDR2 by genetic or pharmacological approaches 
abrogates ECM-mediated resistance to BRAFV600 pathway inhibition. 
 
A. Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu cells transfected with a siRNA control (CTRL) 
or two different sequences of siRNA (#1 and #2) directed against DDR1 or DDR2 alone or in 
combination prior being cultivated on MAF-derived ECM and treated or not with 5 µM BRAFi for 96 
h, using antibodies against the indicated proteins. HSP60, loading control.  
B. Immunoblotting of protein extracts from SKMEL5 cells transfected with siCTRL or the 
combination siDDR1#2/siDDR2#2 prior being cultivated on FRC- or MAF-derived ECMs (left and 
right panels, respectively) and treated with vehicle, 5 µM BRAFi or 2 µM BRAFi plus 0.01 µM 
MEKi, using antibodies against the indicated proteins. HSP60, loading control.    
C. Quantification of the time-lapse imaging of the proliferation of NucLight-labeled 1205Lu cells 
using the IncuCyte ZOOM system. Cells were plated for 48 h on FRC- or MAF-derived ECMs prior 
a 96 h treatment with vehicle or 5 µM BRAFi in the presence or not of 7 µM Imatinib or 1 µM 
DDR1-IN-1. The bar plots represent the mean normalized to vehicle of NucLight red nuclear 
objects per field ± SEM from 3 independent experiments performed in triplicate. ****P<0.0001, two 
way ANOVA was followed by Sidak’s multiple comparison test. 
D. Immunoblotting of protein extracts from 1205Lu, SKMEL5 and MM099 cells plated for 48 h on 
FRC-derived ECM prior a 96 h treatment with vehicle or 5 µM BRAFi in the presence or not of 
Imatinib (7 µM for 1205Lu, 10 µM for SKMEL5 and MM099) or DDR1-IN-1 (1 µM for 1205Lu, 5 µM 
for SKMEL5, 3 µM for MM099), using antibodies against the indicated proteins. HSP60, loading 
control. 
E. Flow cytometry analysis of cell death (Annexin V/PI labeling) in 1205Lu cells plated on FRC-
derived ECM and treated as above. Right bar plots show the distribution of cells (% of total) 
across the different forms of death. 
Source data are available online for this figure. 
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FIGURE 5 
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Figure 5. Interaction of melanoma cells with 3D-ECMs induces the linear clustering of 
phosphorylated DDR upon BRAFi/MEKi treatment. 
 
A. Representative images of 1205 cells cultivated on collagen-I (Coll-I) or FRC-derived ECM for 48 
h prior treatment with vehicle or 5 µM BRAFi or 2 µM BRAFi plus 0.01 µM MEKi for 96 h. 
Immunofluorescence for Phospho-DDR1 (P(Y792)-DDR1) (red; left panels) and Phospho-DDR1/2 
(P(Y796)-DDR1/P(Y740)-DDR2) (red; right panels), F-actin (green) and nuclei (blue) is shown.  
Enlarged images of P-DDR1 and P-DDR1/2 immunostaining are shown. White arrows indicate 
PDDR1 and P-DDR1/2 cell membrane linear clustering. Scale bar, 25 µm (enlarged images: scale 
bar, 10 µm).  
B. Quantification of globular versus linear clusters of Phospho-DDR1 (left panels) and 
PhosphoDDR1/2 (right panels) from immunofluorescence staining shown in (A) using Image J 
software. 
Prior the quantification of DDRs clusters a “substract background” function of ImageJ has been 
applied to all images. In order to quantify clusters, the IsoData threshold has been used. 
Clusters with circularity 0.3 to 1 has been defined as “globular” and clusters with circularity 0 to 
0.29 has been as “linear”. Data are from >20 individual cells (n = 3). *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001, 2way ANOVA followed by Dunnet’s multiple comparisons test. 
C, D Quantification of globular (C) and linear (D) clusters of Phospho-DDR1 and PhosphoDDR1/2 
from immunofluorescence staining shown in Fig EV4A of 1205Lu cells cultivated on HDF- or MAF-
derived ECM and treated with the indicated targeted drugs as described in (A). 
Data are from >20 individual cells. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, 2way ANOVA 
followed by Dunnett’s multiple comparisons test. 
Source data are available online for this figure. 
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FIGURE 6 
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Figure 6. Targeting DDR by Imatinib sensitizes melanoma tumors to BRAFV600E inhibition. 
 
A. Outline of the experimental set up and treatment regimens. 
B. 1205Lu cells were s.c. inoculated into nude mice and when tumors reached 75 mm3, mice were 
treated with the indicated mono- or combo-therapy for 30 days. Graphs show tumor growth 
following treatment by indicated drugs. Data shown are mean ± SEM of tumor volume. Vehicle 
and Imatinib groups, n = 10 tumors from 5 mice; Vemu and Vemu/Imatinib groups, n = 20 tumors 
from 10 mice). ****P<0.0001, two-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison. 
C. Scatter plot graphs showing the tumor weight upon treatment by the indicated mono- or combo-
therapy. Data shown are mean ± SEM of tumor weight (n = 6 mice). ***P<0.0002, Kruskall-Wallis 
test followe  test; ns, non-significant. 
D. Immunofluorescence stainings using anti-cleaved Caspase 3 (red), anti-Ki67 (green) and DAPI 
in tumor sections of 1205Lu-derived xenografts from (B). Scale bar, 100 µm. A microphotograph of 
the tumor size in each treated group is shown (representative of n = 5 to 10 mice). 
E. Kaplan-Meier survival curves of mice treated with vehicle, Imatinib, BRAFi or BRAFi plus 
Imatinib. Median time to progression was 18, 20, 36 and 48 days, respectively. Log rank (Mantel-
Cox) for BRAFi vs BRAFi/Imatinib mesylate. ****p<0.0001 and hazard ratio (log rank) : 0.2403 
(95% Cl of ration, 0.08123 to 0.7106). 
F. Mouse body weight was measured at the indicated day. Data shown are mean ± SEM (n = 5 to 
10 mice). 
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FIGURE 7 
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Figure 7. Imatinib normalizes collagen deposition and remodeling induced upon BRAFi 
treatment. 
 
A. Sections of 1205Lu xenografts from Fig. 6B were stained with picrosirius red and imaged under 
transmission light (upper panels) or polarized light (middle panels) (scale bar, 500 µm) or imaged 
by second harmonic generation (SHG) microscopy (lower panels) (scale bar, 50 µm) to examine 
collagen fiber network upon the mono or combined regimens.  
B. Quantification of collagen maturity and fiber thickness in 1205Lu xenografts stained with 
picrosirius red using polarized light microscopy. Birefringence hue and amount of collagen fibers 
were quantified as a percent of total tissue area (2 to 4 fields per tumor section, n = 4 tumors per 
condition). 
C. Quantification of collagen fibers using SHG microscopy in tumor sections from (A). ***p<0.0002, 
Mann-Whitney test. 
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FIGURE 8 
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Figure 8. Targeting the non-canonical NFκB2 pathway overcomes DDR-dependent MMDR to 

BRAFV600E pathway inhibition.  
 
A. Immunoblot analysis of protein extracts from siCTRL- or siDDR1/2-transfected SKMEL5 cells 
plated on FRC- or MAF-derived ECMs in the presence or not of 5 µM BRAFi, 2 µM BRAFi plus 
0.01 µM MEKi for 96 h using antibodies against DDR1, DDR2, P-ERK1/2, ERK2, RelB, p100/p52 
and HSP60 as loading control were used.  
B. Immunoblot analysis of protein extracts from siCTRL- or siDDR1/2-transfected MM099 short-
term cultures plated on FRC- or MAF-derived ECMs in the presence or not of 2 µM BRAFi plus 
0.01 µM MEKi for 96 h using antibodies as above.  
C. Illustration of the non-canonical p52/RelB NFκB2 pathway  and inhibitors used in the study.  
D. Immunoblot analysis of protein extracts from 1205Lu cells cultivated on plastic, Coll-1 or on 
indicated fibroblast-derived ECMs for 48 h using antibodies against RelB, p100/p52 and ERK2 as 
loading control.  
E. Immunoblot analysis of protein extracts from 1205Lu (left panels) or SKMEL5 (right panels) cells 
cultivated on FRC-derived ECMs for 96 h in the presence of 5 µM BRAFi and/or a pan-IKK inhibitor 
(IKKi, BMS-345541 3 µM) using antibodies against P-ERK1/2, P-Rb, Survivin, RelB, and HSP60 as 
loading control.  
F, G Immunoblot analysis of protein extracts obtained from SKMEL5 (F) or MM099 (G) cells plated 
on FRC- or MAF-derived ECMs and treated with 5 µM BRAFi in combination or not with DDR1-IN-
1 (5 µM for SKMEL5 and 3 µM for MM099) or 10 µM NIK inhibitor (NIKi) for 96 h. Antibodies 
against P-ERK1/2, ERK2, P-Rb, Rb, Survivin, Caspase 3, cleaved Caspase 3, RelB, p100/p52 and 
HSP60 as loading control were used.  
Source data are available online for this figure. 
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²Figure 9 

 
 
Figure 9. Model of DDR-dependent matrix-mediated drug resistance (MMDR) to 
MAPKtargeting therapies in melanoma.   
BRAF-mutated melanoma cells adapt to BRAF/MEK inhibition by turning on a drug tolerant 
pathway that is initiated by collagen-rich environments interacting with cancer cell DDR. Clustered 

DDR activates the non-canon  pathway that is therapeutically targetable with 
clinically approved DDR inhibitor such as Imatinib or with pre-clinically tested NIK inhibitors.   
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Annexe III : 
The profibrotic miR-143/145 cluster promotes 

mesenchymal phenotypic plasticity associated 

with resistance to targeted therapies in 

melanoma 

 

• Résumé : 
 

La plasticité cellulaire phénotypique adaptative a été décrite comme un facteur 

essentiel de résistance thérapeutique dans les cellules de mélanome. Ainsi, la 

résistance non génétique se définit par l’acquisition d’un phénotype de type 

mésenchymateux, un comportement invasif et des caractéristiques typiquement 

observées dans la fibrose comme la capacité à produire et remodeler de la matrice 

extracellulaire et activer les voies de la mécanotransduction. C’est dans ce contexte 

que cette étude a permis d’identifier le cluster de « FibromiRs » miR143/145, des 

micro-ARN impliqués dans la fibrogenèse, comme étant fortement exprimés dans les 

cellules présentant une résistance non génétique. A l’aide d’approches in vitro et in 

vivo, nous avons montré le rôle du cluster miR143/145 dans la régulation de la 

résistance non-génétique, la capacité des cellules à produire et remodeler la matrice et 

leur mécanotransduction en régulant les facteurs de transcription YAP et MRTF-A. Ce 

cluster contribue à la transition phénotypique vers un état de type mésenchymateux 

invasif et résistant. Au niveau moléculaire, la FSCN1 a été identifié comme un gène 

cible clé de miR143/145. Ces travaux ont permis de dévoiler le rôle du cluster de 

miR143/145 dans le comportement agressif des cellules de mélanome dédifférenciées 

résistantes et de proposer ce cluster comme nouvelles cibles thérapeutiques du 

mélanome.  

 

Sous presse à Embo Molecular Medecine, publié sur BioRxiv : DOI :   

10.1101/2021.07.02.450838 

 

 

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/857896v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.07.02.450838v1
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ABSTRACT  
Lineage dedifferentiation towards a mesenchymal-like state is a common mechanism of adaptive response and resistance to 

targeted therapy in melanoma. Yet, the transcriptional network driving this phenotypic plasticity remains elusive. Remarkably, this 
cellular state displays myofibroblast and fibrotic features and escapes MAPK inhibitors (MAPKi) through extracellular matrix (ECM) 
remodeling activities. Here we show that the anti-fibrotic drug Nintedanib/BIBF1120 is active to normalize the fibrous ECM network, 
enhance the efficacy of MAPK-targeted therapy and delay tumor relapse in a pre-clinical model of melanoma. We also uncovered the 
molecular networks that regulate the acquisition of this resistant phenotype and its reversion by Nintedanib, pointing the miR-143/-145 
pro-fibrotic cluster as a driver of the therapy-resistant mesenchymal-like phenotype. Upregulation of the miR-143/145 cluster under 
BRAFi/MAPKi therapy was observed in melanoma cells in vitro and in vivo and was associated with an invasive/undifferentiated profile 
of resistant cells. The 2 mature miRNAs generated from this cluster, miR-143-3p and miR-145-5p collaborated to mediate phenotypic 
transition towards a drug resistant undifferentiated mesenchymal-like state by targeting Fascin actin-bundling protein 1 (FSCN1), 
modulating the dynamic crosstalk between the actin cytoskeleton and the ECM through the regulation of focal adhesion dynamics as 
well as contributing to a fine-tuning of mechanotransduction pathways. Our study brings insights into a novel miRNA-mediated 
regulatory network that contributes to non-genetic adaptive drug resistance and provides proof-of-principle that preventing 
MAPKiinduced pro-fibrotic stromal response is a viable therapeutic opportunity for patients on targeted therapy.   
   

INTRODUCTION  
Because of its high mutational burden, metastasis 

propensity, and resistance to treatment, cutaneous melanoma is 
one of the most aggressive human cancers and the deadliest form 
of skin cancer (1). Melanoma is a non-epithelial tumor that 
originates from neural crest-derived and pigment producing 
melanocytes in the skin. Genetic alterations in the BRAF, NRAS, 
or NF1 genes define melanoma subtypes and lead to the MAPK 
pathway hyperactivation (2, 3). Current therapeutic options for 
BRAFV600E/K metastatic melanoma include MAPK-targeted 
therapies, which show remarkable efficacy during the first months 
of treatment (4, 5). However, the majority of patients treated with a 
combination of BRAF inhibitor (BRAFi) and MEK inhibitor (MEKi) 
inevitably relapse within months (6). Genetic mechanisms of 
resistance cannot singly explain the acquisition of therapy 
resistance in melanoma and non-genetic heterogeneity actively 
participates in drug tolerance (7, 8). Extensive studies have been 
carried out to dissect the non-mutational mechanisms of resistance 
(9, 10). Genetic and non-genetic mechanisms of resistance are 
frequently linked and not mutually exclusive (8). Non-genetic 
resistance is due to the intrinsic melanoma cell phenotypic 
plasticity, i.e., ability to undergo transcriptional and epigenetic 
reprogramming in response to environmental challenges or upon 
therapy (11). These adaptive mechanisms exploit the 
developmental plasticity of melanoma cells and often result in an 
undifferentiated state characterized by upregulation of receptor 
tyrosine kinases (RTK) like PDGFRβ or AXL, downregulation of 
melanocyte differentiation transcription factors MITF and SOX10 
(12) and acquisition of mesenchymal and invasive features (9, 10, 
13-18).  

Tumors are shaped dynamically by reciprocal crosstalk 
between cancer cells and the ECM through cellular-ECM 
interactions and stromal matrix remodeling. Recent findings 
indicated that elevated ECM production and remodeling contribute 
to adaptive and acquired resistance to BRAFi therapy by 
conferring a drug-protective niche to melanoma cells (19-22). 
Moreover, we recently reported that undifferentiated 
mesenchymal-like BRAFi-resistant cells exhibit 
myofibroblast/cancer associated fibroblast (CAF)-like features 
leading to pro-fibrotic ECM reprogramming in vitro and in vivo (22, 
23). Cell autonomous ECM deposition and remodeling abilities 
adopted by melanoma cells after MAPKi treatment results in 
crosslinked collagen matrix and tumor stiffening fostering a 
feedforward loop dependent on the mechanotransducers YAP and 
MRTFA and leading to therapy resistance (22). Thus, this 
profibrotic-like response, typical of the early adaptation and 
acquired resistance to MAPK inhibition, provides a therapeutic 
escape route through the activation of alternative survival 
pathways mediated by cell-matrix communications. However, the 
signaling networks underlying the acquisition of this 
undifferentiated, mesenchymal-like melanoma cell state and drug 
resistant behavior remain unclear.  
  We reasoned that therapeutic approaches aimed at 
preventing this targeted therapyinduced abnormal pro-fibrotic-like 
response could represent rationale combination strategies to 
normalize the fibrous stroma and overcome non-genetic resistance 
in BRAFV600E-mutant melanomas. We show here that the anti-
fibrotic drug Nintedanib (BIBF1120) improves the response of the 
BRAFi/MEKi targeted therapy in a pre-clinical model of melanoma 
as well as in BRAF-mutated cell lines by preventing MAPKi-
induced lineage dedifferentiation, ECM reprogramming and 

mesenchymal traits. We also identified the master regulator 
associated with the acquisition of this pro-fibrotic and 
dedifferentiation program, pointing the miR-143/145 cluster as a 
driver of the phenotype switching to a drug resistant 
mesenchymal-like cell state.   
  

RESULTS   
Nintedanib/BIBF1120 prevents MAPKi-induced pro-fibrotic-
like response, enhances targeted therapy efficiency and 
delays tumor relapse   

In order to limit ECM reprogramming and collagen 
remodeling associated with therapy resistance and relapse in 
melanoma, we tested the effect of the anti-fibrotic drug Nintedanib 
(BIBF1120), a triple inhibitor of PDGFR, VEGFR and FGFR used 
to treat idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) in combination with 
BRAFi/MEKi in a syngeneic model of transplanted murine 
YUMM1.7 Braf-mutant melanoma (24). YUMM1.7 cells were 
subcutaneously injected and tumors were treated with vehicle, 
BIBF1120 alone, a combination of BRAFi plus MEKi, or the triple 
combination (Fig. 1A). BIBF1120 did not display any anti-
melanoma effect when administered alone, slightly slowing down 
tumor growth but not triggering tumor volume decrease. 
Administration of the BRAFi/MEKi initially reduced tumor growth 
but after three weeks of treatment, tumor growth resumed and 
100% of tumors relapsed. Importantly, combination of MAPK-
targeted therapies and BIBF1120 significantly delayed relapse and 
led to complete remission in 33% of mice (2 out of 6) (Fig. 1B-C 
and Supplementary Fig. S1A). Overall, the combined treatment 
significantly improved mice survival (Fig. 1C) without body weight 
loss or sign of toxicity throughout the study (Fig. 1D). As previously 
described in melanoma xenograft models (22), an extensive 
deposition of collagens and increased expression of ECM 
remodeling and myofibroblast markers were observed in YUMM1.7 
tumors treated with the combination BRAFi/MEKi as revealed by 
picrosirius red staining of collagen fibers and qPCR analysis of 
typical molecular markers of tumor fibrosis. This response was 
significantly reduced by the co-administration of BIBF1120 (Fig. 
1E-G and Supplementary Fig. S1B). Thus, combination of targeted 
therapy with the anti-fibrotic drug Nintedanib prevents the 
appearance of a pro-fibrotic matrix observed upon MAPK-targeted 
therapy exposure and significantly delays the onset of resistance in 
vivo.  

We next examined the impact of Nintedanib on ECM 
reprogramming and cell phenotype switching in the context of early 
adaptation and resistance to MAPK targeted therapy in human 
BRAFV600E mutated melanoma M238P cells. BIBF1120 strongly 
attenuated targeted drugs-induced ECM/myofibroblast-related 
signatures, prevented the undifferentiated AXLhigh MITFlow 
phenotype switch (Supplementary Fig. S1C) and potentiated the 
effect of the BRAFi/MEKi cocktail on M238P cell viability 
(Supplementary Fig. S1D). The efficacy of the described treatment 
to reduce upregulation of Fibronectin (FN1) and LOXL2 expression 
was confirmed at protein levels by Western Blot analysis. Of note, 
a strong activation of AKT induced by the BRAFi/MEKi cocktail was 
fully inhibited by BIBF1120, suggesting that the anti-fibrotic drug is 
able to counteract the rewiring of alternative survival pathway 
observed upon MAPK oncogenic pathway inhibition 
(Supplementary Fig. S1E)  
(17).   
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We finally evaluated the effect of BIBF1120 on the 
undifferentiated mesenchymallike resistant M238R cells obtained 
through chronic exposure of the M238P cells to the BRAFi 
Vemurafenib (17) and that displayed cross-resistance to MEKi 
(25). We recently reported that this RTK-driven resistant cell line 
exhibits low expression of the differentiation factor MITF and high 
AXL levels and displays a strong myofibroblast-like phenotype with 
expression of classical ECM and contractile markers such as 
smooth muscle actin-α (αSMA) and Myosin light chain 2 (MLC2) 
as well as ECM remodeling activities compared with parental 
M238P cells (Fig. 1H) (22). BIBF1120 was able to attenuate 
melanoma undifferentiated state markers and expression of ECM 
and myofibroblast/CAF-related signature (Fig. 1I), but also 
significantly decreased cell viability and resistance to BRAFi (Fig. 
1J). To address the specific contribution of PDGFRβ inhibition in 
Nintedanib effects, we compared the effect of the selective 
PDGFR inhibitor CP673451 with Nintedanib in M238R resistant 
cells. The two inhibitors showed similar efficiency in causing a 
strong decrease in phospho-PDGFRβ and phospho-AKT levels 
(Supplementary Fig. S1F). However, while selective inhibition of 
PDGFR attenuated the myofibroblast-like signature typical of 
resistant cells (Supplementary Fig. S1G) and significantly 
decreased cell viability (Supplementary Fig. S1H), CP673451 was 
found less efficient than BIBF1120 in inducing phenotypic switch 
towards a more differentiated cell state (Supplementary Fig. S1G). 
Altogether, these findings indicate that an anti-fibrotic therapy is 
able to revert the undifferentiated-mesenchymal resistant 
phenotype and potentiate targeted therapy in human melanoma 
cells.   
Suppression of MAPKi-induced resistant pro-fibrotic 
phenotype by Nintedanib is associated with loss of miR-
143/145 cluster expression  

Next we investigated the molecular mechanisms 
associated with the emergence of MAPKi-induced mesenchymal 
and pro-fibrotic phenotype and its inhibition by 
Nintedanib/BIBF1120.  Because several microRNAs (miRNAs), 
named FibromiRs, have been shown to play key roles in the 
initiation and progression of fibrotic processes in various organs 
(26-29), we performed an expression screening to compare the 
level of these FibromiRs in BRAFV600E mutant melanoma cells 
sensitive to MAPK-targeted therapies (M229P, M238P, M249P) 
compared to their corresponding resistant counterparts (17). The 
screening identified miR-143-3p and miR-145-5p, localized within 
the miR-143/145 cluster on chromosome 5 as the best hits with a 
strong upregulation in AXLhigh MITFlow mesenchymal-like resistant 
M238R and M229R cells tested compared to parental cells (Fig. 
2A, Supplementary Fig. S2A). Similar results were obtained in the 
mesenchymal resistant UACC62R cells (30). In contrast, 
acquisition of resistance through secondary NRAS mutation was 
not associated with increased expression of miR-143-3p and miR-
145-5p in the non-mesenchymal AXLlow MITFhigh M249R cells (Fig. 
2A, Supplementary Fig. S2A).  Upregulation of miR-143/145 
cluster expression was also observed in BRAFi/MEKi double 
resistant (DR) melanoma clones described in (31). Interestingly 
expression levels of the two miRNAs were more pronounced in 
acquired DR melanoma cells displaying a mesenchymallike cell 
state (Supplementary Fig. S2B). We next examined whether a 
treatment with  
BRAFi, MEKi, or a combination of both was able to modulate the 
expression of the cluster. The two drugs, alone or in combination, 
significantly increased miR-143-3p and miR-145-5p expression 
levels in all BRAFV600E mutant melanoma cells tested including 
patient-derived short-term melanoma cultures (Supplementary Fig. 
S2C-G). This strong induction was abolished when the 
BRAFi/MEKi treatment was combined with BIBF1120, both in 
melanoma cell lines cultured in vitro (Fig. 2B) and in the 
YUMM.1.7 syngeneic model (Fig. 2C) presented in Fig.1. Overall, 
the expression of the miR-143/-145 cluster paralleled the 
phenotypic switch associated with a mesenchymal resistant 
phenotype.   

Given the critical role of RTK upregulation such as 
PDGFRβ and of the pro-fibrotic TGF-β signaling pathway 
overactivation in mesenchymal resistance (12, 17, 22, 23), we 
stimulated MAPKi sensitive melanoma cells with PDGF-BB or with 
TGF-β and analyzed miR-143-3p and miR-145-5p expression. 
Both TGF-β and PDGF-BB triggered a strong upregulation of miR-
143/-145 expression in M238P cells (Fig. 2D). Conversely, 
treatment of mesenchymal BRAFi-resistant M238R cells with 

BIBF1120 but also with the TGF-β receptor inhibitor SB431542, 
the pan-AKT inhibitor GSK690693 or the PDGFR inhibitor 
CP673451 significantly decreased the expression of the two 
mature miRNAs (Fig. 2E, Supplementary Fig. S2H), indicating that 
both PDGF and TGF-β pathways control the expression of the 
miR-143/-145 cluster in melanoma cells.   

Finally, we investigated the expression of these miRNAs 
in several Patient-Derived Xenograft (PDX) samples that acquired 
resistance to BRAFi/MEKi combo-therapy and exhibited distinct 
phenotypic and molecular profiles. (Fig. 2F) (32). Upregulation of 
miR143/-145 cluster between therapy naïve and resistant cells 
was observed in two different PDX samples, MEL015 and 
MEL003, with a predominant invasive/undifferentiated 
transcriptome profile (Fig. 2F-G) (32). The MEL015 resistant model 
also presented elevated expression of  
ECM remodeling, myofibroblast and pro-fibrotic markers such as 
COL1A1, LOXL2, CYR61, THBS1 and MYL9. In contrast, we did 
not observe an upregulation of the cluster in drug resistant lesions 
from the two additional PDX models, MEL006 and MEL047, in 
which the mesenchymal-like signature is not overrepresented (Fig. 
2F-G). These data indicate that upregulation of the pro-fibrotic 
miR-143/-145 cluster is also observed in PDX MAPKi resistant 
melanomas associated with an invasive/undifferentiated 
transcriptome profile.  
  
miR-143/-145 cluster promotes melanoma cell 
dedifferentiation towards a pro-fibrotic mesenchymal-like 
state and resistance to MAPK therapeutics.  

To confirm a potential link between the miR-143/-145 
cluster and ECM reprogramming, we first used a gain of function 
approach consisting in the transient overexpression of miR-143-3p 
or miR-145-5p in various therapy-naïve BRAF-mutant melanoma 
cells (Supplementary Fig. S3A). The results showed increased 
expression of transcripts related to ECM structure and remodeling 
as well as myofibroblast/CAF markers in cells overexpressing 
either miRNA compared to miR-neg control cells (Fig. 3A). 
Conversely, we next tested whether miR-143-3p or miR-145-5p 
inhibition can reverse the phenotypic profibrotic response induced 
by oncogenic BRAF inhibition in M238P melanoma cells. BRAFi 
treatment was combined with Locked nucleic acid (LNA)-modified 
antisense oligonucleotides (ASOs) designed against miR-143 
(LNA-143), miR-145 (LNA-145) or a control LNA ASO (LNA-Ctrl). 
RT-qPCR analysis showed that the BRAFi-induced ECM- and 
myofibroblast/CAF-related gene signature was significantly 
inhibited by LNA-143 and LNA-145 ASOs (Fig. 3B). These results 
were confirmed at protein level by Western Blot analysis of cell 
lysates and conditioned media of ECM proteins and cross-linking 
enzymes as well as myofibroblast/CAF markers using same gain- 
or loss-of-function approaches (Fig. 3C-D and Supplementary Fig. 
S3B).   

We next investigated whether the cluster contributed to 
the acquisition of the slow cycling, undifferentiated and invasive 
cell state. Melanoma cells experienced reduced cell proliferation 
after ectopic expression of miR-143-3p or miR-145-5p as 
visualized by Western Blot analysis of cell cycle markers 
(Supplementary Fig. S4A) and by analysis of cell confluence by 
live-cell imaging (Fig. 3E and Supplementary Fig. S4B) with an 
accumulation of cells in the G0/G1 phase and a decreased 
percentage of cells in S phase (Supplementary Fig. S4C). 
Acquisition of the slow cycling cell state was not linked to cell 
death, as confirmed by annexin V/DAPI staining (Supplementary 
Fig. S4D). Inhibition of proliferation was also accompanied by 
enhancement of cell migratory abilities, as shown using Boyden 
chamber assays (Fig. 3F and Supplementary Fig. 4E) as well as 
by the acquisition of a less differentiated phenotype, with 
decreased levels of MITF and SOX10, and increased levels of 
AXL, PDGFRβ, EGFR, NGFR and SOX9 (Fig. 3G and 
Supplementary Fig. S4F). Lentivirusmediated stable 
overexpression of the two miRNAs in two distinct melanoma cell 
lines reproduced increased ECM protein production, inhibition of 
cell proliferation and transition to an undifferentiated/invasive 
phenotype (Supplementary Fig. S5A-E) observed upon transient 
transfection. Acquisition of this features was also linked to a 
decreased intrinsic sensitivity to BRAFi/MEKi treatment, as 
measured by crystal violet survival assays performed on 
melanoma cells stably overexpressing miR-143/-145 cluster 
compared to control cells (Supplementary Fig. S5F). Conversely, 
targeting the two miRNAs by ASOs in combination with BRAFi 
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improved the efficacy of the targeted drug (Fig. 3H, Supplementary 
Fig. S6A-B), demonstrating that miR-143/-145 cluster upregulation 
in response to BRAFV600E pathway inhibition represents a pivotal 
adaptive resistance mechanism to MAPK therapeutics. Of note, 
inhibition of miR-145-5p alone and combined inhibition of the two 
miRNAs also significantly decreased the viability of BRAFi 
resistant melanoma cells M238R (Supplementary Fig. S6C-D).   
Identification of miR-143-3p / miR-145-5p targets functionally 
associated with the undifferentiated mesenchymal-like 
phenotype in melanoma cells  
  To identify miR-143-3p and miR-145-5p targets 
associated with the resistant mesenchymal phenotype, we first 
combined in silico target prediction tools and experimental 
transcriptomic approaches using the miRonTop web tool (33) in 
M238R or M238P cells following transient transfection of mimics 
(Fig. 4A-B) or stable lentivirus transduction. Functional annotation 
of the gene expression profiles associated with miRNA 
overexpression showed a strong overlap in pathways associated 
with cell migration and invasion, cell cycle as well as cytoskeleton 
organization (Supplementary Table 1). The predicted targets for 
each of the mature miRNAs were significantly overrepresented 
among the downregulated genes in response to the corresponding 
mimics transfection (Fig. 4B). A first set of target candidates were 
identified by crossing these predicted targets and the genes shown 
experimentally to be downregulated in resistant M238R cells 
compared to parental M238P cells (Fig. 4C).  

Second, RNAs from cells stably overexpressing the miR-
143/-145 cluster were analyzed by RNA-sequencing and 
processed through Ingenuity Pathway Analysis (IPA) to identify the 
common regulators (transcription factors, growth factors, 
cytokines, transmembrane receptors, kinases, and phosphatases) 
between parental cells overexpressing the cluster and resistant 
cells (Fig. 4D). These analyses notably highlighted changes 
related to decreased cell proliferation, increased cell invasion and 
fibrotic pathways activation. To narrow the best target candidates, 
we finally compared the best-predicted targets based on the two 
different gain-of-function approaches (Supplementary Table 2 and 
3). This strategy resulted in selecting one target candidate for miR-
143-3p, 6 target candidates for miR-145-5p and 2 target 
candidates for both miR-143-3p and miR-145-5p (Fig. 4E). We 
started with investigations on the F-acting bundling protein Fascin1 
(FSCN1), a key regulator of cytoskeleton dynamics, previously 
associated with tumor growth, migration, invasion and metastasis 
(34). Using long-reads Nanopore sequencing data, we confirmed 
lower levels of FSCN1 transcript in M238R compared with M238P 
cells while reads corresponding to the putative miR-143/-145 
cluster primary transcript could be only detected in M238R cells 
(Supplementary Fig. S7A). The characterization of hFSCN1 3'UTR 
sequence revealed the presence of 2 miR-143-3p and 4 miR-145-
5p binding sites. Validation of these sites was first performed using 
a luciferase reporter corresponding to the full 3’UTR FSCN1 
harboring WT or a mutated sequence of the miRNA recognition 
elements (Fig. 4F and Supplementary Fig. S7B). Finally, qPCR 
and Western Blot analyses confirmed that FSCN1 was 
downregulated at both mRNA and protein levels upon miR-143-3p 
and miR-145-5p ectopic expression in various melanoma cells as 
well as in cells stably overexpressing the cluster (Fig. 4G-H and 
Supplementary Fig. S7C-D).   
 
FSCN1 is a functional miR-143/-145 target contributing to the 
phenotypic switch towards the undifferentiated / 
mesenchymal-like and resistant state  

Considering the strong expression of the miR-143/-145 
in BRAFV600E mutant mesenchymal-like resistant cells compared to 
their parental counterparts, we compared FSCN1 expression 
levels in various pairs of resistant and sensitive melanoma cell 
lines. Western blot indicated that FSCN1 protein levels were lower 
in undifferentiated mesenchymal resistant cells compared to 
parental cells, while on the other hand they were elevated in 
M249R melanoma cells acquiring genetic resistance compared to 
parental cells (Supplementary Fig. S8A). We then confirmed the 
opposite regulation of FSCN1 and miR143/-145 cluster expression 
upon BRAFi treatment both in vivo using xenografted nude mice 
(tumors analyzed at the endpoint, as described in (22)) and in vitro 
with different human BRAF mutant melanoma cells (Fig. 5A and 
Supplementary Fig. S8B). Finally, FSCN1 levels were partially 
restored in M238P cells treated with BRAFi when Vemurafenib 
was combined with the LNA-miR-143, LNA-miR-145 or a 

combination of the two, as visualized by immunofluorescence 
staining (Fig. 5B), suggesting that FSCN1 downregulation upon 
BRAFi exposure is due to increased expression of miR-143-3p and 
miR-145-5p.   

To evaluate the influence of FSCN1 downregulation 
among the various cellular effects mediated by miR-143-3p and 
miR-145-5p, we then performed a loss-of-function experiment 
using FSCN1 specific siRNAs in BRAF-mutant parental melanoma 
cells. Western Blot analysis of cell cycle markers (Fig. 5C and 
Supplementary Fig. S8C) and cell confluence analysis by live-cell 
imaging (Supplementary Fig. S8D) showed reduced proliferation 
after downregulation of FSCN1. This slow-cycling state induced by 
FSCN1 silencing was accompanied by an enhancement in cell 
migratory abilities (Fig. 5D and Supplementary Fig. S8E). 
Moreover, FSCN1 invalidation modulated melanoma cells 
differentiation state, inducing the switch to a poorly differentiated 
phenotype characterized by reduced levels of MITF and increased 
levels of AXL and NGFR (Fig. 5E and Supplementary Fig. S8F).   

Using the opposite strategy, we then asked whether 
ectopic expression of FSCN1 was able to revert the mesenchymal-
like phenotype and restore drug sensitivity in BRAFiresistant 
melanoma cells. Resistant cells transduced for stable FSCN1 
overexpression displayed an increased proliferative rate compared 
to cells transduced with a control lentivirus (Fig. 5F). This effect 
was linked to diminished migratory abilities (Supplementary Fig. 
S9A). This phenotypic transition was further confirmed by Western 
Blot analysis of differentiation markers in various mesenchymal 
resistant cells, with increased expression of melanocytic markers 
(MITF, SOX10) and decreased levels of invasive markers (AXL,  
SOX9) as well as decreased production of ECM proteins and the 
ECM-remodeling enzyme LOXL2 (Fig. 5G and Supplementary Fig. 
S9B). Finally, mirroring the effect of miR-143/-145 ASOs, forced 
expression of FSCN1 in M238R cells decreased viability in the 
presence of BRAFi (Fig. 5H). Altogether these data underline the 
central function of the miR-143/145/FSCN1 axis in the acquisition 
of an undifferentiated, mesenchymal-like cell state associated with 
therapy resistance.  
The miR-143-/145 cluster/FSCN1 axis regulates actin 
cytoskeleton dynamics and mechanopathways  

Acquisition of the mesenchymal-like resistant state 
implies a massive cytoskeletal rearrangement reflected by 
morphological changes with cells assuming a flattened and 
spindle-like shape (17, 22, 30). Based on the key function of 
FSCN1 in F-actin microfilaments reorganization (35-37), we 
specifically analyzed the contribution of the miR143/-145 
cluster/FSCN1 axis on actin cytoskeleton dynamics. Transient 
overexpression of miR-143-3p and miR-145-5p triggered 
morphological changes similar to the ones observed upon BRAFi 
alone or BRAFi plus MEKi administration, as shown by F-actin 
staining and increased cell area (Fig. 6A-B and Supplementary 
Fig. S10A-B). To better understand the crosstalk between ECM 
remodeling and rearranged actin dynamics, we performed 
immunofluorescent staining of focal adhesions, multi-protein 
structures that connect ECM to the acto-myosin cytoskeleton. An 
increased number of focal adhesions revealed by phosphoPaxillin 
staining characterized melanoma cells expressing miR-143-3p or 
miR-145-5p or melanoma cells upon BRAF pathway inhibition (Fig. 
6C-D and Supplementary Fig. S10CD). Changes in focal adhesion 
dynamics following miR-143 or miR-145 overexpression were also 
confirmed by Western Blot analysis of focal adhesion components 
such as phospho-FAK and phospho-SRC (Supplementary Fig. 
S10E). In addition, we observed an increase of phosphorylated 
and total forms of MLC2 and phosphorylated Signal Transducer 
and Activator of Transcription 3 (STAT3) upon cluster 
overexpression, suggesting the activation of the 
ROCK/JAK/STAT3 acto-myosin contractility pathway by the two 
miRNAs. We then investigated whether FSCN1 downregulation 
produced a similar effect on actin dynamics. Indeed, FSCN1 
knockdown led to actin cytoskeleton reorganization with a 
significant cell area increase (Fig. 6E and Supplementary Fig. 
S10F) as well as an increased number of focal adhesions per cell 
(Fig. 6F and Supplementary Fig. S10G).  
  Acto-myosin remodeling critically regulates the cellular 
localization of mechanotransducers such as the Hippo pathway 
transcriptional co-activator YAP and the serum responsive factor 
co-activator MRTFA, two factors previously associated with 
resistance to MAPK-targeted therapies and pro-fibrotic responses 
(22, 23, 30, 38). Expression of miR-143-3p and miR-145-5p in 
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therapy-naïve melanoma cells enhanced YAP and MRTFA nuclear 
localization as shown by immunofluorescent staining (Fig. 7A-C 
and Supplementary Fig. 11A-B). As previously described (22, 30, 
38), similar observations were made upon administration of MAPKi 
to melanoma cells (Fig. 7B-D, Supplementary Fig. S11C-D). 
Increased YAP and MRTF activity upon miR-143/145 
overexpression was also confirmed by upregulated expression of 
several target genes (CTGF, CYR61, AMOTL2, THBS1, AXL), as 
shown by RT-qPCR analysis (Fig. 7E and Supplementary Fig. 
S11E). Again, these changes in cytoskeleton organization were 
reproduced by FSCN1 knockdown, with nuclear translocation of 
MRTFA and YAP (Fig. 7F-G and Supplementary Fig. S11F) and 
increased target gene expression (Fig. 7H). Finally, using the 
opposite strategy, we tested whether ectopic expression of FSCN1 
was able to revert the constitutive activation of mechanical 
pathways typical of this cell state. Indeed, forced expression of 
FSCN1 in mesenchymal resistant cells significantly attenuated 
nuclear localization of YAP and MRTFA as well as their 
transcriptional activity (Supplementary Fig. S12A-C). Overall, our 
data highlight the central function of the miR-143/-145/FSCN1 axis 
in the regulation of actin cytoskeleton dynamics and 
mechanopathways, leading to the acquisition of an undifferentiated 
and drug resistant mesenchymal-like cell state.   

DISCUSSION   
Treatments against advanced melanoma invariably end 

with therapy resistance and failure. Preventing resistance on 
therapies targeting the MAPK oncogenic pathway still remains a 
challenge in successful melanoma clinical management. Our 
present study reveals that combination of the anti-fibrotic drug 
Nintedanib with targeted therapy provides therapeutic benefit in 
pre-clinical models of melanoma. We showed that Nintedanib is 
able to prevent the acquisition by melanoma cells of an 
undifferentiated mesenchymal-like phenotype, an aggressive cell 
state previously shown to be associated with the expression of 
pro-fibrotic markers, acquisition of myofibroblast/CAF-like activities 
and enhanced mechanosignaling as well as drug resistance (22, 
23). Importantly, we provided evidence that the triplet combination 
BRAFi/MEKi/Nintedanib is active to normalize the fibrous collagen 
network, delay the onset of resistance and improve mice survival. 
We also confirmed the efficacy of this therapeutic combination in 
human BRAFV600E mutant melanoma cells and described its 
potential to impair phenotype switching and improve response to 
targeted therapy (Fig. 8).   

Nintedanib (BIBF-1120) is a multiple tyrosine kinase 
inhibitor, targeting PDGFR (α and β), FGFR-1, -2, -3, and -4 and 
VEGFR-1, -2, and -3 as well as several intracellular tyrosine 
kinases such as Src, Lck or Lyn. It has been approved for the 
treatment of Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) following several 
clinical trials demonstrating clinical efficacy in slowing disease 
progression (39). Nintedanib was shown to interfere with 
fundamental processes in lung fibrosis in a variety of in vitro 
assays performed on primary lung fibroblasts from patients with 
IPF, notably the inhibition of growth factor-induced 
proliferation/migration and TGF-β-induced myofibroblast activation 
as well as the downregulation of ECM proteins (40). However, 
although substantial pre-clinical evidence demonstrates that 
Nintedanib has anti-fibrotic but also anti-inflammatory and anti-
angiogenic activity, the exact contribution of inhibition of specific 
kinases to the activity of the drug in IPF has not been established 
and its precise anti-fibrotic mechanism(s) of action is not known. In 
melanoma, the effects of Nintedanib are likely achieved through 
the normalization of the fibrotic and drug-protective ECM 
generated by melanoma cells upon MAPK-targeted therapy 
exposure. Interestingly, our in vitro observations suggest that 
Nintedanib’s effect on melanoma cells cannot be solely explain 
through PDGFRβ inhibition. In addition, a direct effect of 
Nintedanib on CAF in vivo is also possible regarding the described 
paradoxical activation of CAF upon BRAF inhibition in melanoma 
(41, 42). In line with this hypothesis, Nintedanib was shown to 
have inhibitory effects on CAF proliferation and activation in a 
murine model of melanoma (43).   

Herein, we found that combined administration of 
Nintedanib and MAPK-targeted therapy dampens the increased 
miR-143/-145 cluster expression triggered by oncogenic  
BRAF pathway inhibition, suggesting that inhibition of ECM 
reprogramming in presence of  
Nintedanib is, at least partially, mediated by preventing 
upregulation of these two “FibromiRs”. Induction of the miR-143/-

145 cluster paralleled the phenotypic switch associated with the 
undifferentiated mesenchymal-like phenotype and high expression 
levels of the two miRNAs are correlated with the mesenchymal 
MAPKi-resistant phenotype in all BRAFV600E mutant human 
melanoma cell lines known to overexpress RTKs including the 
PDGFRβ. Analysis of PDX models confirmed that expression 
levels of miR-143-3p and miR-145-5p are associated with a 
predominant invasive/undifferentiated transcriptomic profile in 
resistant lesions. Clinically, our findings are supported in silico by 
the observation that the pri-miR-143/-145 precursor, MIR143HG 
was part of the specific mesenchymal signature of a subset of 
MAPKi-resistant cells described in Song et al. (44). Elevated levels 
of these miRNAs following BRAFi/MEKi treatment are likely due 
primarily to the direct inhibition of the MAPK pathway, as 
oncogenic signals including activation of the MAPK pathway 
strongly inhibit expression of the cluster in several epithelial 
cancers (45). In addition, we have shown a positive regulation of 
the cluster by PDGF or TGF-β signaling, as previously observed in 
the context of fibrosis and smooth muscle cell differentiation (46, 
47). This observation supports the notion that pro-fibrotic signaling 
pathways typical of the mesenchymal resistance drive expression 
of the miR-143/-145 cluster in melanoma cells.  
Besides, the AKT pathway could also upregulate expression levels 
of the two miRNAs.  
Accordingly, previous studies stated that PTEN deletion favors the 
onset of a fibrotic phenotype in lung fibrosis and increased 
Fibronectin deposition in melanoma (20, 48). The observation that 
Nintedanib abrogated both AKT activation and miR-143/-145 
expression in melanoma cells is in agreement with the importance 
of this pathway for acquisition and maintenance of drug resistance. 
Overall, our data indicate that Nintedanib can target both pro-
fibrotic and survival pathways, mediated at least in part through 
PDGFRβ/AKT activation and converging to miR-143/-145 cluster 
expression.     

The role of miR-143 and miR-145 in cancer has been 
widely debated in the last decade (49). The tumor suppressive role 
traditionally attributed to the cluster (50) has been challenged by 
recent genetic and cellular expression studies pointing 
mesenchymal cells as the main source of the cluster (51, 52). In 
melanoma, we disclosed that miR-143-3p and miR145-5p promote 
the acquisition of an invasive and mesenchymal-like phenotype 
linked to drug adaptation and resistance. The importance of miR-
143/145 cluster in the acquisition of this undifferentiated state is 
further highlighted with a loss-of-function approach showing that 
miR-143-3p and miR-145-5p inhibitors are able to limit ECM 
reprogramming and activation of mechanopathways and improve 
anti-BRAF treatment efficacy. While further work using a 
combination of ASOs directed against the two mature miRNAs or 
the primary transcript is necessary to confirm these promising 
results in a melanoma xenograft model, we propose that the miR-
143/-145 cluster may represent a novel attractive therapeutic 
target to prevent cells from switching to a mesenchymal/invasive 
state and tumor relapse after targeted therapy.  

Our study shows that mechanistically the miR-143/-145 
cluster functions in melanoma cells through targeting the 
cytoskeletal regulator FSCN1, one of the best hits identified by our 
screening, confirming previous studies indicating that FSCN1 is a 
direct target of both mature miRNAs (53, 54). FSCN1 has been 
widely studied in several malignancies for its role in promoting 
invasion and metastasis. However, a complete characterization of 
FSCN1 functions in melanoma is still missing and some published 
studies are controversial (55-57). Consistent with our study, 
FSCN1 downregulation was shown to inhibit melanoma cell 
proliferation (56) and to promote invasion (57). Interestingly, 
FSCN1 expression levels appear to be related to the differentiation 
stage of melanocytes and transient FSCN1 expression in 
melanoblast precursors is required for their proliferation and 
migration, with FSCN1 knockout resulting in hypopigmentation in 
adult mice (56). Notably, miR-1455p is also considered as a key 
regulator of the pigmentary process in melanocytes, a role 
mediated by the downregulation of pigmentation genes and 
melanosome trafficking components, including FSCN1 (58). These 
findings are in line with our data showing that FSCN1 
downregulation drives phenotypic transition to an undifferentiated 
cell state associated with very low expression of the master 
regulator of melanocyte differentiation and function, MITF. FSCN1 
downregulation may thus be exploited to generate lineage 
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plasticity and revert to a poorly differentiated phenotype during 
drug adaptation of melanoma cells.   

The miR-143/145 FSCN1 axis also directly modulates 
the dynamic crosstalk between the actin cytoskeleton and the 
ECM through the regulation of focal adhesion dynamics. This 
process is known to promote melanoma survival through FAK 
signaling and the ROCK pathway to induce acto-myosin-mediated 
contractile forces (41, 42, 59). The involvement of the miR-143/-
145 cluster is also linked to a fine-tuning of mechanotransduction 
pathways. Enhanced YAP and MRTFA nuclear translocation 
reinforces the fibrotic-like phenotype promoted by the cluster and 
probably facilitates resistance acquisition, as previously 
demonstrated for these mechanotransducers (22, 30, 59). 
Interestingly, MRTFA has been involved in the transcriptional 
regulation of miR-143 and miR-145 expression (47, 60, 61), 
suggesting that this transcriptional state might be further stabilized 
by a positive feedback loop. Such regulatory loops between 
miRNAs and transcription factors have been previously described 
in the establishment and maintenance of melanoma phenotypic 
states (62, 63).   

Despite the ability of FSCN1 downregulation to mimic 
the main functional effects observed by the ectopic expression of 
the miR-143/-145 cluster, we do not exclude the contribution of 
others targets in the acquisition of the mesenchymal resistant 
phenotype promoted by the cluster. FSCN1 knockdown failed to 
reproduce the global ECM signature reprogramming induced by 
the miR-143/-145 cluster. MiRNA target prediction tools identified a 
plethora of genes involved in cell cycle regulation, DNA damage 
response, inflammatory pathways, and actin-SRF regulatory 
network that need to be fully investigated in this context.   
  We conclude that our work opens new therapeutic 
avenues to prevent or delay the onset of targeted therapy 
resistance in melanoma. Our findings provide a rationale for 
designing clinical trials with Nintedanib and potentially other anti-
fibrotic agents to enhance treatment efficacy in BRAF-mutated 
melanoma patients. We also bring an original mechanism of action 
directly linking the inhibition of the BRAF oncogenic pathway with 
the induction of the miR-143/-145 FibromiR cluster promoting the 
acquisition of a drug resistant, undifferentiated and mesenchymal-
like cell state (Fig. 8). Finally, we propose the cluster as a new 
promising biomarker or druggable target to overcome non-genetic 
processes of phenotypic plasticity-driven therapeutic resistance.    
 

MATERIALS AND METHODS  
Cell lines and reagents:  
Isogenic pairs of Vemurafenib-sensitive and resistant melanoma 
cells (M229, M238, M249) were provided by R. Lo. UACC62 
Vemurafenib-sensitive (UACC62P) and resistant melanoma cells 
(UACC62R) were provided by Neubig's lab. 1205Lu cells were 
obtained from Rockland. YUMM1.7 mouse melanoma cells were a 
kind gift from M. Bosenberg (24). A375DR melanoma cells were 
provided by S. Shen. Cells were cultured in Dulbecco's modified 
Eagle medium (DMEM) supplemented with 7% FBS (Hyclone) and 
1% penicillin/streptomycin. Resistant cells were continuously 
exposed to 1 μM of Vemurafenib.  
Cell lines were routinely tested for the absence of Mycoplasma by 
PCR.  
Short-term cultures of patient melanoma cells MM034 and MM099 
were generated in the laboratory of Pr G. Ghanem. Culture 
reagents were purchased from Thermo Fisher  
Scientific. Vemurafenib (PLX4032), Trametinib (GSK1120212), 
Cobimetinib, SB431542, GSK690693, Nintedanib (BIBF1120) and 
Staurosporine were from Selleckem. CP673451 was purchased 
from Tocris Bioscience. Recombinant human TGF-β1 was 
obtained from ImmunoTools. Recombinant human PDGF-BB was 
purchased from Peprotech.   
Information on all reagents used is provided in tables S4, S5 and 
S6.  

 

In vivo experiments:  
Mouse experiments were carried out according to the Institutional 
Animal Care and the local ethical committee (CIEPAL-Azur 
agreement NCE/2018-483). 4x105 YUMM1.7 cells were injected in 
both flanks of C57BL/6 mice. Tumors were measured with caliper 
and treatments were started when the tumors reached a volume of 
0.1 cm3, after randomization of mice into control and test groups. 
Vemurafenib (30 mg/kg), Trametinib (0.3 mg/kg), and Nintedanib 
(50 mg/kg) were administered by oral gavage three times per 

week. Control mice were treated with vehicle only. Animals were 
sacrificed when the tumors reached a volume of 1 cm3. After 
animal sacrifice, tumors were dissected, weighed and snap-frozen 
in liquid nitrogen for RNA or protein extraction and 
immunofluorescence analysis (embedded in OCT from Tissue-
Tek). Tumors for picrosirius red staining were fixed in formalin. 
Melanoma cellderived xenograft experiments performed on 6-
week-old female athymic nude nu/nu mice were described in (22). 
Melanoma patient-derived xenografts models were established by 
TRACE (PDX platform; KU Leuven) using tissue from melanoma 
patients undergoing surgery at the University Hospitals KU 
Leuven. Written informed consent was obtained from all patients 
and all procedures were approved by the UZ Leuven Medical 
Ethical Committee (S54185/S57760/S59199) and carried out in 
accordance with the principles of the Declaration of Helsinki.   

 

Statistical analysis:  
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism. 
Unpaired two-tailed Student's T-test or unpaired two-tailed Mann 
Whitney test was used for statistical comparison between two 
groups. For comparisons between multiple groups, one-way 
ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc tests was used. For 
statistical analysis of cell confluence live imaging, two-way ANOVA 
was used. For statistical analysis of Kaplan-Meier curves, the log 
rank (Mantel-Cox) test was used. Results are given as 
mean ± SEM or mean ± SD   
  

Acknowledgments: We thank Roger Lo for M229P/R, M238P/R 
and M249P/R melanoma cells, Richard Neubig for UACC62 
parental and resistant cell lines, Markus Bosenberg for YUMM1.7 
cells, Ghanem for short-term cultured melanoma cells and Shensi 
Shen for the A375DR melanoma cells. Melanoma PDX models are 
from the PDX facility TRACE  
(KULeuven, Belgium). We thank Patrick Brest for helpful 
discussions. We also thank the C3M animal room facility and the 
C3M imaging facility as well as the UCA GenomiX platform and 
the PVM Vectorology Platform.  
  

Funding: This work was supported by funds from Institut National 
de la Santé et de la Recherche Médicale (Inserm), Centre National 
de la Recherche Scientifique” (CNRS), Ligue Contre le Cancer, 
Fondation ARC, Institut National du Cancer (INCA_12673), ITMO 
Cancer Aviesan (Alliance Nationale pour les Sciences de la Vie et 
de la Santé, National Alliance for Life Science and Health) within 
the framework of the Cancer Plan (Plan Cancer 2018 « ARN non-
codants en cancérologie: du fondamental au translationnel » n° 
18CN045), and the French Government (National Research 
Agency, ANR) through the ‘’Investments for the Future’’ LABEX 
SIGNALIFE: program reference # ANR-11-LABX-0028-01 and 
ANR-PRCI FIBROMIR). The financial contribution of the Conseil 
Général 06, Canceropôle PACA and Region Provence Alpes Côte 
d’Azur to the C3M and IPMC is also acknowledged. S.D. was a 
recipient of doctoral fellowships from the LABEX SIGNALIFE and 
Fondation pour la Recherche Médicale. I.B. and A.C. were 
recipients of a doctoral fellowship from La Ligue Contre le Cancer. 
The PDX work was supported by FWO (#G.0929.16N) and 
KULeuven (C1 grant) to J-C.M.  
  

Author contributions:   
Conception and design of the work:  SD, MD, BM, ST-D  
Development of methodology: SD, AB, JF, ML, GV, MD, BM, ST-D  
Acquisition of data: SD, AB, JF, ML, OM-B, CG, LL, CL, CM, MT, MC, MO, 
AC, IB, FL, GV, J-CM    
Analysis and interpretation of data: SD, AB, JF, MI, FL, MD, BM, ST-D  
Writing – original draft: SD, BM, ST-D  
Writing – review & editing: SD, CAG, DG, GV, J-CM, MD, BM, ST-D  
Administrative, technical or material support: 
MD, BM, ST-D  
Study supervision: MD, BM, ST-D.  
 

Data and materials availability: Expression datasets that support the 

findings of this study have been deposited in the Gene Expression Omnibus 
SuperSerie record GSE171883 containing 3 distinct datasets under the 
following accession codes:  
- Dataset 1: GSE171880. Effect of miR-143-3p or miR-145-5p mimics 

overexpression in M238P cells (microarrays).  
- Dataset 2: GSE171881. RNA-Seq analysis of M238P stably expressing 

miR-143/-145 cluster.  
- Dataset 3: GSE171882. Transcriptome analysis of M238R versus M238P 

using nanopore long reads sequencing.  
 All other data are available in the main text or in the supplementary 
materials. 



 Page | 334  
 

REFERENCES  
 

1.Shain AH, Bastian BC. From melanocytes to melanomas. Nat 
Rev Cancer. 2016;16(6):345-58.  

2.Flaherty KT, Hodi FS, Fisher DE. From genes to drugs: 
targeted strategies for melanoma. Nat Rev Cancer. 
2012;12(5):349-61.  

3.Cancer Genome Atlas N. Genomic Classification of Cutaneous 
Melanoma. Cell. 2015;161(7):1681-96. 4.  Chapman PB, 
Hauschild A, Robert C, Haanen JB, Ascierto P, Larkin J, et al. 
Improved survival with vemurafenib in melanoma with BRAF 
V600E mutation. N Engl J Med. 2011;364(26):2507-16.  

4.Robert C, Grob JJ, Stroyakovskiy D, Karaszewska B, 
Hauschild A, Levchenko E, et al. Five-Year Outcomes with 
Dabrafenib plus Trametinib in Metastatic Melanoma. N Engl J 
Med. 2019;381(7):626-36.  

5.Long GV, Flaherty KT, Stroyakovskiy D, Gogas H, Levchenko 
E, de Braud F, et al. Dabrafenib plus trametinib versus 
dabrafenib monotherapy in patients with metastatic BRAF 
V600E/K-mutant melanoma: longterm survival and safety 
analysis of a phase 3 study. Ann Oncol. 2017;28(7):1631-9.  

6.Rambow F, Marine JC, Goding CR. Melanoma plasticity and 
phenotypic diversity: therapeutic barriers and opportunities. 
Genes Dev. 2019;33(19-20):1295-318.  

7.Marine JC, Dawson SJ, Dawson MA. Non-genetic mechanisms 
of therapeutic resistance in cancer. Nat Rev Cancer. 2020.  

8.Tsoi J, Robert L, Paraiso K, Galvan C, Sheu KM, Lay J, et al. 
Multi-stage Differentiation Defines Melanoma Subtypes with 
Differential Vulnerability to Drug-Induced Iron-Dependent 
Oxidative Stress. Cancer Cell. 2018;33(5):890-904 e5.  

9.Rambow F, Rogiers A, Marin-Bejar O, Aibar S, Femel J, 
Dewaele M, et al. Toward Minimal Residual Disease-Directed 
Therapy in Melanoma. Cell. 2018;174(4):843-55 e19.  

10.Arozarena I, Wellbrock C. Phenotype plasticity as enabler of 
melanoma progression and therapy resistance. Nat Rev 
Cancer. 2019;19(7):377-91.  

11.Sun C, Wang L, Huang S, Heynen GJ, Prahallad A, Robert C, 
et al. Reversible and adaptive resistance to BRAF(V600E) 
inhibition in melanoma. Nature. 2014;508(7494):118-22.  

12.Villanueva J, Vultur A, Lee JT, Somasundaram R, Fukunaga-
Kalabis M, Cipolla AK, et al. Acquired resistance to BRAF 
inhibitors mediated by a RAF kinase switch in melanoma can 
be overcome by cotargeting MEK and IGF-1R/PI3K. Cancer 
Cell. 2010;18(6):683-95.  

13.Girotti MR, Pedersen M, Sanchez-Laorden B, Viros A, Turajlic 
S, Niculescu-Duvaz D, et al. Inhibiting EGF receptor or SRC 
family kinase signaling overcomes BRAF inhibitor resistance in 
melanoma. Cancer Discov. 2013;3(2):158-67.  

14.Muller J, Krijgsman O, Tsoi J, Robert L, Hugo W, Song C, et al. 
Low MITF/AXL ratio predicts early resistance to multiple 
targeted drugs in melanoma. Nat Commun. 2014;5:5712.  

15.Fallahi-Sichani M, Becker V, Izar B, Baker GJ, Lin JR, Boswell 
SA, et al. Adaptive resistance of melanoma cells to RAF 
inhibition via reversible induction of a slowly dividing de-
differentiated state. Mol Syst Biol. 2017;13(1):905.  

16.Nazarian R, Shi H, Wang Q, Kong X, Koya RC, Lee H, et al. 
Melanomas acquire resistance to BRAF(V600E) inhibition by 
RTK or N-RAS upregulation. Nature. 2010;468(7326):973-7.  

17.Rathore M, Girard C, Ohanna M, Tichet M, Ben Jouira R, 
Garcia E, et al. Cancer cell-derived long pentraxin 3 (PTX3) 
promotes melanoma migration through a toll-like receptor 4 
(TLR4)/NF-kappaB signaling pathway. Oncogene. 
2019;38(30):5873-89.  

18.Titz B, Lomova A, Le A, Hugo W, Kong X, Ten Hoeve J, et al. 
JUN dependency in distinct early and late BRAF inhibition 
adaptation states of melanoma. Cell Discov. 2016;2:16028.  

19.Fedorenko IV, Abel EV, Koomen JM, Fang B, Wood ER, Chen 
YA, et al. Fibronectin induction abrogates the BRAF inhibitor 
response of BRAF V600E/PTEN-null melanoma cells. 
Oncogene.  

20.2016;35(10):1225-35.  

21.Marusak C, Thakur V, Li Y, Freitas JT, Zmina PM, Thakur VS, 
et al. Targeting Extracellular Matrix Remodeling Restores 
BRAF Inhibitor Sensitivity in BRAFi-resistant Melanoma. Clin 
Cancer Res.  

22.2020;26(22):6039-50.  
23.Girard CA, Lecacheur M, Ben Jouira R, Berestjuk I, Diazzi S, 

Prod'homme V, et al. A feed-forward mechanosignaling loop 
confers resistance to therapies targeting the MAPK pathway in 
BRAF-mutant melanoma. Cancer Res. 2020.  

24.Diazzi S, Tartare-Deckert S, Deckert M. Bad Neighborhood: 
Fibrotic Stroma as a New Player in Melanoma Resistance to 
Targeted Therapies. Cancers (Basel). 2020;12(6).  

25.Meeth K, Wang JX, Micevic G, Damsky W, Bosenberg MW. 
The YUMM lines: a series of congenic mouse melanoma cell 
lines with defined genetic alterations. Pigment Cell Melanoma 
Res. 2016;29(5):590-7. 25.  Atefi M, von Euw E, Attar 
N, Ng C, Chu C, Guo D, et al. Reversing melanoma cross-
resistance to BRAF and MEK inhibitors by co-targeting the 
AKT/mTOR pathway. PLoS One. 2011;6(12):e28973.  

26.Pottier N, Cauffiez C, Perrais M, Barbry P, Mari B. FibromiRs: 
translating molecular discoveries into new anti-fibrotic drugs. 
Trends Pharmacol Sci. 2014;35(3):119-26.  

27.Savary G, Dewaeles E, Diazzi S, Buscot M, Nottet N, Fassy J, 
et al. The Long Noncoding RNA DNM3OS Is a Reservoir of 
FibromiRs with Major Functions in Lung Fibroblast Response to 
TGF-beta and Pulmonary Fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 
2019;200(2):184-98.  

28.Hanna J, Hossain GS, Kocerha J. The Potential for microRNA 
Therapeutics and Clinical Research. Front Genet. 2019;10:478.  

29.Ishida M, Selaru FM. miRNA-Based Therapeutic Strategies. 
Curr Anesthesiol Rep. 2013;1(1):63-70.  

30.Misek SA, Appleton KM, Dexheimer TS, Lisabeth EM, Lo RS, 
Larsen SD, et al. Rho-mediated signaling promotes BRAF 
inhibitor resistance in de-differentiated melanoma cells. 
Oncogene. 2020;39(7):146683.  

31.Shen S, Faouzi S, Bastide A, Martineau S, Malka-Mahieu H, Fu 
Y, et al. An epitranscriptomic mechanism underlies selective 
mRNA translation remodelling in melanoma persister cells. Nat 
Commun.  

32.2019;10(1):5713.  
33.Marin-Bejar O, Rogiers A, Dewaele M, Femel J, Karras P, 

Pozniak J, et al. Evolutionary predictability of genetic versus 
nongenetic resistance to anticancer drugs in melanoma. 
Cancer Cell. 2021;39(8):1135-49 e8. 33.  Le Brigand K, 
Robbe-Sermesant K, Mari B, Barbry P. MiRonTop: mining 
microRNAs targets across large scale gene expression studies. 
Bioinformatics. 2010;26(24):3131-2.  

34.Ma Y, Machesky LM. Fascin1 in carcinomas: Its regulation and 
prognostic value. Int J Cancer. 2015;137(11):2534-44.  

35.Hashimoto Y, Kim DJ, Adams JC. The roles of fascins in health 
and disease. J Pathol. 2011;224(3):289-300.  

36.Jansen S, Collins A, Yang C, Rebowski G, Svitkina T, 
Dominguez R. Mechanism of actin filament bundling by fascin. 
J Biol Chem. 2011;286(34):30087-96.  

37.Elkhatib N, Neu MB, Zensen C, Schmoller KM, Louvard D, 
Bausch AR, et al. Fascin plays a role in stress fiber 
organization and focal adhesion disassembly. Curr Biol. 
2014;24(13):1492-9.  

38.Kim MH, Kim J, Hong H, Lee SH, Lee JK, Jung E, et al. Actin 
remodeling confers BRAF inhibitor resistance to melanoma 
cells through YAP/TAZ activation. EMBO J. 2016;35(5):462-78.  

39.Bonella F, Stowasser S, Wollin L. Idiopathic pulmonary fibrosis: 
current treatment options and critical appraisal of nintedanib. 
Drug Des Devel Ther. 2015;9:6407-19.  

40.Wollin L, Wex E, Pautsch A, Schnapp G, Hostettler KE, 
Stowasser S, et al. Mode of action of nintedanib in the 
treatment of idiopathic pulmonary fibrosis. Eur Respir J. 
2015;45(5):1434-45.  



 Page | 335  
 

41.Hirata E, Girotti MR, Viros A, Hooper S, Spencer-Dene B, 
Matsuda M, et al. Intravital imaging reveals how BRAF 
inhibition generates drug-tolerant microenvironments with high 
integrin beta1/FAK signaling.  

42.Cancer Cell. 2015;27(4):574-88.  
43.Fedorenko IV, Wargo JA, Flaherty KT, Messina JL, Smalley 

KSM. BRAF Inhibition Generates a Host-Tumor Niche that 
Mediates Therapeutic Escape. J Invest Dermatol. 
2015;135(12):3115-24.  

44.Kato R, Haratani K, Hayashi H, Sakai K, Sakai H, Kawakami H, 
et al. Nintedanib promotes antitumour immunity and shows 
antitumour activity in combination with PD-1 blockade in mice: 
potential role of cancerassociated fibroblasts. Br J Cancer. 
2021;124(5):914-24.  

45.Song C, Piva M, Sun L, Hong A, Moriceau G, Kong X, et al. 
Recurrent Tumor Cell-Intrinsic and Extrinsic Alterations during 
MAPKi-Induced Melanoma Regression and Early Adaptation. 
Cancer Discov.  

46.2017;7(11):1248-65.  
47.Kent OA, Fox-Talbot K, Halushka MK. RREB1 repressed miR-

143/145 modulates KRAS signaling through downregulation of 
multiple targets. Oncogene. 2013;32(20):2576-85.  

48.Yang S, Cui H, Xie N, Icyuz M, Banerjee S, Antony VB, et al. 
miR-145 regulates myofibroblast differentiation and lung 
fibrosis. FASEB J. 2013;27(6):2382-91.  

49.Long X, Miano JM. Transforming growth factor-beta1 (TGF-
beta1) utilizes distinct pathways for the transcriptional 
activation of microRNA 143/145 in human coronary artery 
smooth muscle cells. J Biol Chem.  

50.2011;286(34):30119-29.  
51.Kuwano K. PTEN as a new agent in the fight against 

fibrogenesis. Am J Respir Crit Care Med. 2006;173(1):5-6.  
52.Poli V, Secli L, Avalle L. The Microrna-143/145 Cluster in 

Tumors: A Matter of Where and When. Cancers (Basel). 
2020;12(3).  

53.Das AV, Pillai RM. Implications of miR cluster 143/145 as 
universal anti-oncomiRs and their dysregulation during 
tumorigenesis. Cancer Cell Int. 2015;15:92.  

54.Kent OA, McCall MN, Cornish TC, Halushka MK. Lessons from 
miR-143/145: the importance of celltype localization of 
miRNAs. Nucleic Acids Res. 2014;42(12):7528-38.  

55.McCall MN, Kim MS, Adil M, Patil AH, Lu Y, Mitchell CJ, et al. 
Toward the human cellular microRNAome. Genome Res. 
2017;27(10):1769-81.  

56.Liu R, Liao J, Yang M, Sheng J, Yang H, Wang Y, et al. The 
cluster of miR-143 and miR-145 affects the risk for esophageal 

squamous cell carcinoma through co-regulating fascin homolog 
1. PLoS One.  

57.2012;7(3):e33987.  
58.Kano M, Seki N, Kikkawa N, Fujimura L, Hoshino I, Akutsu Y, 

et al. miR-145, miR-133a and miR133b: Tumor-suppressive 
miRNAs target FSCN1 in esophageal squamous cell 
carcinoma. Int J Cancer. 2010;127(12):2804-14.  

59.Scott KL, Nogueira C, Heffernan TP, van Doorn R, Dhakal S, 
Hanna JA, et al. Proinvasion metastasis drivers in early-stage 
melanoma are oncogenes. Cancer Cell. 2011;20(1):92-103.  

60.Ma Y, Li A, Faller WJ, Libertini S, Fiorito F, Gillespie DA, et al. 
Fascin 1 is transiently expressed in mouse melanoblasts during 
development and promotes migration and proliferation. 
Development.  

61.2013;140(10):2203-11.  
62.Dynoodt P, Speeckaert R, De Wever O, Chevolet I, Brochez L, 

Lambert J, et al. miR-145 overexpression suppresses the 
migration and invasion of metastatic melanoma cells. Int J 
Oncol.  

63.2013;42(4):1443-51.  
64.Dynoodt P, Mestdagh P, Van Peer G, Vandesompele J, 

Goossens K, Peelman LJ, et al. Identification of miR-145 as a 
key regulator of the pigmentary process. J Invest Dermatol. 
2013;133(1):201-9.  

65.Orgaz JL, Crosas-Molist E, Sadok A, Perdrix-Rosell A, Maiques 
O, Rodriguez-Hernandez I, et al. Myosin II Reactivation and 
Cytoskeletal Remodeling as a Hallmark and a Vulnerability in 
Melanoma Therapy Resistance. Cancer Cell. 2020;37(1):85-
103 e9.  

66.Cordes KR, Sheehy NT, White MP, Berry EC, Morton SU, Muth 
AN, et al. miR-145 and miR-143 regulate smooth muscle cell 
fate and plasticity. Nature. 2009;460(7256):705-10.  

67.Xin M, Small EM, Sutherland LB, Qi X, McAnally J, Plato CF, et 
al. MicroRNAs miR-143 and miR145 modulate cytoskeletal 
dynamics and responsiveness of smooth muscle cells to injury. 
Genes Dev.  

68.2009;23(18):2166-78.  
69.Boyle GM, Woods SL, Bonazzi VF, Stark MS, Hacker E, Aoude 

LG, et al. Melanoma cell invasiveness is regulated by miR-211 
suppression of the BRN2 transcription factor. Pigment Cell 
Melanoma Res. 2011;24(3):525-37.  

70.Li K, Tang M, Tong S, Wang C, Sun Q, Lv M, et al. BRAFi 
induced demethylation of miR-152-5p regulates phenotype 
switching by targeting TXNIP in cutaneous melanoma. 
Apoptosis. 2020;25(3-4):179-91.  



 Page | 336  
 

 



 Page | 337  
 

Fig. 1. Nintedanib/BIBF1120 prevents MAPKi-induced ECM remodeling, 
decreases resistance to targeted therapy and delays tumor relapse.  
 
(A-G) Mouse YUMM1.7 melanoma cells were subcutaneously inoculated into C57BL/6 mice and when 
tumors reached 100 mm3 mice were treated with vehicle (Ctrl), Nintedanib/BIBF1120 (BIBF), MAPKi 
(BRAFi, Vemurafenib and MEKi, Trametinib) or BRAFi/MEKi plus BIBF. (B) Representative median 
graphics showing tumor growth following treatment (n = 6). Two-way ANOVA was used for statistical 
analysis. ** P≤0.01. (C) Kaplan-Meier survival curves of mice treated with the indicated therapies (n = 
6). Log rank (Mantel-Cox) statistical test was used for MAPKi vs MAPKi/BIBF1120. ****P≤0.0001. (D) 
Mouse body weight was measured at the indicated times. Data shown are mean±SD (n = 6). (E-F) 
Tumor sections were stained with picrosirius red and imaged under polarized light. (E) Representative 
image of collagen fibers network in tumors from mice under the different treatments. Scale bar 100 
μm. (F) Quantification of collagen fibers thickness (n = 6  for control, BIBF and BRAFi/MEKi groups 
and n = 5 for BRAFi/MEKi + BIBF group). Two-way ANOVA statistical test was used for statistical 
analysis of mature collagen fibers thickness quantification. **P≤0.01, ***P≤0.001, ****P≤0.0001. 
Significance was calculated against the control group. Statistical significance of BIBF vs BIBF + 
BRAFi/MEKi was also calculated. (G) Heatmap showing the differential expression of ECM and 
myofibroblast/CAF genes in mice treated with MAPK-targeted therapies with or without BIBF 
compared to control mice (log2 ratio, n = 5). (H) Heatmap and Western Blot showing the expression of 
ECM, myofibroblast/CAF and phenotype switch markers in human M238R cells compared to the 
parental M238P cells. Heatmap represents the mean of expression of 3 independent experiments by 
RT-qPCR.  (I) Heatmap showing the expression of ECM, myofibroblast/CAF and phenotype switch 
markers in human M238R cells treated with BIBF (2 µM, 72 h) or vehicle alone by RT-qPCR (n = 3). 
(J) Crystal violet viability assay of M238R cells treated with BRAFi (Vemurafenib, 3 μM), BIBF (2 μM) 
or with BRAFi (3 μM) plus BIBF (2 μM) for 72 h. Paired Student t-test was used for statistical analysis. 
****P≤0.0001. Significance was calculated against the control group. Statistical significance of BIBF vs 
BIBF + BRAFi/MEKi was also calculated. Data is represented as mean ± SD from a triplicate 
representative of 3 independent experiments.   
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Fig. 2. Expression of miR-143/-145 is correlated with the undifferentiated 
mesenchymal-like MAPKi-resistant phenotype and is negatively regulated by 
Nintedanib/BIBF1120.  
 
(A) Heatmap showing the differential expression of a selection of miRNAs known as “FibromiRs” in 
human BRAFV600E mutant melanoma cells sensitive to MAPK-targeted therapies (M229, M238, M249) 
and the corresponding BRAFi-resistant cells. The type of resistance for each cell line is indicated. 
Expression was evaluated by RT-qPCR; log2 (R/P) is indicated for each cell line. (B) Relative miRNA 
expression levels were quantified in M238P cells treated for 72 h with BIBF1120 (BIBF, 2 μM), MAPKi 
(BRAFi, Vemurafenib and MEKi, Trametinib) (1µM), or with MAPKi (1 μM) plus BIBF (2 µM) by RT-
qPCR and normalized to miR-16-5p. Data is represented as mean ± SEM from a triplicate 
representative of 3 independent experiments. One-way Anova was used for statistical analysis. 
**P≤0.01, ***P≤0.001. Significance was calculated against the control group. Statistical significance of 
BRAFi/MEKi vs BRAFi/MEKi + BIBF was also calculated.  (C) Expression of miR143-3p and miR-145-
5p in control mice and mice treated with the indicated therapies (see legend of Fig.1 for details) was 
quantified by RT-qPCR. One-way ANOVA was used for statistical analysis. *P≤0.05, ****P≤0.0001. 
Significance was calculated against the control group. Statistical significance of BRAFi/MEKi vs 
BRAFi/MEKi + BIBF was also calculated.   (D) Relative miRNA expression levels were quantified in 
M238P cells stimulated for 48 h with TGF-β (10 ng/mL) or PDGF-BB (20 ng/mL) by RT-qPCR and 
normalized to miR-16-5p. Data is represented as mean ± SEM from a triplicate representative of 3 
independent experiments. P-values were calculated using Paired Student t-test. *P≤0.05, ***P≤0.001. 
(E) Relative miRNA expression levels were quantified in M238R cells treated for 48 h with the triple 
kinase inhibitor Nintedanib/BIBF1120 (BIBF, 2 μM), the TGF-β receptor kinase inhibitor SB431542 
(SB, 10 µM), and the pan-AKT inhibitor GSK690693 (GSK, 10 µM) by RT-qPCR. Data is represented 
as mean ± SEM from a triplicate representative of 3 independent experiments. P-values were 
calculated using Paired Student t-test. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001. (F, G) Phenotype 
switch/invasive/ECM markers (F) and relative miRNAs expression levels (G) were quantified in 
therapy-naïve (N) and resistant (R) PDX samples. The log2 fold change or the ratio of the fold change 
R vs N is shown for each couple of samples.  
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Fig. 3. miR-143/-145 cluster promotes ECM reprogramming, melanoma cell 
dedifferentiation and drug resistance.  
 
(A) Heatmap showing the differential expression of a selection of ECM-related genes, cytoskeleton 
and myofibroblast markers in 3 distinct cell lines (M238P, UACC62P, M229P) transfected with the 
indicated mimics (control (miR-neg), miR-143 or miR-145 mimics, 72 h, 30 nM), assessed by RT-
qPCR. (n = 3) (B) M238P cells were treated 72 h with BRAFi (Vemurafenib, 3 μM) in the presence or 
the absence of LNA-based anti-miR-143 (LNA-143) or anti-miR-145 (LNA-145) (50 nM) or a 
combination of the two. ECM markers RT-qPCR data is represented as mean ± SD from a triplicate 
representative of at least 3 independent experiments. One-way ANOVA was used for statistical 
analysis. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001. (C) ImmunoBlot analysis of ECM remodeling markers on total 
cell lysates from M238P cells transfected as in (A). (D) ImmunoBlot analysis of ECM remodeling 
markers of cells treated with the indicated combination of inhibitors. (E) Proliferation curves using time-
lapse analysis of cells with the IncuCyte system. Graph shows quantification of cell confluence. Two-
way ANOVA analysis was used for statistical analysis. ****P≤0.0001. (F) Migration assay performed in 
Boyden chambers. Representative images showing migrating cells in the different conditions. The 
histogram represents the quantitative determination of data obtained using ImageJ software. Paired 
Student t-test was used for statistical analysis. * P≤0.05, ***P≤0.001. (G) ImmunoBlot analysis of 
phenotype switch markers on lysates from cells treated as in (A). (H) Crystal violet viability assay of 
M238P cells treated 72 h with the different combinations of inhibitors. Data is represented as mean ± 
SD from a triplicate representative of at least 3 independent experiments. One-way ANOVA was used 
for statistical analysis. ****P≤0.0001.  
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Fig. 4. Identification of gene targets and cellular pathways functionally 
associated with the miR- 143/-145 cluster-mediated 
undifferentiated/mesenchymal-like melanoma cell phenotype.  
( 
A-C) M238P cells were transfected separately with miR-143-3p, miR-145-5p or a negative control 
(miRneg) mimics and RNA content was analyzed using whole genome microarrays (dataset 1, n = 2). 
(A) Heatmap showing the genes differentially expressed after individual miRNA mimic overexpression. 
(B) Overrepresentation of miRNA predicted targets in the set of downregulated transcripts following 
miR-143-3p and miR-145-5p mimics transfection using miRonTop webtool. Each arrow indicates the 
corresponding overexpressed miRNA. (C) Venn diagram showing the selection of the best target 
candidates (red boxes) using miR-143-3p and miR-145-5p mimics transfection as well as comparison 
of M238R and M238P transcriptomic profiles. (D-E) M238P cells were transduced with a miR-143/145 
construct and selected for stable expression of the cluster or transduced with a control vector, followed 
by RNA-seq analysis (dataset 2, n = 2). (D) Heatmap highlighting the common predicted upstream 
regulators altered in cells stably expressing the miR-143/-145 cluster and M238R cells compared to 
control M238P cells. A subset of common regulators (out of the top 50 scores) corresponding to 
transcription factors (TFs), cytokines and growth factors (GFs), transmembrane receptors, kinases and 
phosphatases is shown. Red arrows indicate annotations related to the TGF-β pathway. (E) Venn 
diagram summarizing the comparison of the best-predicted targets following the 2 gain-of-function 
approaches. Subsets of miR-143-3p and miR-145-5p predicted targets downregulated by both mimics 
and stable lentivirus expression are shown (red boxes). (F) Luciferase assay in HEK cells 
overexpressing miR-143 or miR-145 transfected with a plasmid harboring the WT or muted sequence 
of the miR-143 and miR-145 binding sites present in FSCN1 3’UTR. Each bar represents the mean ± 
SE of experiments performed at least in triplicate. ***P≤0.001, ****P≤0.0001. P-values were calculated 
using Paired Student t-test. (G) RT-qPCR analysis of FSCN1 expression in parental cells (M238P) 
transfected with the indicated mimics. Data is represented as mean ± SE from a triplicate 
representative of at least 3 independent experiments. Paired Student t-test was used for statistical 
analysis. ** P≤0.01, ***P≤0.001. (H) Western Blot analysis of FSCN1 expression in parental M238P 
cells transfected with the indicated mimics.  
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Fig. 5. FSCN1 is a functional miR-143/-145 target contributing to the phenotypic 
switch towards the undifferentiated/mesenchymal-like state.  
 
(A) qPCR analysis of FSCN1, miR-143 and miR-145 expression in a 1205Lu xenograft nude mice  
model treated with the BRAFi Vemurafenib compared to control mice (n = 6). Paired Student t-test has 
been used for statistical analysis. ***P≤0.001, ****P≤0.0001. (B) FSCN1 immunofluorescent staining 
and quantification of fluorescence intensity in M238P cells treated with the different combinations of 
inhibitors. Mann-Whitney U test has been used for statistical analysis. ****P≤0.0001. Scale bar 40 μm. 
(C-E) M238P cells were transfected with two different sequences of siRNAs vs FSCN1 or with a 
control siRNA (72 h, 100 nM). (C) ImmunoBlot analysis of cell cycle markers on cell lysates from 
M238P cells cultured for 72 h following transfection with the different siRNAs. (D) Migration assay 
performed in Boyden chambers. Representative images showing migration of M238P cells treated with 
the indicated siRNAs. The histogram represents the quantitative determination of data obtained using 
ImageJ software. Paired Student t-test was used for statistical analysis. *P≤0.05, ***P≤0.001 (E) 
ImmunoBlot analysis of phenotype-switch markers on cell lysates from M238P cells transfected with 
the indicated siRNAs. (F-H) BRAFi-resistant M238R cells overexpressing FSCN1 were obtained after 
transduction with a FSCN1 lentiviral construct. M238R transduced with a Ctrl lentivirus were used as 
control. (F) Effect of FSCN1 overexpression on cell proliferation assessed by time-lapse analysis using 
the IncuCyte system. Graph shows quantification of cell confluence. Two-way ANOVA analysis was 
used for statistical analysis. ****P≤0.0001. (G) ImmunoBlot analysis of FSCN1, phenotype switch 
markers and ECM remodeling markers on cell lysates from control and FSCN1 overexpressing cells. 
(H) Crystal violet viability assay of M238R cells stably overexpressing FSCN1 during 6 days with the 
indicated doses of the BRAFi Vemurafenib. Paired Student t-test was used for statistical analysis. Data 
is represented as mean ± SD from a triplicate representative of at least 3 independent experiments. 
****P≤0.0001.  
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Fig. 6. Regulation of actin cytoskeleton dynamics and focal adhesions by miR-
143/-145 cluster /FSCN1 axis.  
 
(A-C) M238P cells were transfected with miR-143-3p, miR-145-5p or a control mimic (miR-neg) (72 h, 
30 nM). (B-D) M238P cells were treated 72 h with BRAFi (Vemurafenib, 3 µM) or a combination of 
BRAFi (Vemurafenib, 0.5 µM) and MEKi (Trametinib, 1 µM). (A-B) Images and quantification of cell 
area in cells stained for F-actin (red) and nuclei (blue). Data is represented as scatter plot with mean ± 
SD (n≥30 cells per condition). Mann-Whitney U test was used for statistical analysis. ****P≤0.0001. 
Scale bar 40 μm. (C-D) Images and quantification of focal adhesions number in cells stained for 
pPaxillin (green) and nuclei (blue). Focal adhesions (FA) number is represented as mean ± SD (n≥30 
cells per condition). Each point represents the average number of focal adhesions per cell calculated 
for each field. Paired Student t-test has been used for statistical analysis. *P≤0.01, ***P≤0.001, ****P. 
≤0.0001. Scale bar 40 μm. (E-F) M238P cells were transfected with two different sequences of siRNAs 
vs FSCN1 or with a control siRNA (72 h, 100 nM). (E) Images and quantification of cell area in cells 
stained for F-actin (red) and nuclei (blue). Data is represented as scatter plot with mean ± SD (n≥30 
cells per condition). Mann-Whitney U test was used for statistical analysis. ****P≤0.0001. Scale bar 40 
μm. (F) Images and quantification of focal adhesions (FA) number in cells stained for pPaxillin (green) 
and nuclei (blue). Focal adhesions number is represented as mean ± SD (n≥30 cells per condition). 
Each point represents the average number of focal adhesions per cell calculated for each field. Paired 
Student t-test has been used for statistical analysis. ****P≤0.0001. Scale bar 40 μm.   
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Fig. 7. Regulation of mechanosensitive transcriptional coactivators YAP and 
MRTF by the miR-143/-145 cluster / FSCN1 axis.  
 
(A-C-E) M238P cells were transfected with miR-143-3p, miR145-5p or a control mimic (miR-neg) (72 
h, 30 nM). Effect of miR-143-3p or miR-145-5p overexpression on YAP (A) and MRTFA (C) nuclear 
translocation by immunofluorescence. Data are represented as scatter plot with mean ± SD (n≥30 
cells per condition). Mann-Whitney U test was used for statistical analysis. ****P≤0.0001. Scale bar 40 
μm. (B-D) M238P cells were treated 72 h with BRAFi (Vemurafenib, 3 µM) or with a combination of 
BRAFi (Vemurafenib, 0.5 µM) and MEKi (Trametinib, 1 µM). Effect of BRAFi or BRAFi plus MEKi on 
YAP (B) and MRTFA (D) nuclear translocation by immunofluorescence. Data are represented as 
scatter plot with mean ± SD (n≥30 cells per condition). Mann-Whitney U test was used for statistical 
analysis. ***P≤0.001, ****P≤0.0001. Scale bar 40 μm. (E) Effect of miR-143-3p or miR-145-5p 
overexpression on the expression of YAP/MRTF target genes assessed by RT-qPCR. Data are 
normalized to the expression in control cells. Data is represented as mean ± SD from a triplicate 
representative of at least 3 independent experiments. Paired Student t-test was used for statistical 
analysis. *P≤0.05, **P≤0.01, ****P≤0.0001. (F-G-H) M238P cells were transfected with two different 
sequences of siRNAs vs FSCN1 or with a control siRNA (72 h, 100 nM). Effect of FSCN1 
downregulation on MRTFA (F) and YAP1 (G) nuclear translocation assessed by immunofluorescence 
in M238P. Data are represented as scatter plot with mean ± SD (n≥30 cells per condition). Mann-
Whitney U test was used for statistical analysis. ***P≤0.001,  ****P≤0.0001. Scale bar 40 μm. (H) RT-
qPCR analysis for the expression of MRTFA/YAP target genes in M238P cells transfected with the 
indicated siRNAs. Data are normalized to the expression in parental cells. Data is represented as 
mean ± SE from a triplicate representative of at least 3 independent experiments. Paired Student t-test 
has been used for statistical analysis. *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001. Scale bar 40 μm.  
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Fig. 8 Proposed model for a role of the pro-fibrotic miR-143/-145 cluster in 
phenotypic plasticity-driven resistance induced by MAPK-targeted therapies 
and its potential targeting by Nintedanib. Created with BioRender.com  
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Annexe IV : 
Invasive dedifferentiated melanoma cells 

inhibit JAK1-STAT3-driven actomyosin 

contractility of human fibroblastic reticular 

cells of the lymph node 

 

• Résumé : 
 

Le ganglion lymphatique est le lieu de prédilection pour la formation des 

premières métastases du mélanome. Les cellules de mélanome sécrètent des 

facteurs solubles qui atteignent le ganglion drainant la tumeur et entrainent une 

reprogrammation des cellules du ganglion pour créer une niche pré-métastatique 

favorable à l’établissement de métastases ganglionnaire. Dans le ganglion 

lymphatique, les fibroblastes résidents (FRC) sont des myofibroblastes qui 

contrôlent son architecture et sa dilatation lors des réponses immunitaires. Une 

modification architecturale peut également avoir lieu dans le cas des cancers, 

comme le mélanome. En revanche, le lien entre les facteurs sécrétés par les 

cellules de mélanome et les propriétés contractiles des FRC ne sont pas connus. 

Cette étude a permis de montrer que l’inhibition des propriétés contractiles des 

FRC est provoquée par une ou des protéines sécrétées par les cellules de 

mélanome de type mésenchymateux dédifférenciées mais pas les cellules 

mélanocytiques. Ces effets sont provoqués par l’inhibition de la voie RhoA/ROCK, 

JAK1/STAT3 et la voie YAP. Cette étude montre que les facteurs sécrétés par les 

cellules de mélanome modifient les FRC du ganglion différemment selon qu’ils 

sont produits par les cellules de type mésenchymateux ou les cellules 

mélanocytiques. Ces résultats suggèrent que ces facteurs sécrétés pourraient 

moduler les propriétés biomécaniques du ganglion lymphatique.  

 

En révision à Cancer Research, publié sur BioRxiv : DOI :   

10.1101/2021.03.25.436913 

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/857896v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.03.25.436913v1
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ABSTRACT  
Fibroblastic reticular cells (FRC) are immunologically specialized fibroblasts controlling the size and microarchitecture of the 

lymph node (LN), partly through their contractile properties. Swelling is a hallmark of tumor-draining LN in lymphophilic cancers 

such as cutaneous melanoma, a very aggressive and heterogeneous tumor with high risk of early metastasis. Melanoma cells 

can dynamically switch between melanocytic proliferative and dedifferentiated mesenchymal-like invasive phenotypes, which 

are characterized by distinct transcriptional signatures. Melanoma secreted cues, such as extracellular vesicles, growth factors 

or proinflammatory cytokines, promote LN stroma remodeling and metastatic spreading. But how FRC integrate these pro-

metastatic signals and modulate their contractile functions remains poorly characterized. Here, we show that factors secreted by 

dedifferentiated melanoma cells, but not by melanocytic cells, strongly inhibit FRC actomyosin-dependent contractile forces by 

decreasing the activity of the RHOA-ROCK pathway and the mechano-responsive transcriptional co-activator YAP, leading to a 

decrease in F-actin stress fibers and cell elongation. Transcriptional profiling and biochemical analyses indicate that FRC 

actomyosin cytoskeleton relaxation is driven by inhibition of JAK1 and its downstream transcription factor STAT3 and is 

associated with increased FRC proliferation and activation. Interestingly, dedifferentiated melanoma cells reduce FRC 

contractility in vitro independently of extracellular vesicle secretion. These data show that FRC are specifically modulated by 

proteins secreted by invasive dedifferentiated melanoma cells and suggest that melanoma-derived cues could modulate the 

biomechanical properties of distant LN before metastatic invasion. They also highlight that JAK1STAT3 and YAP signaling 

pathways contribute to the maintenance of the spontaneous contractility of resting human FRC.  
 

INTRODUCTION  
Melanoma is a very aggressive skin cancer due to its high 
propensity to metastasis and pronounced intratumor 
heterogeneity. Four genomic subtypes of cutaneous 
melanoma have been defined based on the mutational pattern 
in BRAF, RAS, NF1, or none of these (1). During metastatic 
progression, melanoma cells are highly plastic and 
dynamically switch between proliferative and invasive 
phenotypes associated with distinct differentiation states 
ranging from melanocytic to dedifferentiated (2-5). The 
proliferative melanocytic state is characterized by high 
expression of the melanocyte lineage-specific Microphthalmia-
Associated Transcription Factor (MITF) and low expression of 
the tyrosine kinase receptor AXL, whereas the invasive 
dedifferentiated state shows low expression of MITF and high 
expression of AXL. Dedifferentiated melanoma cells display a 
mesenchymal-like phenotype associated with drug resistance 
(6-8). Whether the melanocytic and dedifferentiated melanoma 
cell populations differ in their ability to communicate with the 
metastatic stromal host niche remains poorly understood.  
Cutaneous melanoma is a cancer with an inherent potential for 
lymph node (LN) colonization, an event contributing to 
systemic metastasis (9-11). Melanoma cells secrete 
extracellular vesicles (12,13) and soluble factors (14) migrating 
to the premetastatic LN and conditioning immune cells (15), 
lymphatic endothelial cells (14,16) and fibroblastic reticular 
cells (FRC) (17). This reprogramming of the LN 
microenvironment creates a favorable niche that supports 
metastatic development.  
FRC are immunospecialized myofibroblasts of lymphoid 
organs characterized as CD31-Podoplanin+ (PDPN) 
mesenchymal cells. They form a network in close contact with 
T cells and dendritic cells (DCs) in the LN paracortical area 
and regulate immune cell recruitment, survival and activation 
(18). With a notable spontaneous contractibility (19-21) and 
the secretion and remodeling of a dense reticular network of 
conduits (18,21), FRC control the LN elasticity and 
microarchitecture. PDPN was shown to drive the actomyosin 
contractility of FRC through its binding to proteins of the ezrin, 
radixin and moesin (ERM) family, leading to RHOA activation 
(19,20,22,23). During an immune response, migratory DCs 
expressing high levels of C-type lectin-like receptor 2 (CLEC2) 
are recruited to the LN. CLEC2 binding to PDPN on FRC 
dismantles the PDPN-ERM interaction, inhibiting actomyosin 
contractility and resulting in FRC stretching allowing rapid LN 
expansion (19,20).  
In other tissues, like the skin, quiescent fibroblasts are not 
spontaneously contractile but can be converted into contractile 
myofibroblasts by factors secreted during wound healing or 
tumor progression, such as TGF-β or IL-6 family cytokines 
(24). Factors secreted by tumor cells transform fibroblasts in 
the tumor vicinity into cancer associated fibroblasts (CAF) 
(25). CAF are characterized by a contractile phenotype and 
the high expression of markers like -smooth muscle actin (α-

SMA, ACTA2 gene), platelet derived growth factor receptor-α 

(PDGFR-α) and PDGFR-β, fibroblast activation protein  

(FAP), fibroblast-specific protein-1 (FSP1, S100A4 gene), 
fibronectin (FN) and a FN isoform containing the EDA domain 
(EDA-FN), vimentin (VIM) or secreted protein acidic and rich in 
cysteine (SPARC) (25). In CAF, actomyosin contractility is 
driven by RHO and RHO-kinase (ROCK) signaling, leading to 
an increased phosphorylation of the myosin light-chain 2 
(MLC2) (26), and by the activation of the mechano-responsive 
yes1 associated transcriptional regulator (YAP) (27,28). 
Cytokines from the IL-6 family (IL-6, LIF, OSM) have been 
shown to induce RHO-ROCK-dependent CAF contractility 
through the GP130 (IL6ST)-JAK1-STAT3 pathway (29,30). 
TGF-β increases actomyosin contractility in fibroblasts by LIF 

expression, which subsequently epigenetically activates JAK-
STAT signaling (31). Actomyosin contraction in CAF is 
associated with cell shape remodeling, increased Factin stress 
fibers and drives force-mediated matrix remodeling (26,27).  
Malignant LN colonization is preceded by pre-metastatic LN 
swelling (16,17) but it remains incompletely understood 
whether (and how) tumor-derived cues alter FRC specific 
contractile properties during pre-metastatic LN reprogramming. 
In this study, we characterized the modulation of the 
actomyosin contractility of isolated human FRC treated with 
factors secreted by melanocytic or dedifferentiated melanoma 
cells and investigated the underlying signaling pathways and 
the nature of the tumoral factor(s) responsible.  

MATERIALS AND METHODS  
Isolation and culture of primary fibroblasts and CAF  
Primary human LN Fibroblasts (LN-F) (#2530, ScienCell) were 
amplified in Fibroblast Medium (#2301, ScienCell) 
supplemented with 1% Fibroblast Growth Supplement (#2352, 
ScienCell), 10% FBS (Gibco) and 100 µg/ml 
Penicillin/Streptomycin solution (P/S, Gibco). Skin Fibroblasts 
(Skin-F) were isolated as described previously (32). Melanoma 
skin or LN clinical specimens (n = 9) were obtained with 
written informed consent from patients, in accordance with the 
Declaration of Helsinki, and the study was approved by local 
ethic committees (Nice Hospital Center and University Côte 
d’Azur). Briefly, the sample was cut into small pieces and 
digested with collagenase and dispase. Following filtration of 
large debris, the solution was serial centrifuged and the final 
pellet was resuspended in Dulbecco’s modified Eagle Medium 
(DMEM) supplemented with 10% FBS and seeded in a tissue 
culture dish. After 30 min, CAF have adhered to the dish whilst 
other cellular types in suspension were discarded. The identity 
of CAF was validated by the expression of classical markers 
by qRT-PCR and flow cytometry. Skin-F and CAF were 
cultured in DMEM with 100 µg/ml P/S and 10% FBS. All 
fibroblasts were starved for 5 to 7 days in DMEM 0.5% FBS 
(control medium) before any experiment and were then 
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stimulated every two days with control medium or melanoma 
CM supplemented with 0.5% FBS. They were used until 
passage 10. In some experiments, cells were treated with 2 
ng/ml TGF-β1(#11343160, ImmunoTools), 2 ng/ml LIF (#300-

05, PeproTech) or 10 µM Ruxolitinib (#S1378, Selleckchem), 
Y-27632 (#S1049, Selleckchem) or SB431542 (#S1067, 
Selleckchem).  

Melanoma cell culture  
Melanoma cell lines were obtained as previously described 
(6,33-35). Short-term cultures of patient melanoma cells 
MM029, MM074 and MM099 were kindly provided by J.-C. 
Marine and were described elsewhere (8). Patient melanoma 
cells MNC1 were described previously (35). Cell lines were 
authentified for mutations by PCR and transcriptional profile by 
qRT-PCR and Immunoblotting. Cells were cultured in DMEM 
supplemented with 7% FBS and P/S. All cells were routinely 
tested for the absence of mycoplasma by PCR.  

Preparation of conditioned media (CM) and mass 
spectrometry analysis  
Melanoma cells were grown until 80% confluent in full growth 
medium. Then, cells were washed with PBS and cultured for 
24h in medium without FBS. The culture supernatant was 
harvested and filtered (0.45 µM) to eliminate cellular debris. 
CM prepared from 501Mel and 1205Lu melanoma cell lines 
were analyzed by mass spectrometry as described (35). In 
some experiments, EVs and EV-depleted CM were prepared 
by differential ultracentrifugation as described (35), CM was 
incubated for 5 min at 95°C, or treated with 100 µg/ml 
Proteinase K (ThermoFisher) overnight to degrade proteins 
and then with 1 mM PMSF (Sigma) to inactivate the 
Proteinase K. In other experiments, CM was filtrated through 
different membranes with MW cut-offs of 100, 50, 30, 10 and 3 
kDa (Amicon Ultra-4, Merck Millipore) to fractionate the 
proteins according to their size. Resulting CM, or EVs, were 
aliquoted and frozen at -80°C until used.  

Collagen matrix remodeling assays  
Fibroblasts (7.5x103 cells) were embedded in 30 µl of a 
collagen I (#354249, Corning) - matrigel (#E1270, Sigma) mix 
and seeded in glass-bottom 96-well plate (#P96G-1.55-F, 
MatTek). Once the gel was set (1h at 37°C), it was overlaid 
with 100 µl control medium or CM supplemented with 0.5% 
FBS (with vehicle, cytokines or inhibitors). The matrix was 
photographed every 1 to 3 days. The respective diameters of 
the well and matrix were measured using ImageJ software. 
The percentage of matrix contraction was calculated as 
followed: 100 - 100 x (matrix area / well area).  

Proliferation assays  
Proliferation was measured by a MTS conversion assay using 
the CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation kit 
(#G5421, Promega) according to the manufacturer's 
instructions, or by cell counting.  

RNAi studies  
The siRNAs targeting STAT3#1 (#HA13744330, Sigma), 
STAT3#2 (#HA13744332, Sigma), JAK1 
(#SASI_Hs01_00174612, Sigma), JAK2 (#145131, 
ThermoFisher) and YAP (#HSS115942, ThermoFisher) were 
used with the respective control siRNAs: MISSION siRNA 
Universal Negative Control#1 (Sigma) and a siRNA against the 
Luciferase Reporter (sense: CGUACGCGGAAUACUUCGATT, 
antisense: UCGAAGUAUUCCGCGUAC GTT) 
(ThermoFisher). Transfection of siRNA was carried out using 
Lipofectamine RNAiMAX (#13778150, ThermoFisher) at a final 
concentration of 50 nM. Cells were assayed at 2 days post 
transfection.  

Real-time quantitative PCR  
Total RNA was extracted using NucleoSpin RNA Plus kit 
(#740984.50, MachereyNagel). Reverse transcription was 
performed with the High capacity cDNA Reverse Transcription 
kit (#4368814, Applied Biosystems). Quantitative PCR was 
performed using the Platinum SYBR Green qPCR Supermix 
(#11558656, FisherScientific) with the StepOnePlus System 
(Applied Biosystems). Relative mRNA levels were determined 

using the 2ΔΔCt method and ACTB, GAPDH, HPRT and PPIA 

as housekeeping genes.  

Microarray experiment  
LN-F were cultured for 48h with control medium or 1205Lu 
CM. RNAs from 4 different experiments (biological 
quadruplicate) were extracted as described above and 
analyzed on SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60K v2 
Microarrays (#G4851B, Agilent Technologies) as previously 
described (36). Data analyses were performed using R. We 
used the Bioconductor package array QualityMetrics and 
custom R scripts for quality control. Additional analyses were 
done using Bioconductor package Limma. Data were 
normalized using the quantile method. A linear modeling 
approach was used to calculate log ratios, moderated t-
statistics, and P-values for each comparison of interest. P-
values were adjusted for multiple testing using the Benjamini 
Hochberg method that controls the false discovery rate.  

Analysis of functional enrichment in gene signatures in 
microarray data  
After raw data processing, the 25,000 most expressed genes 
in LN-F (average mean expression ≥ 6) were analyzed. To 

identify pathways down-regulated by 1205Lu CM treatment, 
we selected the genes down-regulated with LogFC ≤ 0.5 in 

1205Lu-reprogrammed LN-F and submitted these genes to 
Gene Set Enrichment Analysis  (GSEA). To analyze genes 
involved in the regulation of the STAT3 pathway, we identified 
genes common to the “GO negative regulation of receptor 
signaling pathway via stat3 pathway, and differentially 
expressed with an absolute LogFC ≥ 0.4. Results were 

presented in heatmaps generated with Prism 8 (Graphpad) or 
Phantasus (https://genome.ifmo/ru/phantasus) softwares.  

Immunoblots  
Cell lysates were prepared using RIPA buffer (#20-188, 
Millipore) supplemented with protease and phosphatase 
inhibitors (#A32959, ThermoFisher). Proteins were separated 
by SDS-PAGE and were transferred onto PVDF membranes 
(GE Healthcare) for immunoblot analysis. Membranes were 
incubated with primary antibody overnight, washed and then 
incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody 
for 1h. The following primary antibodies were used (diluted 
1/1,000) : α-SMA(#ab5694, Abcam), CD63 (#NBP2-42225, 

Biotechne), PDPN (#337001, Biolegend), -Tubulin (#3873), 
CD9 (#13174), CD81 (#56039), PDGFR-β (#4564), ERM 

(#3142), P-ERM (T567/T564/T558) (#3149), P-MLC2 (S19) 
(#3671), STAT3 (#9139), P-STAT3 (Y705) (#9145), YAP 
(#4912) (Cell Signaling Technology) and FAP (#sc-100528), 
FN (#sc-9068), HSP60 (#sc-1722), HSP70 (#sc66048), MLC2 
(#sc-15370) Blots were developed  with a 
chemiluminescence system (ECL, #RPN2106, GE 
Healthcare).  

RHOA assays  
RHOA activity was measured on LN-F lysates using the RHOA 
G-LISA Activation Assay kit (#BK124, Cytoskeleton). Data are 
the mean ± SEM of arbitrary units of RHOA activity.  

Immunofluorescence analysis  
LN-F were grown 4 days on coverslips coated with collagen or 
on synthetic hydrogels of 2.8 kPa or 0.2 kPa stiffness made as 
described (6). Then, cells were fixed in 4% paraformaldehyde, 
permeabilized in PBS 0.3% Triton for 20 min, blocked in PBS 
0.1% Triton, 5% Goat Serum for 1h and stained overnight at 
4°C with antibodies targeting YAP (#sc-271134, Santa Cruz 
Biotechnology) and P-MLC2 (S19) (#3671, Cell Signaling 
Technology) primary antibodies diluted 1:100 in PBS 0.1% 
Triton, 2% Goat Serum. Following 1h incubation with Alexa 
Fluor-conjugated secondary antibodies (1:1000, 
ThermoFisher) and Texas Red- or Alexa Fluor 488-conjugated 
Phalloidin (1:200, ThermoFisher), nuclei were stained with 
Hoechst (#H1399, ThermoFisher) and coverslips were 
mounted in ProLong diamond antifade (#P36961, 
ThermoFisher). Images were acquired on a wide-field 
microscope (Leica DM5500B, 40X magnification) or a confocal 
microscope (Nikon Eclipse Ti, 20X or 40X magnification). 
Images were analyzed with the ImageJ software to quantify 

https://genome.ifmo/ru/phantasus
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the cell shape index, the mean fluorescence per cell 
(Integrated density) and the nuclear/cytosolic ratio of YAP, 
assessed with the fluorescence intensity of nucleus (delimited 
by Hoechst staining) and cytosol.  

Flow cytometry  
Cells were washed in PBS and incubated at 4°C for 30 min in 
PBS 2% FBS, 2 mM EDTA with CD31-AF488 (#303109), 
CD35-PE (#333405) and PDPN-APC (#337021) or control 
isotypes antibodies (Biolegend). Then, cells were washed in 
PBS and analyzed with BD FACSCANTO II cytometer (BD 
Biosciences) and the FlowJo software.  

Statistical analysis  
Statistical analysis was performed using Prism 8 (GraphPad). 
Unpaired two-tailed Mann-Whitney tests were used for 
statistical comparisons between two groups and Kruskal-Wallis 
tests with Dunn’s post-tests or two-way analysis of variance 
(ANOVA) tests with Sidak’s post-tests to compare three or 
more groups. Histogram plots and curves represent mean ± 
SEM and Violin plots represent median +/- quartiles. P values 
≤ 0.05 were considered statistically significant.   

Data availability  
The experimental data from microarray have been deposited in 
the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) database under 
the series record GSE157355.  

RESULTS  
LN fibroblasts harbor a CAF-like phenotype associated 
with spontaneous cell contractility.  
To investigate the interactions between melanoma cells and 
FRC, we employed primary fibroblasts isolated from human 
LN. Because several mesenchymal subsets coexist in the LN 
(21,37), we first characterized these primary LN fibroblasts 
(LN-F) using microarray profiling, qRT-PCR and flow cytometry 
(Supplementary Fig. S1). We found that genes expressed by 
LN-F were typical of FRC (PECAM1-, PDPN+, CR2-, 
MADCAM1-), the most abundant LN mesenchymal subset. 
Flow cytometry analysis further validated the expression of 
FRC markers (CD31-, PDPN+, CD35-).  
FRC exhibit spontaneous contractility (19-21). When 
embedded in a collagen-based three-dimensional matrix, LN-F 
isolated from 4 different donors demonstrated basal force-
mediated matrix remodeling, driven by the ROCK-actomyosin 
pathway and inhibited by the ROCK inhibitor Y-27632 (Fig. 
1A). LN-F displayed the same high propensity to drive collagen 
matrix remodeling as primary CAF isolated from skin or LN 
melanomas (Fig. 1B). However, primary skin fibroblasts (skin-
F) were not able to contract the collagen matrix unless 
activated with TGF-β to a CAF-like phenotype. In contrast, LN-

F spontaneous contraction was not modulated by TGF-β. As 

for LN-F, contractile properties of TGF-β-activated skin-F and 

CAF were dependent of the ROCK-actomyosin pathway and 
inhibited by Y-27632. In agreement with the collagen matrix 
remodeling results, LN-F contractile activity was associated 
with higher basal levels of F-actin stress fibers and YAP 
nuclear localization compared to skin-F (Fig. 1C and D). 
However, in contrast to skin-F, F-actin fibers and YAP nuclear 
localization were not increased by TGF-β treatment in LN-F. 

Analysis by qRT-PCR revealed that several CAF markers like 
ACTA2 (α-SMA), FAP, EDA-FN or SPARC were highly 

expressed in LN-F compared to skin-F, suggesting that resting 
LN-F share many properties with CAF (Fig. 1E). Immunoblot 
analysis also showed TGF-β-independent high expression of 

FN, PDGFR-β, FAP and α-SMA in resting LN-F, to levels 

equivalent or higher than TGF-β-activated skin-F (Fig. 1F). 

This is consistent with the notion that high α-SMA expression 

is associated with fibroblast contractility (38). Collectively, 
these results validate the FRC signature of LN-F and unveil 
that quiescent LN-F display some phenotypic and functional 
properties of CAF. Our aim was then to investigate whether, 
and how, melanoma cells modulate fibroblast contractile 
properties of the LN metastatic niche.  

Factors secreted by invasive dedifferentiated melanoma 
cells with a MITFlow AXLhigh signature inhibit LN-F 
contractility.  
Melanoma cells harbor transcriptional states ranging from 
melanocytic (MITFhigh AXLlow) to dedifferentiated (MITFlow 
AXLhigh) (2-5). To compare the ability of these melanoma sub-
populations to modulate LN-F contractility, we selected several 
melanocytic (501Mel, MeWo, SK-MEL-28, WM164) and 
dedifferentiated (1205Lu, WM793, WM2032, SBcl2) cell lines 
identified by qRT-PCR analysis of MITF and AXL gene 
expression (Supplementary Fig. S2A). Then, to model 
melanoma distant reprogramming of fibroblasts in the pre-
metastatic LN, we treated LN-F with conditioned medium (CM) 
harvested from melanoma cell cultures and containing the 
factors secreted by melanoma cells. Factors secreted by tumor 
cells, like TGF-β are known to induce fibroblast actomyosin 

contraction, as during CAF differentiation (25). Strikingly, we 
observed that CM secreted by dedifferentiated melanoma cell 
lines (MITFlow AXLhigh) drastically inhibited LN-F spontaneous 
contractility, while melanocytic melanoma cell lines (MITFhigh 
AXLlow) showed no effect (Fig. 2A). Similar results were 
obtained with short-term patient melanoma cultures as CM 
prepared from dedifferentiated MNC1, MM029 and MM099 
cells inhibited LN-F contractility. In contrast, CM from the 
melanocytic MM074 cells displayed no statistically inhibitory 
effect (Fig. 2B and supplementary S2B). Together, our results 
demonstrate that the ability to modulate LN-F contractility is 
strongly correlated to the dedifferentiated MITFlow signature of 
invasive melanoma cells (Fig. 2C). Next, we analyzed whether 
inhibition of contractility requires prolonged LN-F exposure to 
tumoral factors. After 8 days treatment, LN-F in collagen matrix 
settings recovered their spontaneous contractility upon 1205Lu 
CM withdrawal (Fig. 2D). Thus, melanoma cell-induced 
inhibition of LN-F contraction is a reversible process and 
requires the presence of factors secreted by dedifferentiated 
melanoma cell to be maintained.  
To get a more comprehensive view of the effect of factors 
secreted by melanocytic or dedifferentiated melanomas on LN-
F reprogramming, we carried out the study with two 
representative melanoma cell lines displaying the melanocytic 
MITFhigh AXLlow phenotype (501Mel) or the dedifferentiated 
MITFlow AXLhigh phenotype (1205Lu). During an immune 
challenge, FRC activation is associated with proliferation, 
upregulation of PDPN and other markers of fibroblast 
activation, and disruption of the RHOA-ROCK-mediated 
actomyosin cytoskeleton contraction due to CLEC2 interaction 
with PDPN (19,20,39). Similarly, 1205Lu-derived CM (1205Lu 
CM) stimulated LN-F proliferation (Fig. 2E) and increased the 
cell surface expression of PDPN observed by flow cytometry 
whereas 501Mel CM had no effect (Fig. 2F). qRTPCR analysis 
showed that expression of several markers of fibroblast 
activation like PDPN, FAP, CXCL12, LIF and TNC was also 
up-regulated by 1205Lu CM while S100A4 (FSP1) and ACTA2 
( -SMA) levels were not affected by treatment with 501Mel or 
1205Lu CM (Fig. 2G). Mass spectrometry (MS) analysis also 
revealed that 1205Lu-activated LN-F secreted more 
extracellular matrix proteins (TNC, FN) and cytokines (IL-6), 
validating the functional activation of LN-F (Fig. 2H). These 
results indicate that the inhibition of FRC contractility induced 
by dedifferentiated melanoma CM is a functional response of 
activated LN-F, similar to the FRC behavior observed during 
immunization. Importantly, our observations suggest that 
factors secreted by invasive dedifferentiated and proliferative 
melanocytic melanoma cells do not share the same abilities to 
reprogram LN-F.  
The propensity of fibroblasts to contract a collagen matrix is 
regulated by forces generated by the actomyosin cytoskeleton 
(26,27). To learn more about the modulation of LN-F 
contractility by dedifferentiated melanoma CM, we examined 
by immunofluorescence the F-actin organization and 
phosphorylation of the ROCK substrate MLC2 in LN-F treated 
or not with 501Mel CM or 1205Lu CM. The ROCK inhibitor Y-
27632 was used as a control (Fig. 3A and B). We observed 
similar changes related to inhibition of actomyosin contraction 
(27) in LN-F treated with Y-27632 or 1205Lu CM, like 
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decreased MLC2 S19 phosphorylation, less F-actin fibers and 
the remodeling of the cell morphology from a stellate to a 
fusiform shape.  
In order to identify molecular pathways responsible for 
inhibition of LN-F contractility by dedifferentiated melanoma 
CM, we performed microarray-based gene expression profiling 
on LN-F cultured in control conditions or exposed to 1205Lu 
CM (Fig. 3C). From the 25,000 most expressed LN-F genes, 
we selected differentially expressed genes (DEGs) with an 
absolute LogFC ≥0.5 We identified 1,113 DEGs up-regulated 

in 1205Lu CM-treated LN-F and 1,110 DEGs down-regulated, 
validating LN-F transcriptional reprogramming by the CM from 
dedifferentiated melanoma cells. Gene Set Enrichment 
Analysis (GSEA) of the 1,110 down-regulated genes validated 
the inhibition of pathways related to actin cytoskeleton 
polymerization, RHOA GTPase activity and pointed towards 
the regulation of YAP and its co-transcription factor TEAD2 in 
1205Lu-reprogrammed LN-F (Fig. 3D and Supplementary Fig. 
S3).  

1205Lu CM-mediated suppression of LN-F contractility is 
associated with impaired YAP activity.  
To validate the inhibition of the YAP pathway identified by 
GSEA (Fig. 3D and 4A), we investigated the effect of 
melanocytic and dedifferentiated melanoma CMs on YAP 
nuclear localization and activation. YAP is sensitive to the cell 
microenvironment stiffness (28). The stiffness in the LN 
paracortical area was measured to 0.2 kPa by nanoindentation 
and was similar to the one of collagen matrices used to assess 
LN-F contractility (data not shown). However, in 2D cell culture 
conditions YAP activity is reduced in such soft hydrogel (28). 
Thus, we decided to examine the effect of melanoma cell CMs 
on stiffer hydrogels (2.8 kPa), allowing the optimal visualization 
of changes in YAP localization and activity.  
In agreement with the inhibition of LN-F contractility induced by 
dedifferentiated melanoma cues, immunofluorescence 
analysis revealed that LN-F incubated with CM from the 
dedifferentiated 1205Lu, WM793 or WM2032 cells displayed 
an elongated shape, with more cytosolic YAP compared to 
control LN-F (Fig. 4B-D). On the contrary, CM prepared from 
melanocytic 501Mel or SK-MEL-28 cells induced no significant 
change on YAP nuclear localization and cell elongation. 
Consistently, qRTPCR analysis revealed decreased levels of 
YAP target genes CYR61, CTGF and SDPR induced by 
1205Lu CM (Fig. 4E). We also noticed a decreased expression 
of genes regulated by the YAP co-transcription factor TEAD2 
in LN-F treated with 1205Lu CM (Fig. 4F). Although less 
pronounced, results were similar in LN-F treated with 1205Lu 
CM on 0.2 kPa hydrogels (Supplementary Fig. S4A-C).  
To address the contribution of YAP in LN-F contractility, YAP 
expression was silenced using a siRNA approach (Fig. 4G). 
The spontaneous LN-F-mediated collagen matrix remodeling 
was suppressed by YAP knockdown, revealing that YAP was 
not only a marker of cell contraction, but actually actively 
controlled LN-F contractility (Fig. 4H). Note that YAP depletion 
by siRNA had no effect on LN-F proliferation (Supplementary 
Fig. S5A). Together, our data suggest that relaxation of the 
FRC actomyosin network induced by factors secreted by 
dedifferentiated melanoma cells is associated with inhibition of 
YAP-TEAD2 transcriptional activity.  

The JAK1-STAT3 pathway is inhibited by invasive 
dedifferentiated melanoma CM and is required for LN-F 
contraction.  
Next, we sought to determine signaling pathways linking 

actomyosin cytoskeleton relaxation and YAP inhibition induced 

by melanoma secreted factors in LN-F. Previous studies have 

demonstrated that PDPN drives actomyosin contraction of 

FRC through binding to proteins from the ERM family, which 

link membrane proteins to the cytoskeleton (22,23). Binding of 

PDPN to its only known ligand CLEC2 dismantled the PDPN-

ERM interaction and inhibited ERM phosphorylation and 

PDPN-driven actomyosin contraction (19,20). Our first series 

of data excluded the possible contribution of the CLEC2-

PDPN-ERM pathway in melanoma-induced LN-F relaxation. 

Indeed, expression of CLEC2 was not detected in 1205Lu cells 

(data not shown) and immunoblot analysis showed that ERM 

phosphorylation was not affected in 1205Lu CM-treated LN-F 

(Fig. 5A). However, 1205Lu CM increased PDPN expression, 

as already shown by flow cytometry in Fig. 2F, and reduced α-

SMA protein levels. This is in agreement with LN-F activation 

and the concomitant inhibition of Factin stress fiber formation 

observed in presence of 1205Lu CM (Fig. 3A and B). Because 

TGF-β and IL-6 family cytokines are known to regulate ROCK-

mediated actomyosin contraction in myofibroblasts and CAF 

(25,29,30), we reasoned that the TGF-β Receptor 1 (TGF-

βR1)-SMAD pathway or the GP130-JAK-STAT3 pathway 

could be involved in LN-F contractility. We previously identified 

by MS analysis that TGF-β, IL-6 and LIF were highly produced 

by 1205Lu cells compared to 501Mel cells (35). Indeed, 

STAT3 phosphorylation was strongly increased after 20 min 

exposure to 1205Lu CM but decreased after few hours and 

remained suppressed the following days (Fig. 5B). This 

indicates that the JAK-STAT3 pathway was specifically and 

consistently inhibited by factors secreted by dedifferentiated 

melanoma cells. On the contrary, compared with basal STAT3 

phosphorylation observed in LN-F before the addition of fresh 

medium (time 0), STAT3 phosphorylation was decreased 20 

min after the addition of control (Ctrl) medium or 501Mel CM, 

but returned to basal levels in 2 h. These results suggest that 

resting LN-F activated an autocrine JAK-STAT3 loop, which 

was interrupted when the LN-F supernatant was replaced by 

fresh medium. Indeed, we identified by MS that resting LN-F 

secrete basal levels of IL6 and LIF (Fig. 2H and data not 

shown). Sustained inhibition of STAT3 phosphorylation was 

also observed after 4 days treatment with CM prepared from 

other dedifferentiated melanoma cells, such as the WM2032 

cell line or the short-term MM099 cells. In contrast, after 

treatment with CM from the melanocytic short-term MM074 

melanoma cells, levels of STAT3 phosphorylation in LN-F 

were comparable to the control (Fig. 5C). We next investigated 

the consequences of the modulation of TGF-βR1-SMAD and 

GP130-JAK-STAT3 pathways on LN-F spontaneous 

contractility. Treatment with TGF or LIF had no effect on LN-F 

basal contractility (Fig. 5D), nor the inhibition of TGF-1 

signaling by SB431542 (Fig. 5E). However, the JAK1/2 

inhibitor Ruxolitinib strongly inhibited the spontaneous 

contraction of LN-F isolated from 4 different donors (Fig. 5E). 

Note that treatment with Ruxolitinib, SB431542 or Y-27632 

had no effect on LN-F proliferation (Supplementary Fig. S5B). 

Importantly, immunoblot analysis revealed that Ruxolitinib 

inhibited both STAT3 and MLC2 phosphorylation, linking the 

JAK-STAT pathway to actomyosin contraction in LN-F (Fig. 

5F). Indeed, similar to the effect of 1205Lu CM, Ruxolitinib 

inhibited RHOA activity in LN-F, suggesting that suppression 

of actomyosin contraction induced by 1205Lu CM was 

mediated through RHOA inhibition by the JAK-STAT pathway 

(Fig. 5G). As Ruxolitinib inhibits both JAK1 and JAK2 kinase 

activities, we used siRNAs against JAK1 (siJAK1) or JAK2 

(siJAK2) to discriminate which JAK kinase(s) was involved in 

LN-F contraction. Because JAK1 depletion, but not JAK2, 

inhibited LN-F-mediated collagen matrix contraction, we 

identified JAK1 as the main JAK involved in LN-F contraction 

(Fig. 5H). Those results were further confirmed with the 

observation that STAT3 extinction by two different siRNA 

inhibited LN-F collagen matrix contraction, suggesting that 

JAK1 controls LN-F contractility through STAT3 (Fig. 5I). JAK1 

or STAT3 depletion by siRNAs had no effect on LN-F 

proliferation (Supplementary Fig. S5A). Looking back to the 

GSEA analysis of genes down-regulated in 1205Lu CM-

treated LN-F compared to Ctrl (Fig. 3D), it seemed surprising 

that the JAK-STAT pathway modulation could not be identified. 

So we repeated the GSEA analysis with the most down-
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regulated, but also up-regulated genes from the microarray 

(Fig. 5J). Indeed, several genes strongly upregulated in 

1205Lu CM-treated LN-F were related to the negative 

regulation of the JAK-STAT pathway, such as the MIR146A 

microRNA (40), members of the SOCS (Suppressor Of 

Cytokine Signaling) family (41) and the phosphatases PTPN2 

(Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 2) (42) 

and INPP5F (Inositol Polyphosphate-5-Phosphatase F) (43). 

Together, our results reveal the contribution of JAK1-STAT3 

signaling pathway in 1205Lu-mediated suppression of LN-F 

contraction.  

The JAK1-STAT3 pathway controls YAP activity and the 
actin cytoskeleton polymerization.  
We next questioned whether JAK1-STAT3 inhibition impacts 
on YAP function and ROCK-MLC2-actomyosin cytoskeleton 
remodeling in LN-F. Fibroblasts were treated with the JAK1/2 
inhibitor Ruxolitinib or the ROCK inhibitor Y-27632 and 
analyzed by fluorescence microscopy (Fig. 6A). In agreement 
with the role of the RHOA-ROCK pathway in YAP activity and 
actomyosin polymerization (28), we found that 
pharmacological inhibition of ROCK induced YAP cytosolic 
relocation (Fig. 6B), decreased F-actin stress fibers (Fig. 6C) 
and LN-F stretching (Fig. 6D). Similar observations were made 
when cells were treated with Ruxolitinib, suggesting that JAK1 
is critical to maintain nuclear YAP and actomyosin network 
tension. Consistently, JAK1 silencing by siRNA (siJAK1) 
induced YAP cytosolic relocation and inhibited the formation of 
actin filaments (Fig. 6E-G). Interestingly, similar modifications 
were observed after STAT3 extinction (siSTAT3), suggesting 
that JAK1 effects on YAP and actomyosin are mediated by 
STAT3. Accordingly, expression of the YAP target genes 
CTGF and CYR61 was inhibited after STAT3 knockdown by 
siRNA (Fig. 6H).  
Therefore, after deciphering the signaling pathway linking 
factors secreted by dedifferentiated melanoma cells to the 
relaxation of the LN-F actomyosin cytoskeleton, we focused 
our attention on the nature of these tumoral cues.  

Invasive dedifferentiated melanoma cells release soluble 
proteins that inhibit LN-F contractility.  
The CM contains all the factors secreted by melanoma cells, 
including soluble proteins and lipids and extracellular vesicles 
(EVs) such as exosomes. EVs are known to promote LN niche 
formation and distal metastatic tumor growth (12,13). Knowing 
that 1205Lu cells actually secreted more EVs than 501Mel 
cells (data not shown), we first investigated if EVs had any 
effect on LN-F contractility. The 1205Lu CM was depleted from 
EVs by ultracentrifugation and analyzed by immunoblot to 
control the enrichment of EV-specific CD9, CD63 and CD81 
tetraspanins and the chaperone protein HSP70 in the EV 
fraction and their absence in the EV-depleted 1205Lu CM 
fraction (Fig. 7A). The LN-F-mediated collagen matrix 
contraction was inhibited to similar levels after incubation with 
the EV-depleted 1205Lu CM or the complete 1205Lu CM, 
while incubation with concentrated 1205Lu EVs (5 µg/ml) did 
not modulate LN-F spontaneous contractility (Fig. 7B). These 
results excluding any involvement of melanoma EVs in the 
regulation of LN-F contractility, we turned our attention towards 
proteins and lipids secreted independently from EVs. Proteins 
are more sensitive to heat than lipids. As the 1205Lu CM 
heated to 95°C for 5 min partly lost its ability to inhibit LN-F cell 
contraction, we therefore hypothesized that proteins, rather 
than lipids, were responsible for the 1205Lu CM-inhibition of 
LN-F contractility (Fig. 7C). To validate this idea, we treated 
the 1205Lu CM by the broad-spectrum serine protease 
proteinase K (PK) to degrade proteins and then inactivated PK 
with the serine protease inhibitor PMSF (PhenylMethylSulfonyl 
Fluoride) before adding the 1205Lu CM on LNF. The PK-
treated 1205Lu CM was no longer able to decrease LN-F-
mediated collagen matrix contraction, further confirming the 
contribution of soluble melanoma-derived proteins in 
suppression of LN-F contractility (Fig. 7D). Finally, to identify 
more precisely the set of candidate proteins mediating this 
effect, the 1205Lu CM was filtrated through membranes with 

distinct molecular weight (MW) cut-offs ranging from 3 kDa to 
100 kDa to fractionate the proteins according to their size (Fig. 
7E). 1205Lu-secreted proteins selected by cut-offs bellow 30 
kDa and above 100 kDa did not modify LN-F contractility while 
proteins selected by cut-offs above 30 kDa retained the ability 
to inhibit LN-F contraction (Fig. 7F). We thus restricted 
1205Lu-secreted factors able to regulate LN-F actomyosin 
polymerization to EV-free proteins with a MW ranging from 30 
kDa to 100 kDa.  

DISCUSSION  
Our study provides the first evidence that human FRC are 
contractile cells similar to murine FRC (19-21). Quiescent FRC 
display a myofibroblast-like phenotype along with high 
expression of PDPN, FAP and -SMA and thus share many 
properties with CAF. These CAF hallmarks suggest that FRC 
could play a tumor supportive role in the LN metastatic 
microenvironment. Indeed, PDPN was identified as a CAF 
marker in a variety of malignancies and is associated with 
metastasis and poor prognosis (44,45). PDPN expression on 
CAF favors force-mediated matrix remodeling through the 
activation of the RHO ROCK pathway and promotes cancer 
cell invasion (45). In a recent study in breast cancer patients, 
metastatic LN were shown to be enriched in a CAF 
subpopulation inducing cancer cell invasion and exhibiting 
similar markers (PDPNhigh, FAPhigh, α-SMAhigh, PDGFR-βhigh) to 

FRC (46), suggesting that LN CAF mostly originated from 
resident FRC.  
Focusing on the signaling pathway(s) driving FRC actomyosin 
contractility, we provide evidence that the spontaneous 
contractility of quiescent FRC relies on a basal level of YAP 
and JAK1-STAT3 activation, and not only on the PDPN-ERM 
pathway as previously identified in murine FRC. YAP 
activation was known to reflect the actomyosin contractile state 
of FRC (20) and CAF (27), and to regulate FRC differentiation 
during LN development (47). We show here that YAP is not 
only a marker but also controls actomyosin contractility of 
differentiated human FRC. YAP and the RHO-ROCK pathway 
are intimately linked, regulating each other and controlling the 
actomyosin cytoskeleton plasticity (27,28). We also disclose 
that inhibition of JAK1 or STAT3 reduces FRC contractility and 
leads to inhibition of RHOA and YAP activities. Previous 
studies have shown that JAK1-STAT3 signaling increases 
ROCK-mediated actomyosin contractility in CAF, and that 
ROCK signaling induces STAT3 phosphorylation and 
transcriptional responses. Thus, JAK1-STAT3 and RHOROCK 
are interdependent and cross-regulate each other (30). 
However, it is still unclear if JAK1-STAT3 controls both YAP 
and RHOA pathways or if it controls only YAP or RHOA, which 
then regulate other(s) pathway(s). Collectively, our results 
support the notion that the RHO-ROCK-driven contractility of 
human FRC is not only controlled by the PDPN-ERM pathway, 
but also by signaling pathways shared with CAF.  
Tumor cells secrete numerous growth factors and 
inflammatory factors, such as TGFβ or the IL-6 family 

cytokines that trigger fibroblast activation and CAF 
transformation, both processes associated with increased 
actomyosin contractility. Strikingly, we discover that melanoma 
cells with a dedifferentiated signature (MITFlow AXLhigh) secrete 
factors drastically suppressing force-driven matrix remodeling 
by FRC. Factors secreted by dedifferentiated melanoma cells 
but not by melanocytic melanoma cells, inhibit JAK1-STAT3 
signaling, which decreases RHO-ROCK-MLC2 signaling and 
YAP activity. These pathways are interconnected and may be 
regulated through feedback mechanisms. The JAK-STAT 
pathway is a major signaling mechanism for a wide array of 
cytokine and growth factor receptors. Further investigations 
are now required to identify the receptor(s) involved in 
actomyosin relaxation of FRC treated with factors secreted by 
dedifferentiated melanoma cells. Because CAF activation by 
tumoral cues is associated with the acquisition of contractile 
properties, the inhibition of FRC contractility by melanoma CM 
was unexpected. However, it is part of the FRC activation 
process, like during an immune challenge (19,20). Indeed, we 
show that FRC stimulated with CM from dedifferentiated 
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melanoma cells are in an activated state. They proliferate 
more, up-regulate some markers of activation (FAP, PDPN), 
and increase the secretion of extracellular matrix proteins (FN, 
TNC) and cytokines (IL-6). Changes in cell contractile potential 
alter fibroblast proliferation, and inflammation is known to 
trigger FRC proliferation and PDPN expression, while the 
specific underlying mechanisms remain unknown (19,20,39). 
Thus, the increased proliferation that we observe in presence 
of invasive melanoma secreted factors might have stemmed 
from dysregulated tension or be independently due to factors 
secreted by invasive melanoma cells. Interestingly, both 
BRAF-mutated (1205Lu, WM793, MM099) and NRAS-mutated 
(WM2032, SBcl2) melanoma dedifferentiated cells were able 
to inhibit FRC contractility. Melanoma cell plasticity is thought 
to be a key driver of melanoma progression (2-5). The 
phenotypic switch to a dedifferentiated MITFlow signature is 
associated with a gain in invasive and metastatic abilities. Our 
findings further suggest that the dedifferentiated state endows 
melanoma cells with reprogramming of the LN fibroblastic 
stroma prior metastatic dissemination. The question remains 
whether tumor-derived factors from other cancers that spread 
to the LN, such as breast cancer, have the ability to exert a 
similar task on FRC contractility and activation.  
Culture of FRC with factors secreted by dedifferentiated 
melanoma cells strikingly phenocopies the prevention of PDPN 
signaling by the provision of CLEC2, antibody blockade or 
genetic deficiency (19,20). It induces similar morphological 
changes with an elongated cell shape, decreased stress fibers, 
less YAP nuclear activation, but also increased proliferation 
and PDPN expression. So, while we have excluded the 
modulation of ERM phosphorylation by melanoma CM, the 
implication of PDPN in the inhibition of FRC contractility 
mediated by melanoma CM is still an open question. PDPN 
can activate the FRC actomyosin machinery independently of 
its binding to ERM proteins, by engaging a neighboring 
transmembrane protein (20). Our hypothesis is that this 
unknown transmembrane protein may drive JAK1 signaling 
and that binding to its ligand secreted by dedifferentiated 
melanoma cells could dissociate such interaction. An 
alternative could be that JAK1 may directly bind to the PDPN 
cytoplasmic tail. Indeed, JAK1 contains a FERM domain in its 
N-terminal portion, like ERM proteins, and this domain is 
responsible for direct binding to the cytoplasmic tail of integral 
membrane proteins (48). Indeed, PDPN controls a wide range 
of physiological effects, such as contractility, migration, 
proliferation or differentiation, probably through distinct 
molecular partners in diverse cell types (45).  
It is established that factors secreted by melanoma cells, 
including TGF-β, growth factors, or proinflammatory molecules 

promote tumorigenesis (49) and LN metastasis (14). 
Melanoma EVs have been particularly described as potent 
inducers of LN premetastatic niches (12,13). However, 
1205Lu-EVs did not modulate FRC contractility in our 
experimental setting and we have restricted candidate factors 
to EV-free proteins between 30 kDa and 100 kDa. We 
previously identified by MS that dedifferentiated 1205Lu cells 
secrete higher levels of cytokines, chemokines, growth factors 
and matricellular proteins than melanocytic 501Mel cells 
(34,35,50). However, factors known to affect fibroblast 
contractility and secreted more abundantly by 1205Lu cells 
(i.e., TGFβ-IL-6, LIF) did not modulate FRC contractility. In the 

light of the melanoma cell transcriptional signatures identified 
(2-5), a detailed analysis of the factors secreted by 
dedifferentiated and melanocytic subpopulations of melanoma 
cells is needed to better apprehend their interactions with the 
components of the tumor microenvironment and identify 
soluble proteins controlling FRC contractility, proliferation and 
activation.  
FRC contractile phenotype regulates LN swelling and tunes LN 
immunity (19,20). Factors secreted by cutaneous melanoma 
may therefore account for the swelling observed in melanoma 
draining LNs (16,17). One study has analyzed in vitro and in 
vivo stromal reprogramming induced by melanoma cells in 
tumor draining LN using the murine B16.F10 cell line (17). This 

study reported an increased RHO signaling in murine FRC 
isolated from B16.F10-draining LN, and in contrast to our work, 
the enhanced capacity of FRC treated with B16.F10 CM to 
contract collagen matrices. At present, the reason behind this 
discrepancy remains unclear. One explanation would be that 
the murine B16.F10 melanoma cell line, which harbors neither 
BRaf nor NRas oncogenic mutation, is known to express high 
levels of MITF despite its metastatic potential and may control 
FRC functions differently than MITFlow human melanoma cells. 
To this regard it would be of great importance to compare in a 
mouse model how melanocytic MITFlow and dedifferentiated 
MITFhigh melanoma cells reprogram FRC in the LN metastatic 
niche. Together this underlines that the development of the 
metastatic disease is a very complex process fueled by 
intratumor heterogeneity and the mutational context.  
LNs from wild-type mice are significantly less stiff and more 
deformable after immunization or following antibody blockade 
of PDPN (20), demonstrating that FRC contractility affects LN 
stiffness. Microenvironment clues such as tissue stiffness 
might control the back-and-forth switches of melanoma cells 
between proliferative melanocytic and invasive dedifferentiated 
states to drive disease progression. We can hypothesize that a 
softer pre-metastatic LN microenvironment could then favor 
the switch of invasive dedifferentiated melanoma cells 
reaching the LN to proliferative melanocytic cells able to form 
new metastatic foci. The increased elasticity of the reticular 
FRC network conferred by actomyosin relaxation could also 
allow more LN stretching to give space for metastatic 
development without LN breakdown. Loss of FRC contractility 
also leads to significant changes in the homeostasis and 
spacing of FRC and T cells, with profound consequences for 
the LN microarchitecture and the population expansion of 
antigen-specific T cells following immunization. FRC control 
immune cell survival and proliferation through cell contacts and 
secretion of immunoregulatory molecules (18). Spacing of 
FRC and metastatic cells could also regulate tumoral 
development with similar mechanisms. Reprogramming the 
biomechanical and immune properties of the LN through loss 
of FRC contractility thus may be essential for the survival and 
development of metastatic cells in the LN niche.  
In conclusion, we have identified a new mechanism by which 
invasive melanoma cells can reprogram the function of FRC 
from the LN niche and deciphered the underlying intracellular 
signaling pathways involved in FRC cytoskeleton relaxation. 
Our work illustrates that FRC activation and actomyosin 
relaxation in LN might be a prognostic marker of the 
melanoma invasive capacities, suggesting that the 
microarchitecture of the FRC reticular network and PDPN 
expression could be examined in tumor-draining LN at 
diagnosis. Blocking the distant communication between 
invasive melanoma cells and FRC may inhibit the formation of 
a permissive biomechanical and immunological LN niche, 
thereby impinging on lymphatic metastasis.  
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