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De toutes les affections de la peau, le mélanome cutané est la pathologie la plus meurtriere. Afin de
pouvoir étre traité efficacement, ce cancer nécessite un diagnostic et une exérése chirurgicale précoce

des lIésions primitives neimvasives. Eaffet, lemélanomepossédeune forte propension a disséminer

dans de nombreux organest bien que les nouvellesthérapies développéespermettent une

amélioration globale de la survie des patients, des résistances aux traitements se développent
rapidement Les patients voientainsio W&+ Z v e ‘HEA] Zus E E +SJ<pn u vs
atteints de métastases. Aussi, il est crucial pour lutter contre ce cancer de découvrir de nouvelles pistes

§Z & %o US]<u eU [ uS vS <y o ] Psuiviest] parfpis dardiveingnt etv| ¢S %o *

toujours évident a poser selon le type de mélanome considéré.

Le mélanome se développe suite a la transformation maligne des mélanocytes responsables de la

pigmentation de la peau. Les cellules tumorales proliférent tout } & ( }v v & Z]«p Ve
o[ %] ®u U u]e A 0 %E}PE *¢]}v puoviuU ES]ve O0OHO *
00 * % HA v 0o}JEe PE &E o0 ou * 0 o[ %£pid€Emique%d@E) o i}v §]

et envahir le dermeles vaisseaux sanguins et lymphatiques présents dans le derme permettent alors
aux cellules tumorales de disséminer a distance.

Jvel]U o (E v Z]e* u v3 o 3 0 %E u]l] E 3 %o O[]JVA <]}V
dissémination métastatiqgue du mélame cutané.

'E& MV u} o OOHMO ¢ Zuu ]V o uoviu <u] ulu o SE& ve]s]]
% E}o]( & S]( A Ee+ uv %Z v}3C% JVA «](U o[ <u]% %o (E uu v§ ]
VRY; S UE o O[]JVA *]}v % E } ESRANTaitt partiepde Ya Xamille des

tétraspanines dont plusieurs membres sont déja connus pour leurs implications dans la progression de
%oopue] WEes Vv E*X Ve O . d*"W EO6U o <u]%o UIVSE % }IUE 0 %
laprogression g u 0 Viu U %op]e<t O] £% E **]}v SE ve E]%S]}vv 00 § % E
absente de la peau et apparait lors de la progression du mélanmevyi confére un phénotype invasif

aux cellules

Eneffet, [ £% E *+]}v d"W E6 veu oov}oo|# €u 3 o[]VA ¢]}v p Eu %
dégradation de la JDE dans un modéle de peau humaine reconstnuiteq lors de xénogreffes chez

0 *}UE]s VU U o[ A% E <]}V d"W E6 % Eu S pv %ope (}ES Spu
potentiel méastatique des cellules de mélanome.

Ainsi,le travail de thése présenté dans ce manuszito }LE S [] VvS](] E 0 ¢ %dE u] E« E
o[ /A %o @ransgiiptionnele de TSPANS afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
agissantorsde [[JVA <]}V % E } M uoviu pps v X

Pour cela, nous avons criblé 150 génes impliqués dans les processus métastatiques grace a une

§ Zv}o}P] V}A SE] E] o P e uCE of[]vs E( & vapportrcg ZE &
GFP. Cela nous a peim Uu *uE E o[Ju%e § o[lvZ] 18]1}v e PveeuE& o[ §]
du promoteur fonctionnel de TSPAN8 en mesurkas variations ddluorescence des cellules de
mélanome.



En étudiant certains des régulateurs identifiés, nous avonsmamtrer in vitro <g o[]JvA +]}v

% Vv VS d"W E6 ve 0 U 0 V}u S v 3 ( A} Edaténiréet@ o[ A %o E
LCMR1/MED1@n membre du complext&lediatorX o[]JVA E+ U o] £ % E *+]}v U * U %o %o E
p53 JvZ] o[]vAnerEpvimant o[ £ % & <+]}v  Nodi$ WomEmXs également que la
transcription de TSPANS est régulée directement parE & uS u vs  -cétdnine Surt son
promoteur.

% OopeU o[ v 0Ce * % E o0 Aeatuds3sur dess padignts révelep o[ £ % E <]}V
protéique de LCMRL1 et celle de TSPANS sont colocaiiséisdans les tumeurs primaires, alors que
dane 0 ¢« U § ¢3 o eU pv (}ES A% E *]}v o[ ZEu > DZi }EE o A
o[ ZEu d*"W EO&6X

( }v JvS E ¢ vS U o[ A% E <]}V > Dzi § oin vitro ladg* W1 E& <}vS
traitement des cellules au Vemurafenib, une drogudisée en thérapie ciblée chez les patients pour
inhiber la MAPK BRAF qui est mutée dans plus de 50% des mélanomes. Ceci suggére que TSPANS et
LCMRL1 pourraient étre des cibles thérapeutiques intéressantes dans le traitement du mélanome.

~

Les résultats obtersigrace a ces travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes qui

uv vs O[ %% E]S]}v Of £%E e*°]}vV d "W Ed@gpendhat degett¥o Z v} S C %o
% E}S |V Ve O UoOvVviu S v X "uE o o}vP § Eu U autresgémgsos SeU ]
] vs8](] - PE UM E&] o P % E&u SSE}VS puv u Joo pE&E Ju% E Z ve]
uoviu P33 v X Jve]U « SE A uE AE ] VS % Eu $3E of] v3](] 31
pronostic et de nouvelles pistes thérapeutiques ptuiter plus efficacement contre le mélanome. De

plus, une meilleure compréhension de la régulation de TSPANS sera trés certainement précieuse pour
lutter contre les autres pathologies dans lesquelles TSPANS8 est inpligiled que les cancers du
systéemedigestif €6lonU ¢S}lu U "¢}%Z P U (}] U % v E **U u]Je P o uvs o -
de la prostate et le glioblastome

Mots clés: Cancer, Mélanome cutanéasion, TSPANS, Tétraspaninégiation transcriptionnelle,
Criblage haut débit, Bioge moléculaire
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Of all skin conditions, cutaneous melanoma is the deadliest disease. Treating efficiently this cancer
requires an early surgical resection of Aonasive primary lesions. This is dudhe high propensity

of melanoma to disseinate in many organs, as well abe quick development of treatment
resistances within melanoma lesionEhe survival chances of patients with invasive melanoma are
much lower. Hence, to fight this cancer it is crucial to discover new therapeutic appmadpecially

since melanoma is not always easy to diagneedy enough

Melanoma develops in the wake of the malignant transformation of melanocytes that pigment the
skin. Tumor cells initially proliferate in the epidermis. But with melanoma progressiore cells
acquire an invasive potential. They may then degrade the basal lamina of the epidermis known as
dermatepidermal junction (DEJ), and invade the dermis. In the dermis, the blood and lymph vessels
allow tumor cells for a rapid remote metastaticsdemination.

Thus, crossing the DEJ is the first step of cutaneous melanoma early invasion which leads to metastasis.

Using a model of human melanoma cells that mimics the transition from a proliferative phenotype to
an invasive phenotype, the team previy identified the proteinfTSPAN@s a key factor in the early
invasion of cutaneous melanoma&SPANS is a member of the tetraspanin family. Several members of
this family are already known for their involvement in the progression of several cancersearhe t
showed for the first time the involvement of TSPANS in melanoma progression. Indeed, the transcriptional
and protein expression of the gene TSPANS is absent in the skin and appears with melanoma progression,
conferringthe cellsan invasive phenotype.

Indeed, TSPAN@&Xxpression in melanoma cells allows the invasion of the dermis after degradation of
the DEJ in a model of human skétonstruct In vivo,the expression oTSPAN&llows fora higher
tumorigenicity anda stronger metastatic potential of mehoma cellxenograftedin nude mice.

Therefore, the aim of the present thesis was to identify the first regulators of TSPaid¢8riptional
expressionn order to better understand the molecular mechanisthat underliethe early invasion
of cutaneous mkanoma.

We have screened 150 genes known to be involved in metastatic processes through an innovative
screening technology based on Ridgerference and on a GFP reporter construct. This allowed us to
measure the impact of the inhibition of these genedloam TSPANS functional promoter transcriptional
activity by measuring the fluorescence variation of the transfected melanoma cells.

The study of some screddentified regulators allowed us to show that cutaneous melandi82 ANS
dependent invasion is increadin vitro by the expression of-catenin and.CMRIMED19, which is a
member of the mediator complex. On the opposite, the expression of the tumor supprp58or
inhibits the invasion induced by the expression of TSPAN8. We alsotBhbWSPANS is directly
regulated by the recruitment ¢ %o fii -gatenhin on itporomoter.

Analysis of patient tissue samples revealed that the protein expressions of LCMR1 and TSPANS are
correlatedin situin tumor tissue sampleswhereas in metastase high expressioof LCMRINMRNA
correlates with a higlexpression of TSPAMSRNA Interestingly, we also report that the expressions



of LCMR1 and TSPANS are inhibitedivowhen cells are treated with Vemurafenib, a drug used as a
targeted therapyin patientsto inhibit the MAPK BRAF which is mutated in &@¥ of melanomas.

The results obtained with this work provide new insights into the mechanisms that lead to the onset
of TSPAN&Xxpression, hence to the invasive phenotype induced by this protein in cutaneous
melanoma. In the long term, these results, wsll as the study of the other TSPANS8 regulators
identified through the screening, should alldiar a better understanding of the mechanisms of
cutaneous melanoma early invasion. We hope that this workinviine lead to the identification of

new prognosic markers as well as new therapeutic approaches to treat melanoma more efficiently.
Finally, a better understanding of TSPANS regulation will certambeneficial in the study of other
pathologies in which TSPANS is involved such asaheers of thaligestive system (colon, stomach,
esophagus, liver, pancreas), but also in the ovarian and prostatic cancers as well as the glioblastoma.

Key words:Cancer, Cutaneous melanoma, Invasion, TSPANS, Tetraspanisgriptional regulation,
High throughput saening, Molecular biology.
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Le mélanome cutané, la plus meurtriere des maladies de la peau, est un enjeu de santé publique
Ui ME Ve %ope] HE® % CeX Vv (( SU vipge v ]e«%sdirement effiatey & S
contre les formes disséminées de ce canceés agressit) § <}v Jv ] v v[ (]S <p % E}P
durant les derniéres décenniete mélanome résiste aux thérapies classiques, et les nouveaux
traitements développés tels que le Vemurafiene permettent <p[uv & u]ee]}v § U%}E J]E %o]
grande majorité des patientiinsi, | ¢ po SE& ]S u vS ((] }IVSCE o0 u o viu & -
p oo o E + 3]}v Z]JEUEP] o e 0 *]}ve-a JES A %IFE U @303 [
dissémination de métastases a distance.

Le mélanome cutange développe a partir de la transformation maligne des mélanocytes de la peau,

le plus souvent suite a une exposition excessive aux rayonnements sotir@articulier chez les

patients présentvS pv % Z}S}SC % -adireeupe peay ckdre qui bronze difficilement. Les

Uu ov} CS e« ¢}vs8 0} o0]e ¢ Ve 0] %] E&u }vVSE o ojomctiondeme o0 % U
épidermique» et ont pour fonction de pigmenter la peau afin de prgaé les cellules du stress
cytotoxique causé par les rayonnements solaireg.Es<p[]Jo ¢S SE& ve(}E&u U o u o v} CS
cellule de mélanome et commence par prolifémersitu = ve o[ %] @ Eu LE VS <U O[}v %o
phase de croissance radialais avec la progression du mélanome, certaines cellules vont acquérir la
capacié de dégrader la matrice extreellulaire dela jonction dermoépidermique, et vont envahir le

Eu MpE VS <iW O[}V %% 00 0 %oZ Eitigm vevs unA faEe]deo X  §3
mélanome invasif est une étape cruciale car elle rend possible la dissémination de métastases a
distance puisque les cellules ont alors accés aux vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Les travaux menés dans le laboratoire stentréssur $8 SE& ve]S]}v [HUV % Z V}SC %o %0 E

«in situ» vers un phénotype invasif. En particulier, nous étudi@ssmécanismes moléculaires seus
jacentsa cette transitionafin de déterminerquelsen sont les acteursnajeurs.Nous espérons ainsi
identifier de nouveaux marqueurpronostics et diagnosti; mais également de nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles. Dans ce buytv u} o [ Su A 18 & u]e vdéwo PE
lignées de cellules de mélanome humainese lignée invasivet @ne lignéenon-invasive toutes deux

]Jeet ¢ [uv ulu o]PV % & vS o0 X

> ¢« $3E A pE % E VS o[ <u]% }v8 % Eule [] VvS](] & PE
O[]JVA *]}v % E } M u o la fétraspanine BTSPANB)Son expressionse absente de

la peau saine, mais apparait avec la progression du mélanome et confére aux cellules un phénotype
invasif. Cette protéine codée par le géne TSPANS fait partie de la famille des tétraspanines, des
protéines membranaires qui structurent deséseaux tétraspanine dont la fonction est de réguler

les protéines partenaires impliquées dans divers processus biologiques cruciaux pour la cellule tels que
of] Z E v S o SE& ve u S]}v *]Pv pAEX

Juu o[ A& % & FSPAN&ant au niveau transcrig]}vv o <u[ p VIA p ,appabaitE}S ]v
dans la peau lors de la progression du mélanome vers un phénotype invasif, lerbattléese a été

[1 vS&lleprégulateurs o[ A% E <<]}v §E deTEPARSE Cevmamusest composé en
premier o] pund introduction bibliographique non exhaustigeir le mélanome cutanésur les
mécanismes génétiqeeonnus pour lews implicatiors dans le développement da progression de
cette maladie et surles tétraspanines et TSPANS en particulier. Afageésentation des résultats
obtenus, une discussion générale présente les hypothéslkes gerspectives p[} (( E SE A JoX
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Partie | :Du meélanocyte au melanome cutané

Le mélanome cutané est une transformation maligne qui seld@pe a partir des mélanocytesd
cellules pigmentaireso} o]e ve of &Gudi] pratagent la peau o[ PE e¢°]}v
rayonnements solaires.

/o [ PJc&ncer cutané le plus mortel travers le monde et son incidence est eonstante

augmentation deuis plusieurs décennies, en particulier chez les populations & peaux claires.

recrudescence des cas est majoritairement imputable aux expositions solaires excessives
populations a partir du plus jeune age

Le fort taux de mortalité est d0 au faitug leslésionsde mélanome sontésistantes aux traitements
de référence et possédent une forte propension disséminer des méstases a distance dans de
nombreux organesBien que nous dispdsve Hi}HE [Z U] § @ngvants tekse que
0 [/ %0 ] o] dphibiteur de CTHA4)qui permet chez certains patients une amélioration dans la durée
et le Vemurafenib (inhibiteur de BRAF), peimetun fort taux de réponse et une rémission trés rapide
% S] vSe 8§ JvSe UOoViu-e* %}ES pEW quwi ppsvsilte] & &
%ol O0]<p S o}]v [!SCE @@Hang tep® années(qdi Wuiverd, plupart despatients
développent de nouvellegsions résistantea ces traitements, et décédent rapidement.

La
des

Dans ce premier chapitre, nous étudierono[ A}op3]}v g u o v} C3 e« ]Jv ve 0 % U

du mélanomamalin.

21

i



1 :La peau:

La peau est un organe majeur de par son poids et sa surface, mais également defpactiess

<u[ 0o EXu%o33vs <pu[ VA 0} %o %o pcorstEdeure barrigke efficace contre la
dessiccation ehous protege des agressionkysiques, chimiques, mécaniques, mais aoggniques

grace a la présence de cellules immunitaires telles que les celluleardgrhansLa peau exerce

également des fonctionsensorielles importantes,Jve] <u[uv (}v §]}v §Z Gu}l®& Ppupo 8]}
essentielle puisquE[ Z } u uestune espéce homéotherm@outefois, ces différents aspeats seront
pasdéveloppégians ce manuscrit.

Le maintien de ces fonctions dépend de la hernntégrité des dftrentes structures de la peau qui
sont illustrées efrigure 1f:

Figure 1 (A):
X o[]vs E( A o & +*3 pn }E%e* 0 % P E %onjonctiit E o[ZC %
richement vascularis@ui peut assurer de par sa teneur en tissu adipeux une protection
§Z Eu]«p S u vVv]<pg U ]Jve] <u[pv E€O0 S} 1 P o[ v EP] =

X "UE 0[ZC %} Eu & atissu anjondEinn&ivérichementvascularis@vec une
matrice etracellulaire riche en fibres protéiques qui conférent a la peau sa résistance
mécanique élastique et plastique. Le derme peut étre subdivisé en 3 régions

- ledermeprofond v }vd 8§ A  0[ZC%} Eu § % E(}]* 1((] ]o
derme réticulaie susjacent

- le derme réticulaireconstitué (] + o0 ¢S]J<cpu s [ 0 pv]we § (] @
collagéne denses daisceaux

- le derme papillaireconstitué de fibres de collagéne plus laches et de fibres
0 *S]<u « [} A CSebpearpefilicukaire ad Jonction DermeEpidermique

Figure 1 B):

X Surle derme se trouved [ %] @Eu U pv %]5Z o Pluvist¥atifié kératiisg gont
la lame basale est appelée Jonction Desiapdermique (JDH)e derme se divise en plusieurs
couches basale, épinewes granuleuse, claire et cornéequi correspondent a différents
degrés de maturation des kératinocytes.

[ *S ve o[ %] @&Eu U p e« Rératinooytairppasaleau contact dda JDE que
sont localisés lesiélanocytes.
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Figure 1: Z % E * v8 8]}v e Z u 8]<p  [uv e« 8]}V % pU A pv 1}}u e puE o E PJ}v

(A): Les différentes couches de la peau sont représent®eso [ZC %} @Eu § wascul@iséslLea}josction dermo
épidermique (JDE) sépae Eu o[ %] @Eu <gdulafsé@)%[* PAE v ]+ u o/[S&e permet de
détailler les différentes couches quidemposent(basale, épineuse, granuleuse, claire et corrgEompagnées de leurs

noms latink Le mélanocyte est lolisé dans la couche basale au contact de la JDE, et étend ses dendrites pour mélaniser les
kératinocytes de son unité de mélanisation.

Medical gallery of Blausen Medical 2pMikiJournal of Medicing (2)|DOJ10.15347/wjm/2014.01PSSP0024436)).
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2 :Le mélanocyte

Les mélanocytes sont des cellules pigmentdoealiséeslansdifférents types @ $]eepes 3 0 <u O[pA
o[ " ]stdawascularis 0Z} E [ps ménidgesCependant, le présent manuscrit se focalise sur
le mélanocyte cutané o[} E&]P]v M U S wWhu<p] 8 vISE u}. o [ Sp

2.1: /7R UL JL@éknGeite/

Il est courammat admis que les mélanocytes sont issus de progéniteurs originaires de la créte
neuraleW o ¢ u 0 v} 0 5 ¢ <pu] A}vS Uu]PE E ipe<pu][ o PE  «B]v §]}v &
différencier en mélanocytes. Cette migration est soit dorskatérale et spécifige du lignage
mélanocytaire, soit ventrale et concerne alors des progéniteurgpotents (précurseurs
mélanoblastiques et decellules de Schwann) (pour revue, Bonaventure et al., 2013) qui auraient
tendance asedifférencier en mélanocytes lorsque le cant avec les nerfs est perdddameyko et

al., 2009)

2.2 :La fonction du mélanocyte cutanéeOD SLJPHQWDWLRQ GH OfpS

Le mélanocyte est responsable desinthésedda u o v]v o [ } & Jgighventatiamqui protége
o[ %] ¢Bntre les rayonnements ultravioletdJV) pour éviter le développement decancers
cutanés dont fait partie le mélanome

CZ <p uov}yCS S 0o ~u@Epidepmiquede]riélanisation, et alimente en mélanine,
grace * ¢ v E]S U v u}C vv 10l E SJv} CS ¢« o }p Z s 0 5§ %]\
Figure 2).

Figue2 W Z % @E ¢ v8 8]}v e Z u §]l<p [pv pv]s u o v]e 8]}vX

Les différats kératinocytes de cette unité de mélanisationtsmélanisés par le mélanocypeesent dans la couche basale
qui leurtransférela mélanine synthétisée au sein des mélanosayr@se a ses dendrites.
(Source http://lwww.ledacademy.fr/detailpigmentaton+et+lumiere+visibizl3.html selon le Pr Thierry Passeren
MSIE]e S]}v B EX D] Z o W 00 §] EU % E <] vS ) of <} ] S]}v HE}% Vv > uC
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La synthése efa maturationde la mélanine se déroule au sein des mélanosomgissont ensuite
transférés aux kératinocytesavoisinants (pour revue Delevoye et al.,, 2011)Ces orgaites
intracellulaires spécialiséssont des lysosomessécrétoires spécifiques des mélanocytes. Ce
mélanosomese différencienen quatrestades de maturation{V)[Figure 3}, et sont déterminés en
fonctionde leur structure dela quantité etde o <u 0]8 u o v]v <u[]loe }v3] vv v§X

Le mélanosomede stade | est rondlocaliséa proximité | v}C U 8 v %o}ee % o [ S]A
tyrosinase.Le mélanosome passe au stade Il avekvl } E %o } @B MglhA et de la protéine de

structure vésiculaire PMEL1Gui forme des fibres etconfere une forme allongée ovalau
mélanosomeX >[]v }E%}E& S]}v « TWRPhéeesbaires & la mélanenpse permet le

passage du mélanosome au stadeddhslequel la mélaninese localise au niveau des structures
fibrillaires Les mélanosomes de stade $dnt matures et contiennent un&és grande quantité de

mélanineet se distribuent en périphérie de la celludotonsque ks phémélanosomes arrétent leur

maturation au stadel et conservent leur forme arrondie non fibrillaire

Figure 3: Photos en microscopie électronique de mélanosomes représentant les 4 stades de maturation des eumélanosomes.

Photos de microscopie électronique de la structues thélanosomes de stades | a IV de cellules humaines de mélanome
hyperpigmentées MNT. Stade | la pointe de fleche montre la double enveloppe, alors que les fleches pointent les vésicules
intraluminalesStade Il tes fleches pointent les structurebrillaires protéiquesStades Il et IMes structures de plus en plus
noires témoignent des concentrations croissantes de mélanine au sein des mélanosofe&E [ ZBamW i
(Source Raposo et Mark 200 Reprinted by permission from MacmilRublishers Ltd: Nature Reviews Molecular Cell Biology,

DOJ10.1038/nrm2258copyright 2007 autorisation RightsLink n°® 4060290423301

Les mélanosomes matures sont transférés aux kératinocytes au nivealeddrites mélanocytaires.

Dans le kératinocyte, grace a un mécanisme impliguant la dynéine, les mélanosomes sont rassemblés
au-dessus du noyau pour former unekape» de mélanine qui protege le matériel génétique des UV
Figure 4) (Byers ¢éal., 2003; Gatest Zimmermann, 1953)

Figure 4 : Photo de microscopiteschapes de mélanines @essus des noyaux des kératinocytes de la lame basale.
WZ}8}e u] €} }% ] }%eBdn pon | & < |» une[biopsie d peau humaingecentrée sur la couche basale de
o[ %] .(&auwrce Reprinted fromJIDQVolume 21, Issue 6, Pages 8388 Gates and Zimmerman@pmparison of skin color
with melanin contenCopyright 1953with permission from Elsevighttp://dx.doi.org/10.1038/jid.1953.11l4 autorisation
RightsLink n206029083734p
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Lamélanogenésse déroule au sein des mélanosonpesicipalementgrace a 3 enzymdgigure 5).
La synthéseommence par la métabolisation delldyrosine enL-DOPA puis en DOR@Inonegrace
o[ VIiCu dCE&}]wusoXv]v ~% ]P u-nok) est @@&nue gracaux enzynes TYRP1
(Tyrosinase DHICA oxidas@RPLl) qui permet la métabolisation de la DOgAinone en
DHI(Dihydroxyindole)uis en Eumélanine, alors querRPZDCT pour Dopachromealitomerase
TRP-2permet la métabolisation du DORArome en DHICihydroxyinale-2-carboxylic acid)uis
en EumélanineLa phé&mélanine (pigment jauneouge) est obtenue drsque la cystéine est inclue
dans la cascade réashnelle A o[} § dé& Dysteyl-dopa La couleur de la peau et des poils
dépendent directement des quaités etdesproportions de ces deux pigmentSimon et al., 2009)

Figure 5 : Représentatioschématige de la synthése dedeux types denélanineet des principales enzymes impliquées

La métabolisation de la Tyrosine par la Tyrosinasel ERPRPi % Eu S 0 *CvSZ -« pHu o vlv 33U A

de Cystéine dans la cascade enzymatique, derRélaningAdapté a partir d&ideira et al., 2013© Anais Basileiros de
Dermatologia DOI:[10.1590/S03685962013000100009
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2.3 :La régulation du meélanocyte

> & Puo §]}v ol 3]A]8 pmu o v} C3 délafeau.EoeffetMe nlanpiwté P ]

doit pouvoir augmenter son activité en réponse aux stress induits par une exposition de la peau au
soleil. 85 pPu vs 8]}v [ 3]A]8 ¢ SE pl]d % & o EIvi P «<u] }ve]es
la pigmentation ded zone cutanée exposée aux rayohs. bronzage <3 o }ve <u v [UV
augmentation dda synthése de mélaniney ]« P o u vS [pv  pPde ladnajiation et

du transfert des mélanosomes aux kératinocytes. Le bronzage a pour but de diminuezdesraluits

lors des prochaines expositions aux U& différences de couleurs de peau innégselles induites

lors du bronzage, somrincipalement dues: desdifférences de nombre et de taille des mélanosomes

ainsi quede leur composition en mélaningnt en termes de quantité que de qualit€Jimbow et al.,

1976)

Les rayonnementshs *}vs 0 ¢« % E]V ]% pH&E ( § pE+* VA]J]E}VvV u vs pAkE E P
mélanocytes. Les UV émis par le soleil sont subdivisésistypes:

x UVA (326400nm): Ces UV représentent la plus grosse majorité (>95%) des UV atteignant la
surface du gibe, et 15%pénétrent o %o W ipe<u[ p @drie peureffet néfaste sur
O°* OOHO ¢ *8 | O[]v UL 8]}V [HV *SE ** }EC VS % E o ] ] ‘
lors de leur absorption par certaines molécules.
x UVB (286820nm): Ces UV patennent a la surface du globe malgré une importante
absorption de ces longueurd}v ¢ % E o }u Zet 15%il¢sy UVB pénétrenalpeau
o< ve 0 }u Z e 0 . llsspn¥edspdisables de la réaction inflammatoire
connue sous leam de«coup de soleib. Les UVB ont un impachrect sur les molécules
[ E<pu] lJE vVvS§ e O}JVPU HE* [}v X 5§ *}E%S]}v Jv uls o
JA 0o v3e VEE o0+ o %CE]JuU] J<p e ~d & * <p] % pA vs ISE
somaiques sila cellule ne répare pas son ADN
x UVC (20@280nm): <« hs }vS o « u!lu ¢« (( S* ]}o}PJ<p e <p 0 hs U § ]~
plus énergétiquesils sont les moins dangereufo.} u E o [ £awils sont complétement
e }JE ¢ % & o }uZ [}I}v X

Figue 6 W Z % @E » v3 3]}v » Z u 8]<p  p Vv]A % v SCE 8]}v ¢ Z C}ve hs ve o[ Su}e

> e hs % VvV SE vS % E}(}v u vsS 0 % W ipe<u Ve O Eu X > hs % &S] oo u vs
ra%] U vS }E °* % E 0 ¢ }U Z ¢ eu% E(] ] 00 ° 0 % WuX v(]JvU > ¢ hs <}vs§ §}§ o0 u
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>[ E%}e]8]}etimulEoh s A]S% i ve 0 « | E 3]v} C§ «U «u] A}vd ( A}JE]- @
o[ 3]A §]}v ndléd @élanocytes Jve] <p [ USE « A}] - «]Pv o] §]}v ]
(pour revue, Osawa, 20Q8Yamaguchiet Hearing, 2009) MITFM (Mlcrophtalmia
associated Transcription Factdisoforme M) est le facteur de transcription spécifique indisgarie
o[ § o]+ 8 ‘h@inpéostasiedu lignagemélanocytaireipe<u[ o @& Ppupo S]}v ¢ (}v S]}v
mélanocytes différencié$Goding, 2000) En effet, MITF fait office de plague tournante dans la
& Ppo 8]}v P v §]«u M uoviCS U viv e pyo u vs foloGk evat., ] 0 « <
2008a) mais également de par les voies de signalisations dont il est tributaire.

Lorsquel »« hs <3Jupo v dae[p58]dans les kératinocytelaréprime la signalisation par le

TGFtU <] %o PRAK3S[]V H]E o A% E <]}V D/d&X %oOUeU %oRT %o E
Kitl/SCF (kit ligand / Stem Cell Factor) par le kératite et augmente ainsi la signalisation par la voie
Ktt D W< ve 0 U OV} CS X V %O0pse o[ (( 8 o0 ee]cp §8 A}]
% E}o]( & 3]}v 8 0 epuEA] U oo }v u]3ondeMTF parphojpi@d/lation.] S]A §

L[ 3]A 3]}v %fil ve 0 | E S]v} CS % @autranschptmnudevBOMEProu] E
OpioMélanoCortine)qui est clivé pour produire leZ}Eu}v ¢« u 0 V}SE}% * S 00 * <u O
(MelanocyteStimulating Hormonekt ACTH(AdrenoCorticoTropic Hormone)a fixation de ces

hormones sur leur récepteur MC1R (MelanoCortin 1 Receptor) exprimé par le mélanocyte induit une

cascade de signalisation dépe v 3§ ol DW «u] ( A}@@é-CREB (&IMA Response
Element Bindingk%o E}S JveX Z A 0}E- 0 (}]* Jv HIE o A% E ]}V
%o ES] 1% E o[]v H S1}v [ A% E <]}V ES ]Myrosinase)JMRPL « | 0 -

(TyrosinaseRelated Protein 1t TRP) et DCTI'YRP2(DopaChrome Tautomerase / Tyrosinddelated
Protein 2 t TRP2, qui sont impliqués dans la mélaregse >[ £ % E ++]}v § o[ 3]A 3]}v D/
le mélanocyte mature favorise laélanogenéseA] o[ sfoHodEs enzymeEYRTYRPEt TYRP2
Jve] <p o] £% E *¢]}v -« ¥@&Maanesomipuoteind gt Rab27 impliquées dans la
formation et le transport des mélanosomgsour revue, Osawa, 20Q0& amaguchi et Hearing, 2009)

Mais MITF permet également idgulation de SNARLSLUGpour promouvoir la migration nécessaire
entreautres o0  }o}v]e S]}v e S]eeus % E 0 * % E}P v]S pEgenése v} CS | E
(PérezLosada et al., 2002Enfin, MITF contrble la survie et la prolifération du mélanocyia la

régulation entreautre de BCLPB-Cell Lymphoma 2Yle P16%¥P21°P! En particulier, BGR va étre

% ES] Ho] E U VS Ju%}ES VS %o }uE % E}S P E o u o v} CS§ o[ %o} %o
de pigmentation cutanée.

Le Kératinocyte favorise également la serdu mélanocytendépendammente MITFentre autres

% E o[ A% E *+]}v : PP <pu] 3Hlue kévatinb}yte Ebpie Eddemént dans

o[ VA]JE}vv u vd =« ( 8 pE- E}]eev S o0° g 0 ,'& ~, % 8} C&

(Platelet @E]A 'E}ASZ & 3}E- § o[ v }iddbentw [ iA%AE. e Jdgiérine, r

connexine43etdes *u}Po Jv ¢ <u] *}vS8 e ulo HO ¢ ¢ v3] 00 * %}NE o] Z &
o u SE] S MAE | €& SJv} CS X > %it pErdetal méldnobyte de Jprofiféres p

(Haas®tHerlyn, 2006X W & ]Joo HE-*U *uls MV A% }*]8]}v pAE hsU rD”™, §

MV E %o}ve VS] %}%S5}S]<u 8 E u]@Eadakaro etal, 2005) o[ E
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> e (] E} 08¢ pu Eu % HUA vE pE pee] E Pub] Eop[EEJE]3]}M U
( S uE- E}]ee v §, dee SOk etolnF&F (basic Fibroblast Growth Factor). Il est
Pouvs }vvp <u 0« (] €} 0 ¢35 « % HA vicaenhpoulE o5 <IPw ®P]J&E S}V t

importancepour les mélanocytes et ledignage Ainsi,alors quele kératinocyte activet-caténine en

exprimantle ligandWNTU o (] &} o 3 o[]vZ] A] o[ A% E ++]}v o[ v38 P}v]eSs
& Pupo S]}v % E 0 ¢ (] €} 0 *S ¢ 5 JuKo}@ES VS %}UE O %ZCe+]}o}P

élevée de DKK1 est responsable de la moindre pigmentaésnzones palmplantaires due a une

diminution du nombre de mélanocyt€¥amaguchi et al., 2004)

Figure 7 : Résumé schématique des régulationso[ 3]A]3 u o.v} C3 |E

L'activité mélanocytaire est régulée grande partie au travers de son interaction avec le kératinocyte. Le facteur de
transcription spécifique du lignage mélanocytaire joue un réle central dans ces régulations. La régulation du mélanocyte au
contact du kératinocyte passe par différentes vdesignalisation dont font partie Jagged/Notch, Endoth@lifi&in3/Edrb),

tEdI&e F~t§ v]v Id &e*I> &X %oopeU o] S]A §]}v -nétammenvsuite a unEtrégsvihdgtPar les
rayons UV u v Of A% E <]}V %oOpe] WEe* P v e }vs o[rD”, § <]S0U u ]evoieco u v P o
d'&tX g e ]Jv puoviCsSUD/d& i}p pv E€o vE§E oU v}$§ uu v§ Ve 0O }IvSEE€o0
UJPE §]}vX D/d& » SE}HA E Puo 3 vs p v]A IV E%E ec]}v ~% E W yiU > &
activationpar phosphorylationRMITF; par ERKX %oOopueU Z ( AYE]- P ouvs of] £%E <<]}v < P\
impliqués dans la mélanogénedeCT TYR et TYRP1 (TR&d)rceMelanocytes Stem CelBsawa, 200& Copyright © 2009

Masatake Osawa
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3 :Le mdanome

Le mélanome est le cancer issu de la transformation maligne du mélanocyte. Tel que précisé

précédemmentdifférentstissuscontiennentune population mélanocytaire et peuvent donc étre le

] P [V A 0}% % u v3 sdont les egractéristiges sont tisstspécifiques. Cependant
Ve 0 % @E * v3 u vie EJSU « po « E A}cu o e HUuUoOVIu s v

ma these.

3.1 :Facteurs deisque

3.1.1 :Facteurs de risques environnementaux

Le mélanome résulte de la transformation maligne délanocytes quont accumué des anomalies

P v §]<pu » ou]s pv o E] [ A v u v géhotxigueasdx pellules Ea principale
cause de développement de mélanomes est une exposition excessiveygons UV (65 a 95% des
cas) Aussi, les celpo - uoviu %E * vS vS pv ( pus E % E S]}v
]Jv ]S ¢« % E o[ A %(Wufaylet al.p2815%)s

X Exposition aux rayons du soleil

Il est communément admis que les coups de soiilgmentent le risque de mélanome et cela a été
démontré par de nombreuseStudes ces derniéres décennigsour revue, Chang et al., 200 Une
E%}]8]}v *}Jo JE £ <<]A % v v oliévgment le fifeue de&dév%elo@péarun

mélanome. Une étude récente basée sur les données de plus daé ili00%. S] vSe u}vSE <u[uVv

historique personnel de coups de soleils graves et fe@tm est associé avec une augmentation
prononcée du risque de développer un mélanome. De plus, le risque de développer un mélanome

%0 E viu @ pAE }u%oe *}o Joe ¢85 %Opue %o E}V}IV Z1 oe Z}uu -«

niveau du reste du corg®Vu et al., 2016)

hv viu E o A } U %o ® *}o Jo* PE A « v[ pPu v3 %o * Oty@Ege<p
de cancers cutanés, les carcinomes épidermatleasocellulairdWu et al., 2016)Ceci est en accord
avec ce qui était déja démontrdes expositions solaires intenses et intermittentes sont associées a
une augmentation du risque de développer un mélangaders que les expositions chroniques sont
plutdt associées aucarcinomes kératinocytaires et épidermoides (pour revue, Chang et al., 2009)

X UV artificiels

>[usS]o]e S]}v Jv o E}vi P h se a@Ershigdué axeru 6 dévelogpement
de mélanomes (pour revudoniol et al., 2012)

Pourtant, commeles personnes avec une peau trés pigmentée présentent moinssdees de
développer un mélanomet de subir des coups de soleikrtaines personnes croient gues UV

artificiels permettent demaintenir son bronzaget de %o & % E & * % U o[ £%}*]5]}

Cependanttel que le montre une étude récente portant sur les conséquences de ce comportement

chez des étudiants américains qui utilisent les cabines UV pos E % E & o[ A% }*]S]}v *}o0

« Spring Break (Denniset Lowe, 2013)cette pratique est inefficace et pourrait méme induire une

o P E& pPu vs §]}v 0 *uUEA vy } U %o ® *}o Joe 0}E- o[ /E %}

personnes.
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E}v ¢ po u vS o[pnS]o]e S]}v + hs ES](] ]ntage gur bochuUrt terdie puisgue A
cela «v[]uupwvipas contre les coups de soleils, mafs *&xtrémement dangereux sur le long
terme carcelaaugmentedrastiquement le risque de délopper un mélanomeen particulier chez les
adolescents et les jeunes adultgsur revue Boniol et al., 2012)

3.1.2 :Facteurs de risques intrinséques

X Le PhototypdTableaul

Le phototypepermet 0 **](] & 0 % & ] p¥esonne]d subirpdes coups de soleil et la

capacité de bronzer sur une échelle de 1 (peau qui ne bronze pas et prend toujours des coups,de soleil)

a 6 (peau noire qui prend rarement des coups de sdfgilzpatrick, 1988) es personnes a peau claire

% E » v3 v8 pv E]e<p E A 0}% % E pv u o viu pud3 v X v (( 38U
efficacement contre les effets néfastes des UV, et le faible potentiel de bronzage de ces phatotypes

réaction a une expositiosolairesouligne leur vulnérabilité due au manque de réactivité de ces peaux

( H *SCE ¢ epu ] 0} E" o[ £A%}*]38]}vX

Tableaul : Classification des phototypes en fonction de la sensibilité cutareég A %0}<]13]1}v *}o JE U }u% Pv e}
de protection.

On distingue 6 phototypes selon la couleur de la peau, des cheveux et des yeux, mais également selon la sensibilité de la pea
o[ £%}*]5]}v *}o JE S - % ]S s€F§grouENX par2 Selth 2 pofils @dwomportements a adopter

( o[ £%}]81}v ¢}0 JE %o}pE % E}S P E 0 % U

(Source|http://www.syndicatdermatos.ovap-content/uploads/2014/08/Imagel14.

http://www.syndicatdermatos.org/dossier/leisguesdescabinesuv/] copyright Syndicat National des Dermatologues
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X Le nombre et le type de Neevi

VAJE}v 719 ¢ u o viu » o A 0}%% VS % ES3SUEnompre dlevi|de % E /|
v AJU ulu <gu o0 % E v [uv v Ape }VvP v]8 0 P v3U E % E + v§ V
risque accru de développer un mélane.

X Antécédents personnels &miliauxde mélanomes

Les personnes ayant des antécédents personfyasilden et al., 201&t /ou familiaux ont un risque
accru de (re)développer un mélanomBe plus il a été établi ga le risque de développer un
mélanome est accru chez Ipersonnes ayant déja développé@ carcinome cutané.

En ce qui concerne les formes familiales de mélanome, elles représentent 5 a 10% des mélanomes, et
présentent dans 20 a 40% des cas, une mutatiénédiitaire du géne CDKN2A/pl6oulignant
0[Ju%e}ES Vv e Pve wveo A 0} %0 Bneumutiation aeCDK4beducdup

plus rare, a également été retrouvée dans certaines formes familiales.

x Autres facteurs de risque

Les traitements immunogipresseurs prescrits aux receveurs de greffes et les états immunodéprimés

sont connus pour accroitre le risque de développer des mélangivaglic et al., 2009Pe fagon
intéressante, une étude récente montre que les personnes possédant un terrain atopique présentent
moins de risques de développer un mélanoines auteurs suggent que cela est di a une surveillance
Juupv]s 1&E Epu Ve 0 %o e % 8] vSeX d}pusS (}]*U o}Ee<u[pv
% E}Iv}e3] A]lS 0 V[ *3 % < ]\{Narpsigan ebal R20af) $} %o]

On observe également un risque accru de développer un mélanome chez les patients atteints de
certaines formes deXeroderma Pigmentosumune maladie hérédiiee rare due a un défaut de

E % & S]}v of] EU Vv % ES] po] E %3gyses par les YPazkewsk&ZZQu (v -
et al., 2013)

3.2 :Les différents types histcliniques de mélanomes cutanés

>[KD” 0 ¢*]J(] 0* uoviue puS v e e 0}v <p SCECliMGUES]V (% 0 * (}EU * Z]

3.2.1 :Mélanome superficiel extensif

/o <[ P]S npme l®plus courant qui représente prés des trois q(abes a 80%jes melanomes
diagnostiquéslocaliséprincipalementsur les membreX /o 8 }vvp v VPO ]e e}pe o[ E}v
pour Superficial Spreading Melanoma. Il se développe selon deux phassisjeégjue nous verrons
par la suite une longue phase de croissance horizontale croissance radialei précédeaunephase

[IJVA «]}v  andisgance verticale)

Ce type de mélanomeorrespond tout a fait aux criteres ABCDE que nous verronkasite. lise

% E « vS <}ue o (}a@&hecutdnée pigmentée quévoluedans le temps et présente des

teintes et des contours irréguliers et asymétriguea longue phasee croissance radialexplique le

fait que ce type de mélanome présente le fmo PWE % E}Vv}eS§] *UMEA] o0}Eecu[]o *35
fagon précoce.
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3.2.2 :Mélanome Nodulaire

Ce type de mélanomest plus rar10 a 20%lescas ll* % E * vS *}ue o (}Emoirouuv v} po
brun qui augmentaapidementen taille. Cependant, il arrivep[]o v < }digm#&raté, ce qui rend
son diagnostic plus compliqué.

Le mélanome nodulaire présente une évolution beaucoup plus rapide que le mélanome superficiel car
il ne développe quasiment pas de RGP, et le pronostic est donc bien moins favorablespairisque
de dissémination métastatique est présent des le début du développement de la Iésion.

3.2.3 :Mélanome Lentigineux

Ce mélanomest relativement rare(5 a 10% des cas).«lB lu% Pv [uv SE}% Z] o[ %o]
et affecte la peau des patients &yéu niveau des zones les plus exposées au soleil durant leur vie,
[ «3 ]JE o AlJ* P 8§ 0 ¢ u ]JveX >[ Alous]}v 3 C %o uoviu 3

rarement vers une forme maligne aisappelée mélanome de Dubreuil (LMNentigo maligant
melanoma)

3.2.4 :Mélanome Lentigineux Acral

Ce type de mélanome&/[ ¢S %o ¢ 0] o[ A% }+]5]}wes zofiesipalmdires} pladtaires et
unguéales plus particulieremermhezles populationsafricaineset asiatiques(60% des mélanomes
développés cheles personnes a peau foncée, contre 5% des mélanomes chez les personnes a peau
blanche) Bien que le mélanome lentigineux acral puisse apparaitre a tout age, les femmes de plus de
50 ans sont plus touchées par ce type de mélanome.

3.3 :Epidémiologie

Comme le rontrent les données publiées sur GLOBO{HAglte 8), parmi les pays les plus touchés
e SE}UA v3 o[ ueSE -0]JoUvo UEGuA00c] U 0 * % Ce [ofl (FHkw wVIE U
etles paysducontined pHE}% VX % v v3U o[ pe&Z@amdp sost mettdmentpluso
SluW Z * % E o uoviuUS3vE v3 Eu-+ <%[FVvA ovw B puy@Es®mis X

Cette répartition mondiale de la prévalence du mélancgsel conséquence direg 0[Z]*8}]CE .
%0 L% O U VS * % CeU NIJUE [ZHU] U i}E]S ]E U VS %o H%0O ¢ % E
voire trés claires.

]Jve]U o E}uA 00 <« o0V § o] u*SE 0] *}v8 % HM%oO e VvV VS
phototypes de peautres claires et trés sensibles. Or, ces pays sont fortement ensoleillés, et ont de
plus subi plusieurs épisodes deS«E } e Ve 0 }u ZiX PiGEs e %]} U O %o ]e-

o I Z [}}v % pus3 13E E pld fi nBrmales}, et d#«cd faielledBe hemplit
plus correctement son réle defiltre & rayons». Ainsi, une augmentation moyenne de 10% des UVB
atteignantla surface terrestre fut relevée entre 1986 et 1996.

A cd égard, la prise de conscience du probléme de santé quilgue représente le mélanome a

conduit certainsEtats Jv]8] E e+ %}0]8]<H ° % E A v3]Iv ¢ V]S ]E %oope *5C(
cabines a UV sont interdites depuis le ler janvier 2015 en AustEali@ E v o[]JvS E ] S]}v *8 %o
%o } 1 E izoh 2Q1%, aprés une longue phase de réglementation ayant débuté en 1997. Ces mesures
semblent %o %o E} % E] * %o U] *MUHAEE PfY Eu[|v HpS]o]e S]}vV . Jv « A
35 ansaugmentele risque de développer un mélanonde 75%pour revie, Boniol et al.2012)
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Figue8W &3 u}v]o of]Jlv] v ~ o0 pe § o0 UuU}E&s o] ~v E}pP ¢ pu o viu

. ES ¢« & % E * vS8 vS % E % Ce o[]v ] vV § 0 u}EGOWmihdividys staratdigée paps v %o} uE
E %o %o } & Sourm¢ Gobodcan.iarc.ft PSS} E]e S]}v (JLEV] % CEsinEtel agatdndardi€H rates (World)
of incident cases, both sexes, melaa of skin, worldwide in 201Estimated agetandardized rates (World) ofatés, both
sexes, melanoma of skin, worldwide in 20%®@m Ferlay J., Soerjomataram |., Ervik M., Dikshit R., Eser S., Mathers C., Rebelo
M., Parkin D.M., Forman D., Bray, F. GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No
11 [Internet]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; 2013. Available from:
http://globocan.iarc.fr/lPages/Map.aspx, accessed on 08/03/2017.
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3.4 :Prévention

> % E]V ]% 0 u spuE % E A v3]}v p u o viu ujveypns UV. AcplieE o /£ %
% E u] E u *pE <[ i}us o S S]lv % E } * 0 *]}veX o HAE U *p
les meilleurs moyens a notre disposition pour lutter contre le mélanome.

V ((SU 0}Ee <p 0 % E}v}esS] «&ldmdmme pledodesddt tajiepear gxrese) les
thérapies actuelles ne permettent pas de traiter efficacement les métastases des stades avancés de

u o viu X [ 8 %o}upEcu}] pv S S]}v % E } HUOVvVlu 5 Ep]o ¢
Si un mélanora est suspecté, un suivi doit étre réalisé par un dermatologue, et seul un examen
anatomopathologique sera en mesure déterminer la nature exacte de la lésion.

La régleABCDE% Eu 8§ YA % S] vSe -mEmdEs,udrv sEveilladE cing critéres qui
permettent de savoir si un mélanome potentiel se cache derriere leurs Iésions pigmentées

A: Asymétrie

B: Bords irréguliers

C: Couleur hétérogéne

D: Diametre élevé (>6mm)
E: Evolution de la lésion

X X X X X

>[ A}Jops3]lv 8 v pv EJS E Ju%oe} @S +PFB Goe @ WeoTS W6 E]VE% E ] E O}
de la lésion

1: Changement de taille

2: Changement de forme

3: Changement de couleur

4W ]J]usSE H o6uu

5W WE v [Jv(o uu S]}v

6W WE v e ]Pv u v8e }u [po & S]}v
7 : Devient sensible

X X X X X X X

Cepadant, ces méthodes qui sont pertinentes pour le mélanome superficiel extensifs (SSM) sont bien

moins efficaces pour détecter les mélanomes acraux et nodulaires. De méme, un mélanome
achromique peut facilement étre laissé de c6té lors de ces examens,Sq JA@E] ] 0 %o S] vS o[ !
examine.

%0opneU Jo § & uu vs uj}vsE o VP E «<pu }vesS]Spu o £ -
/£ uv Vv U*SE o] X v (( sU % C* HME u v3 S}H Z % E o u o v}iu
prévention. Il en ressort i} p @& [ZW] <M ve o] 8 M YU veOo V U 0 =« o ¢}vs
souvent imputables & des mélanomes de petites tailles qui présentent pourtant un taux de survie a 20
ans de 96% en temps norm@&Vhiteman et al., 2015)
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3.5 : Criteres de pronostic

Principalement basés sle volume et la profondeur de la tumeur et sur les métastases, les critéres de

% E}v}es] }vs § § CGu]v ¢ % E o[ u E] v :}]vs }luu]ss v v E
vV ee JE - 0O uje V. %00 [uv SCE& ]S u vs %S qupatentest u o v}iu
atteint.

351:E]JA p []JvA <]}wtMihm CEI

§8 u 8z} o +](] v Jv<v]A p&E o PE AlfFigul 9)p «d}v off #50]viu
destissussous Vv3e 0}Ee+<p 0[]VA npldépasieppsile millimeétre.

X Niveau | :Derme sain (localisation uniqguement iriégidermique)

x Niveau Il : Derme papillaire atteintJonction DermeEpidermiquedétruite)

x Niveau Il : Derme papillaire envahi profondément mais derme réticulaire sain
x Niveau IV : Derme réticulaire atteint

X Niveau V : Hypoderme atteint

Figue 9 W Z % E » v3 3]}v » Z u §]«p e« VIA uZ&E [1VA *]}v o El 3§ D]ZuX

E]S E % E}v}eS] - e cUE 0 % E}(}v jad@nts W[GVA Elv S JRC¥}}@Eu X /o [ P]3
profondeur non pas quantitative mais plutot qualitative (selon le tissu atteint, les cellules peuvent entrer en contast avec
vaisseaux sanguins et lymphatiques). V1A u / }EE %o}V nuasion donc aung Jlocalisation uniquement
%] Eul<p . OOMO * uoviuX >« vliA pu&E // /s }EE *%}v VS 1(( & vSe v]
0[Z C %o}, etaun risque croissant de dissémination métastatique
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3.5.2 :Classification TumedGanglion (Node)Métastase (TNM)

La classification généraliste TNM permet de décrire les stades des cancers dont sont atteints les
patients, selon un modele initialement proposé dans les années 50 par le chirurgien francais Pierre
Denoix. Cette classifition est réactualisée au fur et a mesure que les connaissances en oncologie
progressent% & o[h/ ~hv]}v (}& /vS CEv S]}vo v & }vSE}oe S of : ~
on Cancer)A ce titre, & derniére mise ajour o u 37} § ]o0«AJCE <Canger Staging
Manual (7th ed.)» prend v }u%S of[]v ] (E <p v ul]sS}tS]cpu Ve 0O * pou
classification se base sur plusieurs méthodes détailléapréis.

3.5.2.1 Indice de Breslow (T)

Cette méthode est prise en compte dans la clasgibn TNM pour le mélanome. Elle se base sur la

% E}(}v HE u A£Ju o [IVA «]}v  Eu]l<p 33 ]vS8 % E 0+ O0OOHO ° u
0 **J(] * ¢ 0o}v pv Z o0 di doX > % E v e ]JPv u vse }pu |

compte car e0 0 o5 oo} ] pv EJecpu Eu ]Jee u]lv S]}v u § 8 Sl }pu

du mélanoman situaprés résection.

TO: pas de tumeur primitive

T1:<1mm (pour ces tumeurs, se référer aux niveaux de Clark et Mihm)
T2:dela2mm

T3:de2a4mm

T4: > 4mm

X X X X X

3.5.2.2 Métastases (N et M)

Les métastases des mélanomes sont connues pour disséminer dans totpldéides organes, pour

leur résistance aux traitements classiques, mais également aux traitements plus récents a moyen
terme avec des chances de sigra cing ans assez faibles.

3.5.2.3 Métastase ganglionnaires (N)

Lorsque le mélanome commence a disséminer, le systéeme lymphatique va étre envahi en partant du

§ EE]S}JE 0Cu%Z 3]<p }T 0 u o viu [ & A 0}% % X upee]U o[ A o
atteints permet de préciser le diagnostic

NOW % « [ §8 ]Jvs P vPo]}lvv JCE

N1: 1 ganglion atteint

N2: 2 & 3 ganglions atteints (ou métastase en transit)

N3: 4 ganglions ou plus (métastases ganglionnaires et métastases en transit)

X X X X

3.5.2.4 Métastases a distance M

>}Es<Hh 0 ¢ U S o8 o o ¢}y o} ES] ¢« M *CeS U O0CU%Z S]<p 0} o 8§ }vs
% E}v}e3] [ positiyeEhite encore

x MO : Pas de métastase a distance

X M1: Présence de métastases a distance
>}Ee+<u[]lo C ]+ uduce Jdlusieurd €és de figure se présentent selon la localisation des

métastaseset selon le niveau de Lactate §dydrogénase (LDH) sanguin. En effet un niveau élevé de
LDH est synonyme de tissus endommageés, donc de mauvais pronostic.

x Mla : Taux de LDHommal et métastases distantes cutanées et sauganées
X M1lb : Taux de LDH normal et métastases pulmonaires
X Mlc : Taux de LDH élevé ou toute autre métastase viscérale
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3.6 :Physiopathologielu mélanome

3.6.1 : Le modeéleclassiquele la progressiordu mélanome

Le modet canonique de développement du mélanonadentifie plusieurs phaseseprésentées en
Ala suite [ A v u vse §E v (nd@eélasddye va devenir une cellule de
Uu o viu <p] % El}o]( E«iBs [ve@&[ %] & ulaphdke de&croissance radiale
RGRRadial Growth Phas€lark et Mihm niveay.lCette prolifération erratiquepousseles cellules a
ee E 0 PE+* ]JVE E 3]}ve A o0 | & 3]v} C3 « pn %imdEss. Ajecs E 5]}

la progression du mélanomeertainescellulesvont continuer [ pupo &E e UMSdE&Epve 8
transformer pour acquérir des propriétés invasives. Le mélanome entre alors daphdae de

croissance vertical®GP(Vertical Growth Phas&jui consiste en la digestioreda lame basale de

o[ %] @Eu U [as¥nctioh®ermo %] @Eu]l<p ~: U su]A] o[]JVA «]}v p &E
dans le derme, les cellules du mélanome ont acces aux vaisseaux sanguins et lymphatiques et peuvent
donc commencer a disséminer. Les différences entre les phases RGP et VGP ont une incidence cruciale

sur la survie telle queela sera traitélans la partie préventiode ce manuscrit

Figurel0O: Représentatioschématiquedes phass de progression du mélanome cutané.

Sont représentés- En roseorangé la couche Cornée (CEEN violetds kératinocytes des couches Basale @B)euséCE)

et Granuleus¢CG)Enmarronclairl « u o v} CS ¢ ¢« Jve ve 0 }pu Zermeaocontact[dedal]JDE. Les cellules

de mélanomes sont de différentes couleurs car le niveau de pigmentation varie gvegréssion tumoraleLa JDE est

représentée par le trait bleu épais qui devient pointillé pour représenter la dégradation de @}JE ° O[]JVA <]}V % E } X
Les vaisseaux sanguins et lymphatiques sont symbolisés en rouge et en gris respectivement.

3.6.2 : Les autres modéles deprogression du mélanome

Lemodéleclassique 0 % &}P&E <*]}v M u O V}u o suE of depuiators]}v %o & } F
<u] % Eu 5 o[]VA *]}v v E]S % * 0 %o (E}PERefef pertainsglanomesu o viu
peuvent étre invasifs dés le début sans présenterlalegue phaseRGP. De plus, les tumeurs
présentent plusieursouspopulatiors de cellles tumorale dnt certaines sont plus résistantes aux
traitements. Aussi,certains us HEe* % E}%}e vE8 [ VA]* P E 0 % E}PE ++]}v p u
*% S @@&utred modéles de progression possible du mélanome en accord avec les données
bibliographiaqies.
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3.6.2.1 :Modéele des cellulesnitiatricesde mélanome les MICs

ES Jve US PE* %o E} %o} VS <u[ U * ]V souspppulatidh de cal@esp A  pv
initiatrices de mélanome qui possédemh potentiel de« cellule souchgéumorale» (Houben et al.,
2008; Smallegt Herlyn, 2009) Ces cellulesosit capablesde proliférer %o } 1 @tos fenouvelermais
égalementde donner différentes cellules filles qui forment la tumeQela a été mis en évidence par
uv £ VvIPE (( Z | o sejgp@iatiode cellules tumorales de patient. Cettesous
populationest capable de retférencier les différentes soymopulationscellulaires observées dans la
tumeur du patient[Figure11) (Schatton et al., 2008 pour revue, Houben et al.,20p&Ces cellules
souches tumorales posséderaient un potentiel de chimiorésistance qui expliquerait la rechute des
patients traités contre le mélanome.

Figurell: Mise en évidence du potentiel deellule souche tumorabepar xénogreffe dsouspopulatiors tumorales.

La xénogreffen série chez la souris NOD/S@zellules humaines de mélanome de patigermet de mettre en évidence
le potentiel umorigénique déa souspopulationde cellules tumoraleABCBS5 positivgui *S % o0 -rehoueleret
de redifférencier des cellules ABCB5 négatigpsurvues de potentiel tumorigéniq®ource Houben et al., 2008selon les
travaux de Schatton et al. en 200BO|[:10.1111/j.16160387.2008.06786 Jkutorisation RightsLinkbhn Wiley and Sorms:
406030050854).

Les différentes études réalisées peinent a mettre en évidence un marqueur conspesuettant

o[] v8](] SDPiveUe S o[uS]o]e S]}v %00 U] HWE* u E «qANEE desfagoro %o 0 P *
non exhaustive les MICs peuvent étre ideg8§ via la forte expression de certains marqueurs tels que

CD20, CD24, ALDEDZ1, ABCB5 ou JARIDTButefois, de plus amples études sont nécessaires pour
déterminer si ces marqueurs pris ensembles peuvent étre considérés comme une signature des MICs
lore<puf[]oe ¢}vsS (}ES u vs } A% E]Ju X v ((SU o}E- «u ES Jve uS
ABCBS5 deux marqueurs biegtudiésdes MICs semblent étre coexprimés par les MIEsank et al.,
2011; Luo etal., 2012) « SE A U&E %ope E Vv o[ <p]%o 00}83] Jv J«n
lignées cellulaires humaines de mélanome 2asarqueurs sont rarement coexpriméSheli et al.,

2014)

Ces MICs sont également caractérisées par une faible expression de MITF et un faible taux de

% E}o]( & S]}v SE& ve]S}]E auidremopv@Eerdut@®m fa/orisamf la résistance aux

thérapies (pour revue, Ballofte015). Ces cellules au fort potentiel tumorigénique seraient donc a
O[}E]P]V o[z § E}P v ]8 e Spu uE- u o v}iu Uunepotetielde pv % }S v
chimiorésistance qupourrait expliquela rechute des patients traités contre leélanome
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3.6.2.2 :Le modéle de la réversigménotypiquedes cellules
Un dernier modéle se basesur o[ A ]+3 v«switchs» phénotypique des cellules tumorales,

% Eu SS vs uAE OOUO ° % ¢ E [UV %Z V}SC% %o E}o](NE S]( nv
(Hoeket Goding,2010) Par opposition axmodeles précédens qui supposat que lesmodifications
phénotypiques survenues sontréversibles - du fait de o[ pupo S]}v upsd dejlhveU
différenciation de la cellule tumaie - ce modeélede switch phénotypiqu@ropose que dans certaines
conditions une cellule invasive peut recommencepraliférer et redifférencier différentes sous
populations tumoralegFigure1?2).

Figure 12: Comparaison des modéleke

progression tumorale du mélanome.

Dans la progression classique, la

progression du mélanome est irréversible

S S o (Enls o[ pupo 8]}v

mutations successives. Le modéle de
cellules souches tumorales (MICs) propose
CU[HV «pepulation de cdlles

initiatrices de mélanomest o[}E]P]v .

autres sous populations de la tumeur,
garantissant a la fois leur audto

E VvIUA oo u v3U § o[Z § E}P v ]8

tumeur par la différenciation irréversible
de certaines des cellules filles. Le modéle
de réwersion ou wwitch» phénotypique
prévoit que les cellules peuvent
adopter successivement des phénotypes
prolifératifs et invasifs de fagon réversible.

(Source Hoek et Goding 2010t DOI

[10.1111/1.1755148X.2010.00757} x
Autorisation RightsLinkJohn Wiley and
Sonsn®: 406030093531p
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3.7 :Traitement dunélanome

Différents traitements sont possible pour prendre en charge le mélan@roer revue, Millet et al.,
2016)

3.7.1 :Chirurgie

Lorsque le mélanome reste localisé au niveau cutané, la principale thérapie consiste en la résection
chirurgicale des tumewX hv % & u] E A& E » 35 E 0] 0}E- 0 e*U*%] ]
<u[pnv v Spathologiste confirme le diagnostic et détermine quels sont les risques associés.

Par la suite une deuxiéme exérése élargie est réalisée. Lors de cette opéradanatge de sécurité
estdéterminée% E 0 E UVS]IVES Jv %o ] pE Sleep ¢ Jv USIHE + Spu |
de tissu sain enlevé peut aller de&s@ 3cm selon la taille de la tumeur. Si le derme est profondément

envahi, ilest fréquent de pocéder aucurage ganglionnaire de la zone de drainage du mélanome.
Cependat ce curage peut étre réaliseue <[ %oopue] HE* ofv/Es BbeE®& © EP] L uov}u

Un suivi régulier du patient est réalis®o. (E * o [ cdf il@«iste sur le long term@10ans) un risque
de récidive localeet méme a distancecar le mélanome a une grande propension a métastaser dés
<u[]Jo A] v8 JVA <](X

3.7.2 :Chimiothérapie Dacarbazine / Fotémustine

Ces thérapies sont utilisées classiqguement dans le traitement du mélanmoaisces mesurege sont

<U % 00] S]A o %op]e<p[ 00 ¢ VvV % (E ulsd Davarbasine eet étBgiédFchmme
traitement contre lemélanome depuis les années 70, maissd¢ 0 u *uE }T ¢}v ps]o]e 8]}tv v|
suffisante pour guérir du mélanomeette moléculefait v }& pi}pE& [Zp] o[} i Sen B Z &
% ES3] po] & v pslo]e §]}v }Ivi}]vs A [ USE ¢ P vSeX > ¢ U § o5 o «
antinéoplasique la Fotémustine. Cependant, les métastases développées par le mélasmmhe

souvent résistantes a ces traitemenfsi présentent les effets secondaires classiquement observés en
chimiothérapie.

3.7.3 :Immunothérapis

Pour différents stades de mélanomeane immunothérapie non spécifique basée sar[/&ET
(ROFERON® A, interféron @ph, INTRONA® interféron alpha2ist administré a haute dose aux

% 5] vSeX SE 15 u vsd (1% }((] [ iuA vE % }u@El ekt EaEment E]e<p
%0}ee] O 3Jupo E 0 *Ce+3 u Juupv]s JE A] o[/viuiGkwrisé]v 1 ~/>1
o[ £% ve]}v o}v o0 * 0Cu%Z} CS3 e« popukation et develf activit¢Rogsetberg,

2014)

Il existe également des immunothérapies spécifig(esur revue,Vennepureddy et al., 2016)Le

traitement le plus classiquement utilis ¢S o[/ % ] {YERWOY®&)n anticorps monoclonal dirigé

contre CTLA4 (Cytotoxic T>Cu%Z} C§ Vv3]P v d¢X ~}v  §]}v A]e %}3 v3] o]
Suul}E o *« >CU%Z} C3 « d C3}S}E]Jcu s VvV % E}u}pA v3 o[ 3]A 3]}v
prée vS§ 3]}v [ v Pendant, 60% des patients développent des effets secondaires touchant

entre autres la peau, le tube digestif et le foie
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Plus récemment étudié dans le cas du mélanome figurke Nivolumab (OPVIDO®Et le
Pembrolizumab KEYTRUDA®)I visent a inhiber la voie PR/PDL1 (Programmed cell Death 1 &
Programmed cell Deatligand 1). PEL est un récepteur de la famille des immunoglobulines exprimé
en surface de cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et les lymphocytegyirpeBmet

[ U%! Z E o uE 3S]A 8]}v  pup<]A X 3835 A}] *]Pv 0] §]}v 3 Vv}EuU
S$}o Ev Juupv]sS ]JE X D ]* o ¢ Spu pE-U }vs o u o viu U o STUE
o[ S]}v ¢ >Cu%Z} CS « dX Wpnni&nt le ljgdrE PL em @épons& a des cytokines
pro-]v(o uu S}]E + S o0 «poyr revjé K&nepureddy et al., 2016Wne étude récente
UIVSE <pu Z 1 0 ¢ % 5] vie }v3 0 » Spu PHE+ E *]*3 vS8 pv 3E ]5 u v§
W u E}o]lpu % E uvetretdideZgigniicativement la progression tumorale par rapport aux
traitements par différentes chimiothérapi¢Ribas et al., 2015)

Ces deux traitements ont donc pour but de contrer la résistance des tumedrdian du systéme
immunitaire et sont plus efficaces a moyen et long terme

3.7.4 :Les thérapies ciblées

La compréhension des mécanismes associés a la progression du mélagnosera évoqué dans la
Partie 1. Génétique du mélanomde cette introduction bibliogaphique permet [ o }deE
nouveaux traitementsiblés spécifiguementontre les cellules denélanome.

Les inhibiteurs de BRAd de MEK

Ces traitements cilent les voies de signalisatioimpliquées das le mélanome(pour revue,
Vennepureddy et al., 2016Ainsi, les aBRAF tel que le Dabrafeniblafinlar® Glaxosmithklinget

le Vemurafeni{Zelboraf®Rochg, mais égalementds anttMEK SelumetinitCobimetinib(Cottelic®,
Roche) et Trametinib (Mekinist®, Novartigent a traiter les conséquences des mutations de la voie
des MAPK, trés fréquemment impliquées dans le développement du mélanome. Ces thérapies

(}v S]}vv vS ¢pE 0 % E]V ] %o o [Weihs&ginet Joep PPO8)dRIi stipule que la
oopgo SE ve(}EuU % V [UV }VIPV 0 %}uE ¢ <pEA] g .
nombreuses altérations génétiques. Ainsi, le traitews * Mo }v }P v % CEu § [} S v]da

réponse trés rapide en début de thérapie.

d}us (}]°U ¢ 8SZ E %] * }vVv ]Joe v§ 0 HE®* 0]JU]S * %oHd]*<H * pHOe* *}VvS O]
mélanome présentant une mutatioBRAF®® U & «u  oifé (ddns le temps se perd car des
résistances aux traitements apparaissent assez rapidement. De plus, les patients traités avec ces
molécules tendent & subir des effets secondaires qui peuvent aller de la simple photosensibilisation &

o[]v u S]}v sSquiange® malignes (kératoacanthomes, carcinomes épidermoides, nouveaux
mélanomes) en passant par des pathologies de dysrégulation de la prolifération kératinocytaire
(papillomes, syndromes majried, éruptions de type kératose pilaire ou dyskératose Huawptique,

[Ce*S o Jv u(dur evueVennepureddy et al., 2016)
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3.7.5 :Les ombinaisons dé&aitements.

u E P & H U vcp  dldng termh8des tra]S u vSe % E  vS ¢ % & uu vS o}
sont utilisés séparémentes espoirs se tournent désormais velss combinaisonsgle traitements
Ainsi, une étude cliniqgue de phase 3 montre que le traitement avec une combinaison de Dabrafenib et
de Trametinib (antBRAF etantD <+ % Eu § [ u 0]}E E +]Pv](Hesyahientsets 0 *pEA
de ralentir la progression tumorale paapport au traitement avec le seul Vemurafenib (aBRAF)
Figurel3) (Robert et al., 2015)

Figure13: Un tra]$ u v8 }u ]Jv v§ E (v] § d& u S]v] % €u § o[ u o]}E §]}v 0 *pEA
progression (B) par rapport au traitement par le Vemurafenib seul.

Courbes de Kaplavieier de survie globale (A) et de survie sans progression du m#gi®) permettant de comparer les

bénéfices de la combinaison thérapeutique du Dabrafénib et du Tramedinbport de risque : 0,69 (Intervalle de confiance :

95%, de 0,53 a 0,89 ; P = 0,005. B: rapport de risque : 0,56 (Intervalle de confiance : 95%, 0,46 to 0,69; P<0.001). (Source

Robert et al., 201800]10.1056/NEJMoal4126P0eproduced with permission from NE@Wassachisetts Medical Society)

[ USE ¢« }u Jv ]Je}ve S Buiraient \E&re intéressantes. En effet, alors que le

Vemurafenib permet une réponse rapide mais qui ne dure pas dans le t¢Rigsre14] B)
0[] u u phéfapie permet une réponse plus stable dans temps mais chez une fraction des patients
seulement[Figurel4/A)X pee]U  ES Jve U8 HE* %o E}%}e v3 [ 2} ] E 0 s upd
pour tenter de créer une s\ergie thérapeutique<u] % E u S bté@hirjune aélioration rapidet
% E VvV o[ § 8 « % 3] vie § [Figupel5(Shauma gt Allison, 2015)ne étude
clinigue sur des patients présentadésmélanomes de stadesvancé& semble indiquer que ce type

§Z E %] ~s UMNE (v] = /% ]JoJupu < % CEu § ve ES Jve <« puv Vv §
santé des patients, bien que les effets secondaires doivent étre surveillés de prés car le tmhiteme
présente une forte toxicité hépatique  (Hassel et al., 2016)

Figurel4 : urbesde « KaplaAMeier» de surviesans progressiodes patients atteints dmélanome qui sortraités par
o[/ %o ] 0] 4 Ppacarbazin)ou par le VemurafenilB)

(Sources [ %o @Hedwick 201l|http://www.ascopost.com/issuesttobeplfrzoll-suEglement/ad'uvantreatmentstill-|
|standardin-melanoma.asg>_( [ % @E * 0 * %l (Chagnmawvet aDOI[10.1056/NEJM0al103782011; Wolchok et al.,
2011DOI;10.1056/NEJMo0al1046

eproduced with permission from NE@Massachusetts Medical Society)
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Figurel5 : Représentation schématique des courbes deiswKaplarMeier » hypothéiquesreprésentanto [ ] v Sthédti§ue
des combinaisons thérapeutiques.

La thérapie ciblé permet une amélioration rapide mais temporaire des patients éligibles (Mut®8BRAFO [Juupv}SZ E %o ]
permet une amélioration plus durable des patients. Les reanvespoirs se portent sur la combinaison de ces thérapies qui
devrait apporter une amélioration a la fois rapide et durable de la réponse aux traitements, permettant une amélioration du
taux de survie des patientSource Reprinted from Cell, Volumell@ssue 2, p20&14, 9 April 2015 Sharma et Allison

Immune Checkpoint Targeting in Cancer Therapy: Toward Combination Strategies with Curative Potential Copyright 2015, with
permission from ElsevieDOI[10.1016/j.cell.2015.03.030 autorisation RightsLink / Elsevier AD60311041724)

Les limitations que présentent les divers traitementigposition des soignhantsinsi que les études

<u] ul}vsE® vsS o[ ((] 18 e }u ]v ]e)Xvoir HasS€Eef al. u2@1®3oulignent
o[Ju%}ES v <«u IEcom@EEhengidides mécanismes qui soutiennent le développement du
mélanome afin de pouvoir amener de nouveaux espoirs thérapeesigGes mécanismessont
présentésdansla partie |l ciaprés llest3}us (}]e Jvd E o v3 [ A}<u E 0 * *%}]E- §
<u] [ v P P vs§X

Parmi ces nouveaux espoirs thérapeutiguase molécule actuellement en développement clinique,

le SAR26030h,été identifiée par une étude récentpour son inhibition de la voie PI3K. Ce traitement
contourneo % E3 [ 3]A]S Wd E <p] *HEA] v83 ve i1 119 < u o0 v}t
<U[HV SCE ]S U VS % E N Z10iTii }v }ulsS v¥emuafeni® @nt-BRAF $u wu

Selumetinib (antMEK) permettraitde potentialiser les effets o[]vZ] ]15]}v , puifjud/cela

inhibe la croissance de cellules de mélanome humain lors de xénogreffe chez la soyBoB@HZAUX

et al., 2016) Une deuxiéme étudmontre que @gtivation de lat-caténine% & o ] ] [MVv JvZ] ]S |
de '"<itleLY209031permet []Jv M]E O] %o} %oS}e Ve O ¢ OOMO * uoviu U C
résistance acquise aux traitems anti BRAFCela permet de retarder la croissance tumorale de

cellules de mélanome lors de xénogreffes chez la souris (tkénson et al., 2015)Cependant,

o[us]o]e S]}v « }utrhiterhehtsev [ &S encoralocumentéechez les patients.

De nouvellegombinaisons de traitements, pourraient voir le jour dans les prochaines années. En effet,

O %% E]S]}v E ]S v e uAk J&elapMicuBRAR,[ []Yd %] PM@kpression

de PDL1dansun panel de lignées cellulaires de mélanopatefi et al., 2014)De fus, chez les patients

traités avec des inhibiteurs de BRAF on obseme pPu vS$ 3]} expressjon des ptéines anti
apoptotiques de lafamilleB&LV § ve 0 ¢ O0OOUO ° uoviu of]lvZ] 18]1}v }v }u]:
avec du PLX4720 (un précurseur du Vemurafenib) et de BCL2 avec du Navitoclax diminue la viabilité

des cellules et réduit la croissance tumlertors de xénogreffes chez la souris niEeederick et al.,

2014) Ainsi, ilapparat <pu[ o[]vesS & <u]  +3A4, P& nduvelled stratégies
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thérapeutiques pourrait voir le jour eassociant aux traitements de laie BRAF, des traitements
ciblant PBL1 et les protéines de la famille BQARfi et al., 2014; Frederick et al., 2014)

WILE }v opE U § o <«gvoquilesoqdmgvpi}p E [Z pgxiste [dwsein des lésions

différentessouspopulationsde cellulesdont despopulationsde cdlules initiatrices de mélanome qui

sont associée UV % ES [ A& BIE; et qlune plus forte résistance aux traitemer@es

souspopulationsprésententune hétérogénéé phénotypique, et une hétérogénéité[ A %o Eetre]}v
[ 3]A 83 voies de signalisatiampliquées dans le Blanome(Kovacs et al., 2016)

Il est probable que les traitements utilisés ne ciblgoe certaines sougpopulations épargnantles
cellules souches tumorale€ela pourrait expliquer les problemes de résistances et de rechutes aprés
les traitements. Une récent@écouverteapporte un espoir a ce ftj aveaun traitement qui combine

un inhibiteur de BCLZABTF737,aun inhibiteur de MCL1 (famille des protéines BCL3);2001, permet

de cibler lezellules initiatrices ediminuant leur capacité de tumomgesein vivolors de xénogreffes
eninduisar8 o[ £ % E **]}v -ApahtpEqes telléts Gue Bim et NoxAtkinson et al., 2015)
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Partie Il :Génétique du mélanome

Le mélanome cutané se dévelopagartir de la transformation maligne de mélanocytes. Mais avant

gue le mélanocyte ne devienne une cellilgasivede mélanome plusieurs éveements génétiques

doivent se produireLors du développement et de la progression canonigue du mélanome, dans un
premier temps la cellule transforméeolifére de fagonanarchiqueet échappea la sé@escence durant

la phase RGP. Puis lors de la phase VGP, la cellule aaguiert%. ]3§ PE & o : S [ v,

le derme(représentation schématique pagg39). Ces phénotypes prolifératifs et invasifs
sont lesconséquences[ 0SS E &hgtiqués que nous allorssprésentétudier.
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1:MITF

1.1 :Le geneMITF et ses isoformes

AD] E} %o Zsassodidted ranscription Factor %oope }uupv u WITReSbundacteur de

transcription de la famille des MI{MIcrophthalmiaTranscription factor)contenant un motif de

dimérisation «basic helidoop-helix Leucirzipper», avec un domaine de transactivation et un
ju Jv o] ]*}v (Herpeskth et al., 1994)

Le nomMITFvient du fait que les sourigvalidéespour ce géne (alléle mutant MITF, sont atteintes

U] ©}%Zs8 ou] U ule < ¢}luE]e ¢}v8 P o uvs 88 ]vs e [uv ( ps8 ‘.
o[ v uov}Cse Ve 0 WMITEXSV E Y FO % }pE o[ S 0]*s u vs
mélanocytaire, depuis les précurseursldecréS v pE o U ipe<pu[iaton eld [a Egwation

o[ 3]A]8 3§ o spuEA] * u o (Gogisg,200p[ P pHOS

LegéneMITF } & J*}(}EuU ¢ ¢}ue 0 }JVvSE<€oO 60 % E}lulsS PE-* J(( & vSe <pu
% E}(]Joe [ A %o-shécifidyes 84 eesisoformes, dont les structures different dans leurs régions

N-§ Eu]v o ¢« } ¢ % & o AITR X esfbpitiduie dlignage mélanocytair€our
revue,Widlundet Fisher, 2003t sa fonction au sein du mélanocystmodulée grace a son épissage

alternatif qui permet de coder 4 isoform®sITFtM (M 2a6a, M 2a6b, M2b6a, M 2b6b) (Denatet

Larue, 2007)Par souci de simplicité pour la suite, row [ %o % 00 E}ve *Ju% o0 u vS D/d&X

Figurel6 : Représentation schématique de=f isoformes deMITE

Les 9 promoteurs controlent 9 isoformes qui differpat leurs extrémités i [exon 1) etpar 0 HEe* %o E}(]oe [ A% E °]
>[]8né M est spécifique du lignage mélanocytdii@utes ces isoformes contiennennietif de dimérisation ®asic helix

loop-helix Leucirzipper» (B-HLHZip) et le domaine de transactivatiofT AD)(Source Reprinted fromTrends in molecular

medicinge Vdume 12, Issue 9, p4@814, September 2006Levy et al.MITF: master regulatorf omelanocyte development

and melanoma oncogen€opyright 2008with permission from ElsevieDO[:10.1016/j.molmed.2006.07.008autorisation

RightsLink / Elsevier #060311347124)

1.2 :Réguldion e I TH[SUHVMITIR Q GH

d o<y v}ipe of A}ve Alcpu ve 0 désla @Efiond Rpum B]}@3 U o £ % E ]}V
MITF «§ & Pupuo v PE v % ES] % E o [P2},E-MEelanooyte imMdad %o 1
Hormone) sécrétée par les kératinocyt&sMSHva se fixer sur le récepteur MC1ReglandCortinl
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R %S}Ees A% E]u % E o u o v} C3 X va +SpjuDWol[~ $]WSMVvD}v3
Phosphate cylijue), et en particulier PKAr@éine Kinase A) qui phosphoryle et active le facteur de

SE ve E]%3]}v Z ~ DW Z *%}ve]A o uvs ]Jv ]vP WE}S JveU cu] A
MITF(voirLevy et al.,, 2006)W E ]Joo PE*U MITEX¥SE Pdlu vS Jv U] % E [ USE -
de *]JPv o] S]}vU § [ US&E + ( § |ip&Euw revus darwvrran®t]@eyz] P015; Osawa,

2008) dont la voie WNTt-caténineet la voie MAPBRAF que nous verrons par la suite.

1.3 :Régulation deO 7 D FaMIVFL W p

>[ 3]A]3 o MIEKXS]$v o[} i § & Pupo S]}ve SE A E-- -+ u} (]
transcriptionnelles telles que des phosphorylations et si@soylatons(pour revue, Hartmaet Czyz,

2015) Ainsi, MITF présente plusieurs sites de phosphorylation par ERKE#raellular signal

Regulated KinaseSer73) p98°K(Ser409), '~ <it(Ser409 et Ser298), et p38 (Ser30®)[ § $
phosphorylation de ces différents résiduégule o[ 3]A]8 SE v+ ENIAFSHpisegalement

sa dégradation par le protéasomdITF ¢S P o0 u vS epe %S] o [!SE epu}Co Vv %o}e
et Lys316. Il a été montré qua sumoylationde MITF régule soactivité transcriptionnelle par

régulation de son affinité pour les promoteurs de certains génes cibles impliqués notamment dans la
croissance0 % E&}o]( € S]}v S(Befiplotto at al., 2P} ; Murakaneit Arnheiter, 2005)

1.4 :Fonction deMITF dans le mélanocyte

MITFcontr6le la pigmentation cutanée, a travers la modulati o[ 3]A]3 uov}CHRI]E X /o C
transcription de ses génes cibles en reconnaissant dans leurs promoteurs une séguence

« Ebox» (CA [T/G] GTQBoding, 2000)En effet, MITFest nécessaire D[ £ % E <*]}v + VvICu
responsables de la mélanogenébgrosinaseTyrpl et Tyrp2et dePmell7(pour revue, Levy et al.,

2006) et Rab27aChiaverini et al., 2008ui sont impliqués dans la sythése et le transport des
mélanosomes.

MITFrégule également la survie des mélanoblastes et des mélanocytes, notamment en induisant

Of £%E e*°]}vV P v e (BlypexialnduciBefactor J-alpha), BCL2A1 (BGRRlated Protein

Al)etde BCL2{&IILCU% Z}u Te <u] 8 [ ]oo HE®* ]V ]*% Ve 0 %}UE O A o]
souches mélanocytaireMITFfavorisede plusla prolifération v ]v p]e v3 o pnAutdadieur«de
transcription TBX2 (Box transcription factor 2yui inhibe la transcription de p¥8Fet p21“*(pour

revue, Cheli et al., 2010)t qui est égalementecruté sur le promoteur de Ccndl et favorise ainsi

o[ £% & <<]}v D1 ingpligdée dans le cycle cellulaif®an et al., 2015aMITF favorise

égalementla proliférationdu mélanocyteen Jv p]e vS o[ A % (E <-4t en inhibaxf son

répresseur p2'¥*t S@E A Ee o[]v U 3]}V [ A% E ]}V | W.Ainsi, i] &%t& vipe Z}L
ujvSE «u of[]vZNITBdrpvoqueo| EE!S u C o OOUO |dA o[v AL <0}

de p27¢P1

Cependant, MITF est également recruté sur les promoteurs des genes codantéePaa p1é¥<iA
et peut ainsi induire un arrét du cycle en phase Gfptstir revue, Cheli et al., 2010)

Enfin, il a aussi été montré qudITFpromeut I[JVA +]}v  SE A E- o[]v n §]}v ]E 3§
du gene MEEt du géne SNAIGNail2 aussi connu comme SLJ@)jouent un réle important lors de
o[ u @eG8sedans la migration des cellules de créte neurale dont font partie les précurseurs
mélanacytaires Cependant en inp]e v8 o[ A& %o E ¢ ], MITFinhibéXgalement la migration

v ( AJE]s v3 0 % }oCu E(pousfdwe, Cldli egdly 2010)
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1.5 :R06le deMITF dans le mélanome

MITF est rarement muté dans le mélanome. Unbstitution E318K qui affecte le site de sumoylation
Lys 316 représente la mutation héréditaire la plus fréquetddas les cas de mélanomes familiaux et
chez les patients atteints dmultiples mélanomes primaire@our revue Paillerets et al., 2014)

In viroU 83 ups 8]}v c u 0 % EIu}pA}]E of ((]v]s D/d& A E 3
Ju%eo]<p Ve 0 E}]ee v U o0 % E}o] (Bertobitpvet &l., @DLE)YGhazues |} v
patientsdeLettonieU J]o 38 S}usS (}]e *HWE% E v v§ }ves § E <« §§ upus 3]}

méme dans les cas aeélanomes familiaugOzolaet Pjanova, 2015)

MITFest localisé au centresdazone3pl33pl4du chromosome 3 qui est mite ades amplifications.

Ces amplificationsont retrouvées dans 10% des mélanomes cutanés primaires et dans plus de 20%
des métastases, alors que dansthesvi i pv ~ u%o0](] $]}v v[ *§ u]ka préserce de

cette amplification dans les l&ms est associée a un taux de survie des patients a 5 ans diminué de
moitié (Garraway et al., 2005)

De plus, ces auteurs montrent que MITF pétre un oncogeéne, car la surexpression de MITF et de
BRAFEsemble favoriser la transformation de mélanocytewitroen leur permettant de proliférer
v o[ vV ( 8§ pE+ (GaEF)Ay et al., 2005MITFest essentiel a la survie atla
prolifération des cellules de mélanone¢ uneinhibition prolongée de son expression est responsable
o[]v u 3]}¥nescenceles cellulspar p53enréponseao|[ Hupo S]}uu P o o[ E
causés par des catastrophes mitotigy&uliano et al., 2010)

Cependant,drsque @kpressiorde MITFest élevéecelainhibela proliférationinduite par BRAF dans
desmélanocytes et decellules de mélanomgour revue, Wellbrockt Arozarena, 2015) Il apparait

HI}UE [Zn] <p o V]A p [MEP@4Rs de]inélanome contrdle la balance entre
différenciation/€nescence, survie et prolifération/transformatigi@Godinget Meyskens, 2006)En
effet, les tumeurs présentent une hé@&}P v ]38 [ /& %o KHTER «djec dessouspopulations
négativeset positives. De plus, agein des populations cellulaires positivegrimant MITFil existe

P ouvsS uv Z s E}P v ]8§ v § (Eu dd MITHEBNeh ¢Eah2E5) AR,
uneexpression forte dMITFserait responsable de |l&sescenceet de laredifférendation des cellules
de mélanome en favorisanb % @E} u S]}v u o Vv]ne l@xpredsBrmodéfgede MITF
stimulerat leur proliférationen réponsea une régulation fine par la voie BR@Bur revue Godinget
Meyskens, 2006; Graychopfer et al., 2007; Hoek Goding, 2010X Vv (]v MV % ES [ A% E o]
MITFserit associé& un phénotype invasif des cellules de mélanofaenen et al., 2015; pour revue
Wellbrocket Arozarena, 2015)

Ainsi,certains auteurs proposentp o ¢ A E] 3]}ve VIA  p AITFp&tietent agy v

cellules initiatric uoviu [ (( Sp switchs» phénotypiques entreinvasion et

prolifération (Cheli et al., 2011; Hoek et al., 20080) % v v3U o0 « SE A ppibligerv v 5§ o0X
2015 montrent que leslignée cellules Uu o viu <«u] v[ A % E]u neSsemblentDpad &

capables de différencier une sous population qui réexprime MITelasuggére que dans ces cellules,

Of E%E e]}v éRINLEUB@E} o0 u vS % E 0o ] ]° o[ZOB&er@®ar SZCo §]
dans les métastases de mélanomes de stades avancés commiesidigaées cellulairggauss et al.,

2015)
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2 : LesvoiesdesMAPK

Les voies de signalisatiaies MAPK }vsS 0 v}lu 8§ Jeepu o [ervARtivdted BrpteiP

Kinases, mettent en jeu des cascades de phosphorylatiordivatrices de différents acteurs
moléculairesen réponse a un stimulus cellulaire. Les acteurs de ces voies sont des prétdases
spécifiqgues des acides amiéérine, thréonine et tyrosineelr activité est ellanéme régulée via la

%Z}*% Z}ECO §]}v e E ] pue p e Jv 0 peEvotex(E Voo DU >[ 03] AN 1] }v
de récepteurs tels que les RCPG (Rtmep Couplés aux Protéines Baub et al., 19963t les RTK
(Recepteurs a Tyrosine Kinase), mais égalenaalds récepteurs aux protéines matricielles teligpe

les intégrinegSchlaepfer et al., 1994)

Il existe plusieurs grandes voies MAPERK Extracellular signaiRegulatedKirnasg ; JNK (dun N

terminal Kinase); et p38MAPK Leursréles physiologiqus sont de réguler des fonctions cellulaires
Ju%e}ES vE « § 00 « <u 0 % E}o]( E 3]}vU 0 *pEA] U o[ %}#%3}s & o
I[ £% E <]}V P v € Poc}we o[ 3]A 3§]}v.Danms(E préseri npa@iscribus

ne détaillerongque les acteursle la voie NRASBRAF MEK t ERKrespectivement Neuroblastoma

RAS viral oncogene homologRAF murine sarcoma viral oncogene homolodyiBogen-activated

protein Kinase kinase, ExtracellulaignaiRegulatedKinasé¢ qui sont activement étudiés pour

ol o }& S§]}v $niré leiméBnome

Figurel7 : Représentation schématiqusimplifi€éede la voie ERIdes rétroontrdles négatifs et des principaux traitements
utilisés pour inhiber cette voie dans le traitement du mélanome

La fixation di ligand activée récepteur, ce dernierecrute a la membrane et actile complexe adaptateur (adapter complex
en anglais) GRES. GRB2 possede un domaine SH2H8RGlogydomain) qui reconnait les tyrosines phosphorylées du
récepteuractivé GRBZDeut alorsrecruter via son domaine SH3 SG&& Of Svenlesyune protéine GEF (GERchange
Factor) qui va remplacer le GPBr unGTP suRAS, uneetite protéine GX ] v <p[]o A]+*S -ePK®RAS,dans le
mélanome la plus étudiée est NRARASGTPphosphoryleles protéines RABRAFet CRAF qui peuvent former des
homodiméres et des hétérodimeres. BRAF et CpiISphorylet MEKL/2, qui activet ERK/2. ERK favorise la
phosphorylation de nombreux substrat et va ainsi pouvoir réguler la surpi®|ifaration la différenciation, la migration,
@hgiogenesetc. Plusieurs boucles de rétrocontrole existent. Ici de fagon xtmaustives sont représentées le rétrocontrole

AKA 5D < % E of 3]A 3]}v Z<U & o[]vZ] 18]}V o[ 3]A 3]1}v  arfeier % E Z &X
la progression du mélanome sont représent@sinhibiteurs de BRAF (Verafanib et Dabrafenib) et 2 inhibiteurs de MEK
(Selumetinib et Trametiniby: [ %0 & +R&ch]iheg Seger,2016)
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Comme les voies des MAPK sont impliquées dans la signalisation en aval des facteurs de croissance et
gue leusactivatiorsfavoriseitlasurvi § 0 % &}o]( & 3]}vU ]Jo v[ *8 % ¢ S}vv v§ <«
de ces voies soient impliquées dans la progression de divers cancers. Des mutations touchent
fréqguemment les acteurde ces voies, en particulier sur désidus sérine, thréonine et tyros dont

0 %Z}*%Z}ECo0 3]}v % Eu § o[ S3]A 3]}v e % E}S Jv X v (( SU
conduisent a une activationonstitutive pathologiquede la voiede signalisationet font partie des
phénomeénes oncogénes majeunspliquésdans le dégloppement des cancers.

2.1 :La voie NRAS/BRAF/MEK/ERK dans le mélanome

La voie NRAS/BRAF/MEK/ERK est la voie de signalisationdauplestimpliquée dans le mélanome
Une mutation touchant NRAS et / ou BRAF est retrouvée eavison80% des cas de mélanomet
la fréquence de ces mutatiomgigmente avec la progression thélanome(Greene et al., 2009)I est
cependam Jvs E e+ V3§ v}§ E <p[]o <& @En€ménid tymEdndutation RAF
concomitante aune mutation RASGoel et al., 2006)

2.1.1 :NRAS dans le mélanome

NRAS fait partie de la famille des GTPases dont les membres soigué#sptians de nombreux
processus cellulaires. Environ 20% des patients atteints de mélanome présentent une mutation sur le
gene NRAS, NREX qui code une protéine constitutivement active. Les autres protéines RAS, HRAS
et KRAS sont également mutées dées cancers, mais dans le mélanome, la rareté des mutations
touchant ces protéines (1% et 2% respectivemgpdur revue, Lau et Haigis, 2009)souligne
o[Ju%}ES Vv qucellulareuant aux fonctions précises de ces protéines G.

2.1.2 :BRAF dans le mélanome

En aval de RAS et en amont de MEK, RAF est une sérine/thréonine kinase qui existe en 3 isoformes
codées par les geneARAFBRAF et CRAF. Ces protéines sont activéedeggrhosphorylations sur

e (E ] e » E]Jv 8 SCE}*]v U u]e 0 *SEMU SUE u}o puoO JE Z &
phosphorylations pour étre activéeomparativement a ARAF et CRABur revue Wellbrock et al.,
2004) Aussi, cela explique pourquoi BRAF est le plus souvent muté dans les cahckmss le
mélanome en particulieo p] <[tV ¢ o upS S]}v ep((fatéinelcansufuivemen %o
active

Les fonctions [ Z 8RAF et CRAF ne sont pas redorelaht <] *1PVv](] <p[uv ]} (}EuU vV
% ¢ ¢ o *3]3u E pv HSE X Z & o % 15 [ 3]1AE Z & § Z
constater que les mutations qui touchent ARARslle cancer inhibent son activation. Enfin, ARAF joue

o E€o [uv  %dEafaudageguil stabilise les diméres BRERAF, et de facon paradoxale,

ARAF se trouve suractivé lors du traitemeles cellules avec des inhibitaules RAF (SB590885)
(Rebochaet Marais, 2013)

Dans le mélanome 50 a 6Qfés patients présentent une mutation de BR&eel etal., 2006) qui est

une substitution V600Eans 90% des cg®Van et al., 2004)De facon inteessante, cette forme
constitutivement active de BRAF est retrouvée assez fréquemment dans les naevi bénins, sans toutefois

gue cela soit associé a une progression tumorale. Ainsi, cela montre que le développement du
mélanome ne peut se résumer a la seulgt® 3]}v [uv S WE ]*}0 %oM]*<h O ¢ OOMO *
naevi sont en sénescence en dépit de cette mutation.
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% v vsSU Jo s & uu v§ ulvscE Ve O v (Econstithfitedd o <pu O]
BRAFEconduit a une inhibition de MLHdar hypermethylation(Fang et al., 2014&ssociée a un

( uS []v p S]}v O[ %}% 38} u ](Ha¥%se@etal., 2046)LH ést une protéine
Ju%eo]<u ve 0o & % & S]}v ¢ }luu P - o[ E BiendfQéteelaurestda%. E] u
confirmer dans le mélanome, 88 %o ES [ A% E *]}v u ] % E o[ S3]A 3]}v
les contextes mutés BRRF peuvent étre o[} E]P]v  [uv & o 3]A ]Jves Jo]d8 P v §]¢|

0 & °*]*S v o[ %o} %nSdéfalitde pepahatiGB de cassures do [ Bduites par les

UV (ce défaut est fréquemment observé dans les cellules de mélanbagay et al., 2015)Ainsi,
dansles neaevi dont les cellules sont en sénesceteenutation deBRAFFE% }uE E ]§ !SE o[} E]
[ u3 @&enementde transformationA] o[ pupo 3]}v Uupus 8]tve Jv H]S » % & 0 -

2.1.3 :Effetde la suractivation de la voie NRAS/BRAF/MEId&ERHe mélanome

Dans le mélanome les altérations de la VBIRERAF/MEKERKsont particulierement importantes,
puisque90% des mélanomes cutanés présentemu pPu vs§ S]}v o[ B¥A]D[ § HE v
aval decette voie. Cette suractivation favorise la survie et la prolifération des celllles E o[ vS§E v
phase S,eb ¢« VIA HAE [ A% E <+]}v KRsonf@é% % vI¥®idu vIA p [ 3]A]S
ERKBhatt et al., 2005)

Ve 0 U OV} C8 us v Zpu PeBR&Eh réppAsed m facteur de croissance dépend

L VIA p fen@ médiée par les intégrines dans les cellf@snner et al., 2003Mais les
mutationsactivatrices ddNRAS eBRApermettentla prolifération des cellules indépendamment de
o ME V]JA p [ Z Ev U v} uu vs PE o °iu@E A%W[EvZI]]8]}v C o
o[ A& % E -«-]YR{Bhateet @l., 2005; Conner et al., 2003; Satyamoorthy et al., 2003)

Parmi les ciblesle ERKse trouve le facteur SE& ve E]%S]}v D/d&X KEU S o <y v}
précédemment, MITF favorise ](( & v3e %Z Vv}3C% * <« o}v <}v V]A u [
(différenciation/sénescence, survie et prolifération/transformafjoBRAFE favorise o[ A& %o E <]}V
transcriptionnelle de NTFqui semble nécessaire a la prolifération induite par BRBFdans les
cellules de mélanomejotamment v (E Ppo v3 o[deERKE CPDK¥wvet p2lvellbrock et al.,
2008) De plus ERK phosphoryle MITF, ce @afitive mais favorise également sa dégrada(idfu et
al., 2000)Ainsi, dans les cellules de mélanomailecau de suractivation de ERK va étre sélectionnée

( }v IS E pv & Ppupo S]}v (]v O A% E +¢]}v § o[ 3]A]3
la prolifération et non la différenciation/sénescen@iscuté dans Wellbrock et al., 2008)

>[ $§]A de]BRKn réponse a la mutation BRA®Edans le mélanome est également cruciale pour

la survie des cellules d u o viu Zpu JvU E Vv ]v ul]e vSs prptemes E ]}V
antiapoptotiques MCL1 et de BCLRliang et al., 2008) Z< ]vZ] O[ %0}%S}e u ] %0
cytochromeC de la mitochondri¢Sheridan et al., 2008Rinsi, un traitement avec un inhibiteur de

MEK (U0126) diminue la phosphorylatd®ERK S Jv p]S o[ %o} %0 362 de mélanomgihumain
enpermettanto[ 3]A 3]}v ¢ % E}S ]V o % E} %o B%xBad ¢k RintSkedoan et al.,|

2008; Wang et al., 2007)

v JE A «} « EA 3]}veU opivIE PDE335001 canduit a la diminution de la
croissance des cellules de mélanome hunmalinin vitro v ( A}E]e v3 o[ /E % Eeteer]}v %010
inhibant o[ 4 %o Geles@Lline D1, éMyc, BCI2 et Survivine Le PD0325901 inhibe également la
croissance tumorale vivolors de xénogreffe chez la souriaude (Ciuffreda et al., 2009PDans cette

Su U of]vz] ]8]1}v D< VveO®* O0OOMO ° u ot égalementiivigodD id v p]
MV % ES [ /£ % & e<e\M3scular Bnd&helial Growth Facta) de CXCLECGX-C motif
chemokine Ligand BInterleukine§U  pA& ( § HE®* Ju%oo]<pu ¢ Vve o[ VP]}P v « X ©
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suractivation de cette voie de sigrediion dans le mélanome pourrait égalementdaser la
les u]lv S]}v % &E o[]argiogehgse

Cependant, bien queesmutations de NRA®IBRAF soient retrouvées dans la majorité des mélanomes,

la suractivationde ERKv[ ¢85 %o ¢« «C+S u 39 cpnséquénce dees mutations. En patrticulier,

0[ZC% Eu SZCo S]}v 4 % E}u}s p&E Z Wi' W ve 0 « SpueE@e « % S|
et donc la prolifération, la survie et la migration, indépendamment du statut muté ou non muté de BRAF

eS v o[ vV upus $hengeraly 200 v (( S Z %oi' W 8 pv JvZ] ]S p&E o}
de la protéine G Rapl (RaplGTR) active ERKpar phosphorylationAinsi, [ZC % E&u Sd¢ o S]}v
promoteurde Rap1GAmRhibe son expressioet ( A} & Jetivatipnde ERKar Rap1GTP.

De plus, les cellules de mélanomes sont également connues pour activer certaines voies de
signalisation de fagon autocrine, ce qui leur permet de devenir autosgrae rapport aux facteurs
environnementauxXLazafMolnar et al., 2000; Li et al., 2001&)insi, dansds mélanocytes primaires
ZUuu Jve 8§ %oope] WEe* Oo]PV - uoviu e e§ ¢ Z'WU SOWERK U § 8 §]
est favoriséepar différerts facteurs tels que le HGF, le bFGFodt/ > 6 ~, %o @a¥icEiBroblast
Growth Factor, etinterLeukine8, respectivemen{Satyamoorthy et al., 2003nais seules les cellules
cancéreuses sécrétent ces facteurs pour induire une stimulation autocrine de la \®/iRAERodeck
et al., 1991)Ainsi, lasécrétionanormale de certains facteurs par ledlakes de mélanomeermettrait

‘UME 3S]A E 3§35 A}] *]Pv 0]e §]}v ulu v o[ e vV ups 3]}ve EZ

2.1.4 : > [tivation de ERK &ts modifications de Mlatrice extracellulairéMEC)

‘o< % @E ¢ vEU vipe Al}ve epu@E3S}pusquimehenbada suEctRatiods FRKet

les effets que cela produit notamment sur la prolifération et la survie des cellules. ddtes

eu@E 3]A 8]}v i}y P ouvs pv E€o ve 0 U]PE §]}vU o[]VA <]}v § o
interagissantvec la MEC.

Une étude montre que dans les cellules de mélanome humaipjvZ] ]8]}v o[ 3]A §]}v
consécutive ao[JvZ] 18]}V Z & % E ] ZE }u % E o W>yodo6iiU Jve] «u
o[hiiie SE H]S % E pv % E SWISTHE W f&cteur]der transdription impliqué dans

o[ D dTransition Epithélio Mésanchymateusegt de la métalloprotéase MMP1 (Matrix
MetalloProtease 1}Weiss et al., 2012)Ces auteurs montrentashs plusieurs lignées cellulaires de
mélanome, queo [ A& %0 E $4%q] < U dt/Adi ( A}YE]e o] A% E «+]}v o DDWi
o[]JvA <]}v VD13 @] Enchambre dBoydenU 3 o[]JVA <¢]J}v v i P }0o0 PV VvV *%z
Ainsi cette étude montre que la suractivation de la voie BRAF dans le mélanome, en plus de favoriser

la prolifération etla survie, favorise®EMT eto [JVA .«]}v

Une autre étude montrén vivopar des xénogreffes chez la souris nude, que le traitementdéules
de mélanome humain avec du U0126 ou du PLX4032, un autre inhibiteur de BRAF connu sous le nom
S ULWE (v] U JvZ] o £ % @aisedriduitégdleminia une diminution de sécrétion
de la cytokine pro inflammatoire IL8 @tune augmerdtion de sécrétion de collagengsécrétionqui
*$ v }E puPu vs v 3E ]5VvS v ulu 3 u%e @(enkinoaiplg 2015 Hod'&t

Ve UV U} O uoviu upgE]v Jo § udnidi€Enduituune plussfoytso
croissance tumorale et A}E]s 0 %Z}*%Z}ECo 3]}v D <l z<U <ul A ( AYE
qui permet o[ 3]A §]}v -MMP9 %n@étalloprotéaseMMP9 qui dégrade notamment le
collagéne I{Rangaswami et al., 2004) v u} o of #ARKPUe un role crucial dans la
UJPE 3]}v 8§ o[]VA <]}v e sdouol® SuEEod}ei Mg vet]im vivo
0[}*8 }%}VvS8]v u v MV %o 0 | de MERI et An§BIUE forte] ¢roissance tumorale
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ve o[ veuo U ¢ 3u e+ u}lv3@E v3 <u 0 * u}dpERKIermettentdd 3S]A]S

dégradation du collagéne qui composeM&ECMais o[ $]A]S Z< A P oledépot( A}E]s &

[ USE « }utsorhatriciels <p] % HA vE v E S}uE +SJupo E o[ 3]JA 3]}v
signalisationdont fait partie la voie BRAx [ 3 o0 e VvV % &S] po] & o &] E}v
Tenascine C

> [ctivité de ERkKet la Fibronectine

Une étude montre que laldronectine(FN) est surexprimée par les cellules de mélanome huyrirain

situlors de la progression du mélanome, et[quwitro cette surexpression+3 Jv p]3 % E o[ 3]A §]
de ERKlans un context@RAFYE Dans ces travaux, les auteurs montrentégalvs <y o[ A% E <]}V

de FN confere un plus fort potentiel invasif aux cellf@aggioli et al., 2007Une deuxiéme étude

montre cette foisciquedans les cellules de mélanome humaih| favorise la phosphorylatiale ERK

dont dépendento[ A % E «+]}vet o D WA 3MMP2 et de MI-MMP (Banerii et al., 2008)

Ainsi, ¢ pAE S3E A p&E +puPP E v <pu[pv  }p o [ U8} u%o](] 3]}V %o us
o[]VA «]}v p u o v}iuo[% §i]AdE]BRKavorisg et estfaA}E]s %o E o[ Ao E ]}V

quiest@E *%o}ve 0 [HV %oope (JES %}3 v3] o JVA «](

Une étudeplus & VvS§ u}vSE «pu[ de thaitdi@eni @eckrtainspatients BRAFEpar le
Vemurafenib]v p]S pv pPu vsS S]}v O[ A% E <*<]}tumoralel LYo Ao GE *** PO O
de FNchez ces patients est corrélée a un mauvais pronostic car cela semble promauésistance

des cellulesau traitementpar le Vemurafenib.en stimulant la signalisatioW /i<l <d S o[ A% E <]}
de MCLI(Myeloid Cell Leukemia 1) ce qui réduit la cyttoxicité due au traitemen{Fedorenko et al.,

2016)

Venant contrebalancer ces observatigilsa été montré quedes dépbts denses de FN inhibat la

E}]ee v Suu}lE o M u o v}u v E %o}ve O £%o@E ]}V U %o % E
(Nucleoside diphosphate kinase. AjvitroU o ]JvZ] o wu}S]o]s oopo ]JE & o[]VA -
o (}Eu §]}v [ 2Zoocdes etsnduit également un changement dans la morphologie des
cellules qui semblent étre plus étalé@dovak et al., 2015)

Danso[ ve u o e Su e+ u}vS @Eonirdle<précisdu dépodt deFN par les cellulesst
important pour la progression du mélanome et pgarmettre la survie des cellules ftvoriserleur
invasion }u o[]vZ] @& -« o}v. @lampwntte Agdlement que ce dépbt de [t régulé par des
interactions complexes, hotamment avec la voie de signalisation BRAF.

> [ctivité de ERKet TenascineC

Ve UV U} O uoviu upE]vU Jo § ul}jvS&® ««<u D <l Z< u} @o o[}EP
(TNCYYang et al., 2004V  }u%o}e VS o D «pu] i}p pv E€o0 ve o[ bdU § }v
SE « E *3E v Z 1 o[ poOSeeh paticdlier sus fes #ar¥s @ huigration des cellules pour
permettre la cicatrisationll a étédéu}vSE <«u dE «3]u(gpithetidl GRodith Factor Receptor)
grace a des motifSEGHike» % E « v3 v3 pv <Jujo E]8 A o '&Ximt&poblholps « uv  (
E %3 HE '&ZU u ]* <5 v vu}]ve sprovaguer san[intesjalisaEon, oe quifavorise
v} uu v8 o <uEA] 3§ o[]vAShhpwet-ak2Ql8pads |A pas du mélanome, TNC est
expriméein situchez les patientgt semble constituer un bon biomarqueur puisque les niveaux de
TNC dans le sang augmentent avec la progression du mélanome vers des stades awarsés. D
différenteslignées cellulaires de mélanomBNCest exprimé et( A}@E]s o[]VA *]}v 3m Jee u]v
métastatique, ainsi que la survie des cellules dissémingéegarticuliero +SJupo S]}v o[ '&Z %o
les motifs EGFo ]| dE ( A}E]*s oO[]VvA ¢]}v u D SE]P 0j % E °*+ 00
morphologie amiboidépour revue,Shao et al., 2015)
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Dans leur étude de 2004, M@etal.u}v3E v3§ <u o[ deSGRKavb}ise le dépdtde TNCmais

quecela® «<pu] & o[ S]JA §]}v e+ DDWX v (( 8U pv SE ]85 u v8 :A pv Jvz
'‘Doiiiu }v pls pv  Ju]vps]}tv 019 o[ *« u 0 P o dE ve o D
o[ S]AdSERK A}E]- 0 (}]* o[ BBUEMMPEte dépib dE U ve o[ ve u o U
Z< ( AYE]e o u} 1(] 8]}v o D [Hv syrvigMaul P @ ZFw S50 0o[]JVA «]}v
cellulaire du mélanome.

CommeERKquiest tres souvent suractivé dans le mélangstanule TN@t que dars le méme temps

dE +3Jupo o] 3]A 3]}v p E %de pldieutuiesvde sipudisatiarela suggere

<u[ A o[ A}opus]}v p u o viu Hw%jal (@ 3[}vS} de EREEAIEE metre en

placeA] o[ E% E esClasuPPFEE P 0 U VS < » %Z VIu V ¢ % HA v3 uv GE
% $Z}0}P]<u [ uSE « A}] en avalldewvrézgpteiiid aux facteurs de croissances.

Conclusion

En résumé, nous venons de voir que dans le mélanome, la voie NRAS/BRAF/MEK#6Re ais
sUHE 3]A Vv}S Uuu VS % E 0 % E Vv ve 019 o e uoviuuU [uv
NRAS ou de BRAR suractivatiomle ERKa permettre la prolifération des cellules indépendamment

o[ v & P  amsi Bueleur survie, notamu v3 A] o[ £% E *+]}v C o]Jv iU D >
§ o[]vZ] 18]}V O PEMBYE ++]}v
Lors de la progression du mélanomg, 15]A]3 Z< ]v u]8 hodificatiogs dela MEC

gui vont pouvoirinduire en retourune suractivation de la voiERKIaissant supposer la mise en place
}w o e [ ud} u%o](] S]Cette modifieation de la MEC va permettre la survie, la

UJPE 3]}v 3§ ofdtarimen}%e E o[ £ % E *<]J}v 5 o] 35]A 3]}v FNé&depe] pE+ %
TNCetparl[]vZ] ]18]}v vSE usSE&E o[ A% & e¢*]J}v u }oo P v /[
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3 :La voie PI3K/ PTEN/ AKT

La voie de signalisation PI3K (Phosphoinosititién8se)/ AKT (Protéine Kinase B) est exprimée de

facon ubiquitaire et son activité est associ&mre autresaux récepteus de facteurs de croissance a

tyrosine kinase etax RCPG en amont, et avala la voie nTOR(mammalian Target Of Rapamycin)
Figurel8*X 00 u § v "WAE pv . [ $]A 3]}ve viCundbuile & % E %o Z
o[ 3]A 3]}v u E 3% AWMEX *]Pv o] 8]}v }luupv]cp 1(( & vse VIA
voies notammentavecla voie RAS/RAF/MEK/ERK qui favorise son activité, entre autres au travers de

o[ 3]A 3]}v W /(poubdeviie Steéiman et al., 2011)

PI3K est capable de reconnaitre le récepteur actipéis & phosphoryler le PIP2 en PIP3
(Phosphoinositolbis et tris Phosphate, respectivement)qui va alors recruter a la membrana

protéine AKT/PKBRfotein Kinase B) quiy seraact®®o E %0 Z}*% Z}EC0 S]}v % & o[]vS CEu
(Phosphoinositidddependert Kinasel). Une fois activ AKTrégule un ensemble de facteurs de
transcription tels que FOXQEOXO4 et FOXO34ui contrblent entre autres la prolifération et la

cHEA] oopo JE X <d ( A}E]. mTORquivishibegp53 FA}$]} uptdsbekt la
sénescence § <u] % E}u p3 o[ 35]A]S *CV3Z *» %o @EUE $t P70S6K.E A E-
>[ 8]A 3]}v §5 A}] *]Pv 0] §]}v Phdsphhtas®& and¥asi@HowiaodE ~

qui o[]JvA E-+ ]JvZ] o 3Jindidawviadéphdsphiorylation deIP3.

Figurel8: Représentation schématique de la voie de signalisation PI3K / PTEN / AKT

Lafixationd ( § pCE E}]eev *pE 0 E %3 PE % Eu 5 o] 3]A $]lewarod AJA WYi<IWd E
de PI3K qudphosphoryé ke PIPI2 en PIR@ > W/Wi % Eu SAKTPKEII &ule dffférentes voies de signalisations
importantes de la cellule. Cette activation est contrélée par PTEN qui déphosphoryle le PIP3 en PIP2.
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3.1:PI3K

Les protéines PI38ont deslipideskinases avec une affinité pour les lipides membranaires a cycles
inositol. La familledes PI3Kse divise en trois classes sellenrs compositionsleurs spécificités en

termes de régulationet selon les signaux extallulaires auxquels elles sont associées. Les PI3K des
classes | et Ill sont des hétérodimere }u%o}e ¢ [UvuUv}ile S 0CS]<p S-unftav e} e
régulatrice, alors que les PI3K de la classe Il ne requipasndesousunité régulatrice.

Les PI3ide la classe | sofesplus nombreuses et sont subdivisées en classe 1A:et IB

X > 0 ¢ | & PE}U% e }lu Jv ]e}ve -upjteléliantes o o} e
5 isoformes régulatrices 3 isoformes catalyf<p ¢ ~%oiiirU %o iiitU . § Yoiiiw

x Laclasse IB est constite@o & o[ ¢} ] §]}v  * O @GEU » ®iPiuIp %08 A  %oii
Les PI3K de classe Il comptent 3 isoformes catalytiques (RPI3K W /T W /iwe X

La seuléPI3K de classe dstcompo®e des sousinités catalytiqus et régulatrices Vps34 et p150

3.2 :PTEN

PTEN (Rosphatase andensinH}u}o}Pe 5 pv %0 Z}*%Z S JH O *% J(] 1S %o
fois une protéinephosphatase et une lipidphosphatase. En effet, PTEN a une affinitérpesi lipides
membranaires a cycles inositol qui fait de PTEN un régulateur négatif majeur de la signalisation basée
*HE W/i< %op]e<p Wd E %oZ}*e% Z}ECO o W/Wi<.delq¥e hatis leJve] o
A EE}ve %% E o <p]3 U Wodngidérésconpme e sifppdsseur de tumeur important
notamment A ] inbipiton [ <.d

3.3 :AKT

AKT également appelée PKB (Protéine Kinase B), est une sérine/thréonine kinase qui existe chez

o[Z}uu igoformes :W< U t§ v ~, 2dti3) dont les séquencawotéiques présentent 80%
[Z}u}o}P] X > « % @ntsinjJdomaine éPH (Pleckstriftomology) en Nerminal qui permet

le recrutement [ <éd la membrane par le PIP3, ce qui favorise son activation par phosphorylation.

Une fois activé, AKTdiffusedans le cytoplasme edctiveses cibles par phosphorylation.

Parmi les cibles [ < dn retrouve plusieurs protéines impliquées dans des voies de réguldtion
métabolisme Entre autres AKTinduit o[ $]A di]¢emplexe mTORCInmammalian Target of
Rapamycin Complex1) qui favorisela synthése protéique datraduction. Ndaons que mTORC1 exerce
un rétro- contrdle négatif sur AKTalors que mTORC2 a au contraire un effet positif sur AKT
favorisantsa phosphorylation a la membraggour revue Steelman et al., 2011)

De plusAKT 8 % o []JvZ] & '“<itUnotamment A} Py o] -catdhinet(que

viue A EE}ve v W ES] /[//Xde ]Jv % VvV uu v o[ %avoriségla o A}
prolifération et la survieefqfvZz] v o[ S$]A §]}v %0 E } quéy telleBiaddd juet } S |

al., 2012a)et en augmvs v3 o[ $§]A]S$ antfapaptetiGEies tels que Mel A] o[]vZde]$]}v

"N <TtNaughton et al., 2009kEn inhibant Is facteurs de transcription FOXAKTinhibe o[ EE!S

cycle cellulairen Glmédié par p15k4b p19NK4Bet p2 7472 (Dobson et al., 2011; Katayama et al., 2008)

Enfin,la régulation du cycle cellulaifgar la voie PI3kEst également réalisée a travers la régulation

directe de CREB dans le noyau par P(I&Net al., 20119t par AKT(Duet Montminy, 1998)
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Dans le mélanocyteAKTrevét une importance particulierecar il régule CREBet t-caténine qui

( A}E]s v8 S}ue gsidh ae[MHERGIEE facteur de transcription sp#icque du lignage
mélanocytaire, ainsique@ [ A% E ]}V ES ]Jve ]oe+SE ve EJé&Gdr3asv 00 -
Tyr, Tyrpl, et Tyrp2 impliqués dansri@lanogenesévoiFigure 7[en pag.

3.4 :La voie PI3K/ PTEN/ AKT dans le mélanome

Ve 0 UOVIuU]o 3 (E <puvd [} » EA E pv ZC% E 3]A]S 33
environ 41% des mélanomes qui présentent un@§ 3]}v o[uv 8 puE- o A}] X >
de patients présentant des mutations dans PI3K ne dépasse pas lghbthet al., 2012Dans le
développement du mélanomeles principales altérations de cette voie sont des mutatios

inactivatrices dePTENet activatrices BAKT3 Ainsi, 0 % E}PE *¢]}v SPHUul}®E& o [ Ju% P\
augmentation progressive du niveau de phosphorylation deiAlitu: pas de phosphorylation dans

les neevi bénins, phosphorylation modérée dans les neevi dysplasiques, phosphorylation forte et trés

forte dans lesumeurs primaires et les métastases, respectivemguatur revue Madhunapantulaet

Robertson, 2009) pee]U 0 ¢« upsS S]}ve Wd E § <di (}vS ofesigiantaviu E p-e
leur implication dans la physiopathologie du mélanome.

Les mutations de la voie PI3K/PTEN/AKT sont fréquemment associées a une mutation Y&°BRAF
(principalement BRAFG ou a une mutation NRAS dans 17% et 9% des cas respectivement, et
permettent WA OOHO * E ]S E pAE SE ]38 (YSkullghal,]2082)} v Z &

Les altérations de PTEN dans la progression du mélanome

Wd E ¢S Hi}uE [Zp] }ve] suppresgeude tumeur, et un inhibiteur puissant de la
croissance du mélanon{pour revue Madhunapantulaet Robertson, 2009)En effet, PTEN p63, un
suppresseur de tumeur bien confforment un complexe dans le noyau, ce dulibela dégradation
de p53 et favorise son activité trascriptionnelle (Freeman etal., 2003) De plus, en inhibant
o[ 3]A 8]}v [ <dU o0 spuE £ % E *+]}v Wd Eaf(gidge@edendute parjles S} U S
cellules humaines de mélanomienfin,cela inhibe leur migratiograce a uneugmentation marquée
o[ A % EEealdihéringa la surface des celluléStewart et al., 2002)

Plusieurs études ont identifié dans le mélanome une délétians le chromosom#&0 de la région
10g23-24 qui contient le gene PTEN.ependant, bien que 30% a 40% des lignées cellulaires portent
une délétion homozygote de PTEN, seulement 5% a 15% des mélanomes non cultivés sont concernés
(pour revue,Madhunapantulaet Robertson, 2009)Notons que dans le cas particulier Beroderma
Pigmentosumil a été montré que le développement de mélanomes est favorisé par des mutations de
PTEN (P95S, F154L, L325F) induites par les rayontsedhéivang et al., 2009b)

Bien que la perte homozygote de PTEN semble suréirg associée aux cellules de mélanome
cultivéesin vitroU o « % ES3 « [Z § EJL@RP QS Heterozgosit) touchant PTEN sont
fréquentesin situchez les patients attats de mélanomes précoces sporadiques de stades avancés.
Ces LOH sont associéedepronosticsdéfavorablespuisque les tumeurs présentent alors un risque
plus élevé de récurrence eedlisséminatiorfHealy et al., 1998; Herbst et,d@994; Isshiki et al., 1993)

%oueU ]o § ulvSE «<«u[ v o[ vV ups 3]tvU o[ A% E <]}V W o
épigénétique(Zhou et al.2000)X Jve]U o[ 3]A]8 3SE ve E]% 3]}vvestinhibge% E}u}s |
par méthylation chez plus de 60% des patients atteints de métastgmrs revue Madhunapantla
et Robertson, 2009)Cependant, itonvient tout de méme deignalerque deux études plus récentes
ne sont pas parverasa observede méthylation du géne PTHBonazzi et al., 29; Liu et al., 2008)

61




Comme AKT favorise la prolifération, la survie et la migration, il est normal de constater que la perte

[ §]A]S Wd E ¢35 pv A v uvs <u] (A}E]s 0 % E}PE <<]J}v p u o
une suractivation en particuli€E [ <di § o «<«u o] SStahl etSdlE en %200&ur des
mélanocytes et des cellules de mélanome. %copueU 0 % ES [ A %adGs plsjéws wWd E
lignées ¢35 o} ] O A% & o]}V e ( 8§ puE-+ duibaortdent feswitchdt/~d
E-cadhérineversN-cadhérinequi accompagne la progression du mélanafiHeo et al., 2012)

>}Ee<u[ 00 8 e} ] uv Vs Serilevde PTEN favorise le développement de
mélanomes métastiques (Dankort et al., 2009De plus, il est intéressant de noter que la perte de

wd E Ve O U O V}u Jul]vu o %o V V . OOMO * o[ 3]A]S Z
BRAFE(Xingetal.,2012) § « u o !SCE o [} & ] Bhux traitémemis antBRARDeng

et al., 2012; Paraiso et al., 2011)

Ve o[ Veuo U ¢« 8EA uk ulv3E vs <p 0 % ES [ 35]A]S Wd E i
mélanome et peut découler de différents événements génétiques eggépiétiques De plus, comme
les conditions de culture induisent une pression de sélection supplémentaita perte homozygote
Wd EU 0 espuPP E <p[pvinsitwu v3 %o @®]e2Zv3 u u o viu ( A}YE]s o[ 3]
[ <d u oPE o0 %PEENM. vV

> ¢ 08 E S]}ve [ <d Vve 0O % E}PE *¢]}v M u o0 V}u

Ve 0 uoviuU }v E SE}pA pv MPu vs S]}v o[ A% E ++]}v 8§ o]
70% des mélanomes sporadiquds Jve] <prpplification génique [ <3ldans environ 50% des
mélanomes. Cette amplification est due entre auteune augmentation du nombre de copies du long
bras du chromosome 1 qui porte le géne. De plus, la perte de PTEN dans le mélanome meéne
préférentiellement a une activation[ <3i(pour revue Madhunapantulaet Robertson, 2009)

>}E<p[]Jo *3 S]A U <di A % Z}*% Z}ECoi &hr Sosbping 39(Ee quidnhib@& « v 3

son activité et promeut entre autre la signalisatidncaténine qui est trés impliquée ahs la

progression du mélanomeAKT3% E}u uS P o u vS o Co oopo J&E SE A E

Cyclines Dainsi que lasurA] U o S8E ve(}Eu 3]}vU o[]JVvA «]}v 8§ o Jee u]v 3]}
OOHO * u o vtu SE A E- o[]vzZ] ]3(dour revue, MadMinaparfget

Roberson, 2009) v(]vU Jo § u}vsE Ve UV U} O E ]Jv}u %] @Eu}l}b
[ <d % E}u p3 o[ DNFKBX(E] AVELF]S o] £ % E ]}V "E I>U «u] }v

of £% E <+]}v [ (JulieZel@l] v2007Bien que cela reste a confirmer dans le mélanome, il

*§ §v3 vs [Ju P]Jv E pv u vVv]eu -eirajauxde Stéwvart et al. en 2002 Hao et

oX Vv 1iiT u}vSE vsS <u o[ A% E <]}V WdE p }vEE |]E E % EJu o

et le switch E-cadhérinéN-cadhérine.

De fagon intéressantéAKT phosphoryle également BRAFsesrésidus 864 et S428ce quiréduit

*lv  3]A]3 % }uE o[ u v E favorisew |adprojiféation]des cellules de mélanorae

o] M o[]heundet al.,, 2008; Ikenoue et al., 200Bien que cela reste a prouverela

o[ EA%O0]<h % E} o0 uvsS % E o JVEE€0 YEEK JpEPd[AZE T E o] JA}] ¢
o[ &]A d&]WTF &n de promouvoir la prolifération et [ A]§ E o 1(( &€ v] 8]}v 8§ o[ v¢
sénescence des cellules] que nous avons évoqué précédemmetans la partie 1.2 (La voie des
MAPK)discuté dans Wellbrock et al., 2008)
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Conclusions implication de la voie PIBKPTEN AKT dans le mélanome

$] A d&Jlawie PI3K / AKT dans le mélanome est associée a de mpumadstics puisque cette

>
*HEA] u ]e P o0 uoiePstli¢dd 3 o[]vA

A}l (AYE]s o % E}o]( E 5]}vU o
la voie des MAPK dont les dérégulations font partie des phénoménes majeurs impliqués dans la
physiopathologie du mélanomé&n effet, ces voies sont liépar les protéines RA8jais également

par les récepteurst les ciblescu[ oo ¢ }vs v etparlevrBgulation de BRAF paKTEnfin, &

voie PI3K / AKT est également liée a la signalisatiaténine A] o[]vZ3delE3K® %o @& ;eka

%7 }vs o[ 3]A]8 3 ( A}E]e % E Wd EX
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4 :La -caténine

4.1 :Structure de la-caténine

Codée par le géne CTNN@#AteninBeta 1) la t-caténinefut la premiere protéine caractérisée de la

famille des protéines a motifs armadillo MR }vsS (}vS P o u vs %atéBigé etola vr
wcaténine. En particuliert- 8 v]v -388vv]v e}vS Jeepy o [UV HU% 0] 3]}V P v e
retrouvée jusque chez les cordés qui confere a ces deux protéines des fonctions différerges mal

leur homologie structurelléZhao et al., 2011 Aktary et Pasdar, 20)2Ces protéines présentent dans

0 HE *SEP SPE pv }u Jv E 3§ EJ]*8]<p [ VA]JE}V 81 E ] ue %% O

Z 1 of,}uualprotine t-caténine compte 781 acides aminésLa région Nerminale est
particulierement importante pour k& fonctions membranaires dé-caténing pour son interaction

A -caténineet Legless/BCl9, mais aussi pour sa régulation a travers un motif linéaire court dont
la phosphorylatioren Ser37 et Thrd%, E}u ps o P E -catéhine par ka E3 Ubiquit ligase
(Staal et al., 2002)> & P]}v VvS& o «<u] [ S v M E ] 4 idi p E ] 4 000
motifs ARM Cette région constitue une zone rigide ¢ Z ( p »P(scaffold en anglais) avec
laquelle interagissent &0 u% ES ¢ %o E LatéerlidE(pour revuet Valenta et al., 2012)

Une particularité de la structure decaténine(pour revue, Gottardi et Peifer, 2008ent du fait que

O ¢ 1T % @& u] E+* u}s](s *}vs (pHe]}vv » v i e pyo Z o] rX hv MAE] u %o |
Gterminal. En effet, alors que les prédictiob®-informatiquesprévoyaient 13 motifs ARM pour
t-caténine(Peiferet Wieschaus, 190), les études structurelles suggérent que I16ME3notif prédit est

en fait inclus avec la régionN-terminale» du domaine @erminal de laséquence dans un motif

appelé keliceC(résidus 667 a 683Huber et al., 1997; Xing et al., 2008gtte hélice C présente une

forte activité de transactivation des partenaires tieaténineet semble nécessaire a la transcription

en aval de la voie WNT canonique que nous verrons par la(&iéminckx et al., 1999; Xing et al.,

2008) maisne semble pas étre nécessaire aux fonctions membranaires tded&nine

La structure tridimensionnelle det-caténine permet une réglation par les domaines
N-etC-§ (Eu]v WA % 0 e (E %0] E *uyE&E o & P]J}v VvSE o S u
des motifs ARM, empéchant ainsi la fixation de certains partendtrgse autraU o[Z 0] *§ % O
de recouvrir les résidus hydrophobes dué™M&Zmotif ARM(Xing et al., 2008Gottardiet Peifer, 2008)

Figurel9: Représentation schématique simplifiée de la strugoédiquede t-caténine

Le domaine central de répétition des} 3] (¢ ZD <p] % Eu 3 o[]vd & 3]}v A  %ope] HE* % ES v |[E -
facteurs de transcription TCF/LEF. Le domai® KEU]v 0 3 Ju%}@ES vE % }pESofJwvs & 3Edfv ]vtU o
complexe de dégradation ainsi que le pariemaucléaire BCL9. Le domain&CEu]v o }v3] v8 pv }u ]Jv [ S]A §]}v
la transcription.(Source[https://en.wikipedia.org/wiki/Betzatenin#/medi/File:Betacateninstructure.png t Bubus12,juin

2013; CC BY 3.0 (Creative Commons Attribution 3.0 Unported
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4.2 : Localisations, @gulations et fonctions decaténine

La t-caténinea 3 localisations cellulaires auxquelles correspondent différentes fomeet différentes
régulations possibletel que cela est schématisé En effet, t-caténinepeut étre sous
uu@v]EU C8}%0 cu]jJ<pg 3 ulu vpu o ddnEsastradeudele sefuence de
localisation nucléair®) } ¢ (U V [ A%}ES vu o |NHcleaH pcalizatieh/Exfeart u E
SequencerespectivementX /o %o % E 15 WMiI}UE [Zp] «peatén|el Gan<HeS ndydw t
pourrait dépendre de son interaction avec ses partermiracléaires Pygo et Legless, mais également

% E o ]-ifmportink, et que que cela serait régulé par son extrémit@i@inale (Maturana et

al., 2015)

t-caténinea la membrane

>} Ee«u[ sausmembranaire la t-caténine & Puo o[ Z &E-oellule, e dgunaigration des
mélanocytegKeswell et al., 2015[n effet, elle interagit au travers de ses motifs ARM 1 a3 et 10a 12
avec le domaine<G Eu]v &cadh#fineexprimée par le mélanocyi@berle et al., 1994; Hubet
Weis, 2001; Hulsken et al., 1998cadhérineétablit des interactions homophiliquéPokuttaet Weis,
2007)avec les feadhérines exprimées par les kétinocytes Ces interactions homophiliques régulent
o[ Z & v élapoayte aux kératinocytes, lsien que pour pouvoir migrer, le mélanocyte cesse

[ A % EB-uadBério¢(Keswell et al., 2015) es interactions [ -cadhérineavec t-caténinesont
modulées par les phosphorylations deaténineet [- Z &]v X > (]-€&dBdrine sthbilise
t-caténine a la membrane en inhibant par compétition la fixatle APC (Adenomatous Polyposis Coli)
(Aberle et al., 1994; Hubest Weis, 2001; Hilsken et al., 19940i favorise la dégraddtfv = -t
caténine par le protéasome tel que nous le verrons par la suite

De plus, le dimer&cadhérine- t-caténineest «S Jo]e % E o {Cp#EniBddwr une région

située entre les résidus 120 et 151 detlaaténineet avec les premiers motifARM det-caténine

(Aberle et al., 1994)Cette interaction det-caténine A -gaténine u% ! Z o[]vE Ev o] §]}v
complexeEcadhérine- t-caténineet permet a t-caténinede faire le liv v § Ecadhgrineet le
cytosquelette A] -caténine Ces interactions régulent la disponibilité decaténinequi se trouve

séquestrée a la membranet qui ne peut donc pagv H]E o[ A% E <<]}v (BuetBly ¢« ] 0 «
2014)
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Figure20: Représentatioschématique simplifi€ée des diféétesinteractions etocalisations det-caténine

0O uu E~v B ¥]v % ES] ]% o E Ppupo S]}v of] Z E v v ]vs E Rélettevs A o0
ve 0 C S} %o-caténing est régulée par un dialogue entre la voie WNT et le complexe de régulation de sa dégradation
}u %o} "A<itU W U <i § y/EX >} E-catfnme régete la franscrigifonldetgenes cibles reconnus
par le domaine HMGH{gh Mobility Groupdes facteurs TCF/LEF en permettant le recrutement du complexe médiator et de la
ARN polymérase Il via ses partenairetekedBCL9) et Pygopus (Pygol).
(Adapté a partir de|https://en.wikipedia.org/wiki/Bet@atenin#/media/File:BetaateninARMdomaininteractions.png t
Bubus12, juillet 2013CC BY 3.0

66




t-caténinedans le cytoplasme

Dans le dpplasme,o[ $]AdéJocaténine *3 Jv p]3 o} E- o [avai¢ AWNTWingless
iNTegration site)qui dépend de la fixatiodu ligand WNBur les récepteurFizzled (FZDgt LRP5/6
(low-densityLipoprotein RecepteRelated Proteirs or 6)(pour revue, MacDonald et He, 2012)

La famille des récepteurbrizzled compte 10 membres qui sont caractérisés par un domaine
extracellulaire N§ C(Eu]v o E] Z v Ce*S Jv e % O []vS (etRd@maiAes o « o]P
transmembranaires structurellement similaires aux egeurs couplés aux protéines @lont

ol 3]A 3]}v %J[]w3 E 3]}v M }u%bmour&evue, tNEatDonaldt He, 2012)

Les ligands de la famille WNT regroupent 19 glycoprotéines palmitoylées conservées chez les
mammiferes, et sont imgués dans la voie WNT nganonique et la voie WNT canonique. La voie
WNT nonrcanonique est activée par les ligands WNT4, WNWBNT5B, et WNT11 (pour revue,
Weeraratna, 2005)Lasignalisationt-caténineestactivée pafa voie WNT canoniquaimuléepar les

ligands WNT1, WNT3A, WNT7, WNT8, et WNT8B.

En effet, dans le cytoplasme, lacaténine ¢S ¢ <y *SE % E UV }u%0 £ % E}S J<u
(Adenomatous BlyposisC}o ]+ U [ A ]v (dseinkiracel) et de' » <1 {Glycoga SynthaseKinase

3 t). Ces deuxiernieres protéines phosphorylent l&caténing ce qui induit sa dégradation par le
protéasome suite a son ubiquitinylation. Mais lorsque WNT se fixe au récepteur FZD, Dishevelled (DvI)
dégabilise ce complexee qui met fin a la séquestration et a la dégradatde la t-caténine(pour

revue, MacDonalet He, 2012) Lastabilisation de lat-caténineva lui permettre demigrerdans le

viCu 8 [C £ E E «}v 3]A]S Fig“yr@. SE ve E]%S]}v

t-caténinedans le noyau

] v <pu[ oo v }vS8] vv %o * s alr B]}v v} o -daEnibeeast capable de
UJPE E ve 0o V}C uXcEtenin@nteragitthvec lds protéines dg®res nucléaires telles
que NUB2, NUP98 et NUP153, au travers de ses motifs ARBMt3ARM 1a12 ainsi que de son
domaine @erminal (Sharma et al., 2012; Yang et al., 2015)

>}Ee<u[ 00 S 0} O] veaténinea heufonction tde cofacteur de transcription.
Wpule<u[ 00 v %o}ee %o }u ]v (Hubei e} €}.v199%;[Xing et al., 2008)e
induit la transcription de ses génes cibles a travers ses partendled EF qui interagissent avec les
u}sS]j(e ZD i1  O-catéminet
Les facteurs TCF comptent 4 paralogues chez les vertébf&sl, TCF3, TCF4 et LEF1 qui présentent
viu E WA %o]ee P ¢ 085 vV 8](*X /o « (]&£ v§ o] E(WNIFKE pv u}s§]
Responsive Element) CCTTTGAT(G/C) grace a leur domaine HMG (High MobilitgAGregt)al.,
2006; Archbold et al., 201 v o[ <« v -caténihenucléaire, ces facteurs jouent le réle de
répresseurs transcriptionnels a travers leur interaction aveoiégresseur Groucho et/ou CtBMais
o0 } & « <paténinemigre dans le noyaalle inhibe la fixation de groucho/Tldtir TCF/LEF et permet
o[]v 4 8]}v 0 SE ve E]% Cadigan d&hd Watgrman,|2(H2)

WIHE % E}ulpA}]E o SaEnine & ¢daldhpntinteragir au niveau de son premier motif
ARM avec son cofacteleglessBCLYqui recrute PygopufPygol)yui recrute a son tour le complexe
Mediator afin de réguler la transcription par la ARdlymérase I[Rigure20) (Cadigaret Waterman,
2012; Maturana et al., 2015; Valenta et al., 2012)
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Cependant, cette induction transcriptionnelle peut étre inhibée en particulier par ICAT
(Inhibitorof t-Catenin Av  d &8+ <p] ]Jvs E P]3 ]E-caténing Semp&chant son

interaction avec ses cofacteufBago et al., 2000§ >caténinenucléaire interagit également avec les

( S uE- SE ve E]%S]}v &KyKU "KyU K dU ~D U ,/& § Zr ~ «SE}P
o & Puo S]}v O A% E <]}V O HE* P Ve ]J]O<<u Vige v[ Sp ] E}v

Parmi les génes cibles tcaténinefigure D/d&U }vSs o[]e}{M@&stle fadtdud central de la
régulation du lignage mélanocytaire, mais égalemeyRA2 et YR impliqués dans la mélagenése
(Larueet Delmas, 2006; Yamaguahti Hearing, 2009)On trouve également des génes qui codent
[ 1S GEcteufs de transcription tels quEWISTet SNAICasas et al., 2014)i sont impliqués dans
o[ DdU ¢ P v ¢ Ju%oO]J<p = Ve 0 cpuEA] pla prolifg(atiorstetsequailyes " EA]A
et Cycline DALi et al., 2005) o[]4& <EMJ[tels que CD44, uPA, uPAR, MiViet MT1-MMP
(discuté dan®i et al., 2005)

Réqulations det-caténines indépendantes de la voie WNT

] v <u o[ 3]A 3figaténinesoit souvent associée a celle de la voie WNT dans la littérature,
il existe également des voies non canoniques de régulation de la signalisat&énine(pour revue
dans lemélanome Aktary et al., 2016)

Régulation deo [ & ] Adaténinepar les Rcepteurs a Tyrosine Kinase (RTK)

La signalisatiort-caténine« non-canonique» % P !'SE Jv p]d % E o[ 3S]A §]}v ES
dCE}e]v <]Jv e ~Zd<e § 0° <gu O] '&ZU o0[/'&ZU 0 s 'de#mals o &'&Z
Insulin-like, Vasculariifiothelial et Fibroblast Growth Factor Receg&)r.

>[ 3]A 3]}v o[ '&Z 8 Wi}uE [Zpu] ]V }vvp %djca@hifle ApSEJlaE o «]P
été montré dans des cellules de carcinome épidermoide, eaténineint E P]3 A o '&ZU § <uJ}
SCE ]S u vs o[ '& % E}u US o Ueaénitteen YBE YB3SB Jgtw654H0schuetzky et

al., 1994; Miravet et al., ZB) X > [fadriseo[]vS EvVv o]« -8ddhérinemnddiée par Cavéolink

(Lu et al., 2003)mais aussio %o Z}* %0 Z} E Goat8riihg v Y00i % &E e Jv <fuie Ir
Julvp o ¢ Jvd & 3]}vetcatérinelv <u] ( A}E]e o0 <daRenine]di &jgly t

2009)

> [ /' && capable de former un complexe avecaténineet Ecadhérinetel que cela a été montré

dans un modele de carcinome mammaf@uvakova, 1997) Jve]U o[ 3]A §]}v o[/'&Z }v W]
phosphaylation de t-caténine *uE& o SCE}e]v z6dU o] Jul]vus]tv |
t-caténine-Ecadhérine(Playford et al., 2000 S o[ pPUdwsS o[]vS EVEoddh&inev |

De plus,0[/'&i A% E]Ju % E o0 « (] & des celulessde] m@lanornd,/c& Javorise

o[ 3]A §]}v <d x¥ 4V 8B« ipar phosphorylatiorfSatyamoorthy et al., 2001)

Le VEGF&ohen et al., 199%t le FGFRMavila et al., 20123ont également capables de promouvoir
la phosphorylation det-caténing ce qui inhibe les interactions avec ses partenaires membrangires
( A}YE]e o «]Pvcadning]lhwsutvie et la prolifération des cellules

ve o[ Ve uo U « ((8e]v ulds % E o[ 3]A Shhibition dEditeragtions]s v v
tr S vl]yv A e e % ESV]E s uu Ev]E - Xatéonedcytoglagmigie}v o t
Svpo J]JE & *%}tve 0 [uv HPu vS &tdténineo <]Pv o] S]}v
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Autres acteurs moléculaireégulantla signalisationt-caténine

> -taténine § o-caténineprésentent une homologie structurelle et sont en compétition pour

o[]Jvd E 3]}v A ES Jve 0 HE* % E Scatehi@eb X r [VEeM]v o0f3ve3%E 0
[Jvd E P]JE A 0 * % ES3 v:IeEcZu @] E -vcdt@nipe(Nieset et al., 1997)es

acteurs du complexedePpo s]}v o] PE S]}v WU <i 8§ '*"<itU 8§ 0 ¢ % E!
o°* ( S uE- SE ve E]%S]}v d &lI> &X -tatéhloe affectp (B p@idti@ <]}V

}v }P v]<«p -caténineenperturbantses interactions avec ses partenairaembranaires et avec

0 }u%o A PE S]}v ~ W U modulg§ 0" <]JPsU o ] scgtdnimefpour revue,

Aktaryet Pasdar, 2012)

Wd E § A }o]v i~ sis PJee v§ ( }v v§ PdadniSe(GandePerpz &t] A ]S t
al.,, 2015)X ]Jve]U ve ¢ QOMO ° v & 0 % E}*S S U o] £%E <]}V

"A<iteninhibant AKTet la perte de son expression induit une augmentation du poot-daténine
nucléaire et de son interaction avec ses partenaires {Crdhscription Factor4gt LEF1(Lymphoid
Enhancer Binding Factor (Bersad et al., 2001Pe plus, dans des modéles murins et huraaie

uoviuUo % &S [ A%E *°]}v Wd E ¢S P 0 u vVvS ee} ] HVv  pP
t-caténine vp o ]E & o[]v§t-@aténiis v A si }vs o[ E% E *+]}v ( A}E
localisation nucléaire dé-caténine ainsi que son activéttranscriptionnell§CondePerez et al., 2015)

Cependant, une étude plus ahcvv E %o %} ES <«<ygu o] A% E *°]}v Si %o puS

ES Jv ¢ }v ]S8]}ve JvZ] €& -caténjrefLucet al.52003)t

Vv }v ope]}vU o[ 3]A 3]}v o A}] tEd v}v]«uy B<sipme$ sav o[]vZ]
%oZ}e%Z}YECO S]}v v "OU <u] % Eu 3 ofcathheussi, certains pRteurs]s 3]} v
(}vsS o[ u oP u VSE o0 +¢]Pv o] §]}v tEaénide Cepehdantotpt glig}nous
venons  o[]o o jl edreEdéne pas considérer la signalisatidrtaténine § o[ S]APSIt

luu o ¢ & (0 S- de [la $pAl¢Svoie WNTpour revue Aktary et al., 2016) la
phosphorylation de' ~ <i&n S9 petiégalement étre induite p€ o[ 3]A §]}v %oo ] WE-* Zd:
AKT. % OopdeU 3 0 <u[]ocaéning la cAmpétition de t-caténine pour ses partenaires
moléculaires peut permettre de dissocieson activité transcriptionnellele celledu complexede
régulation de sa dégradation (APC, CK1%et i}
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4.3 : Implication de -caténinedansle mélanome

> -taténine est une protéine multifonctionnelle impliguée dans la progression tumorale du
mélanome. Cependant, les différents travaux publiés montdars leur ensemble< u  -taténine
joue un rdle contrasté dans le mélame selon lecontexte génétique ete modéle utilisé.

> e & Ppo S]}ve otfcat&hidg Sont importantes dans la progression tumorale du
mélanome. Des mutations de CTNNB1 agssch la progression tumorale du mélanome rendent la
t-caténinerésistante a la dégradation par la voie ubiquitine/protéasome, en modifiant les sites de
phosphorylation de la protéine dans sa partigedminale (Ser33, Ser37, ThréiiSer45) tel que cela

a été montré dans un premier tempgmur uv % W u}]ve [puv 8] E+ « dhpminesde oopo |&E
mélanome testéeg¢Rubinfeld et al., 1997)

Cependant, les données duGancer Genome Atlas et certaines étudesnontrent que 2o a 8%
seulementdes mélanomes présentent des mutations de (CTNNBXllocket Hayward, 2002;
Reifenberger et al., 2002; Worm et al.,, 2004p %o % & ]S P o0 u vS Wi}uE [ZU] <p 0 e« U
génes impliqués dans la dégradation @ieaténinesont elles aussi rares dans le mélanorReur
"N <Tune publication récente rapporte une mutation de ce géne chez un patient atteint de mélanome
(PérezAlea et al., 2016)Dans lecas [ W seule uneoublication rapporte une mutation inhibitrice,
] v ¢] une[hyperméthylation du promoteur 1A[ Wretrouvéesdans 15% des 40 lignées cellulaires
testéesX e US UEe cupPP & v3 cu[pv (( 8§ }- % Vv VS o] Julvus]i
[ HPu vS &|Povr o] &hénirte de fagcon a promouvoir la prolifération sans entraver le
potentiel invasif des cellules, sans toutefois le démonfv&orm et al., 2004)En revanche, le géne qui
} o/ d 3 3}uZ % E pv % ES [Z § E}ICP}3] ve 119 ¢ Spu pE-
métastases qui sont liées a des délétions du chromosome 1 ({R88%¢nberger et al., 2002)

Cependant, malgré les faibles taux de mutations observées sur ces genes impliqués dans la voie
t-caténing 30% des biopsies de mélanomesgadtent un pool det-caténinenucléaire(Omholt et

al., 2001) Ceci suggére qu o[ 3$]A 3§ }Hcaténineimpliquée dans la progression du mélanome

serait assuréein vivo % @& o[ VA]JE}vv u v$ . OOHO ¢ SPUUul® o *U o}E- <]
environnement en culturén vitrofavoriserait la sélection des cellules qui présentent une mutation de
t-cattnine % opeU § 0o <pu v}Ipe o[ A}ve i  A}cp U o[ 3]A §]}v 0 *]Pv
étre induite par AKT qui est souvent suractivé dans le mélanome.

4.3.1 :Roles det-caténine ve o u o viu Z 1 o[Z}uu & ve 0o e u} o0 ¢
de mélanones humains

viu E pe ¢ SHU ¢ %}ES VS cuE 0 ¢ 0 *]}ve % 5] v8e § o[uS]o]e &
humainesde mélanomeamontre <p o[ £ % E <+]J}v § o0 <ddénireebontaddsociéed un
bon pronostic(Arozarena et al., 201 Bachmann et al., 2005; Gould Rothberg et al., 2@i@nque
la progression des mélanomes nodulaifi$/) ne semble pas liée a une variationlddocalisation et

o[ A& % & -«<«tdténine dans lesmélanomes superficiels extensifs (SSM) A %riEde « ]
t-caténinecorréle avec un meilleur taux de survie des patients pu]jvy A o[ uPu v§ §]}v
o[]v ] o EI <u] & (0 8§ 0 % E}(}v(MpelENdshw etals PO3Y%e EJu | E

L[ Z %o (E -+ +Jcaténinediminue lors de la progression du méau  § adipn dermiqueEn
effet, 509 « E A] /& % @EJwning nwis tette expression egrogressivenent perdue lors
progression tumorale du mélanome. En effégaténine est exprimée darggl% des mélanomes RGP,
mais danseubkment65% des mélanomes V@P38% et des métastas@sageshita et al., 200J4insi,

une expressiorfaible ou absente  tcaténineest associée a une plus grosse épaisseur de la tumeur
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primaireet & uneplus forte incidence&le métastases dans leamglions lymphatiquegKageshita et al.,
2001)X %oopueU pv  ]u]vgafEhine nuckiaire est associéaun taux plus élevé de déces
parmi les patient§Bachmann et al., 2005; Chien et al., 2009)

o[JVA E+ U « v]A diénioerickéaire sont associés avec de meilleures chances de
survie des patients liée & une diminution de la prolifération>[ §]A S-thténinetpar WNT3A est
également liée guv~ pPu vsS §]}v o[ AMaffuewrslde différenciation mélanocytaires
par les cellules tumoralest une diminution de la croissance tumorale lors de xénogreffes, alors que
o[]vZ] 18]13vs viv % E tEdfA % E} plEheh ¢t(als JO0QELER, il a été montré
chez les patients porteurs de la mutation BREF <y o <] Pv o }eatdijipeest inhibéepar la
suractivation de BRAP et que sa réactivation% & o[]vZ] 18] }favoriseyo/[E%o} %o S} .
cellules traitées avec des inhibiteurs de BRBiEchele et al., 2012t de MEKConrad et al., 2012)

pee]U 0 *uyPP & «<p o E 3]A §]}v o0 °<]Pv o] §]}v tr S v]v %

intéressante pour pallier aux résistances aux]ts u v3e []vZ] ]S8]}v <« D W<X

En accord avec celd, | £ %0 E < *{cateninetdans les lignées humaines de mélanome est associée a

MV  Julvpd]lv u %}3 v3] o JVA «]( ahténinedd WITIFE Jqui sénbE réprimer

O A% E o] }MMP Qudis u o %}uES vS !3 Ecat¢ring Be phhe WE o[ JVZ] ]S5]}V
'A<t % E sdultED %0}3 v3] 0 JVA ¢]( v i epuE }oo P v U o0}Ee <p[ 0]
t-caténineet de MITF par siARN augmente ce potentiel inhesifcellulegArozarena et al., 2011pe

( v }Z &E vS U o[ A% E <]}V o[]vZ] -tatépide ICATQ est jddeice pedS]}Vv t
mauvais pronosticgt son expression ectopique dans des lignéesaines de mélanomtavorise la

u} Jo]s e O0OpO ecatérfingfv% v v3 U u]Je P o u v o[]JvA ¢]}v v D §CE]
formation de métastases pulmonaires par ces cellulez ¢hsouris nudéDomingues et al., 2014)

Toutefois, en contradiction avec ces précédentes observations chez les patients, certains de ces
auteurs ont plus récemment montré sur une sélection de patients attelatsmélanome de stade IV

%% @E » vE§ VE e u § e e e (E E 0 *U c«pdtaninanubléajre absérvéavant le
traitement des patients par un inhibiteur de BRAF semble au contraire corrélé avec un taux de survie
plus faiblede ces patient¢Chien et al., 2014)

Ceci concorde avec les travaux de Sinnberg et al. publiés en 2011 qui montrent dans des mélanocytes
et dans des cellules humaines de mélanoméo E Ju ] Ecaténinet A}E ]+ o [Invvitro ¢t ha
croissance tumorale vivolors de xénogreffes dans un modeéle de souris SCID. Ces travaux montrent

P ouvsS <y o[]vZlci®hine ve¢ + o]Pv o OOMO * U S <gpopfose « ]v U]

S E % E]Ju 0 % E&}o]( & S]}vU o Z]Jul}E <]+S &ncbambradeB&ydeh}v S u'u
et dans un modeéle de peau reconstruite. De fagon intéressante dans les lignées non métastatiques et

Ve 0 * U OV} CS U o[ A2aiBe ne]damble pas nécessaire a la survie des cellules

(Sinnberg et al., 2011)

Jvel]U 0 ¢ J(( E v3e PS HE* E %%} ES vE « } « EA S]katénijer SE ] 5}]
dans le mélanomé¢Arozarena et al., 201ét Domingues et al., 201¥SSinnberg et al., 2011)5\ ce
titre, il est important de souligner que ces auteurs ont testé un grand nombre de lignées, et que les

% E]V * %E * vd ¢ ve 0 HEe* SE A p& E v[psd]o]e ing batpaS}pilpuEes
cultivées exactement dans les mémes conditions. Cela suggére que les événements génétiques et
environnementaux liés aux différentes étapes de la progression du mélanome chez chaque patient
modifient les interactions entre les différentes vsiele signalisation qui sont nécessaires pour la
régulation physiologique de la celllle Jve] <p o (}v 3]}vv u v§ -caténiAgPoutEdIt
illustrer cela, il est intéressant de souligner plusietlénentsexpérimentaux :
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-Le role det-caténine *3 Jv(opu v % E o[ § 3 [ S]A 8]}lv e+ uSE + A}] - o]F
/o %% & ]S MI}UE [ZH] <p 0 ¢ J(( E Vv - }vs ES » P v Slcu o E
signalisation ont un @& important a jouer quant au réle tcaténine dans le mélaome. En
particulier, I[JvZ] J3E} ERKIT «Cv EP]e A 0 e }€éateninke pdyr} ypromouvoir

O[ %0}%0S}e . oo o e« (Chiam ai al.} B014re quiconcordeavec les observations de
Biecheleet al.et Conradet al. publiées en 2012op.cit.).Cependant, un traitement au long terme des
OOUO * % E ¢ JvZ] ]88 uE- Z & ~ Z &]e 5 ¢} ] u A 0}% %o 1

traitement. Celase traduit, en dépit du traitement BRAFi, par une réactivatienERK/2 qui est
associé a une diminution de la réponse apoptotique induite par WNT3A et par la signalisation
t-caténine (Chien et al., 2014)Cette étude montre donc que dans les cellules de mélanome la
«]Pv 0]+ &hiénirte permet de potentialiser le traitemenBRAFi mais sur le long terme ce

SE ]JSuvs u}l](] o & %}ve o cleaténine $fw (EQV Itpn] u%! Z
o[]v&i}lv O %odfo33dP}v } forGdh traitement sur le court terme.

-> o0} o]+ S]kraténinéévolue avec la progression du mélanome

In vitro,alorsque t-caténineest membranaire dans le mélanocy#dle est localisée dans le noyau des
celules demélanomes a haut potentiel pliéératif et elle redevient membranaire dans les mélanomes
invasifs(Arozarena et al., 2011feci est en accord avec une étude antérieureagait observén situ

MV 0} o] §]}v vy ecat¢dibe danstseulement 10% des mélanomes VGP et 15% des
métastasescontre plus & 40% pour les Iésions bénigriasitu(Kageshita et al., 2001)

-> % E}IPE e°]}v p u o viu dekswitchy dhire les voies WNT canonigues et non
vivi<g U ulJe PouvsS vEE o A% E eJlv : ¢« }( § pE+* d &0 § > &
HIJUE [ZH]U ES Jve uS PE+* % Eo vd [uv *A]Js Z vEE o 3]A 3]}v
canonigue, qui serait imglué dans les transitions entre les phénotypes prolifératifs et invasifs des
cellules lors de différentes phases de la progression du mélanome (pour, tevegro et al., 2010;
Webster et al., 2015aAinsi, le ligand de la voie WNT roanonique WNTS5A inhibe la signalisation
vivi<pg % E Ju% 3]3]}v A tEdi <u] ]v pdsEéninede Pa@n ARPT} vV t
% v VSIXZI[]1S]}v ocatdrjihequi en résulte serait associéeude transitionvers un
potentiel métastatique plus élevé des cellules de mélanome et un stade plus avancé des tumeurs. La
signalisation non v}v]<p tEdA [ }u% Pv 0 %ss@Spar lendelés e
u Ecy pE- ]J(( @ v]S]}vuov}CS]E $§ o0 <p D/d&U dzzZzWi § dzz
% |3 e O0O0OMO uo viu [ 3]AT(@uorevueQNebsleCa., 20158)e
plus, les cellules de mélanomes qui développent une résistance aux thérapies expriment plus
fortement WNTG5A, ce qui semble induire un état de pseséinescence médié par p21 qui permettrait
aux celliles ¢k survivre au traitement et de garder un potentiel métastatiqéebster et al., 2015b)

Lorsde la progression du mélanomees « switchsi % Z v}SC % ]<u ¢ [ éghlebhentde

o[ 0§ E S]}v ¢ % E}(]Jos [ A% E **]J}ve = ( § pE+ d &6l > &iX ]Jve]U

dans les cellules prolifératives différenciées qui exprimentd& U o0} &+ <pu o[ A% E ]}V |
E SE}uA Ve 0 ¢ O0OOMO * JVA ¢]JA » 1 (( E (Eichhoff etfal 2B TPans v %o * D
cette étude, les auteurs montrent que le phénotype prolifératif est plutdét associé a une localisation

uu@€v]E&E- Stvlv 8§ pv 8 8 8]( "N<TtU o} Ee <u 0 %Z v}SC %o
uv  pPu vs 3]}v e+ vIA u/Z&E C 3seonineuTautefois, ces différences ne semblent
%o o e} ] o pv o J(( & v o} o]* 8]}vvp o JE }u Latéijngds SE ve

~u UE o[ 1 [HV E %o %piolEDrinek etldd W IEFKENRANOF et al., 201),
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->[ /E % E e« «taténineést hétérogendn situdans le mélanome

hv Spu & VvS %%} ES © % E HA 0[Z Sc@EhPeassoEiée h URo E ** ]}V
hétérogénéité phénotypique des différentes cellules présentes au sein des lésiondatagi#tovacs
et al., 2016) Ainsi, une méme Iésion présente plusieurs populationsiledles avec des phénotypes
](( & vSe oo} ] o 1(( & v3e VIA UE [ A% E ++}daténise maiw} o]e 3])
P ouvs puv J(( &V [ /£ % E +°+]YULEF1e LER1 et iet@mduvéel d&nd les cellules
<u] A% EJu vS (-t@EBine aldrs tque TCF4 est retrouvé dans les cellules qui expriment
(] o u véaténine et qui sembl étre plus invasives et chimiorésistantes.

Cette hétérogénéité souléve 2 problémes :

(1) Lors de la mise en culture de cellules de mélanomes issuesiatesléle patients, au fur et a mesure

des divisions (passages) des cultures cellulairedtro cette hétérogénéité va favoriser la sélection

des populations cellulaires les plus prolifératives au détriment des autres populations. Cela va

introduire des lais expérimentaux dans les travaux meneés sur ces cultures par la suite, tant en terme
% Z V}5C% * } « EA o« cp[ v3E Eu [ A%E ]}V ot §v]v X

2) >[Z2 § E}P v ]5 * J(( E vS ¢ %}%op0o S]}ve [V Spu PE }u%oo]<u
t-caténineenvue [UVv %o} S wiéllsaiion a des findiagnostis et surtout thérapeutiqueKovacs

etal., 2016)Ceci ¢S [ S vS %oopde JuU%ke}ES vinviudip o[Z B}ESIE v ]S * 0O0UC
tumorales peut étre maintenue lors da dissémination, puisque les cellules de mélanome-non

invasives sont capablede coopérer avec les cellules invasives afin de les accompagner lors de leur
disséminationChapman et al., 2014)
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4.3.2 : Rolede t-caténinedans les modéles murins de mélanomes

Dans des modeéles murins, la stabilisationtdeaténinea été associée a de nombreuses reprises a la
progression du mélanome. La stabilisation deaténine ne semble alors pas promouvoir la
prolifération, mais permet la sortie de sénescence des mélanocytes et leur immortalisation en
E % E]Ju vS o[ A % etmd} et al./ ECO; discuté dans Curley et Bosenberg,.2008)

B] v <u[ 00 <« po o ¢tRénindv SPlvu o0 % ¢ % o []Jv u]E A 0} %o
SHUUul}E o Z 1 o <}uE]J-U oft-Ga%nide stebjlisée [gans un contextdNRASK
constitutivement actif permet le développement de mélanswhez 85% des souris testées, contre

moins de30%de souris atteintes avec la seuteutation NRAFKX v  ((-caténinepermet de
surmonter la sénescence induite par g6 (Delmas et al., 2007De plus, toujours dans un contexte
NRAS K chez la souris,al stabilisation de t-caténine augmente drastiguement le potentiel
métastatique des mélanomes développé&n effet,on observe alorsin pourcentage plus élevé de

souris atteintes de métastasesun nombre demétastases pludlevéque chez les souris uniquement

mutées NRABX (Gallagher et al., 2013)otons < ve 88 Spu U o 3 -chtdning]}v t
inhibe la migration des cellules de mélanome et des mélanocytes, et que cela semble dépendre de
of £% E <«]}M. D/d&

Soutenant ces aervations dans ce contexte NRAS o % E S [ A% E ]}V Wd E
o[]vS Ev o]Ecafiherineet augmene le niveau det-caténinenucléaire et son association a la
Cavéolinelqui module son activité transcriptionnelle. Cétvorise la signaation t-caténine et le

potentiel métastatique des celluleaurinesde mélanome tout en inhibant leur séescencgConde

Perez et al., 2015)

MAE SHu ¢ eU% %0 uvsS JE ¢« ul}vSE vS Oo[Ju%}ES v e JvS E S8]}ve
PISK/IPTEN/Ad § tE-ddténine lors de la progression du mélanooiez la sourisEn effet,une
% @E ul] E 3Spu  UulvSE «<pu of ADEE]we]fVA}EFE o o] 3§]A §]}v W /i
o[ A % E -<taténine, tce qui favorise la croissance du mélanome mliiret al., 2001b)La
seconde étude qui est plus réue montre queo|[ 3$]A §]featéninefavorisela formation de
U S e5 e % E 0°*uUoO0Viue Ao0}%% * USIUE [pvasski@a 3S]A SE
une perte de PTEN (Damsky et al., 2011) %o opeU Ve 58 $u  Ucaigning]ds] 3 t
associée a une augmentation de la phosphorylation de AKT et une diminution de celle de ERK.

Conclusion

Cesrésultatsu}vSE vS <y o -c@éhime dans le mélanome est cordté s o}v < flaudié ]
chezlasouris}p Z 1 o[Zbelonles ](( &E v3e u} o ¢ oopatlsdEs €eld sdyligne
0[Ju%e}ES Vv M E€o0 caniextggéndiqosetles u} o [ Sgdans la détermination
de o[Ju% o] Sthaténinedans le mélanome.

Il apparait queo[Ju %o &[ A% E <<]}vU 0o o0} o]« §]tjcatédinedépdriddu sthededef} v

du type de mélanome développé, mais également des évenements génétiqueés (( S vS [ USE -

voies de signalisatioqui sont responsables du développement du mélanome. De plus, il apparait
MIJUE [ZHU] <L O ¢ 0 *]}ve % E + v vaveruoqihdtand@Genche %0 Bo & o } v

t-caténine(Kovacs et al., 201@tque les cellules tumorales semblégalementcapables [} % & &

switch dangettevoie t E d | tcaténine(Eichhoff et al., 2011; Webster et al., 2013b) Jve]U o[ £ % E <]}

et le rble det-caténineet de ses partenairegont évoluer avec les différentes phases de progression du

UuoviuX ve opdE veuoU ¢ SE A pu&kE u}vSE vs «u[lJo }VA] vE ve

considérert-caténineni comme un oncogéenai comme un acteur ardiumoral, mais plutdt comme un

acteur aux multiples facettes tel que cela est discuté dans la revue publiéeipamo et al. en 2010
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5 :Le sypresseur de tumepb3

5.1 :Structure de53

Codé par le géne TP53 localis& | o[Z}sur le chromosome 17 (17p13)53 est le premier
membreidentifié de la famille descgénes p53» qui sontdes facteurs de transcription bien connus

pour leuisfonctions crucialege suppresseurs de tumeurs et dgardiens du génome. les membres

de cette famille,p53, p63 et p73partagent une homologie structurale et peuvent reconraites

mémes motifs nucléotidiquefigure21). lissont impliqués dans le développemelat différendation,

la réponseau stress cellulairépour revue,Marcel et al., 2011)p53 %o} * ¢ P ouvsS [ uUSE -
fonctions (pour revue,Fuster et al., 2007)notamment la régulation de la nécrose médiée par la
perméabiité de la mitochondrie a travers son interaction avec les protéines de la famill@/BSdva
etal,2012) % v vSU v}ipe v[ Sp ] EB}ve ] ] < <«  (}v &iipvonnel. E Ppo § p&E

Figure21: Les facteurs de transcription de la famille de.p53

(A): "SEp SpE e PVve } V3 %NAiU %01 & %07 ~' uH Z U 8§ E %E » v3 3]}v <u 0]8 3§]A
ol EE § pu QEoU odo%wd%3}e 35 o A 0}% % u vTA: doifiaind des TiaEsActivaEJARE «PXolin

Rich regiom, DBD« DNA Bindin Domais; }u ]v o] ]e}v O[ }&Yv [Ko]P}lu GAMWI]PE E]Jo r D}S](
(présent uniquement sur lege}(}EuU « r %0 0 (B)S %8pd@® vS P o [Z}u}o}P] ¢ VvSE o0 ¢ ]J(( & vSe
conservés entre p3, p63 et pA&): p53, p63 et p73econnaissentin motif de séquence nucléotidique appelé pS3RE pour

p53 response element, en francai€Rp53.(Surces p63 and p73, the Ancestors of pB®tsch et al. 2016 doi:
10.1101/cshperspect.a00488opyright to Cold Spring Harbor Laboratory Hids://p53.free.fr/p53 info/p73 p63.htnl
[http://p53famtag.ba.ith.cnr.itjCopyright).

p53tient son nom de sa masse moléculaire apparente de 53 kDa lors de la séparation des protéines.

[ *S UV %0Z}*%0Z} % E}S |V 167 ] ¢ u]lv *sdoinaie®E un Slpn@ines %o 0 e ]
N-terminal de transactivation des facteurs de transcriptiof6{), une région riche en proline (®B),
un domaine «ore» (98303), une région qui contient une séquence de localisation nucléaire-(303
323), un domaine de tétraméyation de la protéine (32363) et un domaine @rminal (363393)
(pour revue Joergeret Fersht, 201Q)La reconaissancele la chromatingpar le «core» cibledeux
«demisitesi ¢ % @& ¢ [uv ]I ]v % J]E - e o § <u] *}vsS lu%ol}e - . <
appelée ERp53E({ément de Bponse a p53) 8§ C %-RRRC(A/T)(T/A)GYYY ~ZA% uE]V s
Y=pyrimidine{Wang et al., 2009a, 201{Figure21{O.
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}VSE J]E& u vs [ ULSE « ( S UE- § (E -termidal) ee 393 est)capablg de]se

(]1£ & o[ E ( }v v}iv «% J(]J<p 8 % CEu § 0 E }vv Jee v e }luu
U e %% E] u vseU 0 » eepE ¢ }u 0 ¢ E(Pakalki et[al.,F95;] LS et al.,E ]V
1995) Ce domaine& E&u]v o Jv(ou v P o u p53tfavérkA$s modifications post

SE p 38]}vv oo ¢ § e ¢ ]Jvd E §]}ve (RoledoptMBlE 2008) E}S v o

5.2 :ReégulationG H O T H [ $rahsicvptibnRalle et traductionnelle pg3

Lev]A pE [ PBA E] v A o Co oopo JE U <u] % Eu 3 %o (E
E %o0] 3]}vX ]Jve]U o[ Aps3@igmdtd AoVZB[v p §]}VS, sans téut&Eors

gue cela soit lié a une augmentation de son activité. Deux principaux acteurs sont proposés pour la
régulation du promoteur de TP53 I Wt ~ -BEthancerBindingProteins)activela transcription

dep53 o} E- o[ vSE& S alorsMde RBRf ~Z }u Jv]vP ]Jv JVvP % E}S Jv * M %o %o
hairless)estun inhibiteur desatranscription(pour revue Reisman et al., 2012)

Gomme p53inhibe la traduction canonique parcapping» lorsque la cellule est soumise a un sges

les ARNm de p53 contiennent desgguences IREBternal Rbosomebntry Stes) qui permettent de

maintenir sa traductin dans ces conditions de stress celluldRay et al., 2006 Ces séquences IRES

}W(E v8 P o u vs pv vIA E Puo 3]}V *u% % 0 upSB{ChGdeiasetvsd o A
al., 2006; Yang et al., 2006)

Il est important de souliger que p53 code pour de nombreuses isoformes protéiques grace a des
%o E} eophe [ %o]ee P ¢ 08 Ev S](*U []v]S] 8]}V % E ]J(( E vSe % E}u}s
de traductions.Les différents tissus ont leurs progrée E} (Jo* [ A %eEisotdrimeyui ont
toutes des particularités en termes de cpéences cibleet de fonctions. Parmi ces isoformes, on
retrouve notamment%e ATt U % AN TirU 4iTT% ATtU 4idi%eiivU 4i01% it 4101 % i
401%NirU 401%nit gpoldnekud Marcel et al., 2011)Les isoformes courtes de p53 ne
}v8] vv v8 % ¢ © Ju Jv [ 8]A §]}vde& & régiofE Wshigley (isajormes
AE% fiieX pes]U o Je}(}EU » % sAnyfaveris¢i KEtraBscrigtipn @ertainsgénes
cibles et agissent donc comme des répresseurs des formes longues de p53 (isoformes TA pour
« TransActivating) par compétitionMurray-Zmijewski et al., 2006)

Jvel]U o £% E <]}V % E}S ]<«p53 est leguléeEtess finementant au niveau
transcriptionnel que traductionndl)  Sxpogssion des différentes isoformes permet de réguler
finement la transcription dedifférentsgénes cibles

5.3 :Régulation deO {DFWp5BLWp GH

p53 est surnommeé le gardien du génome car o} (E ¢ o] § S]}v [UHV ¢SE e+« P V}S}AE]«
}uu P o[ileStcapable []v p]& EE!S o (E¢yele cellulaige, mais également

0 E % E 3]}v of EU o e ve v UA}E o] %}%3}s *] 0« P Se o}v:
garantissento[Jvs P&]S H P viu v A]3 ednddtionsduesoaddfess cellulaire

(pour revue, Lanet Levine, 2010)De fagon général@53va réprimer la transcription et la traduction

%o)WE %0 EU SSE o E % E S]}v of EX D ]« %58peut égdlpmert v}ve C
induire la transcriptionde cCES Jve P v ¢ 0 ¢ Ju%o0o]<pu ¢ vVve o] EE!S p C o0 }u

>[ 3]A]P53 *3 % E]v ]% 0 u v38 E Ppo U SE A E-(Mppne DoubjPp VS E
Minute 2)qui adressg53au protéasome pour sa dégradati¢fioledoet Wahl, 2006)et une protéine
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codée par CDKN2A14°RFCette protéine vZ] o[]vd & 3§]}v  pB3B®ID A+ o[ 3§]A]S
p53est également régulée a traveses modifications post transgptionnelles (résuméegar Kruseet

Gu, 2008 pour revue Olsson et al., 2007jelles quesa phosphorylation, dphosphorylation par une
sérine/thréonine phoshatasé& (Li et al., 2006h)son acétylation par le coufe de coactivateurs

SE ve E]%S]}vv o(Padaux et al\W2005¢t pardes changements de conformation induits
par la prolyl isomérase PirfOIsson et al., 2007)

Le choix de la promotion pag53 entre la sév ¢ v S o %csuo®tle en partie par les
interactions avec ses partenairéfZF(HematopoieticZinc Finger) hCAS (humaellular Apoptosis
Qusceptibility protein), ASPP1 et ASPP2 (Apopfisisillating ofp53Protein let 2) et iASP@nhibitor
of ApoptosisSimulating Protein of p53) (pour revue, Aylort Oren, 2007{Figure22).

Figure22 : Représentation schématique des différentes voies activégbpar

Lorsde P 3¢ u} E ¢ % fii SJupo o0— AE% E <]}V PV e ol EE S p Co oopo JE A]
PS¢ e AE U o] 3]A 5]}V %0E}0}VP %ofii v ]S o[]vZ] JBINVA}IE]& [ A% B2 e(B v

de P v e Ju%o]<u * ve . dAd¥etE%ede}e Living with p53, dying of p53Aylon et Oren, 2007 -

DOJ10.1016/j.cell.2007.08.095 Reprinted fromCell Volume 130, Issue 4, p5800, 24 August 200CZopyright 200;7with

permission from Elsevieautorisation RightsLink / Elsevier4(06032079289%

HZF est une protéine }]P & 1Jv }vs o[ <} ] faJdrise |A sén¥séeince via[ /£ %o E *]}v
PvVveJu%o]l<p » ve o[]vZ] 18]}V M -Bie]Pu Y ShuIo™M |8ZO vS o A %o G

de genes pro apoptotiques tels qiBAX(BCE2 tAssociated X prote)nPERP (p53 apoptosis Effector
Related to PMR22), PUMA (p53 Pregulated Modulator of Apoptosis) et Noxa (dommage en latin)
(Aylonet Oren, 2007X ]Jve]U pv ]JvA o] 38]}v o8& 8 eel ] pv Jv o 8]1}v |
conditions de stressmodérég] v § u% e VIEU 0 V[]v U]E ]S <pu[pnvCeapettast, p C o

] v <u o[ E% E <]}V & 3118 Jv ul8 % E % AiU pv $1A 3]}V %0 d
dégradation de HZF par ubiquitinylation. Cette régulation fine de HZF semble cnsiae cas de
surexpression forcée de HZF, il a été observé une mort cellulaire aprés tétraploidiSatipmoto et
al., 2006)

>[]vs & §&]}v %o fii A Z AU Jv ul8 o[ %o} %o ZpressiohSeaigenes proSE A E-
apoptotiques tels que PIGBH3 InducibleGene 3 (Aylonet Oren, 2007X ~*WWi § ~AWWT o[ e} ]
P ouvs %o AT %o} E % EIUIUAI]E o] £ % E ]}V P v e %E&} %o} %oS
fagcon préférentielle par rapport auP v« [ EE!S p C o “&loGepepdanto par
compétitionpour la fixation sur p53 A AWWI 8§ "WWIiU ] "WW 8§ % o []JvZ] &
§§ %0} %S}e e ve (( S & of A% E <]}V * P v * |(pStworgvye ve 0]
Sullivaret Lu, 2007)
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llestintér e v3§ vis & «<p of ((]v]s %A1 * U O %OH® JUB}ES VS %o} CE
[ EE!'S p C o OoOUO J]E <d %o}UE 0 ¢ %oE&}u}S PEs <« P v ¢ % E}
€galement plus importante pour les promoteurs des génes indyits ceux des genes réprimés

>[ ((]v]Ss %o AT %o} UCE e o]8 o %o V PouvsS [ USE ¢ % E u SE -
of] E puvVv]A p p o} yeudncele de&s modifications post transcriptionnelles de p53 telles

CU[UV  %oZ}e %o Z}EE 0 SPIVEPWY 00 <] %o E}Iu US % ]J(]<p u vS of]v p 8]
apoptotiques(pour revue, Ayloret Oren, 2007)

Enfin,e o}v 0o « P v e }ve] & U Jo A]°*S e« J((E v « [ 8]A 8]}v SE v
% v v3 u Vv]A u [ &ps3@aseklavdépendégalement des séquences nucléotidiques

précises des ERp53 de chaque promotéunsi, a sein des ERp53, uncere» de seulement deux

VL O }8] o ¢« E]JS vVPEV % ES] & *%}ve 0 tapsciphorddilev } p o]

(Wang et al., 2009a, 2010)

5.4 :Implication dep53dans le mélanome

Du fait de ses fonctions au sein de la cellpg3 est un suppresseur de tumeunsajeur, io v [desc

pas surprenant que des mutations g3 soient impliquées dans 60% des cand®dtsusderet Prives,

2009) Lafréquence de mutations est beaucoup plus élev#au niveau du«core protéique»

E *%}ve 0 o[]vd E ,Etjqui ploduitdes Brmes mutées de p53 qui exercent un effet
dominant négatif(Petitjean et al., 2007)Cependant, le gene TP53 est muté dans seulement 5 & 15%

des mélanome$Chin, 2003U <u] A %o]<pu <p o Su P v Ve O U O V}u
été délaissé v Ju% @& ]e}v A o[]vd E!S <p[]Jo epe 13 ersve o[ Sp * HSC

Le géneTP53 est rarement muté dans le mélanomepais « $E A u&£ E vse ujv3E vs <«
souvent transcriptionnellement inactiHouben et al., 2011) %opueU o[ o $5FEa a1} jrole

important a jouer dange développement du mélanome de plusieurs modéles anim@ardeesy et

al., 2001; Goel et al., 2009; Schartl et al., 2010; Terzian et al.,.204@&nble donc important de ne

% ¢ 0 ] E €5 o Sp * 085 & S]}ve %o AT Ve 0 %ZCe]}% SZ}o}l

Altérations de p53 dans les mélanomes hains

L epE A% E *°]}v [uv JvZ] ]iGprbarskdefidl)2@, 23retrouvée dans 65% des
mélananes. Un autre inhibiteur de p53, MDM2, est également surexprimé dans le mélaiianet
a., 2013) et o[]vZ] 18]}V «}v ]v$ &3 p&i JaNuthin-3 montre que les cellules de
mélanome développent une certaine dépendance a la perte de fonction de p53 médiée par (ibM2
stoppeleur sénescence et permet leur croissaffiderhaegen et al., 2012)

> []u %o } (desdérégulatiors de p53pour le développement du mélanome est soutenue par le fait

gue sa réactivatioparle SAHp53-8, qui inhibe la fixation de MDM4 sur p53rmet de reseribiliser

O°* OOMO * UAE SE ]S u vSe CS3}3}A]«(Gembarskd ezd., | ZNe pluskE &

traitement des celluts humaines de mélanomear le 4DACL (Deoxyaustrocortilutein), inhibe la

% E}o]( & S]}v S ]v U]S O] %o} %oS}e uv] 1} % v v3 U A] o &
§ %ii Vv % (E 00 0 [HV -KP(@dnd&] pl, 201E)&

~

Dans les neevill a été proposé queo[ £ % E <<]J}v § o[ §]A]S %o AT % E A] v E ]
mélanome en induisant la sénescence des mélanocytes plutot que leur apgptrzéen et al., 2010)

0 % Eu SSE& ]85 ]Jve] [ **HE €& 0 %]Pu vs 3]}v 0 % MU S}us v
cellules altéréeed) S %o & u explidue] ue [la pression de sélectiae mutations de p53 soit
moins élevé lors de la dérive tumorale.
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Mais lors de la progression du mélanomgyv (ud [ 38]A 8]}v %o AT %0 E , <1 ~ Z
Kinase?) permet aux O00OHO ¢ [ Z %% E 0 *Vve Vv VIEUOUVE]v u]IS %
(Mackenzie Ross et al., 2018ps cellules peuvent également échappetaasénescence via des

085 E S]}ve [ USE » P v ¢ § 0 < <E40% dgahélandomes(€urtin et al.,
2005) On peut en particulier citer la perte de P16*qui est associé avec ursairproliférationdes
mélanocytes, et une sufE % 0] $]}v ce gU falzddsaune instabilité génomiquen dépt de

o[ 5]A §]}véponse aux }uu P - o [(Fung et al.,, 2013Enfin, bien que cela reste a

IW(JEuU E ve o uovVviuU]o ¢S %E} o0 <u[pmnelE seitpespdidabléto}es SE

o[]vZ] 18]1}v o[ AE % E «+]W sholilsartduune tréé fiadble expression protéique

uoPE pv A% E *]}v (}ES o[ ZEuU § o <y o] 1S ulvsE v

(Guo et al., 2008)

<ET } e % @E}S |V ¢ Ju%o]<h o ve o] EE!S pu C o JUAF 0 U %o %
<u] JvZ] o[]v 398 pap MDM2. Ainsies mutations de CDKN2A dans les cellules germinales
sont associées aux prédispositions familiales a développer des mélanomes, et sont corrélées avec un
mauvais pronostiqHelgadottir et al., 2016)En particulier dans certains cas de prédispositions

familiales, desnutationsraresde CDKN S}pu Z vS ¢% ](]J<p u vS o[ A}v it § (( § vS§
alternatif de son transcrit qui code pour g4(Binni et al., 2010; Harland et al., 2005)

Altérations dep53 dansles modelesanimauxde mélanome

>[Ju%}ES v o[ 03 €& $1}v pu (}v 8]}vv u v§ %o T %o }UE O A 0}%
soutenue par les données expérimentales de plusieurs modéles animaux

Dans les modéles murins il a été montré qu&S8 permet de pré&enir la transformation des Iésions

bénignes en mélanomes malins et métastatiq(iEsrzian et al., 2010Pe pludJexpfessiorde p53 et

de ses cibles Noxa et PUME&st nécesaire pour <p[y@it Jv p S]}v O %0} %S} vV & %}ve

ceuE - ol E ]v u]8 % C Cette molfoule}prdduite par le protozoaire cilié
Climacostomum virensst actuellement étudié pour induire o[ %0} %08} % & ( €& vS] oo u vS§
cdlules tumoraleset ralentir la croissance tumorale du mélanomevivochez la sourigPerrotta et
al., 2016) Enfin la mutation dep53 permet une plus forte croissance deglanomesdéveloppées
dans un contextéd-RAS'?6(Bardeesy et al., 2001¢t dans un modéle de mélanome murin BIR&XF
la mutation dep53est associé a un taux de survie beaucoup plus faibks sourigGoel et al., 2009)

Chez lgpoisson zébrela mutation NRS®€provoqueuniquementune hyperpigmentation bénigne,
maisson association la mutation dep53permetle développement de mélanon{®ovey et al., 2009)

§§ Su S [ U8 v8 %oope Jv§ E e« vanseaurpodée, laywiadqrb3{1induit
une progression tumorale &n plus rapide que la mutation hétérozygqis3+".

Enfin, dans un modéle ddédakaqui développe des mélanomes eéponse a une surexpression de
XMRK(EGFR chez Iédakg, une invalidationhomozygotede p53 induit le développement de
mélanomes nodulaireglus invasifs et de ptugros volumegSchartl et al., 2010)

79




Role dep53dans o [JvA «]lv _p u o viu us$ v

] v o[V Z]vuvsS %E ] < u Vv]eu e u}o po JE v ]S Vv }E
SE A u&E u}v3E vs8 <p %iii i}p pv E€o0 ve o[pm&] ]3]}V o[]JVA <]}v

llaétémontré queo E A% E <+]}v [pv (paBdans yod lighée mutée pole géne

dWHhAi ¢85 % o lagdar@pbn EDDWiT 3§ o[]JVA «]J}v « oo pinvikro(Toschi v}u

et al., 2000)X o[]JVA &+ U Jo § Uu}vSE ««pu o[ A % Enégdtive dgpb8 (} EuU }
HPu v3 (}ES u v3 o[]JVA «]}v + 0o poinevitro(Gadea pual., 2607 W

hv  §u  u}vs Etraterpant de cellules denélanomepar la metformine inhibeo [JVA +]}v

fagcon p53 dépendantX 0 ¢35 e} ] o[]lvZ] 18]}v o[ 3]A]S DDWi § DD\
de o[ A% E *°]}Vv P v e Ju%o]<«u SLUGt SNAD Glasatradyitin vitro par une
diu]Jvpus]}tv o[ 4 %o E-cadhgnne etale & fibronectine (FN),ietvivopar une inhibition de

la croissance tumorale lors de xénogreffes chez la souris (@etezo et al., 2013)

Enfin,chez lasourio[]*}(}Eu 4 iguiBstiilw]o 1E O[]*}(}E&u Zpu Jv 4iiT% Al epd
dans les mélanome@ery-Kiejda et al., 2008javoriseo[JVA ¢]}v  « mudreg de mélanome
Al o] A% E «+]}v Z u}ll&et CCL@ROth atial., 2816)
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Partie Ill :Les tétraspanines

> v}8]}v (u]oo * § SE *% V]V ¢ 5 %o % EpsoupleSnomdd ALBGS](] S]}\
(Acute Lymphoblastietkemia antigen p24Boucheix et al., 1983, 1985; Kersey et al., 1,981is aux
clonages dns les années qui suivirent G&SPAN8 (CQR9) (Szala et al., 1990D37, CD5& D63,
CD81, CD8Horejsiet Vicek, 1991t CD15XFitter et al., 1995; Hasegawa et al., 1998) dénombre

HIJUE [Zpn] 77T d SE *% Vv]v « Z | o[ Zjwe a ét& définievayac \e mom dSPAN
su]A] [pv vpu E} i 71X % v vSU %}uCE viu & * % E}S Jv *U c
(]JPUHE ««<p €& & u vSs Ve 0 0]83 E&ns pdHculief [edeas des cljstess de
différenciation (CD) dot la nomenclature est plus ancienne ptus couramment utilisée pour
o[] vS](] S]l}tv %0}%oppo S]}ve oopo JE X

On retrouvelestétraspanines chez les animaux, mais également chez les plaiitasy et al., 2012)

les champignons, et les protist¢GarciaEspafa et al., 2008)a conservation de cette famille de

% E}S Jve Hn JUE- o[ A}ous]}v <}uo]Pv o[Ju%}ES v e (}v S]}v
intéressant de noter cependant que la plupart des tétraspanines humaomsapparues au courde

o[ Alous]}v « A E3 Eammifprespyderfaiiis auteurs proposent de subdiviser les
tétraspanines en 4 sodamilles,mais cette %o E}%0}*]13]1}v V[ %o * Vvd3rE la piatiqgup]A]
(Garciakspafia et al., 2008)

Enfin, il est important de noter que chaque type cellulaire exprime au moins une tétraspanine, bien
<U 0 * % E}(]oe [ AEA%E +]}ve «}EtraSpaniBe & e &utige/E [UV
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1 : La dructure des tétraspanines

Le nom tétraspanine vient du gredetra », «quatre iV = § o[ tdPspahw, ktraverser»
(ndIr: la membrane)La structure des tétraspanines (pour rey&ipp et al., 2003¢stcomposée de
quatre domaines transmembranaires hydrophobggmbolisés paguatre Z o] =« r
e Z 0] sentréuniespar une trés courte boucle intracellulaire et deux boucles extracellulaires de

tailles inégalesGrace a sa région hyper variabke grande boucle extracellulaire (E@2) essentielle
pour définir la spécificité fonctionelle propre a chaque tétraspanin€ette grande bouclposséde
également un motif CCG conservé qui établit des ponts disulfures, et qui pdendifférencier les
tétraspanines des autres familles de protéineguatre domaines transmembranairepourvuesde
ce motif(Seigneuret et al., 2001Bien que moins étudiée, la petite boucle extracellel§EC1) a aussi
son importance, notammenpour o[ 4 %. (e da 18@tvaspaniné la membrangMasciopinto et al.,
2001) Du c6té intracellulaire, les courtes extrémités amiabcarboxyterminales, ainsi que la petite
boucle intracellulaire, présentent des cystéines juxtambranaires qui peuvent étre palmitoylées.

Figure23: Représentation schématique de la structure moléculaire commune aux protéines de la famille des tétraspanines.
(Source Masse, AgaéssBerthierVergnes2016; article de revueisponibledans son intégralitén Annexe 8ans la version
compléte de ce manusci2Olfhttps://doi.org/10.1051/medsci/201632030]L1

Les tétraspanineg}vS o[} imbdifications postraductionnelles qui sont importantes pour leur
bon fonctionnement, mais qui permettent également unguétion plus fine de leurs fonctions.

Ledegré de palmitoylatiorronditionneles capacités de diffusions latérales des tétraspanines au sein
du plasmalemme, et égalementdes conséquences importantes sur la stabilité et la composition des
«réseaux tétrgpanines», qui sont des plateformes moléculaires que nous étudierons par la suite
(pour revue Levyet Shoham, 2005)Par ailleursla mutation de certainsitesde palmitoylation est
capable de conférer un effet dominant négat€u et al., 2009)Les tétraspanines sont également
régulées par des glycosyilais opérées au niveau des boucles extracellulamasvont conditionner

Of A% E <]}V e § SE *% V]¥Seholz @t ali, A0@EEMes interactions avec leurs
part v ]JE ¢ ~0 ¢ USE * § SE % Vv,)dontdentaims kel Zjue EOAP 0YitEégalement
fortement glycosylégAndré et al., 2007)
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2 :La localisationet la distributiondes Tétraspanines

Les tétraspaninesontdes protéinedranamembranairesnajoritairementexprimées a la surface des
cellulesou elles structurent de réseaux tétraspanines que nous aborderons par la.sGgpendant,
certaines sont également expriméeansles membranes des organites cellulaires ou a la surface

[ £}e}u o ~% }pXEdréEetdyjaiieaVo, 2014) En effet, CD9, CD37, CD53, CD63, CD81 et CD82
ont été identifiées dans les corps multsiculaires et les vésicules métimellaires.

Cette observation semble logique puisque les tétraspanines peuvent jouer un rbleedammeessus

d[]vS Ev o] S]}v o} E-" o[ v} CS}e X VvV % ES] po] € &S ]Jv « § SE -
et TSRNS présentent un motif YXX” ~z A SCE}s]v U /£ A & ] u A @hdbeo U " A C
volumineux) qui permeto[ v } CS}e % E %op]S-e interactian hvec fep corhplexes

[ %S]v « ~ W %o JudEein en%n§ & Stipp et al., 2003)CD63a également [ USE  E€0 -«

intracellulaires importantsW v (( SU 01T 8 % E e VvS§ H v]A u e 0Ce}e}tu « 9
adressée grée a son motif GYEVM ent&minal (Rous et al., 2008t dans le cas particulier des
mélanocytes, CD63 patrticipe a la mpbogeneésedes mélanosomegsan Niel et al., 2011)

Les tétraspanines sont parmi les protéines les plus représentéesuaface des exosomelsa quasi

totalité des cellules sécrete des exosomes dont la conipasiépend du type cellulaire.rQy retrouve
notammentles tétras@nines CDCD37, CD53, CD63, CB8CD82et TSPANS (pour revuAndreu

et YafiezM6, 2014) Ces petites vésicules sont excrétées et permettent une forme de communication
intercellulaire par le transfert de diverses molécules de la cellule émettrice vers la cellule réceptrice
(protéines, lipides, ARNEt peuventnotamment % ES] ]% & 0 % E * vRahdety [ vS]P
Zoller, 2011; Théry et al., 2002)

Les cellules tumorales ne dérogent pas a cette régle et sécrétent également des exosomes dont un des

E€o + cuo !SE ( AYE]s & o[ VP]}P v e euE o bkdspofils A 0} %o?
[ A% E ++]}ve « S daAE ledexaspmes tumorajouent un réle crucial dans la promotion

de la migration des cellules endothéliales, leur bourgeonnement ainsi que leur ramifig@gsierich

et al., 2006; Ranat Zoller, 2011)

3 : Les réseaux tétraspanineslgraspain webs»)

Les tétraspanines structurent et régissent seierodomaines membranaires connus dans la littérature
sous le nom de tetraspanin web» ou «Tetraspanin Enriched Microdomaing TEM)Boucheixet
Rubinstein, 2001)Ces réseausont des complexes multimoléculaires gonstituentdes plateformes
de signalisatiorrégulav $ adHérenced o[ v } CS}e U o[ A} C Pfoecessiishiployides «
fondamentauxU $§ o¢ <g 0 E %o}ve Juupv]sS ]@u sd&n aé¢ edd]idReaulesX
tétraspanines établissentas interactions protéineprotéine pour réguler leurs partenaires (pour
revue Levyet Shoham, 2005)

Les tétraspanies établissentdes interactions primaireavec leurs partenaires spécifiques qui sont
directes effortes %o L] e <[ 00 ¢ E ¢]*S v§ e S (EP-40%t|d TAEOHX1B00auch o EW
et Hemler, 2000; Yauch et al., 1998harrin et al., 2003)Ces interactions primairgseuventétre
Vv e JE - O A% E <]}V U % ES v |E o(Shohadt et 8o, 2008)les 0 u u &E
tétraspanines établissent également des interactisecondairesqui sont conservées lors des
coimmunoprécipitations avec des détergents doux tels tguBrij96 et le Brij9X100en présence de

§]}ve JA o0 v3eU u ] % + Vv (YadEret Hemler]2000; Yauch et al., 19806ll6si et
al., 1996 Charrin et al., 2003Ces interactiongermettent de former des complexes multimoléculaires
secondaires en associant plusieurs complexes primaires
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Les tétraspanines ont de nombreux partenai(@sdré et al., 2006; Le Naour et al., 2006a; Stipp et al.,
2001)(pour revue, Hemler, 2005; Leabur et al., 2006bx p[]o+ E selproles Sontextes cellulaires.
Kv C E SE}uA viu @ pu&E S pE- of] Z E v oopo ]E § o <
(Cell Adhesion Prote)nCD44Kuhn et al., 2007kt des intégries (Serru et al., 199%ui sont des
récepteurs aux laminines de la lame basaks téseauxétraspanine [ <<} ] égdlementa des

( S uE- E}]es v § (@dirtpovadt ak 20007 des protéines de signalisation telles
gue les kinases PKC et P(Kduchet Hemler, 2000)des protéines & domaines immunoglobulires
Naour et al., 20043omme les protéinede la famille EWI (glutamirgyptophartisoleucine)Charrin

et al., 2003) CD9PL (D9 Partner 1)(André et al., 2007)CD19, MHC de classelLks tétrapanines
interagissent également avec des protéases de la famille A@ARsintegrinAnd Metalloproteinase
Domain)et MMP Matrix MetalloProtease) pour revue,YafiezMo et al., 2011)

Les tétraspanineimteragissent également aveles partenaires non protgues parmi lesquels figurent

les glycosphingolipides comme leangliosideanonosialiquesGM2 et GM3qui jouent un rble dans
O[}EP v]e §]}v 0O uu Eyv §, etvqui *son{ cégdlepdent importast dans

o[ § o0]ee u vS « Jv§ E agpHnines aved |eS @Eceptewrsxfacteurs de croissance a la
uu@EvXxX SISE [ A u%o Uo uyE A%E <*]J}v Ju]lvp of ¢} ] S]}v
dans le méme tempson <<} ] §]}v A (Ofirt&Xa et al., 200&}t c-Met (Todeschini et al.,

2007)

Enfin, les réseaux tétraspanines sont distincts des radeaux lipidiques (Lipid Rafts) tant au regard de
leus & S E]*S]<p ¢ 1} ZJul<p o S ]} % ZCe]<proles Biplpgjgues. Bn @fet, o pE
contrairement aux radeaux lipidiques, dait de leur natureles réseaux tétraspaninesont peu

sensibles a la déplétion en cholestérol red réagissent pas de la méme facaunx variations de
températures(pour revue, Hemler, 2005; Le Naour et al., 2006b)
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4 : Les tétraspanines et le cancer

Dans le cancecertaines tétraspaninesgissent comme promotear § [ WS E ¢ slppressews
de métastase. Nous nous focaliserons ici sur les tétraspanines les plus étudiées dans le cancer.

4.1 :CD9

L[Ju% o] S]}v 60U P o u & po¥s Motility RBIZI® Proteid, est un aspect tres
étudié dans les canceygomme en témoignent les nombreux travaux publiés a ce sujet.

De facon générale, son expression est corréléa bonpronostic chez les patientgteints decancers
du poumon(Higashiyama et al., 1995Ju sein(Miyake et al., 1996)ducdélon(Mori et al., 1998)de
o[} A (H&le et al., 2002  Ju]vpus]}v o[ A& %o Esemijléfavorise @[ pPu vsS S]}v
la motilité etdu potentiel métastatiquede cellules de plusieurs types de candéteyama et a).1993)
Plus récemment, il a été montig vitro <p o[]vZ] 19|} VE % & €O%avorisela motilité de

cellules de cancer du seifPowner et al.,, 2011y Jve] <pu  O[]VA <]}v OOHO * v
o[ v }u &&k etal., 2000Une étude réalisée sur le cancer du poumon suggére que la régulation
de la motilité par CD®@st % v VS o[]vS (Pulakeshit ét al., 2003Jnais CD9 peut

égalementinhiber o ¢«]Pv o]+ §]}v au trajersflZcomplexesCD9EGFR et CBBvS P E]v ti
quisont colocalisées au niveau de la membreas cellules de carcinome hépatocellulatele cancer

o[} A (V@Eayama et al., 2008De, plus ne étude récenteu}v3E «u o[]vZ] ]§]}v 0 %

ZE] ( A}E]e o[ A% E ++]}v dendellded, ce ghav@iée la croissance tumorale et

le développement de métastases dans le cancer du pangiéagyet al., 2015a)Dans un modele
UPNE]V v & 0 % E&}eS S U 6 vV ¢« U0 % ¢ Ju%eo]cu ve 0[]V]S
invalidation augmente significativement le développement de métasthgpatiqueqCopeland et al.,
2013)

Cependant, ce§ Jve 3E A UE E % %} ES v3 pv }EE o S]lun mauedis/E %o E o]
pronosticdans le cancer gastriguglori et al., 2004; Soyuer et al., 2018putenant ces observations,
une étude récente montre que le traitement par un anticorpsantd % @&u § []JvZ] & o % E}PC
tumorale des cellules humaines de cancer gastrique xenogreftées la souris, via des mécanismes
anti prolifératifs, pro apoptotiques, et anti angiogéniqudsurayama et al., 2015En outre, @ns la
oM ul ]JPU O0Cu%Z} 0 *S]<p U o[ A% E ++]}v hautfotentidl deee} ] A
génération de cellules souches tumoral@dishida et al., 2009yui favorisent o[ %0 %0 E]S]}Vv
résistances aux drogueBe faconintéressante cela estinhibé par un traitement avec un anticorps
dirigé contre CD@vamazaki et al., 20110} uS (}]J*U ve o uA&E Spu epdhomentpass pE-e+ v|

[ £#%0] S]}v u v]eS]cu e}« EA §]}veX

v(]vU Ve ES Jve SC% - v E-+ }1 o fAeRBude bdhvpronostid lae s
progression tumorale peut amener CD9 a devenir un facteur de mauvais prondisisi, CD®st
as®ocié dlachimiorésistance dans le cancer du poumon de type SCLC (Small Cell Lung Katmoer)
etal., 2010 ve 0 e<p 0° O ]V H]S %o} U E S B D[ Voo } %63 } £ %BJE ©{]}V oE
(He et al., 2013)De méme, pour lesellulescirculantes de cancer du selJ o[ A% E **]}V 0 -
associéeén vivochez la souria un ostéetropisme etson inhibition paun traitement avec un anticorps

vd] 06 % Eu § E S E & o[ § ottadestdictionudes tisSus osseflsischel
et al., 2012)
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4.2 :CD82

Lafonctionde 671 8 Wiju&E [Zn] ] Vv } Hu vs Ve viu E pAE Vv E*X 0§
suppresseurs de mastaseset réguke la migration, arjvasion etla motilité cellulaire ainsi quela
tumorigenésepar induction de [ %o} %o S ¥ o[ MS}%paurPdvue Tsaiet Weissman, 2011)

W & ]Joo UE* o[CBEBZHUE *]0 W OOMO ¢ V }8SZ 0] o ¢ JvZégualionP]}P v o
des interactions des Gangliosides, du clustering des rpe & 0]%o] J<p «U § o[ v} CS}e
microdomaines membranaires liés a Ciwki et al., 2014)

07 ]Jv M]S O %0} %S}t % E} o0 u VvS % E ]J(( & vSe u Vv]eu * JuKoo]cp
de | oopo U o U8}%Z P] U 0 *SCE ¢ 4 E 8] MOMUU V } %0 eu]<p U
$1A 3]}v &KyK § o[]vZ] ]8]}v 0 <]Pv plsaiétWeisknal 204D ~ %o} H E

Par ailleurs, CD82 inhibe la signalisation induite par plusieurs récepteurs a tyrosine kinase tels que
o[ '&Z-B53dl,'&ZX ]ve]U dGectivation intégrine % v VvS§ o[,'"&Z ve 0 ¢ 00U
de cancer de la prostatdDans des cellules mammaires épithéliales et tumorales, Odintsova et al.
montrentqueo  Ju &E]e S]}v o[ '&Z Jv H]S %o €& inhibéé gar £P82 quidnift ' &

P ouvs o[]vd Ev o] §]}v o[ '&Z 0} E «TpdiéONVerssmars PA1]1xoUb ¢ E E Ap
inhibant sonubiquitinylation <pu] 8 Jv pu]S o} E- 0 (Qdmbtsdyaet al.,@013%

CD82favoriseo| Z & v -cetibguan stabilisant les complexes&thérind t-caténine ce qui

inhibe la dissémination a partir de la tumeur primaifde et al., 2008)CD82 v&galementdiminuer

o] Z E v 0O O ujv]v § o Uu]PC&E §]}v % Vv VS§ o[]Jvs PE]vV
internalisation (He et al., 2005X >[ (( 8 67 uyE& o wu}s]o]s S % E Joo puCE
o[ £ % & BPWI3({Zhang et al., 2003pbien que le mécanisme précis reste a élucider.

671 (E ]Jv Oo[]VvA ¢]J}v ¢ oopo ¢ v E Ppo v3 o HE+* % | 8ams PE
des cellules épithéliales mammaires normales -morasives o[ A& % & <]} v induit e

Julvus]iv [upv ( § pE Al o[ 3]A]13 [uUW Z ~pE}I]v + Wo su]viP v
( AYE]e v8 e}v e} ] 8]}v A  o0[]VS PGBIE rif(i® [ upo! Z E o[]vE E 3]}
ligand(Bass et al., 2005y 61 JvZ] Pouvs o[]JVA ¢]}v % v V3§ DDWd A]

positive de TIMP1 dare cancer du poumofJee et al., @06) De plus o[ A& % E ©082par les
cellules endothélialeg & ] angiofenésen modifiant le clustering des radeaux lipidiques ainsi que
le trafic de CD44/HCAM (Homingassociated Cell Adhesion Molecuile)vitro, ce quisembleinhiber

0[] vén dé cellules cancer du semsitu(Wei et al., 2014)
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4.3:CD151

La plupart des données cliniques et expérimentales assoadnt/E %, E *+]} Vv a un mafivais
pronosticdans les cancedu poumovU p €o}vU p (}] U 0[7*}%Z P U Wt % v E L
du sein de la prostateet dans legylioblastomegpour revue, Kumari et al., 201%5adej et al., 2014)

Les interactionsle CD15hveclesintégrinesfavorisento  u]P @& 3$]}v & o[]VA «]}v o0 pe] pC

Ainsi, il est démontré que CD151 modidemigration eto| Z & v %o de sesPeenaires

Jvd PE]v « ritiU rotoU E % $3pXFZevian et ab, 20[1M] 8 r 0 récepteur de la

lamininel (Lammerding et al., 2003CD151 favorise égalemelat migration en régulant le trafic

intracellulairedes intégrinesritiU tfAU td(Liu et al., 2007)Dans un modéle de carcinome

épidermoide, il a été montré qu  iAi % pS € E&US E W< r § ]Jve] & Ppo & of]v?
[UV  %0Z}*e%Z}ECO S]}v v ~ EidToX S8 %0Z}*%Z}ECO S]}v 5 ]Ju!

désassemblage des hémidesmosomes et participe a la peftepisarité épithéliale, ce qui favise

un potentiel invasifilLi et al., 2013)hv  Sp  u}vsSE P ouvsS «<p o[]vSs & S]}v

roti ve o ¢ OOMO * %0 <p 35 |E e« (HdahGetal.,@DI8R]}IP of]u % & 0

sur la disséminatiométastatiqle des cellules tumoraleseste a démontrer Enfin, CD151 induit la

dissémination métastatiquee cellules de carcinome épidermoide (HEpS8) JvZ] vS§ o[ v CE P .

oOoOpo * o0 u 3$CE] § v ( A} Eifstvadetrn]] 2608 A  3]}v

Unesurexpression de CD18&%t associée a un mauvais pronostic dansdexers du sei(Kwon et al.,

2012 Sadej et al., 2009)_es souris invalidées pour CD151 ont permis de montrer que CD151 joue un
E€0 Ju%}ES vsS o} dtla pragféssjériumdrale du cancedu sein, ma ne semble pas
influencer ledéveloppement des métastas€éRoselli et al., 2014Pourtant, | a été montrédans ce
cancerque CD15favorisela tumorigénicité v E %o}V e o[]v S celuleS [umoralesvec les
cellulesde o[ v }$Z iayjiro(Sadej et al., 2009)

De facon intéressanteine publication sur les cancers du seimontre < o[ £ % E <]} v ini .
Ju% S+ IVvSE JE ¢ ¢ 0}v <pu[]o [ P]e- [V & ]Jv}iu voJ]E ]JvA «](
E Jviu U }u ] v [pv & Jviu o} po JE ]JVvA «]( inbma)dmpefEt,/vA «]A
of A% E <]}V Al o8 e} ] HV U HA Jo %o E}v}ed] ve o/ Uu]

est associée a un faible taux de survie des patigRésnanska et al., 2015)

De plus o[ &£ % (E <«+]}V peut étididgalementassociée a degronostics positifglans certains

cancersev  (( SU pv  JulvpusS]lv [ A% E <]}V iAil o8 e} ] o o5 .
de la vessi€Minner et al., 2012)Dans un modéle de cafjv }u %] @Eulb o A% E <]}V

( AJE]s o }Z «]}v vEE o0+ O0OOHO ° 0 Spu PE %o cEquinhi@® Puo 3]}v
la migrationcollective tridimensionnellé¢Zevian et al., 2015)

Ve O v E @[} AE YeEEUs ¢ | } v ifii 38 Julvp Ve Diskty alorss § 3 o e
que son expression eton s} ] 3]}v A o[]vS P&]v riti epralifératipm 2] laE& o
croissance tumoral®o E €& % E <<]}v ¢ UMt de [leGoi®VNTd fcaténine(Baldwin et
al., 2014) Cependant,un traitement par siARN ou par un anticorps dirigé contre CD151 permet

[JVZ]oEUu]P&E §]}v & O[]VA ¢]}v veEo&ud2 o] ¢Mosigpéldl., p@E2)ce
<] *}Ho]PV O[]Ju%e}ES v nH }vs AES oopo J]E % E -Jeu antis 0
tumoral de CD151

A

En conclusion ¢ }vv ¢ u}vS8@E vS <u O A % E °«<]}D15E peut &tier corfdlee
positivement ou négativement au potentiel invasif et métastatique des cellules tumosalebgnant
le rdle complexe de CD1%gour revue Sadej et al., 2014yjui dépend entre autres du type de cancer
et des partenaires moléculaires présents.
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4.4 :TSPAN12

d"W EiT 8§ }vvyp %opL]e 7110 }juu pv § HWE ]Ju% } EEModle, e[ VP]}IP v
particulier lors du développement vasculaire rétinidange et al., 2009nais égalementommeun

% E}u}S PE [JVvA «]}veliat,uwin@&étodX réalisée sur des cellules de tumeur mammaires

MCFO § (] €} & }u ,diidi u}vSE «pu of]asecED&]éCDavdristlesE i1

fonctions prot@lytigues de MTADDW X pee]U o[ oD[E&S|E S]}v e SE}]* % E]
perturbe o[ 3]A 3]}v -2, ID@dtéolyse et la croissance tumorélafleur et al., 2009)

Une deuxieme étude de 20Q@alisée sur des cellules MZFHT1080 et SBY5Y (neuroblastome)

montre que TSPAN1teragit avec la protéasenembranaireADAM10 (A Membranéssociated
Metalloproteinase) donelle favorisela maturation(Xu et al., 2009)Ainsi, [JvZ] 15]}v N12*W

dans des cellules de tumeur mammaire humaine U]S o[ %o} %S} e S JvZ] o] E}]ee v
mais dans le méme temps cela promeut la formation de métastases ainsi que les interactions des
cellules tumorales avec les cellules endothéliales.

En conalsionU ]Jo 8 Jvd E se v3 [}« EA E <u ]V <pu[od@EqJw[0]@ 0°3 %o
associée da protéase ADAM10, TSPAN12 a dans le méme temps un effet protecteur quant a la
dissémination métastatigue,ce qui pourrait probablement étre expliqué mpases fonctions

% ZCe*]}o}P]<u » 0}E- (LofewPdl} ROwien que cela reste a étudier
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4.5 :TSPANS

Dans les tissus saina,tBtraspanine & une expressiotrésrestreinte. Elle est exprimée en particulier
Ve 0 * %]85Z o]Jpues u }o}v >Blu%a] *S}Jgv X odeESRANE dE}plus en
plus documentéalans legprogressions tumorales des carcinontiEpuis sa premiére apparition dans
la littérature scientifigue sous le nom de A®6 o} Ee<u[ oo (uS arctjorhes dgddn(Sela
et al.,, 1989)A  i}uEU S}pue 0 »+ E +pod S % 0] » ]V J<pu VS <u O[] E% E o
associée a un mauvais pronostians les cancersiinsi, différentes études montrent que TSPAN8
fav} E ] angiogenéset le potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales.

Lasurexpressiorde TSPANS été asociée ainmauvais pronostidans les cancers du systeme digestif

§ 0o <u O E Jviu @Botelh&oct &., 2010; Zhou et al., 2008¢ carcinome
hépatocellulairgdKanetaka et al., 2001, 2003; Tanaka et al., 2002ancer pancréatiqué-ujiwara et

al., 2014; Gesierich et al., 200%) v & qfFéldetd € al., 20122t le cancegastrique(Anami

et al., 2016; MottaghDastjerdi et al., 2015)L[ £ % E <**]}Vv d"W EO® ssociée @ u vS§
o[ PE ++]A]S 0] Psrde glioblastproe(F@&n et al., 2015b¢t de cancer de la prostate
(Bhansali et al., 2016Heux types de cancers dans lesquels TSPANS8 est surexpkiméestude
rapporte égalementune amplification génique de TSPANB& pv u} o [ Bposarcqme
(Persson et al., 2008)

D](( E vS ¢« Sy ¢ }vS % (@uellpe prdsehceodeET® EO6 y e Jv [ Aayelise ¢
o[ vP]}P (Gesierich etl., 2006 Nazarenko et al., 2010TSPANS8 estgalement promoteur de
métastasegKanetaka et la 2003)via lapromotionde la mobilité cellulairéGreco et al., 2010¥le la
UJPE $]}v 8§  of]vA «]}vU Jve] <p  par [VE}]&]w 3 p (@B
2007)

Expression de TSPANS8 dans les cancers du systéme digestif

> e viu E PE SE A pAE Zotlgr srjldmodelBX v} &E Jviu % v E ] E
ont mis a jour certains partenaires dESPANED6.1A chez le ratlOn retrouve dans les lignées
métastatiques utilisées dans ces étud@mir Claas et al., 1996p [ /& % E < TFPAN&t ses
partenaires. les tétraspanines CD9 &@D81, EpCAMed intégrines riU rotirdstd § ES Jv -
isoformes de CD44{Claas et al., 1998; Ginthert et al., 1991; Herlevsen et al., 2003; Schmidt et al.,
2004) Ainsila coexpressiorde TSPAN8 avez[]vS P (E Jeonféeretdes capacitéde dissémination

S (}Eu S$]}v U S e3¢ Z % S]<p e [ v} (Hellevsenetgl, Z00SAE

ce titre,ces auteurs ont montré quel "W EO6U rotd S 00s0 }veS]Su vS pv <]Pv SuCE
des celluls circulantes initiatrices de tumeur du pancr§dgang et al., 2013)

>[ £ % E <PIPANRIans ce modele semble également lieec une plus forte ulcération des

0 *]}ve u 8§ 8 S]<u U %o ] e <«p-poriApeinet d beduireri8g saignemer(Slaas et al.,

1998) Toujours en utilisant ce modelZdlleret al. }vs %p Spu ] & o Ju%}e]S]tv [ A]
contenantTSPANBt démontrer son interaction avec CD151, CD81, CD9 setisunité r d CD49d

(Nazarenko et al., 2010l)s ont également montré quesTEM de ces exosomes sont internalisés plus
rapidement par les cellules e $Z 0] 0 « 0} E-*<«<u[] 0 TSPANSEt gue TSPANS favorise

o[ VP]}P v = SE A E- olaprBlitérationsdt)dela migration des cellules endothéliales
(Nazarenko et al., 201 v (]vU o[ ] [vS pydle eelluleshumairesd[ v} @& ]Jv}u
pancréatique(Nishimori et al.2001) ils ont pu montrer QUESPAN8 ¢§ e} ] ini § rotoU 8§
< §§ e} ] S8]}veuo EV(IE %o (@esiefichE}lAl. 2006) W<
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>[ Su H v E }o}E S o % E TIPANSembld egal@mernt promouvoir la

motilité cellulaireau travers deson interaction avec-Eadhérine Ben que ce phénotype invasibit

Jvz] % E o[ /A pifBcatehine la présence de cette derniér@ la membranesemble

v e JE o[]vZ] 18]}V 0 U]JPE S]}v % ESRANSGrédo e@Pge201QXB P VS C
progressiondu cancer colorectal semble égmentfavorisépar un complexe composé de TSPANS,
Claudin6U % DU 3§ o[]+}(}dHE semblé éafpable de conférer aux cellules une résistance a

O[ %}%0S}e v ]S %o E pv S E(Hhruetwad, 2007) %0 S]v

Concernant lesawutres cancers du systeme digesti§PAN&vorisela dissémination métastatique du
E ]Jv}u 0 pged%Z un modele murin et du foie lors de xénogreffes de cellules humaines
Al o[]v H 3BV £ % & «+]}v (Zhout &l., 2008 Fang et al., 2016)Dans le cancer
gastrique humainTSPAN& E}u usS o E}]ee v § o0 u]j]PE& S]}v ¢ oo0opo ¢ Spuu}
de la voie ERRNei et al., 2015)/o0 » u o E ]8 %00 e <uU TBPARRI&NEEe ccahker soit
nécessaire a la stimulatiate la %o E}0]( E 3]}v 3§ % @[ ]¢Zhu&llal., 2015)Enfin, une
derniére étude récente corrobore ces observations en montrant §8@AN&st surexprimée dans
34% des cancers gastriques et que cela se@tidecorréléavec une angiogenése tumorale plus éort
chez les patients. Les auteurs montrent égalementivoque cette surexpression est impliquée dans
0 % E}PE ++]}v § o[]VA «]}v ¢ oopo e+ pu v E P guedGpgifets 5 %oope
sontinductibles o[ ] [ £}+}u « TERPANRASami et al., 2016)

Expression de TSPANS dans le gliome

Dansle gliome, TSPAN&avorisela migration des cellules $E& A E+ o (}E&u 3]}v [pVv }u%o
o[]J[VEP ri § @Bdpsct€ine du complexanTORC2 }v3 o[ S$]A 3]}v « u o % v E
o[ *<} ] S]}v E] 3} EPaA et all"201 58)fe seconde étude montrée TSPANSteragit

avecFAK Focal Adhesn Kinasget induit son activatiotd & <u *}v VIA p [ A% E *¢]}v HF
avec le grade des tumeurs et semhletiverla migration,la prolifération, ainsi quéa résistance au

temozolomide une drogue utilisée en chimiothérap(ean et al., 2015b)

Implication de TSPANS et de ses partenaires dans le cancer

Pour favoriser ces phénotypegressif TSPAN8épend  o[]v$ descpiplexes ptéiquesdans
lesquels elle est impliquéele complexed W E61Z] §}EI]vE PE]v ri «u] ( A}YE]e o
cellules de gliomdPan et al., 2015c) et le complexeTSPANS/EpCAM/clauditiCD44v6qui est
exprimé ansle cancer colorectabt favorise le développement de métastag&sihn et al., 2007)En

(( SU o[]vZ] ]18]1}v GMmeEMseE cc]}v Ju% o0 £ ¢ JvZ] o[ ((c&qui d"W EOL
*}uo]Pv uv (}]- %oO e O[]UNo JUES* V%o E * %S E%o}uE (Jvl® o[ S8]}v
tétraspanine.

De plus, TSPAN&nodule o[ A& % (E ++]}vsde s<parteuaires. En particulier dans le cancer
colorecta| TSPAN8 u 0 % E}u}uA}]E o[ A %iWel€cAMMout en ididbanb [ rEs%en

« Jvs PE]v « (Quo &t af, 2012Dans le cancer de la prostate, la stimulation égepteur
aux androgeng ¢ u 0 % 0 [JvZ] & o[ A% E <]}V d*W E6 p V]IA u p
les auteurs rapportent dans le méme temps une stabilisation mutuelle du récepteur et de la protéine
TSPANS& <u] % Eu § o LeBnivedus ]|} E %o E protfloue de TSPANR&es auteurs
E %% }ES VS %0l 0 0} o] §]}vISPANAU Aveas huelégire%l pst accrue
e}pue of[]v(op v o[ 3]A 3]}v pu E %3 pE TSHAANIte@EGiR Bnfin, A 0 <M
TSPAN8eu 0 P 0 u VS % E}u}uA}]E o[]JVvA «]}v 8 o u]PE §]}v =+ oopO
(Bhansali et al., 2016)
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PeE*% S]A o olv]lcu o o[ E£% E +<]lv d*"W E®& ve 0O v E

Des études récentesuggerent qud SPANPourrait étre utilisé& commebiomarqueurde pronosticet
de suivi de la progression tumorgleodia et al., 201&t comme cible thérapeutique potraiter les
cances o[}A(R&K et al., 2016t du colon(Kim et al., 2015) v (( SU o[ A% E <]}V o[ ZE
TSPAN@st trés significativemeraugmentéedans le sang depatientsatteints de cancer colorectal
par rapport aux sujets sainst peut étre détectée dans le sang par gfR&lia et al., 2016De plus,
cibler TSPAN&vecun anticorps dirigé com¢ la large ba o AESE O00pO |]E % Eu § [ M
o[]vS Ev o]« S]}v ce qUiifibE 6on expressionv spE&E( U § JvZ] o[]JVA <]}v p
colorectal métastatiquean vitro en chambre de Boyde(Kim et al., 2015)Cela inhibe également
o[]VA iniro Jve] <p o[]v ] v dekeldlesde v & o [ (hAviildEhezla
souris(Park et al., 2016Vne autre étude montre chez la souris nude que lors de xénogreffes de lignées
cellulaires humaines de cancer duadvU Jo[uS]}v [pv vS] ¢dhEbeTSPAEPHE et

[I[vZ] & o @&E}]es v Spu}®E o U u ]+ v significatif % E oA }} E] X Pafe S
et al., 2014) contrairement a ce qui avait été montdans un modéle de mélanome dat avec un
anticorps dirigé contre D6.1om de TSPANS chez le r@esierich et al., 2006)

4.6 :Implication desnteractions téaspaningétraspaningans le cancer

Pour une méme tétraspanine dst important de constater la complexité des observations rapportées,
<] *}vsS % E(}]e }VSE ] S}]E X o0 e<}po]Pourlafé¢ebip&Eidndela p }vs A
fonction précise [puv 8§ SE *% v]v X v (( SU o }vs A£ES oopgo J& U u J-
progression tumorale de choix pt u} o [ Sp  ¢}v8 us vs ( 8§ uE+ <u] A}vs 3 (
serontles partenaires disponibleguellesseront lesvoies de gnalisatons activées, et quels effets

HLE of A% E ¢*]J}v [uv 8§ SE *% Vv]v X

DifféerentsSE A PU/AE *}po]Pv v3 o[Ju%e}ES v MHE- * U8 SE *% V]V %}uE

[ S v % &S] po] €& o . o[ **} ] §]}poursondmphcéiorddans @ dancer
depuis 1997(Huang et al., 1997)kn effet, les défauts d A& % E *3]}V¥]vS & dests
tétraspaninessont associéa la progression tumoralgans le cancer ovarigfioule et al., 2002ainsi
gue dans le cancer du seifHuang et al., 1998En accord avec cela, en criblant plusieurs types de
tissus sains et cancére(iuang et al., 19971) ]o § E %%}lES <u O[] £A% E ]}V C
trés frecquemment retrouvée dans différents tissus sains,satpre la diminution de leur expression
dans les tissus cancéreux est encore une fois associée a un mauvais prddostenant ces
observations, ik été montréin vivo<u o[ A% E **]}v  §}%]<pn  }vi}]vs s MAE 8
réduit significativemenle potentiel métastatique de cellules de carcinome pulmonaire de Lewis (LLC
pour Lewis Lung Carcinom@pakeda et al., 2007)

Une étude sur le cancer du colenggéreque cette association de CD9 avec CB&2lépendante de

0 % E vV o[]Jvs PE]v riU § <u[ v o[ = vV }u% o £ % E}S
nettement moins favorablegHashida et al., 2002)Dans le cancer colorectalo[]vSs & S§]}v 0
glycopotéine 90K avec le complexe CD®82semble avoir un effet protecteur en hibant la
signalisationt-caténinepar dégradation protéasom@lnon pas par lavoie cbe]J<u [ J<u]S]v S]}v

par GSKit Glycogen Synthase King&t, mais par un procédé similaird/ o [/ "' Gahadidgtzhang,
2011)opérée par ISG15 (interferostimulated genel5) (Lee et al., 2010)
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Enfin, bien queo [ £ % & $v]i}]vs d"W E6 § iAi Wwe]v [ AE}e}u s e uo i}
crucial dans le dialogue entre ces cellules initiatrices de cancer du pancréas et leur environfyareent

et al., 2015b) et queCD151 eTf SPAN8ontribuenttous deux la dissémination métastatique dans un

méme modeéle degumeur pancréatique chez le rail apparaitque les modes [ S$]}v . uZE
tétraspanines difféerentYue et al., 2013)

En effet, dans ces cellulese [ (( STSPAN@stplusmarqué sur la migration des cellules et dépend

de paxillin, delaphosphorylation o[]vS P&E]v toU o[ $]A §]}v VAR & < §
de src Alors que [ (( 8 edtiquant a lui plus étroitement lié avec les protéases qgoeir
TSPANBAInsi, alors que CD1%st v ¢ | E o[]JVA <]}y S@®E/|FRueusH collagéne,

TSPAN8V + U 0 % * % E}Uu}uA}]E O[]VA «]}v suE }ooDP3WEYPAO]}s pv]cu
o[]JVA E+ U o[ ASmRARS8stplivimportante que celle de CD15dyp conférer a la cellule des

capacités de migration sur lamini332(Yue et al., 2013)
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5 : Les tétraspaninadansle mélanomeutané

Dans le cas particuliede la progression tumorale dmélanome cutanéles rbles de certaines
tétraspanines ont étéétudiés Dans cette partie, hue v[ ¢+ C E}ve %exlkaudtis Gais

[JOOUOJIWSEE'!S S o[Ju%}ES v protéingstlanslaigiysiopathologielu mélanome
(pour revue Masse et al., 201alisponible en Annexe 2)

5.1 :CD63 dans le mélanome

CD63a étéla premiére tétraspanine identifiédans lescellules de mélanome sous le nom de NGA
(Neuroglandular Antigeret ME491(Demetrick et al., 1992; Sikora et al., 19873 depuis été étudié
principalement dans ce type de canc@&@D63 est exprimée depuis les cellules der&te neurale

ige<pu[ pu o v} C§ u SpE Ve 0 <L 0 00 3 (E SE}uAemetfickk§tA p + u

al.,1992) /o § } « EA <p[uv % ES elv E%E c]}v 3§ e} ] MV %o
cellules de mélanomgondoh et al., 1993kar CD63 inhibe dans ces cellules la motilité, la dégradation

o u SE] § (phget Led} 2003 E% E <]}V 5}%0]<H §§ 8§ SE *% V]
cellules humaines de mélanome négatives pour CDG63itrdalicroissance tumorale et lpotentiel
us 5 S« . ooMdO * o} fEimtrafigmiqye chez]lh sourisude (Radford et al.,
1995, 1997)Malgré cette observatiom vivo,0 * HS HEes A ] vE E %%} ES <y o[ A %Q
V[ A 18 % * [Ju%o § e«pifBvitoU EjedPv v o[Ju%e}ES v ofeNule] E}vv u v
S[ E% E ]}V 071 E u]S Pdes celuesale mélanané, tout en augmentant leur

adhérence a divers suppertRadford et al., 1995, 1997)

De plus CD63 inhibda transition épithéliec mésenchymateuse du mélanomaa une diminution

[ /£ % E ¢°NEkadhérine § pv LPu vs§ S]iessioh A&dhérine(Lupia et al., 2014)
Cependant, une étude d2013 sur un modéleu pE]v E %o %o} ES <«uE]VOTU 0F]dIDPWV i
(}JE&u vS pv }lu%o A % 0 []v L]E pv E ]S v o[ v}]I]* A] o 8§
PI3K lors de la progression du mélanoffi@ricelli et al., 2013 Timp1 étant décrit par ailleurs pour
sa capacité a induire la résistance dans le mélan@Rieza etal.,2009) o <}po]Pv o[Ju%}ES v
% ES Vv ]JE ¢ [pv S SE *% V]V %}uE o v £ E ] e ¢ (}v 8§]}veX

5.2 :CD9 das le mélanome

CD9 dans le mélanomest associé a un pronostfavorable. Ainsi,o § P& [ A% E <]}V 0
inversement corrélé au potentiel métastatique et a la taille du mélandeissant supposer un réle
anti tumoral et anti métastatique (lkeyama et al., 1993En accord avec celah@ diminution

[ A% E ]}V U 0[}S }%ehiaSpxiée pv pPu vs S]}v Ceperdant} v X

8 « E 135 %}*]8]A u v3 Ju%o]<u  (Longoodt] &l§ B00Y)maik] hussi dans la

% E}u}s]}v U S e3¢ o Al o[ £ % E -melalloptotédseBNIR-25Ckite indoction

[ £% E <+]}v-2 esDrBalisée a avers les voies de signalisatiors pB8 MAPK, JNK etlan
(Hong et al., 2005)
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5.3 :CD82 dans le mélanome

En acord avec son role dsuppresseude tumeurs dans nombre de cancers| A& % & <CGD3%

diminue avec la progression du mélanoifi@ang et al., 2014)CD82diminue le potentiel invasiét

métastatiquedes cellules de mélanoma vivo(Takaoka et al., 1998) ]Jve] <u o[ A% E <]}V

MMP2 et lenombre de fibres de stress induites par ROCK {®Bociated proteirkinase). CD82

( AJE]s P o uvs o] £%E +«]}v [/E'd ~/EvZ] ]3}E }( 'Lt 8 Vv |vZ
E% E **]J}v [/E'0O 5 P o0 u vs e} ] pv JvzZ] 18]}v ebfe E %o E ]
o[ vP]}Pirvvitro(Tang et al., 2014, 2015b)

071 8§ %00 e % 0 []JV MJE © s v ¢ Vv § []JvZ] & o Uu]P&E §]
cellules de mélanome, freinant ainsi leur disséminafighanna et al., 2014 >[]vS & S§]}v 01
dans des cellules de mélanome murin B16BL6 avec la protéine DARC (Duffy Antigen Receptor for
Chemokines) exprimée a la surface deghincytes et des cellules endothéliales inhibe la formation
de métastases pulmonaise § % ES] ] %o o[]v 1 S]}v 0O * Ve VvV 0}E+ pn }v
tumorales avec les cellules sanguifi@andyopadhyay et al., 200®ette interaction celluleellule est
capable de maintenir la dormance des cellules souches hématopoiétiques de par leur contact avec des
macrophages exprimant DAR@ur et al., 2016)mais il reste a déterminer si un mécanisme similaire
pourrai$ Jv p]J]E o }EuU v OOHUO * ¢}y Z ¢ SUUIE O - Ve 0 E
résistancesux thérapies anti cancéreuses chez les patients atteints de mélanome.

v (( SU viv e po u vs o[ A% E <*]}v 67 8 e} ] olMIv]iUu]lwds]}v
en Ser473Tang et al., 2015bjnais en plus la sénescence est induite lors de la fixation de CD82 a DARC
~ H((C VSIP V Z %S3}EIl Z u}l]lv « A] o[ A% E *+]}ve @Bi¥v v[]¥& o]
permet de ralentir le désassemblage des cadhérines vasculainedothéliales, étape nécessairdaa
migration transendothéliale.

Vv o[ e vV 61 UV %o]ee P o PadEU2AHp(oduit unkidoforme CD44v30, qui
estresponsao [uVv %ope PE vdes cdlulEs eirculantesmix parois vasculaires et permet
le roulement qui précédéa migration transendothélialéZhang et al., 2016p5oulignant la pertinence
de ces observations pour les pits, les stades plus avancés de mélanomes sont corrélésuaeec

forte Ju]vusS]lv [ A% E ]}V 0 hatui dissplasiGudE At 6t alpy 2014) apparait
que cette diminution « & ]5 %o0ope *}uA vE | HV % ES [ZLSsSEQICP}3S] -
Heterozygosity U § MV % ESUE S]}v 0 oV 00 OJ<h U %oOnS€ES

méthylation(Kim et al., 2009) § v§ }vv o[ ve u o + 3E A-dpsEuskil @t probiable ]
<M 61  A] vv o[ A VIE pv u E«u pEostic e [g]Fvi dee netlangmes

5.4 :CD151 dans le mélanome

CD151 semble également jouer un radans la régulation de la motilité et de la migration
transendothéliale des cellules de mélanome, bien que ce réle semble plus madégo et al., 2001)

Ainsi, par surexpression de CD151 dans des cellules de mélanaré& ihontré que lesteractions
homophiliquesde CD151nduisent uv. = uPu vs §]}v o u}sS]o]s * OO0OMO ¢ ]Jve] <u
de MMR & A] o[ 3]A §]}v o -jur] Bépeadant&Hong et al., 2006)nais également via

o[ *+} ] 81}v A o] ubvePalE$activer les petites GTPases Ras Racl et GinBg2t al.,

2012) Ces observations sont corroborées par des étudestmgerventun  Ju]vpus]}v o[]Jv] v

de métastasesorsqueCD15lest invalidé(Takeda et al., 2011t que CD 15&stimpliquée dans la

réponse chémotactique des cellules de mélanomes vers un milieu conditionné par des cellules
endothéliales lymphatiquesontenant de la laminind21 (Saito et al., 2009)

96




5.5 :Interactions de CD9 et CD81 dans le mélanome

Etant donné le fonctionnement en réseau des tétraspanines, leurs interactions sont également
importantesdans le développement du mélanomie[Ju %0 0] d&g jneractions de tétraspanines
entre ellesdans le mélanomeont observées des 19%6/ecune association de CD6BD9%t CD81

Jve] <u  o[]v3a sr@elxdifierentes lignées humaind®adford et al., 1996)

Uv Sy & Vv8 u}vSE «u of *<} ] §]}wnrole intéréssadbtdan$ Jerégulation

de la signalisation TGF v+ 0 E 0 % E&}PE e*¢]}v puoviuX v ((sU

« EA]JE ] vs *U%0 %o} ES Of °} ] S]}v ¢ E %S HEe dtZi § dtZTU pl
signalisation de cette voie. Ces autesiggerent que la cinétique de désactivation/activation de cette

voie observée lors de la progression tumorale du mélansetaitle reflet de la séquestration de CD9

et CD81 par la protéine EWRIqui inhibe la progressiotumorale lorsqueelle est exprimégWang et

al., 2015)
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5.6 :TSPANS das le mélanome

Le role de TSPANS ddasnélanome a été démontrét étudiépour la premiére fois par notréquipe:

Lors de travaux antérieurs,dlait été montré que les cellules de mélanome qui expntia lectine

Paenua Aglutinin (PNAun résidu glycsylé spécifiquesont capables de dégrader la jonction dermo

épidermique (JDE), et sont associégdeez les patientsa un plus fort risque de dissémination

métastatiqueet a un mauvais pronostiBerthierVergnes et al., 1993; Cochran et al., 198#)si, un

modeéle qui mime la transition FRB/GP a pu étre développé en utilisant deux clones de cellules de

mélanome : les cellules invasivB®Apositives(T1C3) et les cellules némvasivesPNAnégatives

(IC8), sélectionnées a partir de la lignée de mélanomBB(Baillyet Doré, 1991; Zeta et al., 1994)

En effet,in vivolors de xénogreffes chez le raton immunodéprimé, seules les T1C3 sont capables
[ VA Z]E o Eu § (JEU E + u @ors et ., %994 débda €Eals, 193:1)

in vitrosur un modeéle de peaux humainexconstruites o »« / 6 % &®}o]( €& vS8 vVve o[ %] CEu
0+ di T *}vd % 0 PE & o : (BecHetoile &JdE 2000) Eu

Wopue E uu vSU v pS]o]e vs§ u} o dAWPBBov|[ u§VibE A% EJu U v] |
delap}$ Jv U vl p Vv]A p danf IZ Elond neinvast / 6 <u] v[ E % E]wiido » WE U
situdans la peau saine et dans les lésions bénighas[]v A & «lei¢loneainvasf T1C3 qui exprime

PNA, mais égalemenin situ dans les tumeurs primairest des métastases ganglionnaires de
uovius+sUo %E}S Jv d™"W E6 8 (}ES uvsS AE%E]Ju X §8§ 1(( &
Als Pouvs § } « EA ve [ USE « 0o]Pv + -invasivegRerthiedA «]A o 3§
Vergnes et al., 2011)

ve 33 ulu %p o] 3]}vU ]Jo A ]38 Pouvsd & ujv3E «<u o[]vZ] ]8]}v
% E ] ZE v[ %oirvitid suedapolifération, la survie et la migration, alors que cela inhibe
(JES u v3 O[]VA <]}V 0}SEe S Z % }E] v v [Bedthic}Pergnes et al., 2011par

la suite I[ < p]%montréinvitroque o[ A% E **]}v S} % ]<u d W -iBvasifseéwaib « / 6 v}
suffisante pour JvZ] & o[ Z & v e O0OMO ¢ pour YoA}PEYs Es ofVA *]}v |
Matrigelj en chambre de BoydeX o[]JVA E-+ U o[]vZ] 18]}V O E%oE +¢]}vV S

T1C3 invasifs permet de faire chuter les capacités invadésess cellulesn chambre déoyden tout
en induisant une augmentation dedr adhérence.

De plusdans un modke de peau humaine reconstruité o[ /£ % E <*]}v S} %]« d"W EO6 %
/| 6 [ VA Z]E o Eu %o E - PE §]}nhibitioom de TSPANS} @ErsRARN@Eh]
T1C3 inhibe les capacités invasives de ces cellules

Enfin,l« SE A pE v3 E] UE* }vS UIVEE g 0] A% E <]}V d"W Eo6 ( A
en réduisant les interactions des cellules avec les protéines matrwi *U § o[]Ju%.0] S§]}v E ¢
A}] - *]Pv 0]* 3]}V % !SE Ujv3E U A v}3 uu v3 o[Ju%o] 3&]}v
(El Kharbili et al. en préparatipn

Jvel]U 0 « S&E A uE vs E] uE- o[ <u]% uPP €&t suffisapte, ¥Pir/E %o E ]
nécessaire, pour induire un phénotype invasif par les cellules de mélanome.
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6 : Régulation transcriptionnelle des tétraspanines

Les études portant sur les tétraspanines visent principalement a identifier leurs partenaires et leur
fonctionnement A}]E o[]u Y%phehotypjque de leur expression, maigg peu de travaux se sont
intéressés deur régulation transcriptionnelle.

Des travauxrécentsportants sur les micrARN ont identifié mifB73 et miR194 commeinhibiteurs
o[ A %n@e T6PAN(LuU et al., 2015t CD81(Mekky et al., 2015)espectivement, alors que
CD151 semble étre rég@dar miR124 dans le cancer du sein, par RRiRetmiR152 dans le cancer
gastique etpar miR506 chez le por(Han et al., 2013; Wang et al., 2014; Wu et al., 2014; Zhai et al.,
2014) Pour le géne codan€D9 des sites de régulatioont été identifiés danse @& P]}v (0 v«p v8 #]
sur laquelle se fixe le facteur de transcription $P4 Naour et al., 1996Enfin, une étude récente
montre que TSPAN12st régulée négativement parp53 (Otomo et al., 2014) Cependant, les
expériences présentées dans ces travaux ne permettent pasdar si cette réglation de TSPAN12
est directe.

Z Puo §11v. o[ A% E ++]}v o1

Concernant la régulation transcriptionnelle du suppresseur de métastase CD82, les travaux semblent
plus avancés. En effateuxétudes ont identifié dans son promoteume région enhancer, une zone
E Pupo 3]}v v P 8]A ]Jve] <u[pv(GackEtal}20p3EMarieirpd eb., 2005) Dans
la région enhancer, un élément de régulatidinecte par p53a été identifié(Mashimo et al., 1998t
deux études décrivent une régulation de CD82 paB, JunB et APPMarreiros et al., 2003, 2005)

CependahU o[ S régulation 061 % & %Rl v e¢¢]8 [ISE  VEA@ETfet, %o % &} (}
] v < 01 *}]18 UV *PU%o%o E s HCE U S 85 ¢ oU %AT V][]V H]S % * [ HPu
0}E- luu P ¢ dand deEk lignées cellulagde différens types de cancer®uriez et al.,

2000) La suexpression de p53 dans des oddk de cancer de la prostate ne sempés non plugtre

E *%o}Ve pv [ of A% E *W]wWu +]60 HEe VIA PE [ £% E *]}ve o
inversement corréléglackson et al., 2003)[ u8 v@ o SE ve( 3]}v [Uv A S HE } VS %o
sauvagedans 0 e OOMO * SUU}E O * UPUS ¢ %o}tUE %ol V[ % o [ (( S <]1PV](
CD82Jackson et al., 2002)

> A % HleeCDBRst égalementréguléepar des cytokines primflammatoires telles< p [/, IL-

4, 11-6, IFN vet le TNFr (LebeiBinay et al., 1995De plus, ldixation de la sousinité p50 deNFkBsur

le promoteur de CD82 peut induira $ranscription, et cela semble étre régulé par une balance entre
la répression pat-caténinel & %3]v & o[ 3]A Xhet%bh, PROS)]@4ranscription de CD82
induite parNFkBp50 est inhibée par ATF (cyclic AMRIependent Transcription Factor), mais cette
inhibition est levée pa NDRG1 (WMlyc Downstream Regulated 1) lors de la réponse au stress
hypoxique. CD82 est également transcrite de facon directégdatation deHIF i r (Hypoxialnducible
Factor 1 alpha) sur son promotelors du stress hypoxiqugim et al., 2010)

V(]JvU o[ £ % E «+]}v 07 ¢85 E Ppo v P 8]A u vs ( }v-%]P v 8]
rich sequenceBinding protein 1) gurecrute des enzymes de remodelage de la chromasoe
différents genes, eaugmenteainsi la croissance & potentiel métastatiquales cellules de cancer du
sein(Han et al., 2008)
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Z Puo 3]1v. o] A% E ++]}v  d W Eb

Dande cas particulier d@SPANSseule une étude semble indiquen o[]vZ] ]BRXFPpar siARN

]v u]8 puv  Julvus]tv o [ o/E ZEEBRANRMaNsun modéle de cancer de la prostate

(Feng et al., 2010)Une autre étude portant sur différentes métastases de carcinomes

Z % 3} oopo JE « Uu}vEE pv A E] 3]}v [ A EII)E [(JAZBEUOHZ Y%EE 2
[UVE Ppo 3]}v %}+]3]A 0 [Nf parde InelRNA (long RRN non codant) de TSPANS8

sans toutefoisen apporter la preuve scientifigu€Fang et al., 2014bEnfin, une étude de fin 2015

% }ES vS *uE o v E O["*}%Z P u}lvSE <y o A% E -itddu o[ ZEL

SE ]S u vs . oopo * A MV % E]V ] %o § ] (Andco@phis paniojaaE& u ]

(Yue et al., 2015a)

Ainsi, les mécanismes derkgulation transcriptionnelle de TSPANBtentméconnus De plus, dans

le cas du mélanome, aucunétude v <[ S ]vS (E -«r#égulation transcriptionnelle des
tétraspannes. Nous sommes &otre connaissancéa seule équipe a A}] E ulvsE& oldu% S
réegulation deo[ A% E *]}v SE v+ TEHIANS }JE V000 %Z V}ISC% « [ Z E v S [
in vitrodans le mélanome tel que nous allons le voir dans les aleapitapres (Agaésset al. 2016,

et données non publiées pour le moment).
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K: d/&* ~ dZ s hy

> u o Vv}iu ps v U }vs of]jv] v S Vv v 88 HPu vsS S]}vest %op]e %00
facilement et efficacement traité par exéresans lesstades précocesion-invasifsde la maladie
Aussi, les diagnostics tardifs de Iésions de mélanomes sont trés majoritairement responsables de la
forte mortalité de ce cancer. En effeh, fait de son fort potentiel métastatique et de sa stance aux
thérapies actuelles, le mélanome est le plus meurtrier des cancers de la @raweontrairement a
[ WSE ¢« Vv E-+ S 0 <u O v E thyfoideUS 1 doPsE}*S0S U o[Z uE
]Jo v[ /]S %o ° 1}u E « diggdBstidueret s ledarogression du mélanomeeie
une évaluation des critéresistopathologiquesest possible €paisseuy ulcération, atteinte des
ganglionsy).

Les nouvelles thérapies développéegs % Eu $3 vS§ <u[uvVv u o]J]}& S]}v SE& ve]S}]E
patients. Ainsi, me majorité de patients est atteinte de mélanomes exprimant une protéine BRAF
muté, et des inhibiteurs tels que \éemurafenibpermettent une amélioration spectaculaiet rapide

o[ § 8 e % §] vSeX % v v3U o0 u o weat desArésibtintes aFce%o ]
traitements etles patientsrechutent. Aussi, la découverte de nouvelt@slesthérapeutiques reste
primordiale pour pouvoir Iuer efficacementcontre ce cancer.

Unemeilleure connaissance des mécanismes moléculaires impldarésla progression du mélanome
est cruciale pour l'identification de nouveaux marquefieblesde pronosticet pour le suivi de la
charge tumoraledes patients mais également pour le développement de cibles thérapeutiques
efficaces contre les formes di&minées de mélanome.

Une des premiéres étapesécessaire ao Jee ulv S]}v u § 8 S]«u *5 O[]JVA <]}V %o

uoviu X oo Juo [HVv Vv Z v u v3 }u% o A ntfpragressiversentda] u v
oopo SuulE o % E E - érerfbe@U%adnEtifiants de 4Za jonction dermo

épidermique(JDE)et alesdégrader pour ensuite envahir le derme sgasent. || nous semble donc

important [dentifier les signatures moddilaires des cellules invasivespables de franchir la JDE

Lors dedravaux précédes S » o[ «@fdpeda franchissement de la JAEEté reproduitein vitro
par intégration des cellules de mélanome sur un modele de peaux humaines reconstruiteslddeax
de cellules de mélanome ont ainsi pu éétudiés: des cellles invasives (T1C3) et des cellules-
invasives (IC8), sélectionnées a padi lalignée de mélanom&4BE(BerthierVergnes et al., 2011)

La suite des travaux a démontré glaetétraspanined ~d” "W E6e+ v[ 8§ A% E]Ju <u Ve O
est nécessaire a leur potentiel invasif, alors que son expression ectopique dans les IC8 confére un
%}S v3] o JVA <]( . OOMHO X %oOpUeU O <u]%o ulvsaE Ve UV
E }veSEP]S <t O] £% E ]}V d"W EO6 shwemajneste méfaname est oo po
E *%}ve O 0 PE §]}v o : 3 o-[daeAt. Enfm, sur deskcaupes e

Suu HE- % 3] v8e v Juupv}Z]e3} ZUMMWUE®D] VE %S5E%e ] JE SEIHA V]
peau saine ni dans les Iésions bénignes, mais uniguement dans les lésions de mélanomes.

] v <pu o A& % ESPANGIt été corrélée avete développement denétastases delusieurs
types decarcinomes,(E] v V[er&ore connu concernarsa régulation transcriptionnelle.
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>} i S]( ulv SE A ipJve ]38 v+ %Bu3e4HSU o E Ppo 3]}v o[ A& %oC
d "W EO v[ § ]85 % ¢ &tque soB expression transcriptionnelle et protéicagparait avec

le potentiel invasif des cellules de mélanommaus avons souhaitédentifier les régulaeurs de

o[ /£ %o @ransgiiptionnellede TSPAN& u] E Ppuo v3 o[inéfaneidevcutané

WIMNE Ju%E v E % }IUE<u}] § % E <«u de TSPANG est indoife AB1%B.dE 2]} v
progressiordu mélanomenous avons réalisé un criblagaut débit de 150 génes impliqués dans les
processus métastatique€e criblage® o] v }oo }E 3]}v A o[ <u]%o y Al & ']
Grenobleu § v "pAE § Zv]<p ]JVvV}A v§ s+ uE o[]vd E( E v of
construction rapportrice GFeflétant o[ 3$]A]8 SE ve E]%3]}vv oo |daks@dpuls pE
cellules invasives de mélanome T1C3.

Nous avons ainsi pu identifipour la premiéredis degégulateurs transcriptionnels de TSPANS8. Aprés

avoir validé certains des génes identifiés pacriblage v u}vSE vS <U[Ee dE Ao E ]}V
transcriptionnelleendogéne de TSPANS8 dans nos cellules de mélanome, nous avons choisi parmi ces
gév ¢ [ Sud[mE% S (}v S]}vv o ol[CHER4& (Bn mdrhlare du complekiediator

impliqué dans la régulation d@socessus de transcription de[ ZBlymérasdl).Puisque nos cellules

de mélanome sont mutées BRA®EU v}ipe A}ve A cputa[tem#at par le Vemurafenib sur

o[ £% & <+]}v Nods‘aWors &dalemermchoisi Btudier o[Ju %o § %edtEningstr la
régulationdeo [JVA «]}v  %desTSPAN&prés avoir identifié des sites de régulations prédictifs

par ces dewacteurs dans la séquence du promoteur fonctionnel de TSPANS gréace a une approche

silico.
% E  A}]E u}v3E o[]Ju% & e J(( E vSe S UE®* *UE O] A% E °°]

Jvs E oo o o[Ju%e § e« E Ppo 3]}ve oE®E 0 *3% QWA STV epu][ 260 v Vv
ve V}SCE u} o Of A% E <]}V d "W EO&X
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Les travaux présentés-aprésfont suitea une %o E vS %o o] S]}v o[ <u]%o Ve 0 <l
été mis en évidence le role pro invasif de TSAPN8 dansélénome cutanéles résultats obtenus au
coursde cedravaux réaliséslans le cadre dea thése sontivisésen 3 parties

1. Lapreu] E % ES] ( ]35 o[} i § dppsle jarsdlOmcogene.d]ldétailleles résultats
obtenus avec le criblage * E Ppo 8§ pEe+* SE ve E]%S]}vv o o d™"W E6 § o
du réle fonctionnel deLCMRLU pv E Ppo S HE %o}e]S]( Of A% E <]}V d MW\
cribleU  ve o[]JVA ¢]}v p u o.viu ps v

2. LadeuE] u % ES] ( ]SmamisdritSoufmisspoupublicationdans le journaDncogenesis
qui montre que le suppresseur de tumeg53 est un régulateurv P S]( JE& 8 O A% E
transcriptionnele d*"W E6U § adplendantg Jde TSPANS pes kellules de mélanome
cutanéin vitro.

3. > EV] E % ES] v (15 % v }E o[} i s %ou 0] S]}vX > o E
partie montrent quet-caténine 8§ puv € Ppuo § HE % }*]S]( J]E 8 O A% E ]
d"W Ed § O[]JVA *]}v % v V3§ d*W E® % E o imvitroopo e u
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Partie :8Q FULEODJH KDXW GpELW SDL
identifie LCMR1 commeun réguldeur GH OfLQYD\
dependante de TSPANS8 pam&lanome cutané

luu o A% E ¢*]}v % E}S J<p 8 SE& ve E]%S]}vv 00 d"W EO& -8 '
Suu HE+ V]PV sU 3 <p[ 00 %% E 15 A 0 % E}PE e+]}danyt u o v}u
les travaux qui suivent, nous avons souhaité étudier les mécanismes génétigues qui menent a

O[ %% E]S]}vV Of £% E e*°]}vV §S % E}S ]Jv U S vipge vipe c}luu ¢ %o
a la régulation transcriptionnelle de TSPANS.

Ainsi, nous A}ve Z}]e] E o]* E puv E]J]oP Z ps 18 « E Puo
transcriptionnelle du promoteur de TSPANBomme seules les isoformes 2 et 3 de TSPAN8 sont
exprimées dans les cellules de notre modéle, nous avons peédiédquence promotriceontrdlant

of E%E <]}V sinisilieda(ie@el logiciel Genomatilxa séquence prédite consiste 817

paires de bases en amont du TSS (Transcription Start&itg)us avons validé cette expression avec

des tests rapporteurs en placant $#&quence codant la luciférase sous le contréle de la séquence
promotrice prédite pour TSPAN8

> @E]oP UGGE o] v }oo }E®nidiptechhologid et GEbomique Fonctionnadle

y A] E '] E}o u '@ vl o Uu$ }®PJHAE UME So[PwS oE (188 v o[ Z
génes impligués dans les processus métastasaqui été inhibés, chacun par desk¥ARN différents.

> [] u %dle &es inhibitiona été évalué o[ ] [uv  }veSEWM S]}v E %} ESE] <«u] 8§
séquencecodant la GFPGreen Fluorescent Proteirsous le contrdle de la séquence promotrice
fonctionnelle du gae TSPAS8I Ainsi, les variations de fluorescence des cellules nous ont permis

[T v3](] & 0 ¢ % E u] E+* E Ppo § pE+ SE BWE]%S[|}WA] dS1HvuS[ BV (P
]v u]S pv % ES (op}& « v U Jo ¢[ P]S % @®&®} o0 u vsS [uv E Ppo §
TSPANS, et inversement.

Pour les plusignificatifsde ces régulateurs putatifs, nous avons tenté de valider les résditiatsible

v Su ] vsS o[luX%e S 0 WE ]JvZ] ]8]}v uE o] ANeUE avendwainsipuP v d
uljvsE & <«u[/Y' Wi -ActivatidgMke Proteipet PTENPhosphatase and Tensin homaojog
sontdes]vZ] 1S HE- o [traBSesifEiomndl¢ vendogene dd SPANS, alors que BCAR1 (Breast
Cancer Antestrogen Resistance 1), ACTN13§Ae]v rie § > DZi ~>pvP \Rel@edD § 3 ]
protein 1) sontles troisplus forts inducteurs de cette expression.

WIHLE o0 -*u]s o[ Su U vipue A}lve Z}]e] [ %% E}(}v ]E of 3u >
comme un régulateur positif de TSPRNLCMR1, aussi appelé MED19 est un membre du complexe
Mediator, qui fait le lien ente les facteurs de transcriptioat la ARN polymérase Il. Ce complexe
multiprotéique agit donc comme un coactivateur impliqué dans la régulation de la transcription par

ARN polymérase I(Bjorklund et Gustafsson, 2005 >[ A % E <]}V > D2Zzi E uu v
identifiee comme facteur de mauvais pronostic dans le cancer du po{@ien et al., 2011; Sun et

al,, 2011; Xu et al., 20129t sa surexpression est associée a plus de 10 types de cancers diffiémnts

les carcinomes colorect@diFu et &, 2012) gastrique(Ding et al., 2012¢u foie(Zou et al., 2011de

o[}A (LEet al., 2012bYu sein(Li et al., 2011a)du pancréagLi et al., 2011b) § o[}*3 }* & }u
(Wang et al., 2011; Yu et al., 2014)
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Cette publication rapporte pour la premiére foie euE A% E ¢*]}v $§ o[]Ju% o] S]}v >
proP@& e¢¢]J}v 4 u o0 v}u uS v U ]Jve] <puneogible f@rdtibnrelléwe LCMR1
TSPANS.

En effet, nous avons pu montrer que (&)vitro LCMR est un régulateur positif d®o [ £ % E <]}V
TSPAN8~ie > DZi E Ppo o[ Z & v § O0[]VA «]J}invitr@643Nn vivTSPAN8 W E 6
favorise la croissance tumoral@) in situ o[ A % E e« * Jdeuxprotémnes correle chez les patients,

et (5) leur expression eshhibée lors du traitement par le Vemurafenib, inhibiteur o[ 3]A]S
BRAIZ00E

Q) > A% E] v ¢ []lvZ] 18]}V % & ] ZE § ‘UE A% E **]}v S} %
% EuU]e Ulvs@E® & <«u o A % QEorisé}eelle dee TSEANE au niveau
transcriptionnelle et protéique.

2 > A% E]vVv « vy o00]P v }v8 % Eu]- ujvs§E® & «u of]v
MPu vs E o] Z & v e OOMO ¢ S}HS }tuu of]vZ] 18]1}v d "W E
[Ju% Ha<pnalEération de nos cellules de mélanome, contrairement au role démontré de

LCMRL1 dans les autres cancers.

> E% E] v e [|DA E)Ratigdss surdes cellules de mélanome ensemencées

en chambre de Boyden, ont montié@vitro <pu o [ EE %]} v > DZi ( AYE]s o[]VvA <]}
cellules de la lignéaon-invasiveM1DO et de la lignée invasive T1C3. De plus, en T1C3, les

% E] vV o [ %S °] vVEE > DZi § d™"W EO }vS u}vSE ««u
( AYE]s o[]VA ¢]}v 3& A -BUpEpP-s]}v d"W Eo6X

B)Lee £ VIPE ((* & 0] * P& 0 <*}uE] }VvS UIVSE <««u o] A% E
tumorigénicité des cellules de mélanome dans la lignée invasive T1C3 mais également dans la
lignéenor-invasivelC8.

(4) Nous sommes k& premiers a montrein situ une colocalisation et une forte expression
protéique de LCMR1 et de TSPANS8 dans les mélanomes primaires par comparaison avec la
faible expression des neevi bénins sur des coupesisdas tumorauxde patients incla en
paraffineX E}pe A}ve P ouvd } e EA pv JEE o 3]}v e« V]IA u4
transcrits de LCMR1 et de TSPANS8 dans les métastases de patients de mélanome cutanés.

(5) Enfin, nous avons montr@ vitro, < W[ ptraitement au PLX4032 (Vemurafenib, un inhibiteur
de BRARutées JvZ] o[ /Axde ERANS et LCMR1 %o0pneU o[]vZ] ]84}V %0 E -
chacun de ces génes conduit a la diminution du nombre de cellules vivantes en culture
uniguement lorsque les cellules sont traitées ave®tiX4032, ce qui suggére qog¢ A& %o E ]}V
de ces protéines confére aux cellulesew@sistance au traitement aRBRAF.
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Conclusion

E}e & *pos S« }vsS % Epowr la[ premicid [fol&les régulateurs transcriptionnels de
TSPAN8 PTEN, IQGAP1, LCMR1, TPT1, BCAR1 et ACENbur, TSPANS est la premiére cible
fonctionnellede LCMR1a avoir étéidentifiée. LCMR1 estn membre du complex&lediator, dont
ViIHe E %%} ES}Ve %o}pE 0 % E u] E (}]® of A% E **]}v S o[Ju%eo] S]
En effet, nosrésultatsl })vSE vS <up > DZi 8 pv 8§ PWE }vS o] A% E ++]}v Vve O
o[]JVA *]}v % v v3§ in vit® \\NapErdinencede ces observations est appuyée par le fait
<pif vivoU o[ A% E <]}V d*W EO6 ve 0+ o0OMO morigénicitévipis d¢ A} E]e
£ VIPE ((* Z1 0 e}uE]*X E}pe ulvsiE}vze | o Wovs] MgJU o[ £ % E
protéique de LCMR1 et de TSPANS est absente de la peau saine et des Iésions bénignes |esais que
expressions dees protéines sontorréléeset colocalisées dans les coupes de lésions de mélanomes.
De plus, dans les métastases genglionslymphatiques, on observe une corrélation des niveaux

[ A% E ]}V e SE ve ]S } VvS * % E}S ]Jv X v(]JvU v}ipe u}lvsE
condu] 8 Hv % ES [ A% E ]}V > DZi ddu vB"W E®UA%]E ]}V
deuxP v e ¢« uo }v(E& E pAE oO0O0OHO ¢ pv E ]S v HAE SE ]5 u vse |

Nos résultats montrent qud SPAN®eut étre envisagé comme une nouvelleible thérapeutique
prometteuse potentielle dans le traitement du mélanom@uisque l'inhibition de son expression
réduit latumorigénicitélors de xénogreffehezla souris. Ceci est appuyé par les récents travaux qui
ulv3@E vS <y of[usS]o]e digsr anfiISPANGE-uit la motilité cellulaire,et inhibe la
croissance de xénogreffes de carcinome colon et réduit de maniére significative l'incidence
métastasesle cancer de l'ovairi vivo(Kim et al., 2015Park et al., 2016)

Pour « (E Je}ve E&}]Se [ uS pE- S }% CE]PZSU § &S] o v
A E-+]}v }u%o & U vpe E]8 <p] 8 ]*%}v] 0 p% E - X
via leur intranet.
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Partie Il :;p53 LQKLEH OYLQYDVLRQ LQGX
dans les cellules de mélanome

Le cribage présenté précédemment noaspermisd[] VvS8](] € 0 U %o % E p53gofEme Spuu pE
un régulateur négatif putatif de TSPAN8.% v v3U }uu o[]Ju% & o[]vZ] 18]}v %
(Op}E » Vv * OOMO * V[ S ]S % * % Eu] O ¢ oo (JES*U % il V[ %o
publicaion. Les travaux qui suiven¥o E ¢ vS vS O Blw % p&3sur o[ A% E <]}V d "W E¢
et sur le phénotype invasif deos cellules de mélanome.

P53est connu en tant que gardien du génomé @& ]o % & A] v3 o[ %% E]3]}v pu v E
la E % & S]}v of] E v E %}ve MV %o]e} *SE ¢+ ooOpO |]E U §
cellules trop séverement touchées par ce stress. En raison de ses fonpfiBest activement étudié

dans le cadre de la recherche de traitements contredascers. En revanche, son étude dans le
mélanome a longtemps été délaissée car ses mutations sont rares dans ce type de cancer. Cependant,
p53 ( ]S o[} i § [uv & P ]Jv []vs E!S %oL]* <H O<H © VV ¢ <u VS o}
mélanome. En effet, desavaux récents rapportent qup53 +3 *}pA v3 Jv 3§]A [V %o}]VS
transcriptionnel dans ce cancer, ce qui se traduit par une pression de sélection moins forte sur la
mutation dep53 %} U E © A 0}% % U VS <+ u 0 Vv}iu *X p5Pasoreqliseofowrs E 3]}v
o[ § 0] u vs§ %ooOpde] WEe* U} o0 ¢ Vv]u UAE uoviudu <u] *uPP &
tumeur joue un rdle important contre le développement du mélanome.

Commep53est un suppresseur de tumeur majeurESPAN@st une tétraspaningro-métastatique,

vide A}ve (]5 0[ZCHRIM}IpEE |3 A}JE pv E€o ijJu E ve 0 u 0 V}
% Vv VS d*"W EOX ]Jve]U ve o[ S <] *u]SU vipe vipe os}luu ¢ ]V
transcriptionnelle de TSPAN8 gzB3, etao[]Ju% § §S & Ppo S]}v *uE 0 ¢ %Z V}S(

oopOo JE <] *}vS Ju%eo]cu * Ve 0 % E}PE ¢¢]}v Spu}®& o U v}sS uu
O[]JVA *]}v % E } Huoviu pdv X

Résumé des résultats

Elue A}ve 3}us [ }E %l andlySSE silicola présence de deux dersites de
régulation transcriptionnelle négative ppb3dans la séquence du promoteur fonctionnel de TSPANS.
E}ue Alve }v }puz 13 3Sp] @ o & Ppo §]}v o[ £% E *ppBv SE v E

Ve % 0] HWEe* o]PVv U s /E % (@3 par stARNpntZcpriféré wette hypothése
[Mv & Ppupo 3]}v v P 8]A p53&X*"W E §( BUEo []v B93]m&af }siARN favorise
O[ £% E **]}v SE ve E]%S]}vVv 00 PHOWEE Y HUPwW VS SBE [ % E
protéique deTSPAN&elles que le montrent nos expériences de gPCR (Réaction de Polymérisation en
Chaine quantitative) et de westedlots.

Les résultats obtenus par des expériences de ChIP (ImfRudcipitation de Chroatine) montrent

que p53 est recruté sur les sites présents dans le promoteur de TSPANS. De plus, cette fixation est

E *%}ve O o[]lvZ] 18]}v SE v+ E]%53] puisqueda mutatidMteEcés %iieskle
régulation dans la séquence du promaoteénduit une augmentation de la luminescence produite par

HV E %% }ES PE op J( E » U <p] E (08 0 % ES o[ 8]A]3 E
parp53sur ce promoteur.
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Enfin, les expériences[[VA «]}v[ %]+3 ] }v$ u}esadnhibiion de TSPANS ppb3est

eU((]* uu v8 E} HU*S %o}pE < 0 ¢ SE Ml %Z V}SC%]<hu u v8 % E
. OOMO * uoviuX v (( Sph3patsERN|%B]}EU S pAE oopO ¢ [!SE

invasivessuD SE]PvoiZ u & }1€C vU ul]e 88 pPu vs S]}v o[]JVA <]}v

o[]lvZ] 18]}v }v }u]s vs ARNW EO6 % E Z

Conclusion

Ve o[ ve U 0 U o0+ A% E] v cesksadaux sofimisgublication montrent que p53
est un régulateur négs]( ]E S o[ A% E **]}v SE ve E]%S]}vv 00 d"W E
Pouvs««u SE A E+ &5 E Ppo 3]}vv P §]A d"W EOU %ofii 8§
O[]JVA *]}v +« oopoO U o viu 8 Vv X pee]lbbseribe iEBguemmerit] A]s y
Ve 0 U O V}u %}pEE ]§ A}]E pv EE€o iju E o} E- O[JVA ¢]}v ¢
notamment a travers cette dérégulation de TSPANS8. La réactivation de p53 pourrait donc étre une
piste intéressante de développement de th@res contre le mélanome, pas uniquement au regard de
*lv E€o0 *U% %o E ¢ UE Spu HEU u]Je Pouvs SE A E- o[]vZ] ]
dépendante de TSPANS.

Cet article a été accepté pour publication dg@smcogenesis p }HE o[ vvDesiiioX
expériences supplémentaires ont été réalisées pour répondre aux demandes des reviewers.

112




Wiild z' dd "W BEKOWZ s Ed /HE "/ KE
D > EKD > > A

Gweltaz AgaésseLaetitia BarbollaBoutrand, Manale El Kharbiff, Odile BerthieiVergne$ and
Ingrid Massé

L Université de Lyon,-69003 Lyon, France; Université Lyon 1, Lye€i9d03, France; CNRS, UMR5534,
Centre de Génétique et de Physiologie Moléculaires et Cellulaires, Villeahad®622, France

2Current address: Department of Dermatology, University of Colorado Anschutz Medical Campus, 12800 E. 19th
Avenue, P18132, Aurora, CO 80045.

Address correspondence t®r Ingrid MasseCentre de Génétique et de Physiologie Molécukaige
Cellulaires. CNRS UMR558Wniversité Lyon |, 43 Bd du 11 Novembre 19189622 Villeurbanne
Cedex, Francéel: +33 4 72 43 29 50. Fax: +33 4 72 43 26-8@iEingrid.masse@uniyonl.fr

Running title:p53inhibits TSPANBediated invasion

Key words: TSPAN&53, invasion, melanoma

Abstract

Cutaneous melanoma is a very deadly cancer because of its proclivity to metastasize. Despite the
recent development of targeted and immune therapies, patient survival remains low. It is therefore
crucialto enhance understanding of the molecular mechanisms underlying invasion. We previously
identified tetraspanin 8 (TSPANBS) as an important actor of melanoma invasiveness, and several of its
transcriptional regulators which affect TSPANS8 expression duringnoma progression towards an
invasive stage. The present study found that TSPAN8 promoter contains conbatting sites for

p53 transcription factor. We demonstrated thgi53 silencing was sufficient to turn omSPANS
expression in notfinvasive melanoma cells and thap53 acts as a direct transcriptional repressor of
TSPANS8. We also showed thpi3 modulated D $ E ] Fhvasion in melanoma cells in a TSPAN8
dependent manner. In conclusion, this study rev@&li3as a negative regulator 3ISPAN8xpresson.

As TP53 gene is rarely mutated in melanoma, it was hitherto poorly studied but its role in apoptosis
and growth suppression in melanoma is increasingly becoming clear. The study highlights the
importance ofp53 as an actor of melanoma invasion and tb@ncept that reactivatingp53 could

provide a strategy for modulating not only proliferative but also invasive capacity in melanoma
treatment.
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Introduction

Cutaneous melanoma is one of the leading causes of déa¢hto cancemworldwide because of its
proclivity to metastasize. Immunotherapies and highly selective targeted therapies have led to
promising clinical advances, but most patients relapse due to acquired treatment resistance.
Consequently, combination strategies have recently been developedsuliistantial improvement in
clinical outcome. Nevertheless, there is an urgent need to discover new actors of melanoma
progression as potential therapeutic targets. Therefore, understanding the molecular and cellular
mechanisms underlying the initial stem§ melanoma progression is crucial to identifying new
therapeutic strategies that could be combined with current therapies to improve survival.

We previously identified tetraspanin 8 proteif§PANBas an important factor in early melanoma
invasiort. TSPANS8s one of the 33 mammalian members of the tetraspanin family, composed of
transmembrane proteins that organize laterally, together or with other membrane partners such as
Jvd PE]veU 3} (}EuU "3 FlEse phatiofms Aignal vithin cells to regulate many cellular
processes: adhesion, migration, invasion or survival (for a review).SEBPAN8&as be@ implicated

in many types of cancer. Overexpression was reported in glioma and colorectal, esophageal, hepatic,
gastric and pancreatic carcinoma. Furthermdar8PAN8xpression correlates strongly with metastatic
potential in liver,colonand pancreatic arcinoma®°. Incolonand liver cancerTSPAN&xerts a pre
invasive function by controlling celell and celimatrix interactions through its association with
membrane partners such as t4 integrinPKCactivated, Ecadherin EpCAM, claudiid and CD44 (for
areview, seé’). Moreover,TSPAN&ay be a promising new therapeutic target, sif@&PAN8&pecific
antibodies were shown to reduce cell motility, block tumor angiogenesisroand inhibit the growth

of colorectal tumors in a xenegeic nude mouse modéi* 2and significantly reduce incidence of
epithelial ovarian cancer metastagisvivo®2.

In cutaneous melanoma, we previously showed thR&PAN8xpression isndetectable in normal skin

and becomes expressed at very high levels in primary melanomas and lymph node metastases. We
also demonstrated thaffSPAN&verexpression is sufficient to increase cell invasion capacity
Previous studies GfSPAN&-cused on its expression level, functions and biochemical interactions with
protein partners during cancer development, but nothing is known about its transcriptional regulation.
To understand hoWr SPAN@&xpression is turnedn, inducing invasive properties in melanoma cells,

we recently performed an RNA interferenbased screen. Several TSPANS transcriptional regulators
were identified, including lungancer metastasigelated protein 1 (LCMR1), which increases TSPANS
expresion and causes loss of melanoma-ogditrix adherence, leading to cell invasion (Agaésse et al,
2016).

The present study identified SPAN&s ap53 transcriptional target for melanoma cell invasion,
suggesting thap53, although rarely mutated but someties inactivated in melanoma, may play an
important role not only in apoptosis and cell cycle arrest but also in melanoma cell invasion. The
promoting sequence of TSPANS8 contains consehsuwling sites forp53 transcription factor. We
demonstrated thap53silencing is sufficient to indudeESPAN&xpression in melanoma cells. We also
showed, by chromatin immunoprecipitation and luciferase assays,bais a direct transcriptional
repressor ofTSPAN8We finally demonstrated thgb53 inhibition led to anncrease ofD SE]P 0
invasion in & SPAN&lependent manner. Overall, our data emphasize the present results highlight the
crucial role that thep53 transcription factor plays in melanoma aggressiveness via its involvement in
regulating TSPANS8 expression.
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Results and Discussion
The internal promoter of TSPANS8 contains consersiasling sites forp53transcription factor

Ensembl.org describes three coding isoforms in humans, which all encode therSdAdrotein

of 237 amineacids. We previously showedhdt invasive melanoma cells predominantly express
isoform 2, which is transcribed from an internal promoter (Agaésse 20ab). In silicoanalysis of this
promoter (pTSPANS8) by the Matinspector gene regulation software (Genomatix.de) revealed that
pPTSPAS8 contains consenstsnding sites for many transcription factors, and in particular two-half
sites for thep53 tumor suppressor gene that are located in the second exon of TSPANEN{ih
cDNA (Figure 1a). Sinp&3is a tumor repressof and TSPAN& prometastatic tetraspanin, we
postulated thatp53 could be a repressor GFSPAN@&xpression in melanoma cells. We first assessed
whether a decrease in baselip®3 expression between noeimvasive (IC8 clone) aridvasive (T1C3
clone) melanoma cells could explain the occurrenc€SPAN@xpression in the latter (Figure 1b, left
panel and Figure 1c¢). Similar amount$68were observed at both at mRNA (Figure 1b, right panel)
and protein (Figure 1c) levels. Thiscbnsistent with the function of transcription factors, for which
activation status is often much more important than expression level. We therefore investigated
whether p53 exerts a negative regulatory role oiSPAN8&Xxpression by performing silencing
experiments in various melanoma cell lines.

Figurel : TSPANS functional promoter ap83 expression in melanoma cells. (a) Promoting sequence of the TBP2ANS

isoform showg53consensus bindingites as predicted by Genomatix. Promoter upstream ofridwes€riptional Starting Site

(TSS) is colored in green, exons 1 and 2 in red and intron 1 in gray. The two putatitesHalp53 binding are underlined,

NelS i_ ] }o}E Jv &I }E vP v 7e]§8 1 ]v 0]PZ§ }@Eefypankl) and534FEght@Eancl)}v 0 A o }
transcripts were assessed by®FCR in neimvasive IC8 and invasive T1C3 melanoma cells, previously described in-Berthier
Vergnes et al. 1 (n=3; + SEM). We checked that the TP53 gene wgpaiildthese melanoma céfies. The RQPCR protocol
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and primers used were described in (Agaésse 20a6), except fop53primers:p53- (} E A EGATTGTACCACCATCGACTA
i[ vp53E A EAAABACGCACCTCAAARC 28 §]¢3] o «]Pv](] v A « -tateduStudent-t€st fors A}
unpaired samples. Mean differences were considered significant when ***: p < 0.001. 1sggmifioant. (c) Expression levels

of TSPAN&nNd p53 proteins were assessed by western blot in-rorasive IC8 and invasive T1C3 melanoma cells (n=3; a
representative experiment is shown). Western blots were performed as previously described in (Agaéa8&6et bhctin
(Clone C4 Millipore 1/5,000) was used as a loading com®&lAN8vas detected using a mouse monoclonal -di8PAN8
antibody (TS22 clone 1/2,000; 37) argb3 using a mouse monoclonal apt3antibody (D01, Santa Cruz).

p53is a direct transcriptional repressor GFISPAN&xpression

We assessed the effect pb3inhibition onTSPAN8&xpression. Using siRNA, we showed that efficient
p53silencing in human neimvasive IC8 melanoma cells is sufficient to turfif@PAN@xpression at
MRNA (Figure2a) and protein (Figure 2c, upper panel) levels. This significant incré&®ANS
expression was also observed in another fovasive melaoma cell line, WM115 (Figure 2e, left
panel). In invasive T1C3 cel§PAN8vas expressed at high baseline level @@ silencing further
increased expression, at both mRNA (Figure 2b) and protein (Figure 2c, lower panel) levels. The
overexpressed SPAR protein was even addressed to the membrane, since it was detected at cell
surface by flow cytometry analysis (Figure 2BPAN@xpression was also increased in another cell
line, SKMel28, known for invasiveness (Figure 2e, right panel). Overall fih@isgs showed thap53
silencing is sufficient to indudeSPAN@xpression. Unlike many types of human cancer, in which TP53
gene is often mutated®, TP53 is intact in more than 95% of human melanomas (for a review,)see
Howeer, it was recently shown that wiltype p53was transcriptionally inactive in several melanoma
cell lines!® and thatp53 played a role in melanomagenesis in several animal mdé&éfs®22 It can

thus be postulated thatni nonrinvasive melanoma cellp53 could act to repres$ SPAN&xpression,

and that a decrease ip53repression activity trigger§SPAN@xpressionThis is consistent with the
repressive role op53on several other target genes (for a review, $de

We then investigated whethep53 exerts its effect onTSPAN&Xxpression directly, through the
putative halfp53-consensus binding sites we identified in pTSPANS. Wepgirébrmed chromatin
immunoprecipitation (ChIP) experiments using%8 antibody versus a control immunoglobulin (1g),
and used QPCR to analyZ&3 enrichment on pTSPANS8 (Figure 3a). We showed that, compared to a
negative control locatedlkb upstream of pSPAN&53was enriched 249old on the positive control

p21 promoter and significantly enrichedfdld on p53 consensus sites of TSPAN8 promoter. This
indicates that endogenous53is specifically recruited ontp53 sites of pTSPANS in melanoma cells.
We then tested whether TSPANS transcription activation was dependemS@tonsensus binding
sites in pTSPANS, by performing luciferase assays on pTSPANS containing native q58biading

sites. As previously described (Agaésse e2Gil6), the promoing sequence of TSPANS significantly
increased luciferase activity 3f8ld compared to empty vector. We showed that inhibitip§3 by
siRNA had no impact on the control empty vector but was sufficient to further significantly increase
luciferase activity’-fold under the control of pTSPANS (Figure 3b). Moreover, when one or both half
p53-consensus binding sites of pTSPAN8 were mutgté8, silencing did not enhance luciferase
intensity as strongly as did native pTSPANS8 (Figure 3c), demonstratingpiBais a direct
transcriptional repressor of TSPANS, throyd3 bindingsites in pTSPANS.

116




Figure2 : p53silencing in nofinvasive and invasive melanoma cells increaSEAN8xpression. @) QPCR analysis showed
p53and TSPANS transcript expression led8land 72 hours after control @53 siRNA transfection in (a) namvasive I1C8
cells and (b) invasive T1C3 cells (n=3; £ SD). For siRNA transfection, 105 cells per well were sedtipthiestand, after
24h, transfected with 20nM of control SiRNApS3 «]ZE A]3Z /Ed Z& Z]v ~W}oC%opseX d-EP S]vP -« .
UAAGGCUAUGAAGAGAUAQ(}E }vSE}o ~JABGGAGGEHAGGUAGACUQ paBsIRNA. (c) Expression levels of
TSPAN&nNd p53 proteins were assessed by western blot in-orasive 1C8 (yger panel) and invasive T1C3 (lower panel)
melanoma cells (n=3; a representative experiment is shown). (d) Mean TSPANSawa|protein expression was assessed
by FACS (fluorescenaetivated cell sorting cytometry) in invasive T1C3 melanoma cellsol2& posttransfection with
control orp53siRNA, as previously described in Bertiliengnes et al. 1. The left panel is representative of 3 independent
experiments and the right panel represents the mean + SD of 3 independent experiments. (e) QBERrenvadygh53 and
TSPANS transcript expression levels 48 to 72 hours after conp®B siRNA transfection in nenvasive WM115 (left panel)
and invasive SKMel28 (right panel) cells, in which TP53 gene is not mutated (n=3; + SD). Statistice¢ sigisfasmessed by
two-tailed Student-test for unpaired samples. Mean differences were considered significant'wpe0.05. **: p < 0.01.

To sum up, the data showed that TSPANS8 expression could be turned on in melanoma cells when its
direct transcripitonal regulatorp53, is silenced. Several mechanisms have been proposed recently for
p53 inactivation in melanoma. MDM4 overexpression may promote metastatic progression by
antagonizingp53s pro-apoptotic function?’. MDMZ2, cyclin B1 and nuclear iASPP are also enriched in
melanoma metastasis and may leada@3inhibition 2°. p53may also be deactivated through CDKN2A
deletion or mutation, as occurs in around 40% of melaaccases®. Downregulation of miRL8 or
miR3151, combined with BRAF inhibition, may result in regulation either of the MpB32xis?® or

of the nucleamp53 location?, respectively. Hence, considering the role we previously described for
TSPANS8 (and Agaésse et #016), we can hypothesize that an inactivationp&3, by any of these
mechanisms, may induceESPAN&xpression and acquisition of an invasive phenotype in melanoma.
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Figure3 : p53is recruited ontg53-consensus binding sites in TSPANS8 promoter and reprESsasN@xpression. ()53

ChIP (Chromatin ImmusRrecipitationjassays were performed in invasive T1C3 melanoma cells (n=4). Enrichment of TSPANS8
promoter region (left panel) was analyzed in comparison with a negative control promoter region {bkbtegstream of

the beginning of TSPAN8 promoter. p21 promoter re¢jight panel) was used as positive control. ChIP experiments were
performed, as previously described by Masse et al. 38. A representative experiment after agarose gel electrophoresis is shown
in the lower panel. (o) Luciferase assays were performed \2®mM of control op53 siRNA combined with 250ng of (b)

native pTSPANS8::LUC (constructed as described by Agaésse et al., Oncogene, in press) and/or (c) pTSPAIS8 in which
consensus binding sites were mutated. Directed mutagenesis was performed usmguksen HD Cloning Plus kit (Ozyme),

JE JvP 8} 8Z u vp( SPE E—¢ JVeSEY S]}VeX W Z A e % E(}EU § ARE-X WE]Ju E-
TTCCGGGCCAAGTCCAGAGCATATTACAGBA E A EFTGEJCCGGAACAGAGATTTCTGTATCCARGE %15 i
(JEA ETTEEGGCAAGCTAACGAATAGTTAAATTTACGGEE A -@GETTETCCGAAGGCAATATGCTCTGGAGAR
"site 2". For luciferase experiments, 105 cells per well were seedednalldlates and, after 24h, transfected with 250ng of
control plasmid or plsmid of interest for 24h, combined with 20nM of control siRNP58IsiRNA. Luciferase assays were
performed using the Dudluciferase Reporter Assay System (Promega) according to the manufacturer's instructions. The
luminescence intensity ratio was cadited relative to that of the pGL4.Hnpty-vector. Data were normalized to the
transfection efficacy assessed by pCRL/ vector céransfection. At least three independent biological replicates were
performed. Statistical significance was assessed bydireal Student test for unpaired samples. Mean differences were
considered significant whenp<0.05. **: p < 0.01. ns: nesignificant.

p53regulates in vitro melanoma cell invasion inESPAN&Iependent manner

We have previously shown thdiISPAN®romoted melanoma invasion througid $ E ] Rvitbqut
interfering with proliferation or migration behaviot. We therefore hypothesized thatSPAN8
expression regulated kp53would not affect the cell cycle as previgly described in mouse melanoma
21 but would rather regulate cell invasion. Recent studies demonstrated thatyyiip53 modulates
the invasiveness of breast cancer céil®, osteosarcoma celf§ and hepatocellular carcinoma cells
31 In melanoma, very little is known about the alwvement ofp53in invasion. One study reported that
expression of a dominantegative form ofp53 strongly increased the invasiveness of A375P
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melanoma cells, whereas witgipe p53 inhibited it 2 Very recentlyRoth et al. showed that the
mousespecific isoform' 122p53, similar to the human133p53 isoform, which is overexpressed in
melanoma®, promoted invasion in an 4 and CCL2ependent manner*. We therefore tested
whether p53 could specifically regulate invasion inT&8 PAN&lependent mannerp53 silencing was

shown to increase the invasiveness of T1C3 melanoma cells in Boyden chambers (Figure 4a). To
determine whether p53 affected melanoma invasion througif SPANS8regulation, epistasis
experiments were performed, using T1C3 cells in which TSPANS8 expression was efficiently silenced
after selection of cells stably expressing TSPAN8 shRNA (T1C3/shTSPAN8eAgla&xseogene, in

press). The results showed that TLC3/shTSPANS cells were less invasive than T1C3/shcontrol cells,
confirming that TSPANS8 expression promotes invasivenes$s i& (E | PMorgover, inhibitingp53in
T1C3/shcontrol cells increased the numioé invading cells, and this increase was partially abolished

by inhibitingp53 expression in TLC3/shTSPANS8 (Figure 4b).

Figure 4p53modulatesD § (E ] Pvasjon in invasive cells iT8PAN8ependent manner. () Boyden chambeD SE]P o0

invasion asays were performed on controlB3siRNA transfected invasive T1C3 cells (a) and on T1C3 cells stably expressing

either control or TSPAN8 shRNA (b). 105 cells per well were seedee@limpfates. Transfections were performed 24h later

with 20nM of caitrol or p53 siRNA. After 36h, cells were resuspended iNnE@% D }C[e u Juu C SEC%-°]v S]}v Vv
centrifuged at 1,200g for 5min. The residual FCS of the pellet was washed in 1ml of PBS and centrifuged. Finallyllgpelleted ce

AE E spe% Vv JvuD]WCIAISZIus & ~ v (JE Z }v 138]}vU iAUIIT  ooe A E - 1
Al3ZIpus & »]Jv 8Z H% % E }C v[e Zu EU AZ]Jo 3Z o}A0BCR D FE[A w oJpuX A]JSZ Al
After 36h of incubation, all th® $ & ] Rasscrbbed away, cells were fixated on the membrane for 15m20fC methanol,

and stained for 10min in 1mM DAPI. The whole membrane surface was scanned at a magnification of 100X ukipgea time
microscope scan slide protocol (ZEISS), and all invadedi@allsounted. At least three independent biological replicates

were performed. A representative visual field is illustrated in the right panel; scale baw2B@tistical significance was

calculated by twdailed Student-test for unpaired samples. Mean differences were considered significant*wpe0.05.

** p <0.01**: p<0.01 ns: nonsignificant.
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In conclusion, we demonstrated thg@b3 repres®s melanoma invasiveneds vitro in a TSPANS
dependent manner. It can thus be hypothesized that inactivatiop%8 transcriptional repressor
activity triggersTSPAN&xpression and subsequent acquisition of invasiveness. The present study
highlights thatreactivatingp53 could be a therapeutic strategy in melanoma. However, although this
strategy was already proposed and showed promising results, for example using RINEZIM2 or
IASPP® inhibitors, it was hitherto thought thap53 reactivation would act mainly op53-dependent
apoptosis and cell cycle arrest functions. Indeed, it was shownpbateactivation by PRIMAMe!
synergizes with BRAF inhibition by Vemuraféaiimduce apoptosis and suppress proliferation of BRAF
mutant melanoma cellsn vitro %. Since we previously showed th@&SPAN&xpression is also
decreased by Vemurafeni (Agaésse et al, 2016), it can now Igothesized that reactivating53

and inhibiting BRAF signaling would help to decrease melanoma cells' invasiveness by repressing
TSPAN@xpression, and could be promising in future melanoma therapies.
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Partie lll : -caténineSURPHXW OYLQYDVLRQ
PpPODQRPH HQ IDYRULVDQW OfYH[SU
de TSPANS

1 : Introduction

>}Eecy vipe Alve E ehténinene@ibai pds partie des régulateurs putatifs identifiés

car son inhibition paro <] ZE Vv[]v H]* 15 %o ° A E] 8]}ve *8 5]e8]<u u v§ o]
(Op}E » v e O0OO0OMO X Y%oOopeU [ Vv <pg o}v E Ppo § uE v P §]( '"*<i
négatifs putatifs identifiés par le crible, sorhibition v[]v pn]38 %oetstafis{iQuementsignificatif

*UE o[ E% E *+]}v Vv }P v d"W E® Vve 0+ O0OHO * JVA «]A « di iX

Cependant, } E » o[ W giliCopar le logiciel Genomatix réalispeécédemment% } LW E o[ S i
réle de p53cingsites de fixatiorétaient préditsdans la séquence du promoteur de TSPANS les

facteurs de la famille TQEEFquisont <} ] ¢ 0o ¢]P v -odténipfrigtire24).

AACTACGCATTATAAAATGAAAACAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTTATIATEHIBCATAAGAAATAAAGATAAAAAGCAAATGGTCTTATCATG
CAAGGCT@CCTCCCTCTGCAATTTCTGTGGTGTATTTACGGCAGCTCTGGAATTCTTTTGAAATAAATTTAGATGTTTTGGAGGGCAGATACA™
TTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTARGIT TTGPATTTEGCAGATTTCTAAATGCATTTTATTGCATTTAGAAGGAATTTTGTAGTATTGAGAAA/
AAAATGAGTAGAGATACAATGTCCATTTAAGTANHPAACCTTATTTCCCCATAGTTGAAATGGAGGGCGGGGAAGTCAGGCAGTGGTTTCTG
TTAGTAGCACTGTGCCATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATATCTGTTTACTTTAGAGGAGGCAGTTTTTGAGAAAGGAT
GCCCCAGGAGTBACAGCAAAGAACAACTTGCCTGGAGATAGCCTTTGCGATATTTRAAGETIT AGCTTTGBATATTAAATGTGTGGGTTAATAC
CTTTGCGATATTTAAATGTGTGGGTTAATTTTTTTATCCAGTTTAATEBATTTUNMAACTITGAMCTCTTTCTGCTCTGAAGCCGTGGATACAGAA,
GCAGGAAGTGCTCCAGAGCATATTGCBGEBCTGTAACGAATAGTTAAATTCACGGCATCTGGATTCCTAATCCTTT

Figure24 : Prédiction des sites de fixation des facteurs DEERdans la séquence promotrice fonctionnelle de TSPANS.

La prédictiondes sites de fixation pour les facteurs TEF ve 0 ¢ <p v % E}u}sSE] v u}vs p dnan o[]
TSPANBO2 a été réalisée avec le logiciel Genomatix. Les sites figurent en bleu et les séqoersmesent soulignées.

De plushien que lerble o <] Pv o ]-<cathinedans le mélanomestcontrasté- en témoignent

les observations rapportégsarles diverses publicationsA} <y ¢ ve o[JVEE} p §]}v ] o]}PE
t certaines études montrent quela signalisation Ecaténine ( A} G ]« asiop]ded cellulesde

mélanome humain(Sinnberg et al., 2011¢t la dissémination métastatiquée mélanome murin

(Gallagher et al., 2013)

Nous avons donc Z£}]e¢] [ SUOJ[ZE %o} 3 4 pev régulation %o}e]S]A Of E%oE °*°])]
transcriptionnellede TSPANBarle E E uS u waténineau niveau des sites de fixation prédits
danssonpromoteur. Nous avons donc fait des expériences de gPCR et western blot pour prouver que
t-caténine & Puo o A% & e«°]des expdriaifcds @e ChIP et des tests luciférgees
% E}UA E < §§ & Pupo 3]}v <8  %o-catémiSesur leqprofjoteusdé TSPANS.

v(]vU vipe A}ve E o0]- + § «3s []VA <hiéninéet@e FSPARIB i} hvontret
<H §§ & Ppo 3]}v -catdninéedtsutfisdmmentobuste pour avoir des conséquences
phénotypiques sur les cellules.
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2 . Matériel & Méthodes

2.1 :Lignées cellulaires et culture

Lesclones de cellulede mélanomes précédemment établies8ln-invasiveet T1C3nvasivesont

toutes deux issues [ pezméme lignée demélanomeparental M4H (voir BerthierVergnes et al.,

2011) Ces deurlonesont été cultivées emonocouche v u]Jo] u D }C[s A ~'] }* }u%o0 §
ii9 e EMu A p ("8 o ~,C o}v -llhei(PAAR et DOGMIN) sjreptomycine (PAA).

Les flasques ont été incubées a 37°C dans une atmosphere humide contenant 5% ldes@@llules

ont été trypsinées et divisées au 25 U &E (}]* % E + u ]v *}ES <«u[ oo ¢ v[ 88 |P
confluence, mais également pour pouvoir prélever les cellules nécessaires aux expériences. La réaction

de trypsine a été arrétée par le SVF présent dans le milieu de culture. Des tests de détection des
contaminations bactériennes et de mycoplasme ont été réalis@so o ue] HE* E % E]* * %o}UE [
la qualité des conditions de culture.

2.2 :Transfectios transitoires

WINE o0 ¢« A% E] v + []vs @QO0alwves/puits|ozt EtE ensemencées en plaques 6
puits. Aprés 24h, les cellules ont été transfectée A o[]vs &E( EE]v ~W}oC%Opees §
concentration finale de 20nM.

Pour les surexpressions, 500ng des vecteurs pCMVvide, {EtdiénineWTou pCMY Ecaténine
"N89 (gracieusement fournis par Claude Caron de Fromentel, Inserm, (@Bgler et al., 20119nt
étés transfectés 24h aprés ensemencement de 75 000 cellules/puits pour les IC8 600100
cellules/puits pour les T1C3.

Pour les tests luciférase, les cellules ont été ensemencées en plaques 24 puits a raison de 75 000

cellulegpuits pour les IC8 et 10000 cellules/puits pour les T1C3. Aprés 24h, les cellules ont été

SE ve( 8 « pE vE 6Z A o[ P v§ SE ve( S]}v : 8§ Wb ~W}oC%o0
[Jvs CE!S v (}v 8]}v H SC %o [ E% E] won¥ les vecheurs nagRortegS]o]e o

firefly luciferase pGL4.10 vide (promadgetpGL4.1epTSPANS (voir constructionapres); le vecteur

normalisateurpCMVtrenilla luciférase (Promega); le vecteur pCMV Wdeo « A § pE-+ []Jvs E!

pCMV-EcaténineWTet pCMV Ecaténine 'N89. Les gantités de vecteurs transfecsépar puits sont

250 ngpour les vecteurs pGL4.10, 10 ng pour le vecteur pBUVS il VP % }u@E o « A § pE-+ []

Chaque condition a été réalisée en triplicat technique poaiéder les écartéypes internes a chaque

expérience mais les écattgpes présentés sont ceux des réplicats biologiques indépendants.

2.3 :Tesskluciférase

Les tests luciférase ont éteé effectués le lendemain de la transfection des vecteurs selon les instructio

du fournisseumavec le kit DuatLuciferase Reporter Assay Systéiftomega). Les mesures de
luminescence ont été effectuées sur un lecteur de plaque Victor (Perkin Elmer). Les données obtenues
}vs 8§ V}I@EU 0] ¢ %o & E %o%o}ES o( EA]s«u] @& (@ ¥Joo[ (O ]83
transfection.
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24: ([WUDFWLRQ GHahSctiptio/ Up W UR

24h ou 48h aprés transfection des siARN, ou 48h aprés transfection des vecteurs, les cellules ont été
lysées dans 40R. de Tampon RLT. Les ARN ont été extraitslew@cRNEASY (Qiagen), puis la qualité

et la concentration des ARNs ont été déterminées par mesure au Nanodi@2@00». Pour une

ulu /A% E]v U o+ }v VSE 8]}ve « ZE }vd & Z}u}P v ]e « A"
transcription (RT). Les réactions Zd }v8 vepl]d & E o] + «pE APWScriptZE A o0
RT reagent kierfect real timg (TAKARA) selon les instructions du fournisseur.

2.5 :PCR guantitative en temps reel (QPCR)

> e W Z }vE & E o0]e e« suE ii VP [ BYBR pEMkEN FaWKARS) sur] £
une machineMx3000Preal time PCRStratagene). Des gammes de concentrations ont été effectuées
% }UE A E](] & o ((] 18 «<W Z Z <u  }u%o0 [ ul&E § Z «pu
duplicat. Les valeurs orété calculées selon la méthode d&i €t puis normalisées sur le niveau

[ A% E ]}V ol ZEE i6"X v ((SU o uSE * v}E®uU 0] § pu&- psjo
"W ,U e §]v Stublline ne sont pas adaptés a nos expériences car ils varient trop selon que
le mélanome ait invasif ou nor{Goidin et al., 2001)

Les 2 tableaux@lessous présentent les amorces et les cycles utilisés pour les réactions de gPCR

ulE ~A[Wi[e
Geéne Sens Antisens ™
18S Al "d'" "'t 'dd dd T A[ d''d'" dd ‘'d i[ 60°C
BCAT A[d'" 'dd ' dd d d'i] Al d 'd 'd'" d" [ 58°C
LEF1 5'GCAGGCTAAATATTATGAATTAC 5'GTTGGGAATGAGCTTCGTTTTC({ 58°C
TSPANS 5TTGCTCTGACCTGTCCT3' 5TTTTTCACTTTCCCCTGTGG3' | 60°C
-1kb sur
© T[DSrIgZ]NS 5' GGAATTTCCAGGAGTGAACTC 5' ATTTTGGTGGATGCTGAACA 3'| 58°C
c
‘% Site 1 5' TGAAAACAATGTTGCAGTCAG 5' AGGCAGCCTTGCCTATCAT 3'| 55°C
g Site 2 5' TGATAACAGGTTGCTATGTCTA4 5'TTTTGCATTGCATTTTCTCAA 3'| 55°C
N Site3 5' CAGTGCCATTCCCTTCACTT 5' CAGGCAAGTATGTTCCTTTGC J 58°C
g Site 4 5 TTGCCTGGAGATAGCCTTTG 5 GGGAGGAATAAAAAGTTATTAAACT] 55°C
g Site 5 5' TCCTCCCTCTACTTCTTTGCT" 5' CAGGCTTGTCCTGCAATATG 3'| 55°C
g Sites 1+2 5' TGAAAACAATGTTGCAGTCAG 5'TTTTGCAGCATTTTCTCAA 3 57°C
< Sites 35 5' CAGTGCCATTCCCTTCACTT 5' CAGGCTTGTCCTGCAATATG 3'| 57°C

Tableaw2 : Amorces utilisées pour les réactions de qPCR.

Dans le tableau sont indiqués pour chaque geles séquences sens et antiseutilisées, ainsi que la température

[ZC E] 8]}v ~dDe %}UE o0 <u 00 viue A}ve A 0] 0 }u%o0 [ U}E -« p3lo]e X > ¢ uj}c(
0 ]*}(}EuU - 0 %E}S Jv X Z «<pu }u%o [ u}lE M %or@ne amptification spécifigued®et} 1vs %o } u E
avec la meilleure efficacité possible.

Dénaturation initiale] C o - U%o0](] Courbe de Fusion
95°C 95°C T™ 72°C | 95°C  TM 95°C
30s 5s 30s 30s il 30s fin

TableaB : Cycles utiiés pour les réactions de gPCR.

Les intensités de fluorescence sont mesurées aprés chaque amplification lors des cycles.
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2.6 :Immuno précipitation de chromatine (ChlIP)

Les cellules ont été ensemencées en concentrations idergigians plusieurs flasques f75. éJn
premiére flasque a servi a compter les cellules. Les autres flasques ont été fixéewids avec du
paraformaldéhyde 1% a température ambiante. La réaction de fixaticareitée par ajout de 0,125M

de glycine,incubé pendant 3ninutes a températurambiante Aprésdeux rincages au PBS froliels

cellules sont récupérées par grattage a 4°C dans du PBS PMSF 1mM, puis centrifugées. Le culot est
resuspendu en tampon de lyse dans un volymemettant une concentration finale de &illions de

cellules pour300ul. Aprés 10minutes [Jv B S&MVC, les lysats sont soniqués au bioruptor
15cyclesde 30 secondes de sonication par minute sur 5 millions de cellules dans 300pl.

% E ¢ ¢}v] S]}vU pv (E S8]}v TTRo 8 % (Bromemn & B 2] |pole E}e = ¢
contrdler la taille des fragments obtenus. Le reste est préincubé avec un IG contrdle et des billes

[ P &) E}S Jv (lv. [ oJulv & «u] «[C (]& E ]S ( }v *% ]J(l<p X
divisé en 2rolumes égauet incubés avec soit un IG anticaténinesoit un IG contrdle a 4°C sur la
nuit. Le lendemain, afin de réaliser la précipitation, les échantillons sont incubés 2h avec les billes des

]Joo ¢ [ Ppr@esine A.

Apreés une série de 8 lavages avec des tampowssribgences différentes, les immungorécipitats sont
élués. Les échantillons sont traités avec 1ug de RNAse A et 2,5 ul de Protéinase K a 10mg/ml pendant
30 mirutes a 37°C. Enfin, lescrosslinkingsi vSE o0 ¢ % E}S Jv« S o[ E pe o (
paraformaldéhyde sont réversés sur la rus0°Gapres addition dans le milieu de NaCl a 200mM final.
V(JvU % E ¢ pv S %o %o LW E](] S]}v *HE }o}vv U 0 ¢ e cpv « [ E

2.7 :Western Blots

Aprés 72h de transfection, les protéinest aité récoltées par solubilisation des cellules en tampon

RIPA PIQRoche), dosées, dénaturées a 95°C en tampon Laemli en conditions non dénaturantes pour la

E A o 3]}v d"W E6 § Vv SUE v % }pE o dmebcaptodijanol 0% 080 * % E } 3
le tampon Laemli).

Leséchantif ve ¢}vS vepu]$s %o}e ¢« @& P o [ ECoO u]j (19X >durd®E S]}v 8
environ 2h, puis transférées 1h a 300mA sur une membrane de nitrocellulose. Aprés un méirgtiage

au rouge poneau, la membrane est lavée puis saturée avec du-TB&en 0,1% o ]S 119X >[ vS] }E %o
primaire est incubé sur la nuit & 4°C. Aprés 3 lavages de 10min erd™BSv iUi9U o[ v38] }E %o « }v
est incubé 2h a RT. Aprés 3 nouveaux lavages (derniee lemalBSansTween), la membrane est révélée

au Chemidoc (révélateuClarity™ Western ECL Substrate Cat.#-5080, BieRad).

Les conditions pour les anticorps sont les suivarmesicorps primairesantiTSPANGourni par CBoucheix
INSERM U10041/1500™; anti t-caténine(H102): se7199, Santacruz) au 1/708; anti actine (clone C4
MAB1501 Milipore Temecula) au 1/5008. Anticorpssecondaire Goat anti mouse (#31430, Pierce)
1/5000°™.
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28:Tess GILQYDVLRQ GH oDwuULJwWéenE HQ FKDPEUHV G

> ¢ Jve ESe ~ ]} } 8i DSE]P oj /IVA ¢]J}v Z u EU 1} ] v «vs E ZC
sans SVF durant 2h avant leur ensemencement. Aprés 24h de transfection, les cellules sont resuspendues
par trypsination, comptées et ensemencées eilian sans SVF a raison de 50@60ules par puits dans
la chambre supérieure, alors que la chambre inférieure contient du milieu avec 10% de5Sufret

[Jvepo]v X % @E » 86Z []Jv u $§]}vU 8}us o cDodidPusjescallessomdh A v
fixées 15min dans du méthanot20°C, puis comptées selondmtocole cidessous.

Figure25 W Z % @& ¢ v8 §]}v ¢ Z u S]<p —pv A% E] v —]VvA ¢]}v.epE D $E]P 0j Vv

Les cellules sont ensemencéess la chambre supérieure dans un milieu dépourvu en SVF. Les cellules invasives dégradent
o DSE]P oj Sul]P& vS veo ZuE€ Jv(E&] HWE <p] }v8] v8 pv u]Jo] o SSE S3]( ~"s

2.9 :Comptage des cellules invasives

Les noyaux sonmarqués avec une solution de DAPI a 4uM pendant 15min. Les membranes des
chambres de Boyden sont observés et scannées dans leur intégralif¢ ]a | p % E}S} }o
«scan-slidei p o}P] ] o [ <u]*]8]}v D 8§ D}E%Z ~hv]A Ee+ o /scopgvP }E %o
inversé timeo %o+ * Jee A]J}A ES Til <u]% [pv u E }}oev % ,YT A
chague membrane, tous les noyaux sont ensuite comptés de fagcon a estimer le nombre de cellules
invasives de chaque condition. Les ratios sont calculéla @wndition contrble de référence de fagon

A op & o[Ju%e 3 o[ £% E] v *suE O[]VA *¢]}v + oopo X

2.10 :Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le test de Student, avec pour parametres

unilatéralité et donnée appariées (contréles Z vS]oo}v ¢ ]v Z <p E % S]S1}v [ A
ns: différence statistiquement non significativep> 0,05 ; * p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001.
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3 : Résultats

3.1: -caténinefavorisel'expression transcriptionnelle de TSPAN8

Commedes sites de régulatiopar TCF/LEF sont prédits dans la séquence du promoteur de TSPANS et

que la signalisationEcaténine ( A}@E]+ o][]v Aeln]év de mélanome humaiSinnberg et al.,

2011) vipe A}ve (15 0[ZC%}3Z - [ psitive He PTLE® AN parbedténine

Nous avons commencé par testertsiaténine § ]S % o0 & Ppo €& o[ A% @Ees+]}v SE Vv
TSPANS. Dans les cellules de mélandde3 invasivest TSPAN@st fortement exprimée, nous avons

ulvSE& «u of]vZEcq®hinepar siARN est efficace, et conduit & une réduction significative de

0— A% E <]}V 0 [A)W:OEnmeEcaténineagit en association avec les facteurs de
transcription TCERERU v}pe A}ve P o u v3 u}v3@E < |LEFUNt Zife dinidu@n

sJulo ]E o[ A% & ++]}v [Figwe26BE lesdhibitidhs deo [ £ % E +]}v SE ve E]%5]
de TSPANS induites par les siARN dirigés cdataténineet contre LEFkont suffisamment robustes pour

<u of[}v e @A puv Julvpdllv o[ A %SEANEFIGWe26|® pabtachL} Subérieur).

De plus, en inhibant de concetEcaténine et LEFlles niveaux d'expression de la protéil&PANS
diminuent de fagcon beaucoup plus marqt|§dzg(1re26(; panneau inférieur).

Figure26: t-caténineet LEFXavorisent I'expression de TSPANS auanivie 'ARNm et de la protéine.

(A, Bet C): Des cellules de mélanome invasives T1C3 ont été transfectéesOanéalé siARN contrble ou de siARN dirigé

contre t-caténineet / ou LEFlpendant 24h, 48h (ABe }p 61Z ~ o § o[ A% E *°]}v dawhiviedu S A oy
transcriptionnel par BCR (AB) et protéique par Western Blot (C).

(D, B : Des cellules de mélame noninvasives IC8 ont été transfectées avec 500ng de vecteur contrdle (vecteur vide) ou de

vecteur de surexpression decaténinesauvage (WT, D) ou decaténines$ ]o]e ~4BXOV[ (( § e sUE A% E <]}
*UE o] idhBeESPANS a étgalué par ECR (D) et par Western Blot (E).

Les moyennes et écarts types présentés ici ont été calculés sur des triplicatas biologiques et les Western Blots sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes. *** p<0,001p<0,01 ; * p<0,5.
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En accordgvec ces premiéseobservations dans les cellulewasivesT1C3, nous @ns montré dans

les celluleson-invasives IC8 qui n'expriment pASPAN® <«u o[ A % E <]} v Ecaiériifag < p

est suffisante pour faire apparaitre dans ces cellules l'expnesdi® TSPANS, tant au niveau

transcriptionnel[Eigure26|D+ U <p[ p v]A JFigUsedB}5. Dans-ees expériences, bien

<u@ o[ HMPu vs S]}v [ vAnschpionrigdlle de TSPANS8 soit plus robuste lors de la

*UE A% E ¢°]}v [pv (}EuaténietdpddeU 0 *pE& A% E ¢°]}v [uv (}EuU
PouvsS % o0 []v U]E o A% E *°]}v F@OMEB'D)?) Ve ¢ OOMO °* ~

3.2 : -caténineest recruté sur les sites TCEEF du promoteur de TSPANE& e
régulesonactivité transcriptionnelle

}uu o ¢ AE% E] v  []JvZ] ]S]}v % E& ] ZE § teat@indnbusoOnte]}v S} %
IV(}ES - Ve 0[ZC % }SZ [uv & Ppo 38]}v %}*]5]A O E%oE <]}V
t-caténine; et mmme des sites de fixation pour les cofacteurs de la familleEEFetfaient prédits
dans la séquence promotrice de TSPANS8, nous avons souhaité vérifier si la régulation positive de
TSPANS observée précédemment était directement opérée via les sitessprédit

pee]U Ve 8§85 }%38]<p U vipe Al}lve E o0]e pv « PELipitdtioitle E] v -
Chromatine (ChIP) qui montrent quecaténineest bien recrutée sur le promoteur de TSPANS au
niveau de plusieurs régions qui inefu certains des sites prédiffigure27)A). Toutefois, avec ces
expériencesious ne sommes pas parvenus a identifiarsite de fixation sur lequdl-caténinesenait
préférentiellement recruté.

A Sitesde fixation prédits des facteurs de transcription TICEH
-822 -619 -298 -236 -133
-877 ' ' ' ' ' +1TSS
e
Site 1 Site 2 Site3 Site4  Site5
B Découpage du promoteur de TSPANS : pTSPANS, et régions amont et aval du promote

Entier |
Amont IR

Aval

A A A A A

-877 Site 1 Site 2 Site3 Site4 Site 5 +1 TSS

Figure27 : Représentation schématique des sites de fixation prédits poaténinesurla séquence pronttce de TSPANS.

(A) Dans la séquence du promoteur de TSPANS, 5 sites de fixations pour les facteurs TCF/LEF sdB) pexlisites

permettent de définir une région amont avec les 2 premiers sites, et une région aval avec les 3 derniers sitésn<es rég

amont et aval ont été clonées dans un vecteyporteurop J( & « (]v Ju% E E o[ 35]A1S U %E}u}s pc
les promoteurs tronqués.
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Comme les sites 1 et 2 sont répartis sur la premiére moitié du prom@éguamont) et que les ises

3,4 et 5 sont répartis sur la deuxiéme moitié du promotéem aval{Figure27B), nous avons procédé

par dichotomie afin de savoir sicaténineétait recrutée plutdt en amont du promoteur, ou plutdt en

aval dans la région proche du TSBdanscription Start Sije Cependant, une fois encore nous ne

eJuu ¢ % * % EA vpe U})v8@E & o £]*8 v [V & PJ]}v % E ( E v$§
t-caténinesur le promoteur de TSPANS, puisque nous observons uchegsement uniguement de la

région située en amont dans 2 expérieA), un enrichissement uniquement de la région

aval proche du TSS dans trois expérienEegu(e28|B). Enfin, un enrichissement simultané de ces 2

régions est observé dans deux derniéres expérieffeigsi(e28(C).

A B C
= = =
8 4 8 4, 8 4
[an [an [an)
T 35 < 35 <35
g2 o T &
2 3 2 3 2 3
8 g 5
g 25 - g 25 - g 25 -
° 2 2 2 ? 2
215 7 15 - 715
< Ll N N1
y 05 - y 05 Y 05
> > >
0 - 0 - 0 -
e " ) A v hel & oy )
& N & & N
¢ A,@"% ¢ S & ¢ e .v@,“’%
S > S

Figure28 : Enrichissement comparatif des séquencesinat aval du promoteur de TSPANG (E «immunp précipitation de
lachromatinepar unanticorps antit-caténine

Les enrichissementslatifsmoyens en séquences spécifiques des sites 1 et 2, et des difext 8,ont été évalués pgPCR

S vVEJert BoE ¢ JUUUV]} %o E ][% ]S ]}V o ZE}u §]v t-catéifinea étq rapponts & Celli Bbtenw S |

avec un anticorps contréle (CtrJes enrichissements sont présentés pour des expériences indépendantes :dé)dieik

expériences qumontr v8 pv Vv@E] Z]ee u vS§ o[ u}vs pn % E}lu}s pE, (B)BSexpévidncesequt]s « i § 1
ul}vSE vS8 pv VE] Z]ee u vs o[ A 0 P % E}upseSES.EM;) G) 2 bxpériances us moritként

un enrichissement a laifode la région amaret de la région aval du promoteur.

Afin de montrer que le recrutement décaténine*pyE o % E}u}sS pE d*"W EO -3 o[}«
& Pupo 8]}v of £E% E <]}V P tcat#aing naus ayéhs rédlisésdés/tests a

o[ ] [UV E %%} ES HE op ]( E « <p] E (0o 8§ o] 3S]A]éntiere,@e s <pu v 9
sa partie amont (sites &t 2) ou de sa partie aval (3, 4, 8dif|Figure27|B).

Ici, cette construction reportrice luciférase nous a permis de montrer goaténine € Puo o 3]A]S
transcriptionnelé du promoteur de TSPANS. En effet, dans les cellulesnwasives, un vecteur

[ A% E ]}V $ }afeninesauvage (WT) induit une augmentation de presque 5 fois de
o[]vS v+]§ opulv ¢« v U S o] A% E ++]}v 3} fepg-caténmeifd@EuU +5 ]o]
MV  HPu vs §]}v %0 O |L® iAn (}]e o[]vsS ve]8 exmprimahtvladuciférases oopoO
sous le contrble du promoteur entier de TSPANGure2§). Aussi, pr la suite nous avons choisi pour
0O° J((E vE8 e A% E]V * [ A%E ]}V §}%]<n U t-caténinéoopue 3SE
*§ Jo]e 4EG66X

132




Ratios d'intensités de luminescence

20

15

10

Vecteur Vide Vecteurt-  Vecteurt-
caténine WTcaténine 489

Figure29: Lexpression ectopique de-caténine stimule lactivité
transcriptionnelledu promoteur de TSPANS.

Lescellules de mélanome nanvasives IC8 ont été transfectées avec
500ng de vecteur de surexpression contrdle ou de vecteur de

surexpressiort-caténines A P ~tde }p *3 JoPansle4E8 5 X

méme teu %o U 0 * OOHMO ¢ }vS § SE ve( S « A
normalisateur «énila luciférase, et avec 250ng de vecteur rapporteur
codant la direfly luciférase> soit sans promoteur (contréle), soit sous le
contr6le du promoteur de TSPAYE SPANS8)ek valeurs sont le ratio
del[]vS veli¥ecteur pTSPAN&pporté « W E o [] vdii wecteur
}IvEE€0 U S}ue MAE VIEU o] ¢ suE of ((]
mesurée par le vecteur rénilaciférasepour chacune des conditions
séparément Les valeurssort ensuite normaliséesur le ratio
[JvS ve]S } S v ¢ ve ou@E-caShE(\Vecidw Vide).
Les valeurs présentées sont les moyennes et éca@Sbo [pv
triplicata technique* : p< 0.05 ** : p<0,01.

De la méme maniére que pour les expériende ChlIP, nous avons ensuite procédédiehotomie:
nous avons réalisé dewonstructions rapportrices luciférased4 o[uv e<}ue 0 }vSEE€o0

U % E}u}s WE 3§ o[uv +}ues 0 }IVv3E€0 (vau[FigareRTBy Nduso | %o E }

utvs

ivP

18

(0] l

A}ve

0}E+ %p A deplaBurexprégsidon det-caténine 3 Jo]e AEOdD] FE]S
transcriptionnelle dechacune de ces portions de la séquence promotrice. Comme sur les tests
O J( & ¢ ¢ % E * VS ¢ % E uu v StidatefinEd @0 ¢ « §} v jrditwune forte

HMPu vs§ S]}v vitetfanscriptionnelledu promoteurentierde TSPANS par rapport au contrdle
[Figure30}. Cette augmenta