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RESUME

Le mélanome cutané qui se développe a partir des mélanocytes de 1’épiderme détient
le triste record du cancer ayant la plus forte progression depuis 20 ans. Le pronostic est
sombre en cas de lésions disséminées ou inopérables car les traitements systémiques actuels
sont inefficaces. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques s’avére indispensable afin de
lutter contre ce cancer redoutable.

Dans la famille des sphingolipides, la Sphingosine 1-phosphate (S1P) est un lipide
bioactif dit «promoteur de tumeur » qui inhibe I’apoptose et stimule la prolifération
cellulaire. Synthétisée par une sphingosine kinase et dégradée par une sphingosine 1-
phosphate lyase, la S1P possede un métabolisme tres fortement corrélé a 1’activation des
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) et d’AKT, qui sont aussi les voies de
signalisation les plus fréquemment altérées dans la physiopathologie du mélanome cutané.
L’activation de ces voies par des oncogénes (NRAS, BRAF) ou par la perte de suppresseurs de
tumeur (PTEN) semble intervenir dans la progression, la dissémination et la chimiorésistance

du mélanome.

Par différentes approches effectuées sur des lignées de mélanome provenant de stades
invasifs et métastatiques, nous avons pu observer que I’expression des enzymes qui contrdlent
la production de S1P était tres fortement modifiée dans les cellules tumorales comparée aux
mélanocytes sains ainsi qu’in situ dans des tumeurs cutanées mélaniques humaines. Ces
modifications sont en faveur de I’accumulation de ce lysophospholipide dans les cellules
néoplasiques. Par la suite, nous avons mis en évidence que la S1P sécrétée agissait de facon
autocrine via les S1PRs et favorisait la migration des cellules de mélanome. De plus, nous
avons remarqué que I’inhibition transitoire de la production de S1P diminuait la résistance des
cellules tumorales au traitement par la Dacarbazine alors que 1’augmentation des taux
intracellulaires de S1P favoriserait la résistance des cellules a la chimiothérapie. Enfin, 1’étude
des interactions moléculaires dans la cellule de mélanome semble indiquer que I’expression
de SK1 est modulée par I’oncogene BRaf a travers la phosphorylation des MAPKs.

Finalement, ce travail constitue un premier pas vers la compréhension du role de la
S1P dans la signalisation cellulaire, la migration et la chimiorésistance du mélanome cutané.
Ces resultats préliminaires pourraient permettre a long terme le développement de stratégies

thérapeutiques ciblant le métabolisme de la S1P.
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INTRODUCTION

Chapitre 1-Le mélanome
I. GENERALITES SUR LA PEAU

I.1 La peau

La peau est un constituant majeur de notre organisme et aussi I’organe le plus
étendu puisqu’elle assure le revétement du corps humain (Crickx, 2005). La structure de la
peau est complexe. Elle comprend, avec ses annexes, tous les tissus histologiques sauf les
tissus osseux et cartilagineux. Elle se subdivise en 4 régions superposées qui sont de la
superficie vers la profondeur: I’épiderme, la jonction dermo-épidermique, le derme et

I’hypoderme (Figure 1).

Figure 1 Les quatre régions de la peau (d’aprés Crickx, 2005)

1= épiderme, 2= jonction dermo-épidermique, 3= derme, 4= hypoderme et 5= aponévrose, 6=tissu

musculaire

L’épiderme situé a la superficie de la peau est un épithélium de revétement non
vascularisé, stratifié, pavimenteux et orthokératosique. Il est normalement constitué de 4 types
cellulaires. Les kératinocytes représentent 80% de 1I’ensemble de ces cellules. Ce sont eux qui
en migrant, donnent a 1’épiderme ses caractéristiques morphologiques c’est-a-dire une
stratification en plusieurs couches et la présence en superficie de cellules pavimenteuses et
anucléées. Les autres cellules de 1’épiderme dispersées entre les kératinocytes sont

12



minoritaires (20%). Ce sont les melanocytes, les cellules immunocompétentes (cellules de

Langerhans et lymphocytes) et les cellules de Merkel (Figure 2).

W

Figure 2 Les quatre populations cellulaires de 1'épiderme (d’apres Crickx, 2005)

1= kératinocytes, 2= mélanocytes, 3= cellules immunocompétentes, 4= cellules de Merkel

Les kératinocytes, localisés dans la couche cornée, assurent trois grandes fonctions :

1- la cohésion de I’épiderme avec le cytosquelette,

2- la fonction de barriére entre les milieux intérieur et extérieur,

3- et la protection contre les radiations lumineuses grace aux mélanosomes de stade IV qu’ils
ont phagocytés.

Ce rble de barriéere cutanée est permis grace a la présence de lipides tels que des
glycérophospholipides, du cholestérol ainsi que des sphingolipides, notamment des

ceramides, composés de trés longues chaines w-hydroxylées (Sandhoff et al., 2010).

Les mélanocytes constituent la deuxieme grande population cellulaire de
I’épiderme. 1ls proviennent de la créte neurale et ne colonisent que secondairement 1’épiderme
ou, a terme, ils sont exclusivement situés dans la couche basale de 1’épiderme (contrairement
aux mélanocytes tumoraux). Leur homéostasie (survie, différenciation, prolifération et

motilité) est régulée par les kératinocytes.

Ces cellules synthétisent des mélanines : phéomélanines et eumélanines, dans des organites
spécialisés, les mélanosomes qui sont ensuite transférés aux kératinocytes. Les mélanines ont

a leur tour deux fonctions : d’une part, elles donnent a la peau sa “couleur” (pigmentation

13



constitutive), les phéomélanines étant des pigments jaunes-rouges et les eumélanines, des
pigments noirs. La pigmentation constitutive s’oppose a la pigmentation “facultative”
communément appelée bronzage qui apparait apres irradiation par les ultraviolets. D’autre
part, elles assurent la photoprotection de la peau grace aux eumélanines. Le bronzage
correspond a une augmentation de synthése des eumélanines, suivie d’une augmentation du
nombre des mélanosomes. Finalement, lorsque 1’exposition solaire se prolonge, le nombre des
mélanocytes augmente. En revanche, sous I’action des radiations lumineuses, les
phéomélanines sont carcinogenes. La répartition entre les phéomélanines et les eumélanines

varie suivant les individus et conditionne leur phototype cutané.

Troisieme population cellulaire de 1’épiderme, les cellules de Langerhans
représentent 3 a 8% des cellules épidermiques. Elles appartiennent au groupe des cellules
dendritiques présentatrices d’antigénes aux lymphocytes T. Leur fonction est de capturer les
exoantigenes par la voie des endosomes, de les appréter et de les ré-exprimer en surface avec

les molécules de classe 1l du CMH.

Enfin les cellules de Merkel, qui constituent la quatrieme population cellulaire de
I’épiderme, sont des cellules d’origine neuro-épithéliale ayant un rdle de mécanorécepteurs
et/ou des fonctions inductives et trophiques sur les terminaisons nerveuses et les annexes

cutanées (poils, ongles, glandes sudorales).

La jonction dermo-épidermique comme son nom 1’indique sépare 1’épiderme du
derme. La complexité de sa structure et son importance fonctionnelle en font une zone a part

entiére.

Le derme se poursuit en profondeur par I’hypoderme sans limite franche. Tous les
deux sont des tissus conjonctifs richement vascularisés et innervés. L’épaisseur moyenne du
derme est de 1 a 2 mm. Il est particulierement fin au niveau des paupiéres et du prépuce (0,6
mm) ; en revanche, il est trés épais au niveau des paumes et des plantes (3 mm). Le derme
comporte deux régions : la zone superficielle ou “derme papillaire” formée de tissu conjonctif
lache renfermant des fibres de collagene, fines, isolées et une zone plus profonde ou “derme
réticulaire” formée d’un tissu conjonctif dense avec des fibres de collagéne plus épaisses en
faisceaux et des fibres élastiques. Le derme réticulaire contient aussi de petites artérioles et
veinules, des petits nerfs, des follicules pilo-sébacés (sauf au niveau des paumes et des

plantes) et les canaux excréteurs des glandes sudorales.
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Dans le derme, les populations cellulaires rencontrées sont des fibroblastes, des histiocytes et

des mastocytes.

L’hypoderme assure le prolongement du derme par son role de tissu conjonctif lache.
Sa partie la plus interne est associée au tissu adipeux. L’abondance du tissu adipeux varie
selon les habitudes alimentaires mais aussi selon les régions du corps et le sexe : chez
I’homme, il se situe préférentiellement en position abdominale alors que chez la femme, il est
prédominant sous la ceinture, au niveau des hanches, des cuisses, des fesses ou de la partie

basse de 1’abdomen.

C’est donc cette structure si particuliére qui confére a la peau un ensemble de
propriétés telles que la protection face aux traumatismes, le recueil des stimulations
sensorielles, 1’élimination des déchets et la régulation de la température corporelle. Cependant
la peau est en permanence soumise a des agressions extérieures pouvant provoquer des lésions
en geéneral bénignes mais parfois malignes qui peuvent donner lieu au développement de

tumeurs cutanées.

1.2 Les tumeurs cutanées

Le cancer de la peau est un des cancers les plus dangereux qui tue plusieurs milliers de
personnes en France chaque année. Le vieillissement de la population, 1’exposition aux
rayonnements UV et les coups de soleil répétés durant I’enfance sont des facteurs de risque de
développer une tumeur cutanée. Ces tumeurs sont cependant regroupées en deux types de

cancer : les carcinomes et le mélanome, que nous allons étudier dans la partie I1.

Les carcinomes sont des tumeurs des cellules épithéliales de 1’épiderme avec une
localisation préférentielle sur le visage et les régions exposées aux rayons du soleil. Ils sont
classés en deux types :

- les carcinomes basocellulaires, peu dangereux, caractérisés par une ulcération de la peau
sans évolution vers une forme meétastatique. Cette forme représente 80% des cancers de la

peau et touche plus particulierement des individus de plus de 40 ans a la peau claire.

- les carcinomes spinocellulaires ou épidermoides, moins fréquents (10% des cancers de la

peau) et essentiellement localisés sur le visage et les mains. Leur fort pouvoir invasif se
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traduit par un risque de dissémination métastatique et donc de mortalité. Les populations

concernées par ce type de cancer sont les sujets blonds a peau claire.

Il. LE MELANOME

Bien qu’étant la moins fréquente des tumeurs cutanées, le mélanome représente la
forme la plus agressive des cancers de la peau en dépassant la plupart des tumeurs solides en
termes de capacité a disséminer. A cela s’ajoutent une incidence croissante du nombre de cas
de mélanome ces vingt derniéres années et un nombre limité d’options thérapeutiques lorsque
le cancer est a 1’état métastatique. Ce cancer nécessite de développer de nouvelles stratégies
de prise en charge, en s’appuyant sur une meilleure connaissance des altérations génetiques a

I’origine du développement de la tumeur (Ghosh and Chin, 2009).

I1. 1 Généralités et classification

En 1787, John Hunter rapporte le cas d’'un homme de 35 ans, atteint d’'une masse
tumorale au niveau de la machoire, qui s’avérera plus tard étre un mélanome. Mais c’est en
1806 que René Laennec décrit pour la premicre fois une maladie qu’il va nommer le
mélanome en raison d’un pigment, la mélanine, produite par les mélanocytes de la peau.

Le mélanome cutané est une tumeur qui se développe dans la partie profonde de
I’épiderme suite a la prolifération incontrolée des mélanocytes. Ces cellules, dérivées de
progeéniteurs situés au niveau de la créte neurale, sont distribuées a la jonction du derme et de
I’épiderme de la peau. Leur rdle est primordial puisqu’elles produisent la mélanine, nécessaire
a I’absorption des rayonnements UV, et distribuent ensuite ce pigment des mélanosomes
jusqu’aux kératinocytes présents dans 1’épiderme, ce qui confere a la peau une protection face
aux lésions engendrées par le soleil. A noter que la quantité de mélanine produite conditionne
la pigmentation de la peau. Essentiellement présents au niveau de la peau (90% des cas), les
mélanomes peuvent egalement se développer au sein d’autres tissus : 1’ceil, les meninges, les

muqueuses gastro-intestinale et génito-urinaire (Ibrahim and Haluska, 2009).

Il subsiste a I’heure actuelle de nombreuses interrogations concernant la pathogenese
du mélanome. L’apparition de naevi bénins ou dysplasiques (communément acquis ou
congénitaux) constitue la premiere étape du développement tumoral. Ces lésions peuvent
évoluer vers une phase de croissance radiale (RGP : Radial Growth Phase) localisée dans

I’épiderme. A ce stade, les cellules restent dépendantes de facteurs de croissance et ne sont
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pas encore tumorales. L’évolution vers une phase de croissance verticale (VGP : Vertical
Growth Phase) caractérise 1’invasion des cellules dans le derme, I’hypoderme et le tissu sous-
cutané. A ce stade, les cellules se multiplient de fagon anarchique et peuvent alors disséminer
dans le systeme lymphatique pour envahir les ganglions ou dans la circulation sanguine pour

atteindre les organes secondaires (Gray-Schopfer et al., 2007).

Il existe une classification histologique du mélanome cutané. Quatre sous-types ont été
décrits :
- le SSM (Superficial Spreading Melanoma) ou mélanome a extension superficielle. C’est
la forme la plus commune, qui représente 70% des cas. Elle est caractérisée par une phase de
croissance latérale (RGP) de 1 a 5 ans avant que le cancer ne devienne invasif (VGP).
Cliniquement, 1’asymétrie et les nuances de couleur ne deviennent évidentes que lorsque les
Iésions cutanées atteignent la taille de 1 cm. Cette forme de mélanome peut également se
développer a partir d’un naevus bénin préexistant parfois situé dans une zone de la peau non
exposée au soleil, d’ou un diagnostic parfois plus difficile & poser. Le pronostic est
conditionné par le degré d’invasivité de la tumeur et un diagnostic précoce permet 1’excision

de la tumeur. Les autres types histologiques restent moins répandus.

- le NMM (Nodular Malignant Melanoma) ou mélanome malin nodulaire qui représente 15
a 30% de tous les mélanomes. D’un point de vue clinique, son aspect est typique :
pigmentation noir foncé, rarement amélanique. La phase de croissance radiale n’existant pas,

la détection de ce mélanome reste difficile.

’ALMM (Acral Lentiginous Malignant Melanoma) ou mélanome malin acral
lentigineux. 1l s’agit du sous-type de mélanome le plus commun chez les individus a peau
noire et représente 5% des mélanomes. Localisé préférentiellement au niveau de la base des
ongles, de la paume des mains ou de la plante des pieds, il est en général associé a un
pronostic sombre. Les formes atteignant les mains et les pieds seraient d’ailleurs liées a une

évolution plus rapide de la maladie.

- le LMM (Lentigo Malignant Melanoma), le mélanome malin lentigo ou mélanose de
Dubreuilh. Environ 5% des mélanomes sont des LMM. Apparaissant chez des individus qui
présentent des lésions dues au soleil, ce mélanome se caractérise par des formes in situ
localisées sur la téte et le cou. La lésion cutanée est en général présente depuis plusieurs

années avant que la phase de croissance verticale ne débute.
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11.2 Epidémiologie
a) Prévalence, incidence, mortalité et survie

Pour mesurer I’impact du mélanome en termes de santé publique, les principaux
indicateurs sont les taux de prévalence, d’incidence, de mortalité, de survie et le colt pour la

sociéte (Stratégie de diagnostic précoce du melanome, HAS, 2006).

A ce jour, aucune ¢tude épidémiologique frangaise n’a permis d’estimer la prévalence
du mélanome. Un taux de prévalence annuel standardisé sur 1’age a été estimé a partir des
données de 1’étude Europreval. 11 était en France de 30,8 pour 100 000 personnes par an et
parmi les plus bas d’Europe. Par comparaison, la prévalence du mélanome en Suede et en
Autriche était 4 a 5 fois plus élevée. Le classement des pays par ordre décroissant de
prévalence était le suivant : Suéde, Autriche, Suisse, Danemark, Finlande, Ecosse, Pays-Bas,
Islande, Allemagne, Angleterre, Italie, France et Espagne.

Actuellement, le mélanome cutané occupe la place de 5°™ ou 6™ cancer le plus
fréquent chez les hommes et les femmes, respectivement. Le taux d’incidence du mélanome
standardisé a la population mondiale était estimé en 2000 chez I’homme a 7,6 pour 100 000 et
chez la femme a 9,5 pour 100 000. Les données épidémiologiques démontrent que chaque
année 133 000 nouveaux cas de mélanome cutané sont recensés dans le monde (Organisation
Mondiale de la Santé) dont la majorité en Amérique du Nord, en Europe, en Nouvelle-
Zélande et en Australie. En France en 2005, le nombre de nouveaux cas estimé était de 7401
(3303 chez I’homme, 4098 chez la femme) ce qui représente 2,3% de I’ensemble des cancers.
Aux Etats-Unis en 2002, 53 600 nouveaux cas ont été diagnostiqués et on estime que 7400
individus décéderont de ce mélanome. Sur une période de 1980 a 2000, le taux d’incidence du
mélanome pour 100 000 personnes et par an a été multiplié par 3 chez ’homme et 2,4 chez la
femme. Notons cependant que cette incidence peut varier selon la zone géographique
(altitude, latitude), la pigmentation de la population, le degré d’exposition au soleil et le sexe.
Si I’on se fonde sur les données francaises de I’année 2000, 1’aAge médian des patients lors du
diagnostic de mélanome était de 58 ans chez ’homme et 56 ans chez la femme. L’incidence
du mélanome était plus élevée chez la femme que chez ’homme avant 65 ans (ratio H/F a
0,8), I’'inverse étant observé apres 65 ans. Toutefois un ralentissement de ’incidence a été
observé depuis ces cing derniéres annees. Certaines études suggerent que cette légere
décroissance de ’incidence serait la conséquence d’un dépistage accru du mélanome suite a

des campagnes massives de prévention de la population (Tucker and Goldstein, 2003).
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Le nombre de décés (hommes et femmes confondus) était estimé en France en 2002 a
1 385 dont 48 % d’hommes et 52 % de femmes. 31 % de ces décés étaient observés chez les
sujets agés de 45 a 64 ans et 58 % chez les plus de 65 ans. Le taux de mortalité standardisé sur
la population mondiale était de 1,6 pour 100 000 personnes chez I’homme et 1,1 pour 100 000
personnes chez la femme. Bien que le nombre de cas incidents soit plus élevé chez la femme
que chez I’homme, le nombre de déces observés chez ’homme est supérieur. Deux pistes de
réflexion, que des études épidémiologiques devront évaluer, ont été soulevées : les femmes
consulteraient plus tot que les hommes pour une lésion cutanée suspecte et/ou le mélanome
aurait une évolutivité plus rapide et plus sévére chez I’homme.
La mortalité due au mélanome, ayant connu une hausse entre 1980 et 2000 (+2,3% par an
chez I’lhomme, +1,3% par an chez la femme), aurait tendance a diminuer ces derniéres années.
Cette observation suggére que les mélanomes identifiés dans les années 2000 sont de meilleur
pronostic, hypothése renforcée par le fait que 1’épaisseur des mélanomes identifiés tend a
diminuer avec les années. Cependant, a un stade avancé de la maladie lorsque les agents
chimiothérapeutiques sont inefficaces, le pronostic du mélanome reste trés sombre (Gremel et
al., 2009).

b) Les facteurs de risque

Ayant pour origine la transformation maligne des mélanocytes, le mélanome peut
apparaitre de novo ou bien résulter de la transformation maligne d’un navus. Les données de
la littérature suggérent que 70 a 80% des mélanomes surviennent de novo (Rivers et al.,
2004). Les mécanismes d’apparition des mélanomes ne sont pas completement élucidés. Si les
études épidémiologiques ont montré qu’une exposition (UVA, UVB) cumulée pendant
I’enfance a des coups de soleil détermine la susceptibilité de I’individu a développer un
mélanome a 1’age adulte, celui-Ci peut survenir sur des zones cutanées non exposees au soleil.
D’autres facteurs de risque constitutionnels ont été décrits : les antécédents familiaux de
mélanome, la présence de genes de susceptibilité, le nombre et le type de naevi (bénins ou

atypiques), le type de peau et sa pigmentation. Nous allons les examiner ci-dessous :

e Histoire familiale :

Les antécédents familiaux de mélanome sont définis par 1’existence d’un mélanome
soit chez deux membres apparentés au premier degré, soit chez trois membres de la famille
quel que soit le degré de parenté. 5 a 10% des mélanomes surviennent dans un contexte
familial. Une des méta-analyses de 1’équipe de Gandini a évalué a 1,7 le risque relatif de

développer un mélanome chez un sujet ayant des antécédents familiaux de mélanome
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(Gandini et al., 2005). L’histoire familiale est un paramétre difficile a définir car elle englobe
a la fois les habitudes communes d’exposition au soleil et les susceptibilités génétiques. Les
formes familiales de mélanome sont en général détectées plus précocement et a des stades

moins avanceés.

e Genes de susceptibilité

Des mutations de génes de prédisposition ont été mises en évidence dans les
mélanomes familiaux. Les deux génes les plus freqguemment mutés sont CDKN2A et CDK4,
impliqués dans le contrdle de la division cellulaire. Une étude australienne a rapporté que des
mutations pour CDKN2A étaient retrouvées chez 10,3% des personnes issues de familles a
haut risque de mélanome contre 0,2% pour I’ensemble des cas de mélanomes. La probabilité
de mettre en évidence une mutation pour CDKN2A augmente avec le nombre de cas intra-
familiaux. Bien que CDKN2A soit un suppresseur de tumeur et CDK4 un oncogene, une étude
a montré que le risque de développer un mélanome était le méme chez les porteurs de 1’un ou
I’autre de ces deux génes de susceptibilité (Goldstein et al., 2007). D’autres genes ont
également été associés a un risque accru de mélanome notamment MC1R et certains genes
impliqués dans la pigmentation. De plus, des variants MC1R ont été mis en évidence dans des
familles mutées pour CDKN2A. Derniérement, des études familiales menées sur de larges
populations ont découvert de nouveaux génes de susceptibilité, impliqués de la réparation de

I’ADN et jusqu’alors peu étudiés.

o« Nombre et type de naevi

Le terme de naevus désigne toute hyperplasie circonscrite et bénigne de mélanocytes.
Il n'existe aucune caractéristique clinique qui puisse permettre de diagnostiquer avec certitude
un naevus atypique a partir d'un naevus mélanocytique bénin. Les naevi atypiques sont plutét
courants avec une apparition a I'approche de la puberté et restent dynamiques tout au long de
I'dge adulte. 1ls évoluent rarement en mélanome et sont essentiellement considérés comme des
marqueurs de risque accru de développer un mélanome tout particuliérement lorsque leur

nombre atteint 100 ou plus.

En ce qui concerne le type de naevus (bénin ou dysplasique), des études ont fait I’objet
de controverses : a ’origine associés a la présence de genes de susceptibilité (CDKN2A,
CDK4), les naevi atypiques sont actuellement considérés comme un facteur de risque
indépendant. Une étude prospective clinique menée par Rigel a conclu que les individus

présentant des naevi atypiques étaient plus a méme de developper un mélanome que le reste
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de la population (Rigel et al., 1989). Actuellement, 1’étiologie des naevi reste complexe : leur

développement serait dii & une interaction de facteurs génétiques et environnementaux.

e Type de peau et pigmentation

Depuis longtemps, il est reconnu que le type de peau ou phototype joue un role
important dans le développement du mélanome. Ainsi les individus a peau claire sont plus
exposés au risque de mélanome que les individus a peau foncée en raison de leur faible
capacité a fabriquer des pigments bruns. Ce risque existe aussi pour les individus aux cheveux
roux ou blonds, aux yeux clairs, propices aux coups de soleil. Méme si la forte densité de
mélanine au niveau de la peau est un facteur protecteur, les peaux foncées restent sensibles

aux dommages engendrés par le soleil (Tableau 1).

Tableau 1 Risque relatif d'avoir un mélanome en fonction du phototype cutané et de I'état cutané

(d'apres Gandini et al., 2005)

Risque relatif (intervalle

Catégories Comparaison de confiance a 95 %)
- Densité des éphélides - Haute versus hasse 2,1(1,8-2.4)
- | versus IV 2,1(1,8-2,6)
- Phototype cutané - Il versus IV 1.8 (1,4-2,4)
- Il versus IV 1,8 (1,2-2,6)
- Verts versus bruns 1.6 (1,1-2,4)
- Couleur des yeux - Noisette versus bruns 1,5 (1,3-1,8)
- Bleu versus bruns 1,5 (1,3-1,7)
- Roux versus bruns 3.6 (2,6-54)
- Couleur des cheveux - Blond versus bruns 2,0 (1.4-2,7)
- Chétain versus bruns 1.6 (1,1-2,3)
- Couleur de la peau - Clair versus foncés 2,1(1,7-2,5)

11.3 Oncogenése du mélanome cutané : les bases moléculaires

Depuis plusieurs années, de nombreuses études se sont penchées sur les mécanismes
moléculaires responsables du développement du mélanome en s’intéressant tout
particulierement aux génes de prédisposition et en identifiant de nouvelles mutations touchant
des oncogénes ou des suppresseurs de tumeurs. Nous allons étudier dans cette partie les voies
de signalisation ayant un role central dans la pathogenése du mélanome cutané. Ces différents

acteurs moléculaires sont représentés schématiquement dans la figure 3. Enfin, le tableau 2
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résume les principales anomalies genétiques retrouvées dans le mélanome cutané ainsi que

leur fréquence.

a Growth factors
Nutrients

ERK L2 Protein e
b translation =y Anglogenests
2 ytoplas m Cell-cyde
E Nude mm
Y
CydinD
AT < i
\CORNZa) (CORNI&) b
1 m .-‘Vm -+ +-» Degradation
o (CORN22) B LLubt
s Proliferation
2 R BCL-2
L Hvamcrpoon SUCTL S MOCT, 3 manccripnen S L]
A - A p16Wie
ATP cAMP 2 Y_ e
R {_MITE) ¢ MITF ) = Degradation
!\@ {_’ /ﬂ P \
P PSORSK

a-Msy
C

Figure 3 Les bases moléculaires dans I’oncogenése du mélanome cutané (d’aprés Ibrahim and
Haluska, 2009)

(a-b) Voie RTK (Recépteur Tyrosine kinase) —RAS et son réle dans la régulation de la croissance cellulaire et la
survie. L’activation de RAS initie le signal a travers deux voies, ERK et AKT. (a) Dans la voie PI3K/AKT,
PTEN sert de régulateur négatif par la déphosphorylation du PIP3. L’activation d’AKT induit un changement de
conformation et sa translocation a la membrane ou il est phosphorylé par PDK1 (3-phosphoinositide-dependent
protein kinase 1). AKT peut aussi inhiber TSC2 (tuberous sclerosis protein 2) et activer mTORC2 (mammalian
target of rapamycin C2). L’activation de la voie de mTOR conduit in fine a la prolifiération, I’angiogenése et la
progression du cycle cellulaire. RAS peut aussi activer la voie des MAPKS via la phosphorylation de BRaf qui &
son tour stimule MEK. Une fois activées les MEK activent ERK. La translocation de ERK au noyau conduit a la
prolifération cellulaire a travers I’activation du complexe cycline D1-CDK4/6. (b) Les dommages de ’ADN
conduisent a I’apoptose via la voie de la protéine p53. TP53 active CDKN1a (cyclin-dependent kinase inhibitor
1a) qui a son tour réprime le complexe cycline D1-CDK4/6 et inhibe la transcription via Rb (protéine du
rétinoblastome). TP53 est inhibé par MDM2 (Mouse double minute-2) qui se lie a la protéine et induit sa
dégradation par la voie de I'ubiquitine. p14”~" empéche cette dégradation en séquestrant MDM2. (c) L’o-MSH
(a-Melanocyte Stimulating Hormon) est le ligand du MC1R (melanocortin-1 receptor). Une fois activé, il
stimule via la conversion de ’ATP en AMPc par I’adénylate cyclase, la phosphorylation de CREB (CAMP-
responsive element binding protein) et induit la transcription du géne MITF. L’expression de MITF, conduit & la
translocation de MITF dans le cytoplasme qui sera alors phosphorylé par ERK ou cKIT ce qui entraine sa
dégradation ou la transcription d’autres genes effecteurs comme BCL-2 (B cell lymphoma-2), TYR (tyrosinase) et
p16™<“. Les fleches vertes indiquent une activation et les fléches en T rouges une inhibition.
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Tableau 2 Les altérations génétiques dans le meélanome cutané (d'apres Ibrahim and Haluska., 2009)

Gene Mechanism Frequency

NRAS Activating mutation; Q61R most common mutaton 56% in congenital nevi
33% In primaries

26% In metastases

BRAF Constitutve activatgon; VO0OUE most common mutaton 66% in melanomas
82% in benign nevi

PTEN Inactivation by deletion, mutation 30-40% in cell lines

10% in primaries

pIG‘WK"t"J Inacovation by mutation, deletion, promoter methylaton 30-70% in melanomas

APAF1 Inactivation by loss of heterozygosity; also by methylation | 42% in melanomas

MITF Gene amplification 11% in primaries
15% in metastases

BCL-2 Gene amplification =90% of melanomas

KIT Activating mutations; gene amplification 28% melanomas on sun-damaged skin
0-18% in benign nevi

TPS53 Murtaton or deletion 1-5% in primaries
11-25% in metastases

AKT3 Activation 43-67% in sporadic melanomas
4% in benign nevi

mTOR Activation 73% in melanomas:

77% in situ melanomas

67 % invasive melanomas

75% metastases

a) Les oncogenes de la voie des MAPKSs

e Lavoie des MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinases) et RAS

Cette cascade de signalisation régule la croissance cellulaire, la survie et la
différenciation et est activée par des récepteurs membranaires tels que les récepteurs a
tyrosine kinase. La stimulation de ces récepteurs conduit a I’activation de petites protéines G
Ras qui stimulent a leur tour la famille des Raf kinases parmi lesquelles ARaf, BRaf et CRaf.
Ces trois kinases activent MEK1/2, qui a son tour active ERK1/2. ERK1 et ERK2 peuvent
alors phosphoryler des protéines cibles dans le cytoplasme, ou étre transloguées dans le noyau
pour activer des facteurs de transcription qui régulent a leur tour des génes de prolifération, de
différenciation ou de survie (Figure 3). La voie de signalisation ERK/MAPK est depuis
longtemps associee a la pathologie tumorale car le proto-oncogene RAS (HRAS, KRAS,
NRAS) est muté dans approximativement 15% des cancers tandis que ERK est hyperactivée
dans 30% des cancers environ. Par ailleurs, Ras se lie et active la PI3K (Phosphoinositide-3

Kinase) activant a son tour la voie d’AKT qui prévient 1’apoptose.

Contrairement a d’autres tumeurs solides, les mutations activatrices de Ras ne sont pas

tres fréquentes dans le melanome. Parmi les membres de cette famille, NRas est le plus

23



souvent muté avec un taux approchant les 56 % dans les naevi congénitaux, 33 % dans les
mélanomes primaires et 26 % dans les mélanomes métastatiques. Q61R est d’ailleurs la
mutation activatrice la plus fréquemment rencontrée. Certains auteurs ont suggéré que la
découverte de mutations pour NRas était corrélée a la présence de métastases ou a un état
avancé¢ de la maladie. Une étude réalisée dans des mélanocytes a montré que 1’association
NRAS muté et CDKN2A déficient conduisait a la formation d’un mélanome cutané caractérisé
par une latence courte et une haute pénétrance, capable de disséminer localement dans les
ganglions ou a distance, ceci dans 30 % des cas (Ackermann et al., 2005). Par conséquent, les
voies contrblées par Ras et CDKN2A semblent occuper une position centrale dans le contrdle

des phénotypes malins.

L’oncogeéne BRaf est a ce jour I’effecteur cellulaire le plus important dans la genése

du mélanome.

e BRaf dans la cascade des MAPKSs

La sérine-thréonine kinase BRaf est un membre de la famille des Raf kinases qui
appartient a la cascade RAF/MAPK (Figure 4). Lorsque BRaf fut décrit comme un oncogéne,
avec 60% de mutations dans le mélanome cutané, cette découverte parut surprenante car
jusqu’alors CRaf était considéré comme la seule kinase ayant un fort potentiel transformant.
De plus, contrairement a CRaf, BRaf peut acquérir un pouvoir oncogénique par une seule
mutation, ceci étant attribué a des régulations différentes pour ces deux kinases (Davies et al.,
2002) (pour revue Wellbrock and Hurlstone, 2010)
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Figure 4 Role central de la voie ERK/MAP kinase dans la cellule mélanocytaire (Wellbrock and
Hurlstone., 2010)

Les récepteurs a tyrosine kinase comme FGFR (fibroblast growth factor receptor), KIT et MET (MNNG HOS
Transforming gene) activent la voie des MAPKSs via GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2) et SOS
(Guanine nucleotide exchange factor). MCIR active Ras via ’AMPc et RA-GEF (RaplA Guanine Nucleotide
Exchange Factor). L’oncogéne BRAF V600E active de fagon constitutive MEK/ERK. Quel que soit le mode
d’activation (transitoire versus constitutive), ERK régule différents processus dans la cellule comme la
différenciation, la prolifération et la survie de la cellule.

o Le role de BRaf dans le mélanome

La premiére étude ayant identifie BRaf comme un oncogene dans le mélanome cutané
a rapporté des mutations dans plus de 70 % des tumeurs analysées. Par la suite, d’autres
études réalisées sur de plus grandes populations ont confirmé la présence de mutations avec
une fréquence de 40 a 70 % (Thomas, 2006).

Durant les huit dernieres années, plus de 35 acides aminés de la séquence de BRaf ont
été identifiés comme des cibles potentielles de mutations dans le mélanome. Cependant, 95 %
des mutations visent un seul acide aminé : il s’agit de la valine en position 600 et la
substitution de ce résidu se traduit par une hyperactivation de I’activité sérine-thréonine
kinase de BRaf.

Il a été observé que les mutants V600 de BRaf étaient retrouvés a tous les stades de la
tumorigenése : depuis le naevus bénin jusqu’a la tumeur métastatique, suggérant alors que les
mutations activatrices de BRaf créent un avantage de croissance aux cellules mélanocytaires

mais ne sont pas suffisantes pour les transformer. Dans un modéle murin ou la surexpression
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de BRaf V600E est limitée aux mélanocytes, les souris transgéniques présentent des lésions
hyperplasiques mélanocytaires avec des caractéristiques de sénescence. Dans ce modele,
I’évolution des naevi dysplasiques en mélanome serait conditionnée non seulement par le taux
d’expression de BRaf mais aussi par la perte d’expression de CDKN2A (Goel et al., 2009).
D’autres travaux ont montré que I’hyperactivation de BRaf pouvait induire la senescence des
mélanocytes (Michaloglou et al., 2005). En effet, les mutations de BRaf présentes au stade de
naevi bénins semblent favoriser le phénoméne de sénescence de facon dépendante ou

6INK4A

indépendante de I’activation de pl , régulateur négatif du cycle cellulaire.

Des mutations de BRaf ont également été mises en évidence dans des Iésions intra-
épidermiques de stade RGP ainsi que dans des mélanomes in situ ot I’expression de p16™"*4
était abaissée. Lorsque les cellules au stade RGP progressent vers un stade de croissance
verticale ou VGP, elles acquiérent un potentiel métastatique. A cette étape-la de la
tumorigenése, une augmentation des mutations de BRaf est observée, suggérant I’implication

de BRaf dans la progression et la dissémination du mélanome (Greene et al., 2009).

Il existe une coopération étroite entre BRaf et la voie de la PI3K, illustrée par la
fréquence élevée de mutations de BRaf coexistant avec la perte de fonction de PTEN (Tsao et
al., 2004). La nécessité d’une « collaboration » entre ERK/MAPK et PI3K dans la progression
du mélanome in vivo a été démontrée dans deux études indépendantes réalisées chez la souris
et le poisson zebre (Dankort et al., 2009)(Michailidou et al., 2009). Par conséquent, le ciblage
des voies de la PI3K et de BRaf semble une approche prometteuse qui a déja été prise en
considération dans des essais cliniques. Comme on vient de le souligner, BRaf contréle non
seulement I’initiation du mélanome mais aussi sa progression, faisant de cette kinase une cible

thérapeutique importante dans le traitement du mélanome.

o Régulation de BRaf et de son mutant
Depuis quelques années, 1’étude structurale et fonctionnelle de BRaf a permis :

- de connaitre le mode d’activation de cette kinase ainsi que sa régulation,
- de pouvoir prédire une réponse thérapeutique des patients atteints de mélanome,
- et de développer des inhibiteurs spécifiques du mutant V600E.

Contrairement a d’autres kinases, le domaine catalytique de BRaf présente une
conformation complexe qui favorise les interactions protéine-protéine entre une boucle riche
en glycine et le segment d’activation de la kinase. Lorsque ces deux zones interagissent, BRaf

adopte une conformation qui rend la kinase inactive. La présence de mutations telles que
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V600E ou K601E dans la boucle riche en glycine empéche I’interaction avec le segment
d’activation et imite 1’état de phosphorylation qui, dans les conditions physiologiques
d’activation, a lieu sur les résidus adjacents a V600. La kinase entre alors dans une
conformation active, permettant 1’activation de MEK et par conséquent celle de ERK. Ce
mode¢le d’activation permet d’expliquer que la majorité des mutations de BRaf soient

localisées dans le segment d’activation ou la boucle riche en glycine.

Cependant, il existe une série de mutations qui n’augmenteraient pas significativement
I’activité de BRaf, voire la diminueraient. L’analyse de ces mutants « intermédiaires » a
abouti a la découverte d’un nouveau mécanisme cellulaire dans lequel CRaf agirait en tant
qu’effecteur de BRaf (Garnett et al., 2005). Dans ce cas, ’activation de CRaf par le mutant de
BRaf conduit a la stimulation de la voie de signalisation MEK/ERK. CRaf serait également
activé dans les cellules ou 1’oncogéne RAS est exprimé. Dans ce cas, la survie des cellules
semble sous le controle de la kinase CRaf via un mécanisme indépendant de la voie
MEK/ERK (Karasarides et al., 2004). CRaf étant connu pour activer des voies de survie
autres que celle des MAPKSs (Troppmair et al., 2003), cette hypothése permet d’expliquer
pourquoi les cellules porteuses d’un mutant de BRaf dit « intermédiaire » sont plus sensibles a

I’effet d’un inhibiteur multikinase comparé avec un inhibiteur spécifique de BRaf.

Les interactions dans la famille Raf sont complexes. C’est pourquoi I’utilisation

d’inhibiteurs spécifiques nécessite d’étre vigilant (cf partie traitements du melanome).

b) Les autres acteurs moléculaires

e Les génes suppresseurs de tumeur : PTEN, TP53

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) est un élément crucial dans la
signalisation cellulaire du mélanome. Identifié comme un suppresseur de tumeur et situé sur
la region chromosomique 10g23-24, le gene PTEN est freqguemment altéré dans les gliomes et
les mélanomes. En effet, la délétion de PTEN a été pour la premiere fois décrite en 1988. Par
la suite, des analyses cytogénétiques ont montré que la perte du 10qg constituait un événement
précoce et fréquent (30 a 40%) dans le mélanome. Lors d’études fonctionnelles, la
surexpression in vitro de la phosphatase dans des cellules de mélanome deficientes pour
PTEN a permis de réduire la tumorigenese et la capacité des cellules a métastaser demontrant
alors le role inhibiteur de PTEN dans le développement du mélanome (Hwang et al., 2001).

Au niveau de la cellule, PTEN est une phosphatase agissant sur des protéines et des
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lipides qui régule les niveaux intracellulaires d’un lipide, le PIP3 (phosphatidylinositol
triphosphate) qui a son tour active AKT, protéine majeure dans le contréle de 1’apoptose.
Parmi les mutations retrouvées dans PTEN, la C124R d’abord identifiée dans le syndrome de
Cowden [maladie genétique rare, hamartomes multiples] est la plus fréquemment décrite dans
le mélanome. Cette mutation, touchant au domaine phosphatase entraine 1’abolition de
I’activité enzymatique. C’est a cette activité phosphatase que 1’on attribue le réle de PTEN
dans la survie cellulaire. L.’équipe de Stambolic a d’ailleurs montré que le knockout de PTEN
dans les fibroblastes embryonnaires de souris réduisait leur sensibilité a I’apoptose et qu’au
contraire la restauration de PTEN dans ces cellules les rendait a nouveau sensibles a la mort
par apoptose (Stambolic et al., 1998). Il est important de noter que la présence de mutations
de PTEN (ou d’AKT) rend les mutations de NRas redondantes car toutes ces altérations
conduisent a I’activation de la voie PI3K-AKT. Il existe donc une distribution mutuellement
exclusive des mutations de PTEN et de NRas dans le mélanome, que ce soit dans les cellules

primaires ou bien dans des lignées cellulaires.

Contrairement a d’autres types de cancers humains ou les mutations de TP53 sont tres
fréquentes, le role de ce régulateur de I’apoptose est peu connu dans le mélanome. Pour
rappel, le géne TP53 code pour une phosphoprotéine nucléaire dont les fonctions incluent le
maintien de la stabilit¢ génomique et 1’induction de 1’apoptose en réponse a des stimuli
génotoxiques. La non-fonctionnalité de TP53 conduit a une croissance cellulaire aberrante, a
la survie de la cellule et ceci favorise le phénoméne de tumorigenése. Dans la peau, on
pourrait envisager que TP53 joue un role essentiel pour le maintien de 1’intégrité génomique
lorsque I’exposition aux UV provoque des dommages sur I’ADN. Malgré cela, les altérations
génétiques de TP53 dans les tumeurs mélanocytaires restent rares en comparaison avec
d’autres tumeurs solides, la fréquence étant de 1 a 5 % dans les tumeurs primaires et de 11 a
25 % dans les mélanomes métastatiques. A 1’heure actuelle il est difficile d’expliquer ce

phénoméne ; I’hypothése la plus probable est celle de I’implication de p14”%F

ARF
4

, protéine qui
contrble les taux de la protéine codée par TP53. En effet pl empéche la dégradation de
TP53 et favorise son accumulation. La présence de délétions sur le locus 9p21 conduisant a

ARF

I’inactivation de p14”™"" serait donc liée a la faible fréquence des mutations de TP53 dans le

mélanome.
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e Les régulateurs de ’apoptose : AKT, cKIT, Bcl-2

AKT joue un réle clé dans le mélanome en favorisant la prolifération et la survie
cellulaire. Pourtant aucune mutation activatrice d’AKT n’a jusqu’alors été identifiée dans ce
type de tumeur. On connait trois isoformes d’AKT ayant toutes des fonctions différentes mais
c’est AKT3 qui semble préférentiellement activée dans les mélanomes sporadiques (43 a 67
%). Cette activation sélective est sans doute le résultat d’un défaut d’activation de PTEN,
hypothése appuyée par 1’équipe de Stahl qui a montré que 1’utilisation d’un siRNA contre
AKT3 ou I’expression d’une forme active de PTEN dans des cellules de mélanome

conduisaient a la majoration de 1’apoptose de ces cellules (Stahl et al., 2004).

Dans la cascade de signalisation, en aval d’AKT intervient mMTOR (mammalian target
of rapamycin), impliqué dans le contréle de la traduction des protéines, de la formation des
ribosomes, dans 1’autophagie et le métabolisme. Des modeles de tumorigenése suggérent que
les cancers dépendants d’AKT sont associés a une activation de mTOR. En effet il a été
montré que D’activation d’AKT chez la souris transgénique conduisait a la formation de
tumeurs sensibles a la rapamycine. De plus, mTOR est activé dans la majorité des lignées de
mélanome humain (73%) alors que dans les naevi bénins ce taux est tres bas (4%). Pour cette
raison, ont été développés des agents dirigés contre la voie AKT/PI3K ou les effecteurs situés

en aval de cette cascade de signalisation comme mTOR.

Parmi les régulateurs de 1’apoptose figure cKIT, qui occupe une place privilégiée dans
le développement des mélanocytes. Il code pour un récepteur tyrosine kinase des facteurs de
croissance de cellules souches. Lorsque les facteurs de croissance se lient au domaine
extracellulaire du récepteur, il se produit une dimérisation du récepteur puis 1’activation de la
kinase qui permet alors une autophosphorylation. De nombreuses études
immunohistochimiques ont démontré un lien entre la perte progressive de I’expression de
cKIT et le passage d’une Iésion bénigne au mélanome primaire et métastatique.
Paradoxalement, des mutations activatrices de cKIT ont été identifiées dans des lésions de
mélanome. A partir de ce constat, des essais thérapeutiques utilisant I’imatinib mis en place
chez des patients porteurs de mutations activatrices de cKIT se sont finalement avérés
décevants. A 1’avenir, de nouvelles études cliniques avec un recrutement plus strict des

patients doivent étre envisagées.
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Bcl-2 est le chef de file d’une famille de protéines dont certaines sont anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 ou A1) tandis que d’autres sont pro-apoptotiques (Bax,
Bad). Les interactions entre ces protéines jouent un réle central dans le contréle du processus
apoptotique. Bcl-2, situé au niveau de la membrane externe de la mitochondrie, contrdle la
libération de cytochrome ¢ dans le cytosol et par conséquent régule 1’activation des caspases
effectrices et protége les cellules de la mort. L’oncoprotéine Bcl-2 est un puissant anti-
apoptotique exprimé a la fois dans les mélanocytes sains et dans les mélanomes métastatiques.
Comme c’est le cas dans les cancers hématologiques et d’autres tumeurs solides, I’expression
de Bcl-2 est fortement augmentée dans plus de 90 % des mélanomes malins. A 1’inverse
I’inhibition de Bcl-2 par des oligonucléotides antisens sensibilise les cellules de mélanome a
la chimiothérapie cytotoxique dans des modéles pré-cliniques. L’utilisation de ces antisens
combinés a la Dacarbazine se traduit par une augmentation de la médiane de survie de

patients ayant un mélanome a un stade avancé (Bedikian et al., 2006).

e Les génes de prédisposition dans les mélanomes familiaux : CDKN2A, CDK4, MC1R

Le gene CDKN2A est un suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 9p21, qui
code pour deux protéines p16"™<** et p14”~F. Via son interaction avec CDK4, p16™"**inhibe
le complexe CDK4/cycline D et agit comme un régulateur négatif de la prolifération cellulaire
en stoppant le cycle cellulaire en G1. p14”%F intervient en inhibant la dégradation du facteur
de transcription p53 en se liant a la protéine MDM2 et ceci conduit a 1’accumulation de p53
(Harris et al., 2005). Des mutations de CDKNZ2A ont été rapportées dans 20 a 40 % des
mélanomes familiaux et sont associées a des tumeurs primaires de faible épaisseur (Holland et
al., 1999). Pour mieux comprendre le role de p16™ ** dans la tumorigenése, des modeéles
murins ont été développés confirmant 1’effet suppresseur de tumeur de CDK2NA. Par
exemple, I’introduction d’un mutant H-Ras chez une souris déficiente pour CDK2NA a

conduit a la formation spontanée de mélanomes trés invasifs (Serrano et al., 1996).

Le gene CDK4 code pour une sérine-thréonine kinase cycline-dépendante situéee sur le
chromosome 12ql14. Lorsqu’elle s’associe a la cycline D, elle phosphoryle et inactive la
protéine Rb (Retinoblastoma protein) ce qui a pour effet de réguler I’expression des génes
nécessaires a la transition G1/S et la progression vers la phase S du cycle cellulaire. Bien que
les altérations du gene CDK4 restent rares dans le mélanome, elles rendent CDK4 insensible a

INK4A
6

I’effet inhibiteur de la protéine pl ce qui aboutit a une prolifération cellulaire
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incontr6lée. De plus, il a été démontré que 1’association de mutations de CDK4 et de
mutations de HRas induisaient le développement de mélanomes apres exposition aux UV
(Hacker et al., 2006).

Le géne MC1R (Melanocortin 1 Receptor), localisé sur le chromosome 16¢24.3, est
un gene de susceptibilité au mélanome de faible pénétrance qui code pour un récepteur couplé
a une protéine G transmembranaire exprimé sur les mélanocytes de 1’épiderme. Aprés fixation
sur le récepteur, son ligand I’a-MSH (alpha-melanocyte stimulating hormone) ou
mélanocortine stimule 1’adénylate cyclase (AC) qui génére de 1’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) et ceci aboutit a la transcription du microphtalmia transcription factor
(MITF) (cf paragraphe suivant), de la tyrosinase (TYR) et d’autres enzymes nécessaires a la

synthese de mélanine (Schaffer et al., 2001).

Des polymorphismes de MC1R ont été associés aux mélanomes et aux carcinomes. Par

6™ A la présence

ailleurs, dans des familles porteuses d’une mutation pour pl
supplémentaire d’un variant MC1R est associée & un développement de mélanome plus
précoce (Box et al., 2001). Enfin, il existerait une association forte entre variants MC1R et
mutations pour BRaf, mise en évidence par 1’étude de 2 populations caucasiennes,

indépendamment d’une exposition au soleil (Landi et al., 2006).

e Le géne de lignage mélanocytaire : MITF

MITF (Microphtalmia-associated Transcription Factor) est un facteur de transcription
de la famille bHLH-LZ (basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper) dont I’isoforme M est
spécifiqgue des mélanocytes. MITF est considéré comme un gene majeur pour le
développement et la survie de ces cellules et comme un facteur de transcription clé pour
réguler 1’expression de protéines comme TYR et TYR-related protein (TRP). Une autre
fonction de MITF est liée a la pigmentation des mélanocytes. Son expression est stimulée par
I’a-MSH, hormone sécrétée par les kératinocytes en réponse aux UV. Lorsqu’elle interagit
avec MCI1R, cela active des voies de signalisation intracellulaires dépendantes de I’AMPc et
conduit a I’activation de MITF qui va ainsi se fixer sur les promoteurs des enzymes de la

mélanogenese.

La régulation de ce facteur de transcription est sans aucun doute complexe. Selzer et

al. ont montré I’existence d’une diminution des taux de MITF dans des mélanocytes
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transformés spontanément et un ralentissement de la tumorigenése lorsque 1’isoforme M
exogene était surexprimee dans ces cellules (Selzer et al., 2002). De plus, une faible
expression de MITF dans les mélanomes semble corrélée a un mauvais pronostic (Salti et al.,
2000). Par ailleurs, MITF semblerait promouvoir la survie des mélanocytes par une régulation

positive de Bcl-2.

L’expression de MITF varie selon le type de tumeur et seulement 10 a 20 % des
mélanomes présentent une amplification de ce facteur de transcription, avec une incidence
plus élevée dans les lésions métastatiques. D’autres études ont montré que BRaf pouvait
réguler négativement les taux de MITF via sa phosphorylation médiée par ERK (Wellbrock
and Marais, 2005). A 1’opposé, il a été décrit que la mutation V60OE de BRaf était associee
avec une amplification de MITF dans 10 % des mélanomes (Garraway et al., 2005). Ces
observations contradictoires sont encore mal explorées et pourraient étre liées a la présence de

différentes classes de mélanome.

11.4 Diagnostic

L’identification d’un mélanome est réalisée par 1I’examen clinique de la peau du
patient en s’aidant ou non de la dermoscopie. La derniere étape qui vient confirmer le

diagnostic est I’examen anatomo-pathologique.

L’examen clinique a pour objectifs d’identifier toute lésion cutanée pouvant faire
évoquer un mélanome ou étre susceptible d’évoluer vers un mélanome. La deuxiéme étape
consiste & évaluer les facteurs de risque du patient. L’examen clinique est effectué sur
I’ensemble du revétement cutané du patient (Sans oublier les plis et les espaces interdigitaux).
Les éléments pris en compte seront : le nombre et la forme des Iésions mélanocytaires, leur

disposition, leur topographie, leur distribution et leur étendue (Figure 5).
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Figure 5 Différents aspects de mélanome (d’aprés http://scientiaconnaissance.blogspot.com/2010/02/
cancer-de-la-peau.html)

L’analyse sémiologique d’une lésion cutanée pigmentée suit la régle ABCDE décrite
par Friedman (Friedman et al., 1985). Un mélanome se présente en général sous forme d’une
Iésion asymeétrique (A), a bords (B) irréguliers, de couleur (C) hétérogéne allant du brun clair
au noir foncé. Des zones blanches ou le pigment a disparu, des zones rouges inflammatoires
ou des zones cicatricielles qui apparaissent bleutées peuvent également étre observées. Un
changement de la taille ou du diametre (D) mais aussi de la forme ou de 1’épaisseur (E) est un
marqueur d’évolutivité. Une régle, dérivée de la régle ABCDE, dite « regle des 7 points du
groupe de Glasgow » (Mackie et al., 1989) prend en compte 3 critéres majeurs, 4 criteres
mineurs, et donne une place prépondérante au concept d’évolution. Les critéres majeurs sont
les suivants : 1) changement de taille dans une lésion connue ou croissance d’une nouvelle
Iésion ; 2) changement dans la forme de la lésion ; 3) changement dans la couleur de la Iésion.
Les criteres mineurs sont les suivants : 1) plus grand diamétre >7 mm ; 2) inflammation ; 3)
présence d’une ulcération ou d’un saignement ; 4) changement dans la sensibilité de la Iésion.

Afin de compléter I’examen clinique, limit¢é notamment dans I’identification des
mélanomes a un stade précoce, la dermoscopie est une technique de microscopie de surface
(ou « microscopie en épiluminescence ») qui permet 1’observation des structures pigmentaires
internes de 1’épiderme, de la jonction dermo-épidermique et des premieres couches du derme.
La dermoscopie augmente la performance du diagnostic différentiel entre une lésion
pigmentée mélanocytaire et non mélanocytaire. Cette technique a une sensibilité et une

spécificité élevées.
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L’examen anatomo-pathologique permet d’infirmer ou de confirmer le diagnostic
clinique et apporte des éléments pronostiques indispensables au clinicien. Actuellement
I’épaisseur tumorale est un des indicateurs les plus employés pour évaluer le pronostic. Deux
systémes sont couramment utilisés :

- I’indice de Breslow, qui mesure 1’épaisseur de la tumeur (en millimétres), reste a ce jour
I’indicateur pronostique le plus prédictif du développement de métastases. C’est aussi un
élément déterminant pour évaluer la survie a 5 ans apres une résection chirurgicale (Tableau
3).

Tableau 3 Relation entre la survie, le stade du mélanome et l'indice de Breslow (d’aprés I’ American

Joint Committee on Cancer, Balch et al., 2004)

i Indice de Breslow Taux de survie a 5 ans® (%)
Stade du melanome (mm) Mélanome non ulcéré Mélanome ulcéré
- T -<1,0 -95 - 91
- T2 -10a20 -89 -77
- T3 -20a40 -79 - 63
- T4 ->4.0 - 67 -45

(§) = Données issues du suivi des patients et de I'analyse de 30450 mélanomes. Les stades T1,T2, T3, T4 comespondent a la
classification TNM (annexe 3). Dans la classification de 'AJCC (cf. annexe 3), un mélanome de stade | est TINOMO, un mélanome de
stade Il est TZNOMO, un mélanome de stade Il est T3AN1a4MO et un mélanome de stade IV est tous T, tous N, M1 (métastases a
distance).

- I’indice de Clark, qui mesure le degré de pénétration du mélanome a travers les quatre

couches anatomiques de la peau.

En 2002, I’American Joint Committee on Cancer a réévalué la classification des
mélanomes par le systeme TNM. Ce systeme, utilisé pour la plupart des tumeurs solides
considére la taille tumorale et le degré d’invasion locale (T); le nombre, la taille et la
localisation des ganglions lymphatiques (N) et la présence de métastases a distance (M). Ce
systtme prend aussi en compte I’épaisseur de la tumeur primaire (indice de Breslow) et le
degré d’invasivité en profondeur (indice de Clark). Ce systéme ne permet pourtant pas de
classer certains sous-groupes de mélanomes, qui malgré un faible indice de Breslow
présentent un haut risque de métastase. D’autres criteres ont donc été proposés afin
d’améliorer le score pronostique. Le nouveau systeme prend donc en compte I’épaisseur du
mélanome (en millimetres) qui évalue la croissance verticale de la tumeur, la présence
d’ulcération, la mise en évidence de métastases « en transit », le nombre de ganglions envahis,
la localisation des métastases (tissus mous, poumons, foie et cerveau), et 1’élévation du taux

sérique de lactate déshydrogénase.

L’évolution spontanée d’un mélanome est trés variable dans le temps. Certains

progressent rapidement alors que d’autres évoluent sur plusieurs années avec des régressions,
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plus rarement des guérisons spontanées. En complément des parameétres clinico-pathologiques
standards, il serait nécessaire de développer des bio-marqueurs pour dépister les patients a
haut risque de métastases (Gray-Shopfer et al., 2007).

1.5 Traitements

Méme s’il représente moins de 10% des cancers de la peau, le mélanome cutané est
responsable de 80% des décés par tumeur cutanée et la survie & 5 ans des patients atteints
d’une forme métastatique du mélanome est seulement de 7 & 20%. La stratégie thérapeutique
de prise en charge du mélanome sera fonction de sa localisation et du stade d’évolution de la

tumeur (pour revue, Algazi et al., 2010).

a) Résection chirurgicale d’un mélanome primaire

La chirurgie est le traitement de premiére intention du mélanome et le seul traitement
curatif des mélanomes primitifs. Elle permet d’effectuer un examen anatomo-pathologique. A
un stade précoce de la maladie, la tumeur pourra étre retirée dans sa totalité, en respectant les
marges d’exérese de sécurité qui dépendent de I’épaisseur de I’infiltration tumorale. Les
dimensions des marges d’exérese reposent sur la détermination de 1’indice de Breslow apres
exérése du mélanome et sont comprises entre 1 et 3 cm selon les recommandations francaises.
Pour des tumeurs de moins de 1mm, ’ablation chirurgicale est hautement efficace permettant
la survie dans plus de 97% des cas (Balch et al., 2003). La survie a 5 ans des patients est
inversement proportionnelle & 1’épaisseur du mélanome (indice de Breslow) au moment de
son exérese et a I’existence ou non d’une ulcération : 45% pour un mélanome de stade T4
(classification TNM) avec ulcération et 95% pour un mélanome de stade T1 sans ulcération.
Une biopsie du ganglion sentinelle sera réalisée afin de déterminer si un évidement
ganglionnaire est nécessaire dans le cas ou celle-ci serait positive. De méme, la recherche de

métastases a distance sera déterminante dans la prise en charge et le pronostic de la tumeur.
b) Traitement post-opératoire chez des patients a haut risque de récidive

e Laradiothérapie

La radiothérapie est rarement employée dans le traitement des mélanomes primaires
mais est réservée a des patients présentant un envahissement ganglionnaire chez qui la
chirurgie n’est pas possible. Elle est utilisée dans le but d’empécher une récurrence locale au
niveau de la zone irradiée. Dans un essai récent qui évaluait ’effet d’une radiothérapie chez

248 patients, les résultats ont montré une baisse de 1’incidence des rechutes locales sans

35



impact sur I’incidence des métastases a distance (Henderson et al., 2009). Ce traitement serait
le plus approprié lorsque la présence d’une récurrence locale est associée a un haut degré de
morbidité. La radiothérapie peut constituer un traitement local si elle est utilisée dans le cas de

métastases cérébrales ou osseuses.

e Interféron alpha-2b

De nombreux essais cliniques ont conclu que l’administration de fortes doses
d’interféron alpha-2b chez des patients atteints de mélanome aux stades Il et 111 (cf Tableau 3)
permettait de réduire le risque de récurrence et d’augmenter la médiane de survie sans
rechute. A ce jour, I’interféron alpha-2b est le traitement de choix des formes de mélanome a
haut risque de rechute.

e GM-CSF

De récentes ¢études suggeérent que I'utilisation de facteurs de croissance
hématopoiétiques tels que le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor)
peut aussi réduire le risque de récurrence du mélanome apres chirurgie avec moins d’effets
indésirables que I’interféron alpha-2b. Le GM-CSF agit en modulant le systéme immunitaire
en particulier la prolifération des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes et en
stimulant les monocytes et macrophages. Un essai mené durant 3 ans chez 98 patients opérés
d’un mélanome (stades II, III ou IV) a montré que la médiane de survie a 5 ans dans la

cohorte qui recevait le GM-CSF était supérieure d’environ 50 a 60 % (Spitler et al., 2009).

c) Prise en charge des formes localement avancées et des métastases en
transit

Les métastases en transit sont le plus souvent sous-cutanées, parfois intramusculaires.
Alors qu’une exérese locale de métastases en transit isolées est souvent possible, cette

approche n’est plus a envisager lorsque la maladie s’étend au niveau cutané (Figure 6).
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Figure 6 Métastases en transit non opérables (d’apres Algazi et al., 2010)

D’autres modalités thérapeutiques sont alors proposées :

e Immunothérapie locale

L’administration locale d’immunomodulateurs a conduit a la régression des métastases
cutanées dans plusieurs essais de phases Il. Dans une étude, I’administration intra-lésion
d’interleukine-2 deux a trois fois par semaine chez 24 patients présentant une ou plusieurs
métastases cutanées a permis une réponse compléte chez 65% d’entre eux et des réponses
partielles chez 21%. Aucune récurrence des lésions entierement traitées ne fut signalée,

cependant 1’apparition de métastases viscérales a été observée chez 9 patients sur 16.

L’interleukine-2 intra-lésion a également été administrée en association avec de
I’'imiquimod (agoniste du Toll-like récepteur 7) donnant une régression complete dans 40,7%
des Iésions traitées (Green et al., 2007).

Récemment, une nouvelle approche thérapeutique basée sur I’immunothérapie génique
par électroporation a été testée dans une étude de phase I. Le plasmide codant pour
I’interleukine 2 a été injecté dans les lésions de mélanome chez 24 patients a des stades 111 ou
IV, suivi immédiatement de 1’électroporation. Sur I’ensemble des patients, 19 présentaient des
métastases a distance qui n’ont pas régressé avec ce traitement; certains patients ont

cependant répondu compléetement a cette nouvelle thérapeutique.

e Perfusion d’'un membre isolé

Cette option thérapeutique est privilégiée dans la prise en charge des métastases
isolées a I’extrémité d’un membre. Dans cette procédure, les principales structures vasculaires

sont isolées ce qui permet d’administrer 1’agent thérapeutique (Melphalan ou TNF-alpha) a
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des doses qui ne pourraient pas étre tolérées en systémique. Les réponses semblent étre
transitoires avec un taux de survie sans progression estimé entre 9 et 12,4 mois. De plus la

toxicite reste relativement élevée (Cornett et al., 2006).

o Radiothérapie externe hyperthermique

C’est un traitement optionnel préconisé lorsque les métastases en transit ne sont pas

opérables.

d) Prise en charge des formes disseminées

Dans les formes avancées, une faible minorité de patients répond aux traitements
standards et la durée des réponses reste tres variable. Pour ces raisons, de nouvelles molécules
sont a I’heure actuelle en essais. Dans cette partie, nous mentionnons 1’ensemble des options

thérapeutiques qui sont a ce jour proposées aux patients atteints de formes métastatiques.

e Résection chirurgicale

Peu de patients sont concernés mais il arrive que la chirurgie soit proposée lorsque
I’¢tendue des métastases est limitée. Une étude rétrospective a montré que la résection
chirurgicale de métastases isolées au niveau du foie augmentait la médiane de survie des
patients de 19 a 28 mois (Herman et al., 2007). Cependant dans ce type d’étude il existe trés

souvent un biais de sélection.

e Interleukine 2 a fortes doses

L’interleukine 2 est un puissant immunomodulateur qui stimule 1’activation et la
prolifération des lymphocytes T. Un traitement par de fortes doses d’interleukine 2 entraine
une réponse tumorale objective chez une minorité de patients mais ceux dont le mélanome est
limité au tissu sous-cutane semblent mieux répondre a ce traitement. Les candidats au
traitement par de fortes doses d’interleukine 2 sont en général jeunes, en bon état général car
un suivi intense est nécessaire lors de la mise en place de ce traitement. La toxicité de
I’administration de fortes doses d’interleukine se manifestera principalement par une
hypotension, une oligurie, une insuffisance rénale, une atteinte hépatocellulaire, des cedémes,
une dépression respiratoire, de la fievre, un prurit, des diarrhées, un choc septique pouvant
entrainer la mort. Des données récentes suggérent que la vaccination contre 1’antigéne
peptidique gp100 potentialiserait I’effet des fortes doses d’interleukine 2 en améliorant le taux
de réponse de 9,7% a 22,1% (Schwartzentruber et al., 2009). D’autres études sont toujours en

cours.
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e Anticorps anti-CTLA4

L’utilisation d’anticorps anti-CTLA4 s’est imposée comme une nouvelle stratégie
dans la prise en charge des mélanomes avancés. Dans le systeme immunitaire, les cellules
présentatrices d’antigénes présentent un fragment d’antigéne au CMH et une seconde protéine
de surface nommee B7 va alors jouer le role de co-stimulateur pour les lymphocytes T. La
protéine de surface CTLA4 entre en compétition avec le CD28 et sa liaison a la protéine B7
inhibe la prolifération des cellules T et 1’¢laboration d’une réponse immune. Les anticorps
anti-CTLA4 ont donc été développés pour empécher ces interactions inhibitrices et pour
favoriser la réponse immune. Les essais de traitement par ipilimumab, 1’anti-CTLAA4, dans des
formes de mélanome avancé ont donné de modestes résultats (Hamid et al., 2008). La réponse
semble étre dose-dépendante ce qui implique une certaine toxicité lorsque les posologies sont

plus élevées.

e Transfert adoptif de cellules

Le transfert adoptif de cellules est une technique dans laquelle les lymphocytes
spécifiques du mélanome sont identifiés, puis prélevés chez le patient et mis en culture
cellulaire. Le patient recoit une chimiothérapie de conditionnement pour créer une
lymphodéplétion et permettre une meilleure réexpansion du greffon apres sa réinjection. Si les
premiers essais cliniques de transfert adoptif remontent a une vingtaine d’années, ce n’est que
récemment que des progres significatifs en termes de réponse clinique ont été réalisés. Une
telle approche a permis d’obtenir un taux de réponse clinique de plus de 50% chez des
patients métastatiques, faisant de cette approche le traitement le plus efficace a I’heure

actuelle, toutes modalités confondues (Rosenberg et al., 2008).

e La chimiothérapie dans le mélanome métastatique

Malgré plusieurs essais d’agents cytotoxiques en chimiothérapie, les résultats n’ont
fourni qu’une amélioration de la réponse tumorale objective ou une stabilisation de la maladie
mais aucune de ces tentatives n’a pu démontrer d’allongement de la survie. Seule la
Dacarbazine (DTIC), un agent alkylant, reste a ce jour la principale molécule prescrite dans le
traitement du mélanome métastatique avec une réponse objective estimée entre 5,5% et 20%
et des réponses complétes décrites dans 1 a 2% des cas (Middleton et al., 2000)(Hill et al.,
1984). Les essais de polychimiothérapie associant Dacarbazine-Cisplatine-Vinblastine ou
Dacarbazine-Cisplatine-BCNU-Tamoxiféne ne se sont pas avérés plus efficaces que la

Dacarbazine seule malgré une toxicité majorée.
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L’autre molécule de référence dans le traitement des formes métastatiques est le
Témolozomide qui n’est autre que I’analogue biodisponible de la Dacarbazine. Cet agent
cytotoxique offre 1’avantage de la prise par voie orale qui présente un confort pour le patient
sans perturber la bonne distribution de la molécule dans le systéme nerveux central. Des
études comparatives entre la Dacarbazine et le Témolozomide ont conclu que la réponse a ces
deux agents thérapeutiques ne différait pas en termes de survie globale et sans progression

méme si la forme orale diffuse moins bien dans le systeme nerveux central.

D’autres schémas thérapeutiques ont été testés avec notamment le Paclitaxel, un
poison du fuseau mitotique, en association avec 1’agent alkylant le Carboplatine.
Malheureusement les taxanes comme le Paclitaxel ont une faible pénétration dans le systeme
nerveux central ce qui limite leur utilisation chez les patients ayant des métastases au cerveau.
Par ailleurs cette classe thérapeutique est sujette au développement de mécanismes de
résistance avec notamment la surexpression du transporteur Multidrug Resistance-1 (MDR-1).

Les Epothilones constituent une nouvelle classe de molécules cytotoxiques proches
des taxanes et dans laquelle on retrouve la Sagopilone, molécule entierement synthétique.
Cette Epothilone de 3*™ génération permet de s’affranchir du phénoméne de résistance de
type MDR-1 tout en maintenant une bonne diffusion a travers la barriere hémato-
encéphalique. Tout d’abord énoncée dans un modele de xénogreffe avec présence de
métastases cérébrales, I’efficacité de la Sagopilone a été confirmée dans un récent essai de
phase Il chez 35 patients ayant des formes avancées de mélanome non opérables. Avec une
réponse compléte, trois réponses partielles et huit stabilisations de la maladie, cet essai a
montré que la nouvelle molécule cytotoxique semblait avoir un avenir prometteur dans la

prise en charge du mélanome.

e) Les thérapies émergentes ou thérapies ciblées
Depuis une dizaine d’années, de nouvelles thérapies anticancéreuses ont été congues
pour agir le plus sélectivement possible sur une étape clé de I’initiation ou de la progression
tumorale. On emploie le terme de thérapie ciblée pour les désigner. Face a la survenue de
toxicité aigué digestive ou hématologique, la stratégie a été de chercher des traitements qui
épargneraient les cellules hotes et agiraient principalement sur les cellules cancereuses. Par
exemple, cela a mené a I’utilisation de 1’hormonothérapie dans les cancers du sein ou de la

prostate qui sont deux cancers hormonodépendants. Pour étre efficace, il est donc
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théoriquement nécessaire de vérifier la présence et I’activation de la cible ainsi que de

contrdler I’efficacité grace a la recherche de critéres prédictifs de réponse.

Le mélanome est une pathologie génétiqguement complexe qui requiert une tres bonne
compréehension des phénomenes biologiques a 1’origine de I’initiation et de la progression de
ce cancer. En développant le séquengage de geénes pour 1’analyse de mutations et la recherche
d’oncogenes, certaines voies de signalisation cruciales ont pu étre identifiées (Figure 7). Tous
les oncogénes ne sont pas des cibles potentielles mais les enzymes telles que les kinases, les
protéases et les phosphatases ont un intérét majeur car leur site catalytique profond permet
une meilleure sélectivité des molécules congues par drug design (pour revue Gray-Shopfer et
al., 2007).

Receptors
c-KIT Mutated
23% of Acral
Melanoma

RAS

NRAS Mutated
10%—15%

:

1 ., l

Caspased mTOR Cyclin D1 Bel-XL
BAD 1APs
MMP
FOXO TRAF1/2
GSK-3b

Figure 7 Les voies de signalisation activées dans le mélanome (d’apres Algazi et al., 2010)
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e Les inhibiteurs multikinases

Parce que NRas et BRaf sont des cibles thérapeutiques validées dans le mélanome, il
n’est pas étonnant que les agents qui visent cette cascade de signalisation soient rapidement
entrés dans les phases cliniques comme les inhibiteurs de farnésyl transférase bloquant les
modifications post-traductionnelles de Ras (Tableau 4). Malgré leur manque de spécificité,
ces inhibiteurs ont été associés avec le Cisplatine.

L’inihibiteur multikinase Sorafenib (BAY 43-9006) concu initialement pour inhiber
BRaf et CRaf, semble également bloguer les récepteurs tyrosine-kinase au VEGF et au PDGF.
En monothérapie, ’activité anti-mélanome du Sorafenib reste modeste mais lorsqu’il est
combiné au Carboplatine et au Paclitaxel, les résultats se sont avérés plus encourageants.
L’inefficacité du Sorafenib en monothérapie n’est pas bien expliquée : il s’agirait peut-étre
d’un mécanisme d’échappement li¢é a I’activation d’autres voies de signalisation que
Raf/MEK/ERK ou des mécanismes de survie médiés par le TNFa. Bien que BRaf semble la
cible preférentielle des drogues dirigées contre les Raf kinases, il ne faut pas négliger
I’importance de CRaf dans le mélanome. En effet, lorsque Ras est muté, ce n’est pas BRaf
mais CRaf qui active les MEKSs suggérant alors que les thérapies anti-Raf non spécifiques
seraient de meilleurs agents anti-mélanome que les molécules inhibant spécifiquement BRaf.

Par la suite ont été développées des molécules dirigées plus spécifiquement contre
MEK telles que PD0325901 et AZD6244 (Tableau 4) offrant alors une nouvelle option
thérapeutique. Ces agents sont capables d’inhiber in vitro la prolifération, la formation de
colonies en agar et I’invasion dans le matrigel de cellules de mélanome portant la mutation
BRaf V600E mais aussi d’empécher le développement tumoral dans des modéles de
xénogreffes (Collisson et al., 2003). A noter que les cellules mutées pour BRaf semblent plus
sensibles a ce type d’inhibiteurs que celles ou Ras est muté ce qui suggere que Ras active des

voies additionnelles rendant les cellules de mélanome moins dépendantes de MEK.

e Les inhibiteurs de la voie PISK/Akt/mTOR

La voie de la PI3Kinase s’avere aussi €étre un bon candidat pour le traitement du
mélanome. Des agents dirigés contre PI3K, PKB ou d’autres effecteurs situés en aval de cette
cascade de signalisation comme mTOR ont été développés. Le fait que les voies Ras-ERK et
PI3K/PKB contribuent toutes les deux a la survie de la cellule pourrait en partie expliquer la
résistance du mélanome aux cytotoxiques classiques. Il serait d’ailleurs intéressant de tester

I’association d’anti-Raf-MEK et d’anti-PI3K/PKB.
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e Les oligonucléotides antisens

D’autres effecteurs cellulaires ont été pris en considération. Parmi eux, Bcl-2 présent a
des taux élevés dans les cellules mélanocytaires est un facteur de survie majeur. 1l protége la
cellule contre les dérivés toxiques de la mélanine produits durant la mélanogenese et contre
les espéces réactives de 1’oxygene générées lors d’une irradiation par les UVs. En s’appuyant
sur ces données, des études précliniques et cliniques ont montré qu’il existait un réel bénéfice
clinique (en termes de survie sans progression) a I’utilisation d’oligonucléotides antisens

dirigés contre Bcl-2 (Oblimersen) en association avec la Dacarbazine (Bedikian et al., 2006).

e Les inhibiteurs de CDK

La perte de fonctions de p16™<*

est fréquente dans le mélanome. Aussi Cdk4 et 6
forment une cible thérapeutique potentielle. A ce jour les inhibiteurs de CDK non spécifiques,
comme le Flavopiridol, restent inactifs sur le mélanome malin mais des inhibiteurs de Cdk4/6
comme le PD0332991 (Tableau 4) actif dans le cancer du colon, pourraient s’avérer plus
efficaces. Comme pour les autres classes thérapeutiques, il s’agit de combiner ces molécules
entre elles : un anti-Ras/MEK et un inhibiteur de Cdk4-6 serait une association intéressante a

tester.

Tableau 4 Molécules sélectionnées pour la thérapie ciblée anti-mélanome (d’aprés Gray-Schopfer et

al., 2007)

Drug Function Target(s) Study phase
BAY 43-9006 (sorafenib) Kinase inhibitor VEGFR, FDGFR, Il
Rafkinases
CHIR-265 Kinase inhibitor Rafkinases, VEGFR |
PDO325901 Kinase inhibitor MEK 111
AZD6244 Kinase inhibitor MEK Il
Oblimersen Antisense oligonucleotide Bel-2 I {with dacarbazine)
SUN248 (sunitinib) Kinase inhibitor VEGFR, PDGFR, Kit, FLT3 I (renal cancer)
SUS416 (semaxanib) Kinase inhibitor VEGFR 1
AGDI3736 Kinase inhibitor VEGFR, PDGFR, Kit Il (renal cancer)
PDO332991 Kinase inhibitor Cdk4s/6 | (neoplasms, non-Hodgkin's

lymphoma)

CCI779 (temsirolimus)

mTOR inhibitor

mTOR, PTEN/PICZ)K Akt pathway

RADOOT (everolimus)

mTOR inhibitor

mTOR, FTEM/PIC 3K Akt pathway

RMS777 (tibifarnib) Farnesy| transferase inhibitor Ras Preclinical
P5-341 (bortezomib, velcade) Proteasome inhibitor MF-kB 1l
BMS-345541] Kinase inhibitor IxB Preclinical
Witaxin Humanized antibody to a,f; a,fy integrin Il
EMD 121974 (cilengitide) Angiogenesis inhibitor Integrin 1l
17AAG HspS0 inhibitor Hsp90 Il
ZSTK474 PIC3)K inhibitor PI(3 K Preclinical

FLT3, A 5-like tyrosine kinase 3; PDGFR, PDGF receptor; VEGFR, VE GF receptor.
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e Les inhibiteurs de cKIT

Selon le type de mélanome, la fréquence des mutations pour cKIT peut varier de 2 a
20%. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (Sunitinib, Imatinib, Nilotinib et Dasatinib)
constituent une classe thérapeutique de petites molécules ciblant cKIT, habituellement
indiquées dans d’autres pathologies tumorales. Une étude réalisée sur une population non
sélectionnée de patients atteints de mélanome métastatique a conclu a la faible efficacité d’un
traitement par 1’Imatinib (Wyman et al., 2006). Cependant, dans un essai ayant sélectionne les
patients porteurs de mutations pour cKIT, le traitement par Imatinib a entrainé une réponse
tumorale partielle chez trois patients sur cing et une stabilisation de la maladie pour les deux
autres (Carjaval et al., 2009). Méme si des résistances ont été décrites chez des patients mutés
pour cKIT lors d’un traitement par I’Imatinib, le Nilotinib ou le Sorafenib, de nouvelles

molécules inhibitrices de cKIT sont en cours d’essais cliniques.

e [’inhibiteur de BRAF V600E : le PLX-4032

Les efforts faits pour cibler la mutation V600E de BRaf ont mené au développement
d’un inhibiteur de BRaf hautement sélectif qui a déja fait ses preuves dans de récents essais
cliniques. Dans une étude in vitro réalisée sur des lignées cellulaires de mélanome, le
traitement par PLX-4032 a la concentration de 1uM a permis de constater que treize lignées
sur trente-cing étaient sensibles au PLX-4032, seize résistantes et six intermédiaires. Ce
traitement a entrainé I’inhibition de croissance, ’arrét du cycle cellulaire et le déclenchement
de I’apoptose dans les lignées sensibles, soulignant la robustesse de PLX-4032 sur les lignées
mutées pour BRaf. A I’inverse une lignée cellulaire « wild-type » pour BRaf ou mutée pour
NRas reste résistante a I’inhibiteur sélectif (Tap et al., 2010). En effet, alors que le PLX-4032
inhibe ERK dans les cellules portant la mutation V600E, on observe au contraire une
activation de cette cascade de signalisation dans les lignées sauvages pour BRaf via
I’activation de CRaf (Halaban et al., 2010). Ces études suggérent la nécessité de connaitre le

statut mutationnel de BRaf avant toute instauration de traitement par PLX-4032.

En phase 1 d’un essai clinique présenté en 2009 a la réunion annuelle de I’ASCO
(American Society of Clinica Oncology), il a été montré que le PLX-4032 entrainait une
réduction de moitié du nombre de cellules cancéreuses sur un groupe de 16 patients avec un
mélanome au stade avancé. A la dose de 240 mg par jour, le traitement par PLX-4032 conduit
a un taux de survie médian supérieur de 6 mois chez les patients traités par 1’inhbiteur par
comparaison au groupe témoin (Flaherty et al., 2009). Lors d'une seconde étude en phase |

chez des patients porteurs de la mutation V60OE de BRaf, une rémission partielle ou complete
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a été observée chez 80% des patients environ, sur une période de 2 a 18 mois. Des essais
cliniques en phase | et en phase Il sont en cours et des essais en phase Ill ont débuté
(disponible sur http://www:.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01006980?term= R05185426
&rank=3). En juin 2011 dans le magazine Gen News Highlights, des résultats prometteurs ont
été rapportés lors de I'étude en phase 111 (BRIM3) menee par Roche chez des patients porteurs
de la mutation V600E de BRaf.

[1l. MODELISATION DU MELANOME

La transformation des mélanocytes en mélanomes au sein de 1’épiderme est un
phénomene évolutif en cinq étapes, décrites dans la figure 8. La prolifération des
mélanocytes conduit tout d’abord a la formation de naevi qui peuvent évoluer vers une forme
a I’architecture atypique. La persistance de cette population dysplasique marque le début de
I’oncogenése, avec une phase de croissance radiale des cellules (ou RGP) d’abord limitée a
I’épiderme, qui s’étend ensuite au derme papillaire. L’étape suivante de croissance verticale
(ou VGP) est caractérisée par la capacité des cellules a envahir le derme puis le tissu sous-
cutané. Dans cette phase, la tumeur apparait vascularisée et peut métastaser. La tumeur peut
dans certains cas s’étendre localement (peau, ganglions sentinelles) ou au contraire disséminer

a distance (poumon, foie, cerveau, os, intestin).
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Figure 8 Modélisation de l'oncogenese du mélanome (d’apres Gremel et al., 2009)

Les mélanocytes sont présents a la base de 1’épiderme (en blanc). Lorsqu’ils proliféerent, se forment
alors des naevi. Des naevi atypiques peuvent étre présents. La phase de RGP comprend des
mélanocytes dysplasiques localisés dans 1’épiderme (indice de Clark I) ou qui infiltrent le derme
(Clark 1I). La phase de VGP (indice de Clark Il a V correspond a la pénétration dans le derme et le
tissu sous-cutané. Les cellules de mélanome peuvent alors envahir localement les ganglions
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lymphatiques ou des sites métastatiques a distance comme la peau, les poumons, le cerveau, les os et
le foie.

La modélisation du mélanome doit répondre a certains criteres (Gremel et al., 2009):
- le modele doit étre représentatif des caractéristiques physiopathologiques du mélanome,
- I’évolution du modéle doit mimer les différents stades de la maladie,
- le modele doit dépendre des mémes voies de signalisation que celles décrites en pathologie
humaine,
- et la réponse aux traitements doit étre applicable a I’homme.

Malheureusement, ce modéle idéal n’existe pas a I’heure actuelle pour différentes
raisons : contrairement a d’autres tumeurs solides, les mélanomes primaires peuvent étre tres
limités en taille, souvent réservés a I’analyse anatomo-pathologique, ce qui laisse peu ou pas
de tissu pour I’expérimentation scientifique. Par ailleurs, la régulation des cellules de
mélanome et des mélanocytes fait appel a des voies auto- et paracrines qui font intervenir
d’autres types cellulaires tels que les kératinocytes et les cellules stromales. Les phénomeénes
observés sur des cultures de mélanomes isolés peuvent alors étre difficiles a interpréter. C’est
pour ces raisons que différents modeles in vitro et in vivo ont été développés. Nous allons les

présenter dans ce chapitre (Figure 9).
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Figure 9 Représentation schématique des différents modéles d’investigation du mélanome cutané
(d’apres Gremel et al., 2009).

111.1 Modéles cliniques

Les événements moléculaires a 1’origine de la transformation des mélanocytes
normaux en mélanomes malins restent a ce jour trés peu connus en raison d’une diversité
génétique majeure dans la physiopathologie de cette maladie. C’est pour cette raison que les
¢tudes basées sur I’analyse d’échantillons pathologiques necessitent un grand nombre de
spécimens pour obtenir des résultats statistiguement interprétables. Malheureusement, cette
condition s’avere souvent étre un facteur limitant. Actucllement la création de centres
régionaux ou nationaux de recherche sur le mélanome a pour objectif de permettre aux
différents acteurs (cliniciens, anatomo-pathologistes, chercheurs) un accés simplifié aux
bangues de tissus, tout en respectant la qualité des échantillons tumoraux. Ces collaborations
sont cependant tres reglementées : les protocoles doivent étre approuves par des comités

d’¢éthique, tout échantillon pathologique posséde un code d’anonymat et le consentement des
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patients est obligatoire. Un autre obstacle dans 1’étude du mélanome concerne le mode de
conservation des échantillons. En effet, les coupes de peau sont traditionnellement fixées et
conservées dans un bloc de paraffine ce qui rend impossible toute analyse d’ARNm ou
d’ADN chromosomique qui nécessite de travailler sur du tissu frais ou congelé et non fixé.
Par conséquent, les études utilisant du matériel pathologique sont rares. Des modeles in vitro

ont donc été congus pour pallier ces nombreuses contraintes et limites.

111.2 Modeles in vitro
a) Culture cellulaire

La culture cellulaire reste a ce jour un moyen d’étude indispensable. Le grand nombre
de lignées humaines disponibles permet d’étudier ’ensemble des stades de progression du
mélanome depuis le mélanocyte sain jusqu’au stade de mélanome métastatique en passant par
des lignées plus ou moins invasives (stades RGP ou VGP). Il existe méme des lignées issues
d’un méme patient a des stades de progression différents : par exemple, la lignée WM115 au
stade VGP et son variant métastatique la lignée WM266.4. La culture représente donc un
moyen simple d’explorer les altérations moléculaires du mélanome. Il est également possible
d’isoler chez des souris des cellules tumorales humaines & partir de métastases dans un
modele de xénogreffe de mélanome, les remettre en culture afin d’étudier leurs
caractéristiques. Une alternative a [’utilisation de cellules humaines chez la souris
immunodéficiente est d’injecter des cellules de mélanome murin. La lignée la plus
fréquemment étudiée est la lignée B16 dont il existe plusieurs variants plus ou moins
métastatiques. La lignée parentale B16 issue d’une tumeur spontanée qui s’est développée sur
la peau d’une souris C57BL6, a largement été utilisée dans des études s’intéressant a la
tumorigenese, I’angiogenése et au phénomene de dissémination des mélanomes cutanés.
Malgré les avantages a cultiver a la fois des cellules humaines et animales, la croissance
cellulaire dans un modéle en monoculture expose les cellules a un environnement peu naturel
ou les interactions cellulaires sont limitées. Ceci expose les cellules a une pression de
sélection ; des cellules instables génétiqguement devront par consequent étre manipulées a des

passages identiques pour que les résultats d’expériences soient comparables.
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b) Modeéles en 2 dimensions et 3 dimensions (2D et 3D)

Depuis quelques années, 1’intérét du microenvironnement dans le développement et la
progression du mélanome a fait 1’objet d’un développement de nouveaux mod¢les in vitro
dans le but d’étudier les interactions entre cellules de mélanome, kératinocytes, fibroblastes et
cellules immunes. Des modeles de coculture (en 2D) ont pu montrer le réle de kératinocytes
indifférenciés sur la prolifération, la morphologie et la présentation des antigenes aux
mélanocytes. Les kératinocytes sont aussi capables d’inverser le phénotype de cellules de
mélanome a des stades précoces de transformation. Avec le développement de cultures 3D de
peau organotypique, il est devenu possible de mimer le microenvironnement cutané dans un
puits en plastique. Dans ce modele, I’épiderme constitu¢ de kératinocytes humains seuls ou
associés a des mélanocytes (ou des cellules de mélanome) est situé au-dessus d’une matrice
de fibroblastes primaires pris dans du collagéne. Les cellules de mélanome introduites dans ce
systetme peuvent reproduire les étapes de croissance radiale lorsqu’elles se multiplient dans
I’épiderme mais aussi 1’invasion lorsqu’elles envahissent le derme pour former des colonies.
Ces peaux reconstruites offrent un excellent modele d’étude des geénes impliqués dans la

progression du mélanome.

Une autre approche visant a mimer le microenvironnement du mélanome est le modéle
de sphéroides. La plupart des lignées cellulaires de mélanome adoptent une morphologie
globulaire, d’amas ou de sphéres lorsqu’elles sont cultivées dans des conditions de non-
adhérence. En soumettant les cellules a un mouvement constant, une incubation de quelques
jours suffit a la formation de structures aux caractéristiques physiopathologiques et de
croissance proches des tumeurs non vascularisées. Dans la périphérie du sphéroide, les
cellules sont alimentées par de 1’oxygéne et des nutriments ce qui les fait proliférer
rapidement. Cependant le centre de la structure étant moins accessible, les cellules deviennent
quiescentes et peuvent mourir formant alors un core nécrotique. L’étude comparative du profil
d’expression de genes de cellules de mélanome dans un systéme de monoculture ou en
sphéroides révele une régulation positive de genes impliqués dans la progression et la
dissémination du mélanome dans le systétme 3D. Il existe également une augmentation de
I’expression de protéines pro-angiogéniques probablement attribuée a 1’environnement
hypoxique dans le centre du sphéroide. Ce modele s’avere donc intéressant pour 1’étude de
I’angiogenése tumorale in vitro dans un systéme de coculture avec des cellules endothéliales
micro-vasculaires. Une autre application possible de ce modéle est 1I’implantation de

sphéroides dans un gel de collagene qui non seulement mime le microenvironnement au sein
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de la tumeur mais aussi les interactions entre tumeur et matrice stromale. D’autres
applications des sphéroides tumoraux incluent 1’étude des interactions entre les cellules de

mélanome et les fibroblastes environnants.

111.2 Modeéles in vivo
a) Xénogreffes

Apres avoir obtenu des résultats in vitro, il est fréquent de vouloir confirmer ces
résultats chez I’animal. La démarche la plus courante consiste a injecter en sous-cutané les
cellules tumorales chez des souris immunodéficientes. Bien que trés répandu, ce modele
présente plusieurs inconvénients. L’injection sous-cutanée place les cellules tumorales dans
un environnement artificiel qui n’est pas le reflet du site initial de développement de la tumeur
et n’est donc pas un bon modele pour étudier ’invasion et la progression du mélanome. Pour
I’étude des métastases, il existe des modéles alternatifs. Traditionnellement 1’injection des
cellules tumorales en intraveineux (veine caudale) est 1’approche la plus répandue pour
étudier le phénomeéne de dissémination. Pourtant les cellules injectées peuvent étre bloquées
et détruites dans les fins capillaires des poumons ce qui rend alors difficile 1’étude des
métastases extra-pulmonaires et constitue une des limites de ce modéle. Pour éviter cet écueil,
il est possible d’injecter les cellules tumorales directement dans le ventricule cardiaque
gauche. Dans ce protocole, les métastases se forment en premier sur le squelette avant
d’envahir les autres organes. Enfin, I’injection directe dans 1’organe d’intérét (glande
mammaire, prostate, 0s) peut étre une alternative.

Une des avancées majeures pour I’é¢tude de la dissémination métastatique du
mélanome est 1’utilisation de I’imagerie in vivo. Classiquement, seul le sacrifice de 1’animal
permettait de visualiser 1’atteinte métastatique. Maintenant, la croissance tumorale et le
développement des métastases peuvent étre suivis en temps réel et de maniere non invasive
grace a I’utilisation de cellules fluorescentes ou bioluminescentes.

Une autre approche plus sophistiquée consiste a greffer de la peau humaine chez une
souris afin d’approcher au mieux le microenvironnement physiologique. Dans les premiers
essais, de la peau issue d’un donneur ¢tait directement greffée chez la souris
immunodéficiente. Tres utile pour étudier I’impact des radiations UV ou des carcinogenes in
Vivo, cette approche reste limitée lorsqu’on s’intéresse a des mutations de génes spécifiques
dans certaines populations cellulaires de la peau. Cet obstacle a été contourné grace a I’arrivée

des peaux reconstruites in vitro qui ont pu étre greffées chez la souris immunodéprimée
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(Lazarov et al., 2002)(Khavari, 2006). L’équipe de Chudnovsky s’est servie de ce systéme
pour évaluer les voies de signalisation impliquées dans la transformation des mélanocytes.
Pour cela, des melanocytes génétiqguement modifiés (exprimant RAS muté et/ou PI3K mutée
et/ou BRAF muté ou bien délétés pour Rb ou p53) ont été associés a des kératinocytes a la
surface d’un derme humain et I’ensemble a été greffé chez les souris. Les résultats ont montré
que I’activation de PI3K associée a 1’inhibition de p53 ou Rb entrainait la formation de
Iésions de mélanome invasif contrairement a I’activation de BRAF seul qui ne conduit qu’a

I’apparition de naevi simples (Chudnovsky et al., 2005).
b) Animaux transgéniques

Le modéle animal le plus répandu est sans aucun doute le modéle murin pour plusieurs
raisons : les souris ont des organes et une physiologie comparables, leur génome est bien
connu et trés similaire au génome humain et un grand nombre de modeles transgéniques est
déja établi. De plus, il est relativement simple d’introduire des modifications génétiques chez
cet animal tout comme de tester de nouveaux agents thérapeutiques. Pour établir une lignée
transgénique, deux approches sont possibles : la premiere consiste & intégrer une construction
plasmidique dans le génome de I’héte par un lentivirus ou une injection dans le pronucléus
d’ovocytes murins fertilisés. Dans ce cas, I’expression des genes endogénes reste inchangée.
La principale application de cette technique est 1’expression d’oncogenes dans des
mélanocytes. La deuxiéme approche par recombinaison homologue dans des cellules souches
embryonnaires permet d’établir des knockouts ou des modifications de genes endogenes. Les
cellules modifiées sont alors réintroduites dans des embryons murins a un stade précoce de
I’embryogenese pour intégrer la lignée germinale et donner lieu a la souris transgénique. 1l est
également possible de faire exprimer la ou les modification(s) génétique(s) spécifiquement
dans un type d’organe ou un tissu, de facon constitutive ou inductible. Pour modéliser le
mélanome par exemple, il sera intéressant de limiter 1I’expression du géne muté ou knockout
aux meélanocytes de 1’hote. Depuis quelques années de nombreux genes parmi lesquels
pl6INK4a, RAS et HGF ont été étudiés dans des modeles de souris transgénique (Larue and
Beermann, 2007)(Benjamin et al., 2007). Une des études les plus récentes s’est penchée sur le
réle de PTEN, suppresseur de tumeur, dans les mélanocytes in vivo (Inoue-Narita et al.,
2008). La déletion spécifique de PTEN dans les mélanocytes de souris protége de 1’apparition
de poils gris, et surtout les sensibilise & la formation de naevi et de mélanomes induite par un
carcinogeéne. Ces résultats démontrent 1I’importance de PTEN dans la survie des cellules

souches mélanocytaires ainsi que son réle de suppresseur de tumeur.

51



Un autre modele animal a été développé ces derniéres années : il s’agit du poisson
zebre. Son génome a la particularité de posséder de nombreux génes impliqués dans les
cancers humains et qui restent conservés. Par ailleurs, c’est un petit animal qui requiert peu de
soins, peu codteux et dont les embryons transparents le premier mois de développement
constituent un avantage majeur pour les techniques d’imagerie in situ. Récemment, une étude
du réle de I’oncogene BRAF V600E chez le poisson zebre a montré que cette simple mutation
entrainait la formation de naevi multiples dans ce modéle d’organisme aquatique et
lorsqu’elle était associée au déficit en p53 conduisait a I’apparition de 1ésions de mélanome
invasif (Patton et al., 2005). Un modele de zébrafish qui reste transparent durant toute sa vie a
aussi été développé. Bien que ce modéle ne produise pas de mélanocytes, ce poisson semble
déja trés intéressant pour des études d’invasion tumorale dans des modéles de xéno- ou

d’allogreftes.
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Chapitre 2- Les sphingolipides

. GENERALITES

Le nom de sphingolipides (SLs) a été donné a ces molécules complexes en référence a
un animal énigmatique de la mythologie grecque le sphinx. En effet, la nature de ces lipides
est longtemps restée mystérieuse non seulement pour leur grande diversité de structure, leur
métabolisme complexe mais aussi pour le nombre extraordinaire de fonctions biologiques
qu’ils régulent. Les vingt derni¢res années ont été marquées par une avancée considérable
dans la connaissance des SLs. Longtemps considérés comme de simples constituants des
membranes ou des intermédiaires énergétiques de processus métaboliques, ils sont maintenant
reconnus comme des lipides bioactifs qui jouent un role central dans de nombreuses fonctions
cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la migration, 1’angiogenése ou

I’apoptose (Sabourdy et al., 2008).

1.1 Structure

Les sphingolipides (SLs) forment une classe de lipides complexes synthétisés dans le
réticulum endoplasmique (RE) a partir de précurseurs non sphingolipidiques. Ils sont
caractérisés par une structure de base a 18 atomes de carbone et une fonction amino-alcool
également appelée la base sphingoide. La condensation avec un acide gras par une liaison
amide et/ou la substitution du groupement hydroxyl en C1 conduit a la formation d’une large
diversit¢ de composés (Figure 10). A partir d’une structure simple représentée par la
sphingosine (base insaturée) ou la dihydrosphingosine, 1’ajout par exemple d’un phosphate
sur le groupement hydroxyle en C1 peut aboutir a la sphingosine 1-phosphate ou la
dihydrosphingosine 1-phosphate, molécules biologiquement actives. D’autre part, la liaison
de la sphingosine avec un acide gras plus ou moins long (liaison amide) donne une
sphingosine N-acylée qu’on appelle plus communément céramide. Ce céramide peut avoir
différentes fonctions biologiques selon la nature de la chaine acylée qui le compose. Il se situe
au centre du métabolisme des SLs et est a I’origine de la formation des SLs plus complexes
via la substitution du groupement hydroxyl-1. L’ajout d’un phosphate par une céramide
kinase genere du céramide 1-phosphate tandis que la condensation avec une phosphocholine
conduit a la formation de sphingomyéline (SM). Enfin le céramide peut produire le
glucosylcéramide (GlcCer) ou le galactosylcéramide (GalCer) par addition respective d’un

glucose ou d’un galactose (Morales et al., 2007) (pour revue Gault et al., 2011).
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Figure 10 Structure des principaux sphingolipides (d’apres Futerman and Hannun, 2004)

Avec une téte polaire hydrophile représentée par un groupement phosphate ou par des
sucres greffés a 1’alcool primaire et une queue apolaire hydrophobe constituée de la base
sphingoide et d’un acide gras, la plupart des SLs sont des composés amphiphiles ce qui leur

permet de diffuser a travers les membranes.

Les SLs sont présents dans de nombreux organismes comme les levures, les insectes,
les vers, les poissons et les mammiferes. Méme si la plupart des SLs sont distribués de fagon
ubiquitaire, certains d’entre eux sont plus abondants dans les tissus nerveux, cérébral ou
cutané. Par ailleurs, bien que largement distribués dans les membranes des cellules
eucaryotes, ces lipides peuvent étre présents dans différents compartiments subcellulaires ou

plus préférentiellement dans les liquides biologiques.

1.2 Métabolisme et distribution subcellulaire

Le céramide est généré par deux voies métaboliques (Figure 11). D’une part, une
biosynthése de novo initiée par la condensation entre une sérine et un palmitoyl CoA
catalysée par une enzyme essentielle : la sérine palmitoyltransférase (SPT). Cette réaction
débute sur la face cytosolique du RE. La 3-cétosphinganine ainsi formée va étre réduite en
dihydrosphingosine ou sphinganine par la cétosphinganine réductase, une enzyme NADPH
dépendante. L’acylation de la sphinganine est catalysée par la dihydrocéramide synthase (CS)
pour aboutir a du dihydrocéramide qui va ensuite étre oxydé par une désaturase (DES)

génerant alors du céramide. La conversion du céramide en SLs plus complexes se déroule
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dans des compartiments cellulaires autres que le RE (sauf pour le GalCer) et principalement
dans I’appareil de Golgi. Le céramide doit donc étre transporté dans ce compartiment par un
transporteur qui est une protéine cytosolique connue sous le nom de Ceramide Transfert
Protein ou CERT (Hanada et al., 2007). Dans le Golgi, une sphingomyéline synthase (SMS)
qui catalyse le transfert d’un groupement phosphorylcholine a partir de phosphatidylcholine
sur le céramide, permet de former de la sphingomyéline (SM) qui sera transportée jusqu’a la
membrane plasmique. Alternativement, le céramide, amené au Golgi par un autre mécanisme
que CERT, peut étre modifié en glucosylcéramide (GlcCer) par ajout de glucose sur le
carbone 1 par la glucosylcéramide synthase (GCS). Le GlcCer transloque ensuite sur la face
luminale du Golgi ou il permettra de synthétiser des glycosphingolipides plus complexes : les
gangliosides.

Le céramide peut également étre généré par une voie de recyclage connue sous le nom
de « cycle de la sphingomyéline ». La SM étant le SL le plus abondant dans les membranes
des cellules humaines, I’homéostasie des membranes est donc sous I’influence de la synthése
et la dégradation de ce phospholipide. L’hydrolyse de la SM génére du céramide et de la
phosphorylcholine. Cette réaction fait appel a des phospholipases spécifiques: les
sphingomyélinases (SMases). Trois types de SMases ont été caractérises et sont classés en
fonction de leur pH optimal d’action. Il existe des SMases neutre, acide ou alcaline. Bien que
ces trois groupes d’enzymes catalysent une méme réaction, leurs localisations subcellulaires
sont différentes. La SMase alcaline par exemple est exclusivement exprimée dans 1’intestin et
le foie tandis que les SMases neutre et acide sont ubiquitaires. Enfin, il semblerait que du
céramide puisse €tre généré par des réactions d’hydrolyse similaires a partir de SLs plus
complexes tels que les glycopshingolipides (Valaperta et al., 2006).

Quelle que soit la voie de synthese du céramide (de novo ou recyclage des SLs), celui-
ci peut subir a son tour une déacylation par des céramidases (CDases). Ces céramidases
possedent une expression spécifique d’un organelle et sont classées selon leur pH optimal en
CDases acide, neutre ou alcaline. Elles catalysent la dégradation du céramide en sphingosine,
un lipide bioactif qui inhibe la progression du cycle cellulaire et/ou favorise 1’apoptose, peut
étre phosphorylée par les sphingosines kinases (SK) situées dans le cytosol et donner de la
sphingosine 1-phosphate (S1P), lipide mitogénique (Olivera et al., 2001). Cette S1P peut étre
recyclée en sphingosine sous 1’action d’une S1P phosphatase (S1PP) ou bien dégradée dans le
RE de facon irréversible par la S1P lyase (SPL), produisant au final un hexadécénal et une
phosphoéthanolamaine. (Le Stunff et al., 2002)(Bandhuvula et al., 2007).
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Bien que le céramide soit majoritairement converti en SLs plus complexes dans le
Golgi, il peut également étre phosphorylé pour donner du céramide 1-phosphate (C1P).
L’enzyme qui catalyse cette réaction est une céramide kinase (CK) et appartient a la famille
des DAG kinases. Le C1P redonnera a nouveau du céramide aprés déphosphorylation par une
C1P phosphatase (C1PP) localisée dans la membrane plasmatique (Boudker and Futerman,
1993). (Pour revue Gault et al., 2010).
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Figure 11 Métabolisme des Sphingolipides (d’aprés Ryland et al., 2011)

CK: céramide kinase; C1PP: céramide 1-phosphate phosphatase ; CRS: cérébrosidase; CS: céramide
synthase; CDase: céramidase; DAG : diacylglycérol; DES: dihydrocéramide désaturase; GALC :
galactosylcéramidase;  GALT :  galactosyltransférase;  GCS:  glucosylcéramide  synthase; PC:
phosphatidylcholine; SK: sphingosine kinase; S1PP : sphingosine 1-phosphate phosphatase; S1P Lyase :
sphingosine 1-phosphate lyase; SMS : sphingomyéline synthase; SMase : sphingomyélinase; SPT : sérine
palmitoyl transférase.

Il. LA SPHINGOSINE 1-PHOSPHATE, UN LIPIDE BIOACTIF

11.1 Métabolisme de la sphingosine 1-phosphate (S1P)
La S1P est un dérivé phosphate de la sphingosine considéré comme un médiateur
lipidique vital. A 1’origine, la S1P était considérée comme un simple intermédiaire de

détoxification de la sphingosine. Depuis la découverte de son role dans la régulation de la
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croissance cellulaire (Zhang et al., 1991) et de ses effets anti-apoptotiques, la S1P a suscité
I’intérét de nombreuses études qui ont mis en évidence son implication dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques qui s’étendent au-dela d’un simple réle structural.
Les taux intracellulaires de ce lipide bioactif sont faibles, variables selon les tissus et finement
régulés par trois enzymes : la SK, la S1P Lyase et la S1PP, qui maintiennent un équilibre

entre la biosynthése et la dégradation de la S1P (Figure 12).
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Figure 12 Formation et dégradation de la S1P (d’apres Spiegel et al., 2003)

a) Synthese de la S1P : les sphingosines kinases 1 et 2
Les sphingosine kinases (SK) sont des enzymes capitales dans le métabolisme des
sphingolipides, situées au centre d’un carrefour entre S1P, sphingosine et céramide. Elles
assurent la biosynthése de la SIP par ajout d’un groupement phosphate sur la sphingosine.
Ces enzymes de la famille des DAG kinases utilisent I’ATP pour phosphoryler le groupement
hydroxyl en C1 de la sphingosine, de la dihydrosphingosine ou dans le cas de SK2 de la

phytosphingosine également.

e Caractéristiques structurales et fonctionnelles des sphingosine kinases 1 et 2

Isolée la premiére fois a partir de foie de rat, la SK fut détectée dans les fractions
cytosoliques gréace a son activité enzymatique (Hirschberg et al., 1970). Mais ce n’est qu’en
1998 que la premiére SK de mammifere a été clonée et caractérisée chez la souris. A partir de
la, I’isoforme humaine (SK1) a pu étre identifiée grace a une homologie de séquence avec
I’enzyme murine (Nava et al., 2000). Une deuxieme isoforme de SK humaine et murine,
découverte dans la méme année, a été clonée par 1’équipe de Spiegel : la SK2 (Liu et al.,
2000).
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Chez les mammiferes, les génes SphK1 et SphK2 sont respectivement situés sur les
chromosomes 17q25.2 et 19q13.2. D’un point de vue structural, les génes sont composés de 5
domaines conserves (C1-C5) avec un seul site catalytique localisé entre C1 et C3. Le site de
liaison de I’ATP est quant a lui situé au sein du domaine C2. L’analyse du géne SphK1 n’a
pas permis d’identifier de région hydrophobe transmembranaire alors que dans SphK2 quatre
régions ont été retrouvées. Malgré une forte homologie entre SphK1 et SphK2 leurs séquences
divergent suffisamment pour indiquer qu’elles ne sont probablement pas issues de la

duplication d’un simple geéne (Figure 13).

Les modeles murins SphK1-/- ou SphK2-/- sont viables et ne présentent pas de
phénotype particulier laissant penser que ces deux enzymes pourraient avoir des fonctions
redondantes. Cependant il existe quelques subtilités phénotypiques propres a chaque déficit
d’enzyme. En effet les taux plasmatiques de S1P résiduels different selon le déficit de SK1 ou
de SK2. Par contre, le double knockout SphK1 et SphK2 entraine une létalité embryonnaire
due a un défaut de développement du systeme cardiovasculaire (Mizugishi et al., 2005). Bien
que SK1 et SK2 soient les deux seules isoformes clonées a 1’heure actuelle chez les
mammiferes, certaines études rapportent 1’existence d’au moins trois SKs aux propriétés
différentes. Par exemple des essais d’immunodéplétion par des anticorps anti-SK1 et anti-SK2
chez la souris n’ont pas permis d’altérer totalement 1’activité enzymatique dans les tissus
murins (Fukuda et al., 2003). C’est pourquoi, I’hypothése de I’existence d’une SK

supplémentaire n’est pas a exclure.
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Figure 13 Structure des sphingosine kinases (d’apres Spiegel et al., 2003)

e Distribution de SK1 et SK2

Chez les mammiféres, malgré une répartition ubiquitaire, les deux SK different par

leur distribution temporelle et spatiale. Alors que la SK1, qui apparait dés le 7°™ jour du

développement embryonnaire et s’exprime de préférence dans le cerveau, le ceeur, le thymus,

la rate, le rein et le poumon, la SK2 apparait plus tardivement avec un pic au 17°™ jour et a
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I’4ge adulte avec une localisation prépondérante dans le cceur, le rein et le foie (Liu et al.,
2000).

Au niveau cellulaire, SK1 est une enzyme cytosolique mais peut aussi étre liée a la
membrane, transloquer au noyau et éventuellement étre sécrétée dans le milieu extracellulaire
(Johnson et al., 2002)(Inagaki et al., 2003). SK2 moins étudiée, est localisée de fagon

prédominante dans le noyau et dans la région périnucléaire des cellules.

e Régulation de ’activité de la SK1

La SK peut étre stimulée par de multiples activateurs parmi lesquels :

- des récepteurs : récepteurs couplés aux protéines G, récepteurs tyrosine kinase, récepteurs

aux immunoglobulines.

- des cytokines pro-inflammatoires : TNF, IL1p, TGFB

- des facteurs de croissance : PDGF, VEGF, HGF, EGF, IGF, NGF
- des hormones : cestradiol

- des esters de phorbol : TPA, PMA

- les LDL oxydées, la vitamine D3, le LPS, I’AMPc, I’histamine.

Les mécanismes d’activation de ces différents stimuli ne sont pour ’instant pas
completement élucidés. Plusieurs mécanismes sont proposés pour une activation optimale de
I’enzyme ; il s’agirait principalement d’une activation post-transcriptionnelle qui affecterait
I’état de phosphorylation de la SK, sa localisation dans la cellule ou son interaction avec

d’autres protéines.

Bien que la SK1 soit une enzyme cytosolique, des études ont montré que son
activation était accompagnée d’une translocation a la membrane plasmique en réponse a
différents stimuli comme le PMA ou le TNFa. Cette translocation n’est possible que si
I’enzyme est phosphorylée sur une sérine en position 225 via 1’action de ERK. Une fois
localisée a la membrane, la SK1 peut phosphoryler son substrat la sphingosine (Pitson et al.,
2003). Méme si la translocation de SK1 a la membrane plasmique reste le principal
mécanisme de régulation de son activité enzymatique, la kinase peut aussi se déplacer vers la
région périnucléaire ou dans le noyau grace a la présence de deux séquences d’export
nucléaire nécessaire pour que SK1 quitte le noyau. Cependant, le mécanisme d’entrée dans le

noyau n’est pas encore ¢lucidé.
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La présence de sites de phosphorylation de PKC sur la séquence de SK1 a permis de
découvrir un nouveau mécanisme d’activation de I’enzyme. En réponse a des stimuli comme
le PMA ou des conditions d’hypoxie, PKC pourrait activer la kinase en deux phases : une

translocation a la membrane suivie d’une stimulation transcriptionnelle ERK-dépendante

(Nakade et al., 2003).

D’autres mécanismes d’activation de SK1 ont été proposés. Une activation via la
phospholipase D (PLD) entrainant une colocalisation des deux protéines dans la région
périnucléaire suivie d’une liaison de la SK1 a I’acide phosphatidique (PA), produit de la PLD.

Cette liaison augmenterait 1’activité de SK1 in vitro (Olivera et al., 1996).

Une régulation par le calcium a été suggérée dans plusieurs études montrant que la
dépolarisation de la membrane augmente ’activité de la SK et la production de S1P via
I’influx de calcium intracellulaire (Alemany et al., 2001). D’autres équipes ont décrit que sous
stimulation par les esters de phorbol, la SK1 est phosphorylée, catalytiquement active mais ne
transloque pas a la membrane si le site de liaison au complexe calmoduline/calcium n’est pas
fonctionnel (Sutherland et al., 2006).

L’interaction de SK1 avec d’autres protéines semble aussi réguler ses fonctions. Outre
sa translocation a la membrane médiée par ERK, 1’activation de SK1 par le TNFa requiert une
interaction avec la protéine adaptatrice TRAF2 (TNFR-receptor Associated Factor 2) (Xia et
al., 2002).

Une régulation transcriptionnelle/traductionnelle a également été décrite. En effet, une
équipe a montré que le TGFp était responsable d’une ¢€lévation des taux d’ARNm de la SK1,
ainsi que de son taux protéique et de son activité dans des fibroblastes dermiques. Ce
phénomeéne était également accompagné d’une augmentation des taux de S1P (Yamanaka et
al., 2004). L’augmentation des taux de ’ARNm de SK1 a aussi été illustrée dans de
nombreuses tumeurs. Cependant, méme si la régulation du transcrit codant pour SK1 semble
étre un mécanisme important pour la prolifération cellulaire, les protéines impliquées dans ce

contr6le transcriptionnel ne sont pas encore identifiées (pour revue Taha et al., 2006).

Malgré un grand nombre d’études qui se sont penchées sur les mécanismes
d’activation de la SK1, peu d’explications s’attardent sur son mode d’inhibition. La régulation
négative de cette protéine a été décrite comme un mecanisme de protéolyse conduisant a la
mort cellulaire programmée. La dégradation de la SK surviendrait aprés stimulation par des
agents tels que le TNFa ou des dommages de I’ADN (Taha et al., 2004).
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e Réqulation de la SK2

La régulation et les fonctions de SK2 sont moins connues que pour SK1. Toutefois,
des ¢tudes ont montré que SK2 pouvait se lier a la calmoduline au niveau d’un site conservé
entre les deux SKs mais contrairement a SK1, cette interaction n’altére pas la localisation
cellulaire de SK2 (Sutherland et al., 2006). Peu d’agonistes (EGF, récepteur aux IgE, IL-1f et
TNFa) peuvent activer SK2. Parmi eux, ’EGF peut induire la phosphorylation de SK2 sur les
résidus Serine 351 et Thréonine 578 par un mécanisme dépendant de ERK (Hait et al., 2007).
Par ailleurs, le récepteur aux IgE, connu pour activer SK1 dans les mastocytes, peut aussi
activer SK2 et induire sa translocation a la membrane (Olivera et al., 2006). Bien que
I’expression de SK2 soit associée a un effet antiprolifératif et pro-apoptotique, des études ont
montré que SK2 pouvait protéger les cellules MCF7 (cancer du sein) et HCT116 (cancer du

colon) de la mort induite par la doxorubicine (Sankala et al., 2007).

b) Dégradation de la S1P : S1P phosphatase et S1P lyase
La dégradation de la S1P fait appel a deux voies. Une dégradation réversible de la S1P
assurée par la S1PP qui génére de la sphingosine et une dégradation irréversible catalysée par
la S1P Lyase, située dans le RE, pour donner de 1’hexadécénal et de la phosphoéthanolamine
(Figure 12).
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Figure 14 Structures des enzymes de dégradation de la S1P (d’apres Spiegel et al., 2003)
b-1) S1P phosphatase

e Caractéristiques structurales et fonctionnelles

La S1P cytosolique peut étre dephosphorylée au niveau du RE par des phosphatases
spécifiques. La notion d’enzyme spécifique des bases sphingoides a été évoquée la premiére

fois dans des travaux de van Veldhoven (van Veldhoven and Mannaerts, 1994). Cette enzyme
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a ¢té caractérisée biochimiquement a partir d’extraits de foie de rat avant d’étre identifi¢e et
clonée. Chez les mammiféres, il existe deux isoformes de S1P phosphatase : la S1IPP1 et la
S1PP2 qui possédent 70 % d’homologie. Les génes qui codent pour les SIPP1 et 2 sont situés
sur les chromosomes 14g23.1 et 2q36.3, respectivement. D’un point de vue structural, S1PP1
et S1IPP2 contiennent 8 a 10 domaines transmembranaires et présentent une haute spécificité
de substrat pour les bases sphingoides phosphorylées. Ces deux enzymes possedent trois
motifs conservés que 1’on retrouve dans la superfamille des lipide-phosphate
phosphohydrolases et qui correspondent au site catalytique (Figure 14). Les deux enzymes

posseédent donc une structure et des caractéristiques biochimiques similaires.

e Distribution

En ce qui concerne la répartition tissulaire, SIPP1 et S1IPP2 sont exprimeées de facon
ubiquitaire, avec une expression particulierement élevée dans le rein et le placenta pour

S1PP1, dans le cceur, le rein et le colon pour S1PP2.

Dans la cellule, les deux isoformes sont localisées au niveau du réticulum

endoplasmique.

e Régulation

Il a été démontré que la surexpression de 1’isoforme SIPP1 au niveau du RE entrainait
une accumulation de céramide et de sphingosine, altérant alors la balance dynamique entre
S1P et sphingosine/céramide. La conséquence est une augmentation de 1’apoptose (Le Stunff
et al., 2002). De plus, une forte expression de S1IPP1 diminue le relargage extracellulaire de
S1P, suggérant que cette enzyme peut réguler négativement les effets extracellulaires de ce
lysophospholipide bioactif (Johnson et al., 2003). Récemment, 1’équipe de Le Stunff a montré
que le recyclage de la sphingosine en céramide, médié par S1PP1, était potentialisé par la
surexpression de SK2. Ces deux enzymes agiraient de facon coordonnée par un cycle de

phosphorylation-déphosphorylation (Le Stunff et al., 2007).

A ce jour, les effets de I’isoforme S1PP2 sont moins bien connus en ce qui concerne la
régulation du métabolisme des SLs. Cette isoforme serait cependant activée durant la réponse

inflammatoire (Mechtcheriakova et al., 2006).
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b-2) S1P Lyase

e Caractéristiques structurales et fonctionnelles

La S1P Lyase est I’enzyme responsable de la conversion de la SIP en hexadécénal et
phosphoéthanolamine, étape finale du catabolisme des SLs. Les substrats de cette
dihydrosphingosine 1-phosphate aldolase sont des bases phosphorylées a longue chaine
comme la S1P, mais aussi la dihydroS1P, la phytoS1P et la dihydrosphingosine 1-
phosphonate. Le géne codant pour la S1P Lyase, situé sur le chromosome 10q21, a été pour la
premiére fois cloné a partir de S. cerevisiae et les homologues murin et humain ont été
identifiés par la suite par homologie de séquence. Il code pour une protéine de 63.5 KDa.
D’un point de vue structural, la SIP Lyase posséde un domaine transmembranaire proche de
son extrémité N-terminale ainsi qu’un domaine de liaison du cofacteur le pyridoxal 5’-
phosphate (pyridoxal-dependent decarboxylase conserved) qui contient des résidus cystéine
Cys218 et Cys317 ayant un role important pour la fonctionnalité de I’enzyme (van Veldhoven
et al., 2000) (Figure 14).

Le role la S1P Lyase a été décrit grace a I’étude du phénotype des souris Sgpl1-/-. Les
animaux déficients pour cette enzyme présentent une incapacité a prendre du poids, des
hémorragies vasculaires, des défauts du squelette et une mort prématurée a 1’age de huit
semaines (Schmahl et al., 2007). Ces observations suggérent que la S1P Lyase est essentielle

dans le développement de nombreux tissus chez les mammifeéres.

e Distribution

La S1P lyase est une protéine ubiquitaire, ayant une distribution tissulaire large mais
variable selon la localisation tissulaire. Elle est particulierement élevée dans le thymus et
I’intestin et au contraire faible dans le cerveau et le muscle squelettique, laissant penser que la
S1P Lyase serait exprimée dans des tissus soumis a un « turn-over » rapide. Particularité de la
S1P Lyase, son expression est inexistante dans les érythrocytes et les plaquettes car ces
cellules sont dépourvues de RE. L’expression de cette enzyme est forte dans I’épithélium
thymique et trés faible dans les lymphocytes créant un gradient de S1P essentiel pour le trafic
des lymphocytes du thymus vers la circulation sanguine et les organes lymphoides

secondaires (Schwab et al., 2005).

Dans la cellule, la S1P Lyase est transmembranaire, localisée exclusivement au niveau du
RE. Son site catalytique exposé sur la face cytosolique lui permet d’accéder directement a la

S1P synthétisée au sein méme de ce compartiment.
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e Réqulation

La régulation de la S1P Lyase est assez peu connue. Des études ont montré que les
facteurs de transcription de la famille GATA pouvaient contrbler la transcription de cette
enzyme chez le nématode et chez ’homme (Oskouian et al., 2005). De plus, la régulation
transcriptionnelle de la S1P Lyase par le PDGF a été mise en évidence dans des cellules
souches embryonnaires murines (Chen et al., 2004). Par ailleurs, 1’analyse de la région 5° non
traduite du geéne de la S1P Lyase indique que d’autres mécanismes de régulation pourraient
étre impliqués. Enfin, il existerait une régulation post-traductionnelle par nitrosylation ou par

phosphorylation (Zhan and Desiderio, 2006).

Les données de la littérature montrent que la surexpression de la S1P Lyase est liée a une
augmentation de l'apoptose et qu’a I’inverse son expression est diminuée dans les tumeurs
coliques (Oskouian et al., 2006). Enfin, notre équipe a montré trés récemment que les cellules
génétiquement invalidées pour la S1P Lyase étaient chimiorésistantes et induisaient des

tumeurs apres injection chez la souris (Colié et al., 2009).

11.2 Localisation cellulaire et transport de la S1P
a) Sources de S1P et gradient de concentration

Chez ’homme, c’est dans le sang circulant que les concentrations de S1P sont les plus
¢levées. Dans le plasma ou la S1P circule couplée a 1’albumine ou aux lipoprotéines, les
concentrations sont comprises entre 0.2 a 0.9 uM. Les sources de S1P circulante sont les
plaquettes principalement, dépourvues d’activité S1P Lyase, les érythrocytes et les cellules
endothéliales (Hanel et al., 2007). Des souris invalidées de facon conditionnelle pour SK1 et
SK2 ont montré que la S1P circulante provenait majoritairement des globules rouges
évoquant alors la capacité de ces cellules a incorporer la S1P du milieu extracellulaire et de la
stocker afin d’éviter sa dégradation. Méme si les concentrations plasmatiques de S1P sont
élevées, la demi-vie de ce lipide est relativement courte (environ 15 minutes) et des études ont
montré que la S1P n’était pas degradée par les éléments du sang (Venkataraman et al., 2008).

Dans la lymphe, les concentrations de S1P sont réduites de 75 % et elles sont encore
plus faibles (0.5 a 0.75 pmol/mg) dans les tissus, ce qui prouve 1’existence d’un gradient de
concentration de S1P entre le sang et les tissus. De fagcon intéressante, les concentrations de
S1P estimées dans le tissu interstiticl sont de 1’ordre du nM ce qui laisse penser que ce

gradient est nécessaire au passage des cellules immune et hématopoiétique de la circulation
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sanguine a la circulation lymphatique. Le gradient de S1P semble influencé par les propriétés
physicochimiques de ce lipide. Par exemple, ’affinité de la S1P pour les HDL, I’albumine ou
pour les membranes hydrophobes pourrait contribuer a la diffusion et aux mouvements de la
S1P. De plus, les gradients de S1P sont influencés par la distribution et I’activité des enzymes
responsables de sa biosynthese et de son métabolisme.

La présence d’un gradient de S1P in vivo pose a ce jour de nombreuses questions. Les
sources cellulaires de S1P, la cinétique de synthese et de dégradation, I’expression et I’activité
des enzymes du métabolisme de S1P et la disponibilité du substrat sont autant de

problématiques qu’il reste a élucider (pour revue, Hla et al., 2008).

b) Sécrétion/export de S1P et enrichissement dans le plasma
Bien qu’étant synthétisée dans la cellule, la S1P est présente dans le milieu
extracellulaire a des taux relativement élevés. Cela sous-entend que soit ce lysophospholipide
est géneré directement en extracellulaire grace a des SKs présentes sur le feuillet externe de la

membrane plasmique, soit les cellules peuvent sécréter la S1P hors de la cellule.

Des études ont montré qu’il existait une tres faible activité enzymatique SK dans le
plasma suggérant la présence d’une enzyme soluble dans le plasma (5.3 nmol/g de plasma). A
partir de sphingosine résiduelle circulante, la SK sécrétée dans le plasma pourrait générer de
la S1P (Venkataraman et al., 2006).

L’export de la SIP du cytosol vers l’environnement extracellulaire n’est pas
completement connu. La S1P étant trop polaire pour traverser spontanément la membrane
plasmique hydrophobe, il doit donc exister un mécanisme de transport actif. Des études ont
démontré I’existence de transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) : ABCC1 dans les
mastocytes, ABCA1 dans les astrocytes et ABCA7 dans les plaquettes. L’analyse de I’export
de S1P chez des souris déficientes pour ABCA1, ABCA7 ou ABCCI n’a pas montré de
réduction des taux plasmatiques du lipide phosphate. Cela suggére que ’absence d’un seul
sous-type de transporteur n’est pas une étape limitante dans le relargage de S1P et que des
mécanismes compensatoires ou interviendraient d’autres transporteurs ABC peuvent exister.
Les mécanismes moléculaires qui régissent le passage de la S1P a travers le transporteur ne

sont, a I’heure actuelle, pas connus.
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11.3 Cibles et mode d’action de la S1P
La S1P a un réle crucial dans de nombreuses fonctions cellulaires selon deux modes
d’action bien distincts. Elle peut agir via sa fixation sur des récepteurs présents a la surface

cellulaire ou directement en tant que second messager dans la cellule.

a) Action extracellulaire : les récepteurs de la S1P
Lorsqu’elle est sécrétée, la S1P peut devenir le ligand de 5 récepteurs spécifiques
S1PRs (S1P1 a S1P5), en agissant de fagon autocrine ou paracrine. Ce sont des récepteurs a 7
domaines transmembranaires couplés & une protéine G appartenant a la famille des récepteurs
EDG (Endothelial Differentiation Gene). Leur expression est spécifique d’un type cellulaire et
de la protéine G a laquelle ils sont couplés ; c’est pourquoi ces récepteurs sont capables

d’induire une grande variété de signaux apres leur activation (pour revue, Strub et al., 2010).

Sous D’effet de stimuli tels que les hormones, les facteurs de croissance ou les
cytokines, les SKs activées générent de la S1P dans la cellule qui peut étre sécrétée dans le
milieu extracellulaire pour se lier aux S1IPRs. On parle alors de boucle de signalisation par un
phénomene d’« inside-out ». La transactivation des S1PRs est influencée par la sécrétion de
S1P mais aussi par les taux intracellulaires de S1P. En effet, la diminution des taux de S1P
dans la cellule aprés surexpression de S1PP1 entrainerait une inhibition de la transactivation
(Le Stunff et al., 2004) ; A I’inverse ’accumulation de S1P aprés inhibition de la S1P Lyase

serait favorable a la transactivation des S1PRs (Schwab et al., 2005).
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Figure 15 : Modes d’action extracellulaire de la S1P (D’aprés Dayon A, 2008. Manuscrit de thése « réle
de la sphingosine kinase-1 dans la survie et la progression des cellules tumorales prostatiques LNCaP vers
I’androgéno-indépendance ».

e SI1P1

S1P1 est exprimé de facon ubiquitaire malgré des taux plus élevés dans le cerveau, le
poumon, la rate, le systeme cardiovasculaire et le rein. Son réle majeur dans I’angiogenése a
été démontré chez des souris déficientes pour ce récepteur chez qui 1’absence de S1P1 a
conduit a la mort embryonnaire par hémorragies dues a un systeme vasculaire immature (Liu
et al., 2000). Il a été montré que le knockout conditionnel de S1P1 dans les cellules
endothéliales murines conduisait aux mémes troubles vasculaires. Le réle de S1P1 dans le
maintien de I’intégrité vasculaire est médié par des effecteurs moléculaires tels que AKT et

Rac.

S1P1 semble aussi impliqué dans I’immunité puisque son expression est nécessaire a la
sortie ganglionnaire des lymphocytes. Dans les cellules B et T, la régulation négative ou la
délétion de S1P1 se traduit par une lymphopénie par incapacité des lymphocytes a sortir des
ganglions (Matloubian et al., 2004). De plus, la transplantation de thymocytes et lymphocytes
déficients pour S1P1 a des souris normales conduit a leur séquestration dans les ganglions et

les plaques de Peyer (Chi et al., 2005).
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e SI1P2

S1P2 est largement distribué dans de nombreux types cellulaires. Mais contrairement aux
souris KO pour S1P1, les souris déficientes pour S1P2 ne présentent pas a la naissance
d’anomalie particuliere hormis des signes d’hyperexcitabilit¢ pyramidale et une surdité,
démontrant le role de ce récepteur dans le développement du systeme auditif. Impliqué dans
de nombreux processus physiologiques, il a été démontré que S1P2 était nécessaire a la
dégranulation des mastocytes, facilitait la perméabilité vasculaire via [’activation de
ROCK/Rho (Sanchez et al., 2007) et favorisait le remodelage du tissu hépatique apres une
Iésion. Enfin, il semblerait que 1’activation de S1P2 inhibe la migration cellulaire, s’opposant
alors aux effets de S1P1 et S1P3, tous deux associés a une augmentation de la migration des
cellules (Lepley et al., 2005).

e SI1P3

S1P3 est un récepteur particulierement exprimé au niveau du systeme cardiovasculaire,
des poumons, des reins, de I’intestin, de la rate et des cartilages. Tout comme pour S1P2, la
délétion de S1P3 chez la souris n’entraine pas de phénotype caractéristique. Par contre, le
double knockout S1P2 et S1P3 augmente le risque de mortalité périnatale. Enfin il a été
montré que le triple déficit S1P1-3 était associé a une létalité embryonnaire par anomalies
vasculaires majeures (Kono et al., 2004).

S1P3 est aussi un régulateur important de la perméabilité¢ vasculaire via 1’activation
d’effecteurs tels que ROCK et Rho. Enfin, S1P3 étant fortement exprimé dans les myocytes et
les cellules musculaires lisses périvasculaires, des études ont montré que son activation

entrainait une bradycardie et une hypertension (Forrest et al., 2004).
o SI1P4

L’expression de S1P4 est limitée aux tissus lymphoides : le thymus, la rate, la moelle
osseuse, I’appendice et les leucocytes périphériques. D’un point de vue fonctionnel, S1P4 est
couplé aux sous-unités Ga; et Gagpz €t son activation stimule les MAPKS, active la
phospholipase C et module I’ouverture des canaux calciques suggérant un rdle de ce récepteur

dans le réarrangement du cytosquelette et la motilité cellulaire.
e S1P5

Malgré une forte expression de S1P5 dans les oligodendrocytes, la délétion de ce
récepteur n’altére pas la myélinisation et ne modifie pas le phénotype de ce type cellulaire

(Jaillard et al., 2005). De plus, la liaison de la S1IP a S1P5 conduit a une diminution de la
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prolifération via une inhibition de la signalisation de ERK. Récemment une étude a démontré
que I’absence de S1P5 chez la souris conduisait a des anomalies du trafic et de la mobilisation
des cellules NK (Natural Killer) au niveau des zones inflammatoires (Walzer et al., 2007).

Malgré I’importance physiologique des S1PRs, certaines fonctions de S1P sont

indépendantes de ces récepteurs.

b) Action intracellulaire

Plusieurs observations sont en faveur d’un role de la SIP intracellulaire
indépendamment des S1PRs. Rappelons que dans la cellule, elle occupe une place centrale
dans le métabolisme des SLs puisque sa dégradation en hexadécénal et phosphoéthanolamine
constitue la principale voie de dégradation des bases sphingoides. De plus son implication
dans de nombreux processus physiologiques comme la régulation de I’homéostasie calcique,
la croissance cellulaire, la prolifération et I’inhibition de 1’apoptose évoquent pour la S1P un
réle de second messager intracellulaire. Nous allons passer en revue les différents arguments

qui étayent ces hypotheses.

Dans les cellules de mammiferes, I’expression de SK1 entraine une diminution des
taux de céramide qu’on attribue a un effet inhibiteur direct de la S1P sur la céramide synthase
2 (CerS2) (Laviad et al., 2008). Une analyse de la séquence de la (CerS2) révéle en effet la
présence de 2 domaines présentant une homologie avec les S1PRs. Ces observations
suggerent pour la SIP un role d’antagoniste de la CerS2 mais cette hypothése reste a valider.

La transactivation des S1PRs est typiquement accompagnée de la translocation de SK1
a la membrane plasmatique mais également dans d’autres compartiments comme le RE. Il a
été proposé que la production locale de S1P dans le RE puisse activer directement des canaux
calciques avec relargage de calcium intracellulaire (Ghosh et al., 1994). Précédemment décrit
chez la levure, ce mécanisme de relargage de calcium illustre le role de la S1P en tant que

second messager activateur de canaux calciques.

D’autres effets de la S1IP ne peuvent étre expliqués par 1’activation des S1PRs. Par
exemple, la surexpression de SK1 favorise la survie de cellules endothéliales via I’activation
d’AKT mais cet effet n’est pas reproduit par I’ajout de S1P exogéne (Limaye et al. 2005). De
méme, la dihydro-S1P ne produit pas les mémes effets que la S1P alors que ces deux lipides
ont des affinités similaires pour les S1PRs. Enfin, des études ont montré que dans un modele

de tumeur intestinale chez des souris déficientes pour la SK1 ou pour certains S1PRs, seules
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les souris invalidées pour la kinase montraient une régression tumorale, soulignant
I’importance de I’action intracellulaire de la S1P (Kohno et al., 2006).

Une étude trées récente a découvert qu’en plus de son interaction avec la SK1, TRAF2
pouvait se lier directement a la S1P. Cette liaison qui s’effectue au niveau d’un domaine
RING situé dans la partie N-terminale de la protéine adaptatrice, stimule I’activité ligase E3
de TRAF2 en réponse a la stimulation par le TNFa (Alvarez et al., 2010). Ces résultats
suggérent I’importance de SK1/S1P dans la signalisation du TNFa et dans ’activation de
NF«B impliqué dans les réponses inflammatoire, anti-apoptotique et immunitaire.

Lorsque la S1P est produite dans le noyau par 1’isoforme SK2, elle est capable de
réguler I’acétylation des histones en se liant spécifiquement aux histones déacétylases
HDAC1 et HDAC2 et en inhibant leur activité enzymatique. Ces travaux soulignent
I’importance de la S1P dans la régulation épigénétique via une interaction directe avec les
HDACSs (Hait et al., 2009).

Enfin il existerait un lien entre S1P intracellulaire et réponse inflammatoire. Prenons
I’exemple de cellules T CD4+ issues de souris SphK2-/- qui aprés traitement par I’interleukine
2, ont montré un phénotype d’hyperactivation (prolifération et sécrétion de cytokines
accrues), effet qui n’a pas été reversé par 1’ajout de S1P exogene. Cela suggere que la S1P
interne est capable de supprimer la réponse inflammatoire induite par I’interleukine 2 (Samy
etal., 2007).

L’ensemble de ces données confirme que la S1P intracellulaire exerce des effets qui
semblent dépendants du site de production de ce lipide bioactif et fortement liés au cancer et a
d’autres pathologies inflammatoires. Cependant les cibles directes de la S1P ne sont pas

clairement identifiées a ce jour.

1.4 La S1P, un lipide aux nombreuses fonctions biologiques

a) Rale dans le systéme vasculaire et ’angiogenése
La S1P, retrouvée a des concentrations importantes dans le sérum, est capable de se
fixer aux recepteurs EDG exprimés par les cellules endothéliales. La S1P est un puissant
inducteur de la survie des cellules endotheéliales puisque I’activation des S1PRs par la S1P
conduit a I’activation de I’activité NO synthase (NOS), permettant la production de I’oxyde
nitrique, second messager impliqué dans la relaxation des tissus vasculaires (Lee et al. 1999).
A Topposé, la S1P exerce un effet vasoconstricteur au niveau des coronaires ou des artéres

rénales (Coussin et al., 2002), sans doute expliqué par les différences de distribution tissulaire
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et de signalisation des récepteurs EDG. La S1P est egalement impliquée dans la stabilisation
des vaisseaux comme le suggére I’obtention du knockout pour S1P1 dont la létalité au stade
embryonnaire est attribuée & des malformations vasculaires responsables d’hémorragies (Liu
et al., 2000).

Lorsqu’un vaisseau est agressé, un processus d’angiogenése se met en place pour
régénérer le tissu 1ésé. L’étape d’agrégation plaquettaire conduit au relargage de nombreux
facteurs de croissance tels que le VEGF, le PDGF mais également la S1P. Outre son puissant
effet inducteur du chimiotactisme et de la migration des cellules endothéliales, la S1P peut
aussi réguler leur différenciation morphogénique ainsi que leur prolifération (Kimura et al.,
2000). De plus, il a également été mis en évidence que la S1P pouvait entrainer la
transactivation du récepteur au VEGF (Tanimoto et al., 2002) et qu’a son tour le VEGF peut
induire ’expression des récepteurs EDG1, potentialiser les effets de la S1P sur les cellules
endothéliales (Igarashi et al., 2003) et activer la SK1 dans des cellules tumorales de vessie
(Wu et al., 2003).

Les effets angiogéniques de la voie SK1/SIP pourraient passer par I’activation de la
signalisation PISK/AKT, la voie eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) ou bien encore
I’activation de RAS et des MAPKS.

b) Role dans ’immunité et ’inflammation

Les récepteurs de la S1P sont exprimés par de multiples cellules du systeme
immunitaire au cours des différents stades de différenciation. Le r6le immunorégulateur de la
S1P a été mis en évidence lors d’études sur la molécule immunosuppressive : le FTY720. Ce
composé, un analogue de la sphingosine, a été au départ identifié comme une drogue
immunomodulatrice indiquée dans le rejet de greffe apres transplantation. Aprés avoir été
efficacement phosphorylé en FTY720-phosphate, ce dernier se fixe sur les récepteurs S1IPRs
comme agoniste, induisant alors une lymphopénie importante et réversible chez I’homme
(Brinkmann et al., 2002). 11 apparait que 1’étape de phosphorylation est essentielle a 1’effet
immunosuppresseur et la SK2 serait capable de phosphoryler le composé (Sanchez et al.,
2003). Le knockout conditionnel du S1P1 dans les lymphocytes T se traduit par une
incapacité des cellules T a circuler dans les vaisseaux lymphatiques d’ou leur accumulation
dans les organes (Allende et al., 2004). Cette étude suggere que ce recepteur permet la
circulation des lymphocytes T en dehors des nceuds lymphatiques.
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Enfin, 1’équipe de Schmahl a montré chez des souris déficientes pour la S1P Lyase
apres un traitement par le colorant alimentaire, le 2-acétyl-4-tétrahydroxybutylimidazole
(THI), I’apparition d’une lymphopénie par altération du gradient de S1P, ce qui prouve

I’importance de ce lysophospholipide dans I’immunité (Schmahl et al., 2007).

c) Roéle dans le systéme nerveux central (SNC)

Les récepteurs de la S1P sont abondamment exprimés dans le systéme nerveux central
et périphérique tout particulierement S1P1 retrouvé en grande quantité dans la matiére
blanche, I’hippocampe et le cervelet mais également S13 et S1P5. Dans les années 1990, une
¢tude s’intéressant au role de la S1P dans le systeme nerveux a démontré que ce lipide
bioactif pouvait induire la rétractation des cellules neuronales via le récepteur S1P2 et
I’activation de la voie Rho (Postma et al., 1996). En étudiant 1’expression des récepteurs EDG
dans les cellules gliales du systéeme nerveux periphérique telles que les cellules de Schwann,
les travaux de Weiner ont montré que la S1P et le LPA pouvaient inhiber 1’apoptose de ces
types cellulaires selon un mécanisme impliquant les récepteurs et la voie PI3K/AKT (Weiner
etal., 2001).

Aujourd’hui cependant, de nombreux aspects cellulaires de la biologie de la S1P dans
le systéme nerveux restent a élucider tels que les mécanismes de transport et de sécrétion de la
S1P ou bien encore la connaissance de la potentielle localisation post- ou pré-synaptique de

I’expression des récepteurs.

d) Role dans le développement et le systéeme squelettique

Les souris déficientes pour S1P1 (Liu et al., 2000) présentent un défaut de
développement des membres. Chez les embryons des souris knockout, on remarque des
anomalies de formation du cartilage et des doigts, une hypervascularisation au niveau des
membres et une augmentation du VEGF et du facteur d’adaptation a I’hypoxie HIF-la
(Hypoxia Inducible Factor). Les travaux de Hla suggerent que 1’absence de stabilité des
vaisseaux chez ces animaux réduit le flux sanguin dans les bourgeons des membres, induisant
alors une hypoxie des tissus, une augmentation de I’expression du VEGF et par conséquent
I’angiogenese. Ces événements altéreraient considérablement le modelage des bourgeons des

membres et seraient responsables des anomalies de leur développement (Hla, 2004).
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Plusieurs types de récepteurs EDG sont retrouvés dans les cellules mésenchymateuses
du cartilage ainsi que les ostéoblastes matures. Dans ces types cellulaires, la S1P serait
capable d’exercer un effet mitogénique (Grey et al., 2004).

e) ROole dans le systéme reproducteur
Les récepteurs S1PRs sont exprimés par certaines cellules des testicules ou des
ovaires. Méme si le role de la signalisation SK1/S1P n’est pas clairement établi, il apparait
que I’injection de S1P préviendrait la mort des cellules germinales males soumises a une
irradiation (Otala et al., 2004) et chez la femelle, la S1P inhiberait I’apoptose des oocytes lors
d’un traitement par chimiothérapie (Tilly and Kolesnick, 2002). La S1P jouerait ainsi le role

de facteur de survie des cellules germinales males et femelles.

I11. SPHINGOSINE 1-PHOSPHATE ET CANCER

111.1 Dérégulation du métabolisme de la S1P dans le cancer et thérapies associées

Sphingosine 1- }

[ Sphingosine ] < [ -

S1PP

l S1P Lyase

Phosphoéthanolamine
et Hexadécénal

Figure 16 Métabolisme de la sphingosine 1-phosphate

La S1P serait impliquée au niveau de plusieurs étapes du cancer : la prolifération et la
transformation cellulaire, I’inflammation et I’angiogenése et la résistance aux traitements

tumoraux.
a) Lesenzymes

L’enzyme responsable de la conversion de la sphingosine en S1P existe sous deux

isoformes aux propriétés, localisations subcellulaires et fonctions différentes (Figure 16).
e LaSK1

La SK1 est liée a la prolifération cellulaire et son expression est augmentée dans de
multiples cancers humains lui conférant un potentiel oncogénique. La démonstration de ce

caractére oncogénique a été mise en évidence par les travaux de Xia et al. Dans cette étude, il
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a été décrit que la surexpression de la SK1 dans des fibroblastes NIH-3T3 entrainait la
transformation de ces cellules et la capacité a former des tumeurs lorsqu’elles étaient greffées
a des souris SCID (severe combined immunodeficiency) (Xia et al., 2000). L’ ARN messager
de la SK1 est par ailleurs, significativement plus élevé dans les tissus tumoraux compares aux
tissus sains correspondants. Ceci a été rapporté notamment pour : le sein, le cdlon, les
poumons, les ovaires, I’estomac, 1’utérus, le rein, le rectum, et le petit intestin (French et al.,
2003)(Johnson et al., 2005). Ainsi, dans le cancer du sein I’expression de ’ARNm de la SK1
est 4 fois plus importante dans les tumeurs que dans 1’épithélium sain. Cette augmentation a
également été retrouvée dans un modele de carcinogenese du c6lon (Kawamori et al., 2006)
ainsi que dans un modeéle de leucémie chez la souris (Le Scolan et al., 2005). De plus, il a été
mis en évidence que la surexpression de ’ARNm de la SK1 corrélait avec un mauvais
pronostic comme le révele une étude qui montre que chez des patients atteints d’un
glioblastome multiforme, I’augmentation de la SK1 est associée avec une diminution de la
survie (102 jours vs 357 pour les patients dont les tumeurs ont une faible expression de la
SK1)(Van Brocklyn et al., 2005). Enfin, des travaux montrent qu’une forte activité SK1 est
associée a un mauvais pronostic chez les patientes atteintes d’un cancer du sein (Ruckhaberle,
et al., 2007).

La SK1 est une cible de choix pour la thérapie anticancéreuse et de nombreux
inhibiteurs ont été développés démontrant une activité antitumorale in vitro et in vivo. Ainsi,
I’inhibition de la SK1 par RNA interférence dans des cellules leucémiques HL-60 a conduit &
I’apoptose de ces cellules aprés un traitement par la doxorubicine ou par 1’étoposide
(Bonhoure et al., 2006). En outre, I’inhibition de SK1 par le BML-258 a permis de réduire la
croissance tumorale de cellules de leucémie aigué myéloide dans un modéle de xénogreffe.
Enfin, des essais réalisés avec la diméthylsphingosine (inhibiteur non sélectif de SK1) ont
conduit a la diminution des taux de S1P dans des modéles de tumeurs coliques et de
leucémies, créant alors un environnement cytotoxique pour les cellules cancéreuses. De la
méme maniére, une réduction de la taille d’une tumeur mammaire a été observée chez la
souris aprés un traitement avec la dihydroxyaurone via I’inhibition de la SK1 (French et al.,
2003). D’autres composés, les SKI I a V, plus spécifiques des SKs, ont par la suite été
développés. Par exemple, il a été montré que le SKI V (2-(3,4- dihydroxy-benzylidene)-
benzofuran-3-one) réduisait significativement la croissance de xénogreffes tumorales chez la
souris. Toutefois, bien que tous les inhibiteurs de SK sans exception empéchent la formation

de S1P, ils entrainent également une accumulation de la sphingosine. Il est donc difficile de
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déterminer si I’effet observé lors de ’inhibition de la SK est 1ié au déficit en S1P ou a

I’accumulation de sphingosine (Vadas et al., 2008).

e LaSK2?

En ce qui concerne I’isoforme SK2, principalement située dans le noyau, elle produit
de la S1P impliquée dans la régulation de 1I’expression génique via 1’histone H3 (Hait et al.,
2009). Mais de faibles quantités de SK2 pourraient aussi étre présentes dans le RE ou
I’enzyme contribuerait a 1’activation de voies pro-apoptotiques (Maceyka et al., 2005). De
plus, I’expression de SK2 dans de multiples types cellulaires conduirait a 1’inhibition de la
synthése d’ADN et I’arrét du cycle cellulaire. Cependant des travaux ont rapporté qu’un
traitement par un inhibiteur spécifique de SK2 sur des cellules de cancer de la prostate ou
d’adénocarcinome du sein était suivi de la mort de ces cellules par autophagie (Beljanski et
al., 2010)(Antoon et al., 2010). Les mécanismes moléculaires mis en jeu par cette inhibition

ne sont actuellement pas connus.

e S1P lyase et S1P phosphatases

Le catabolisme de la S1P est également altéré dans le cancer en faveur d’une
inhibition de la dégradation du lysophospholipide. Rappelons que la S1P peut étre dégradée
soit en sphingosine pro-apoptotique par une S1PP, soit en phosphoéthanolamine et
hexadécénal par une S1P Lyase. Des travaux ont montré que la S1P lyase était régulée
négativement dans des tumeurs coliques (Oskouian et al., 2006). Par ailleurs, notre équipe a
démontré que des cellules invalidées génétiquement pour la S1P Lyase étaient
chimiorésistantes et induisaient des tumeurs apres injection chez la souris (Colié et al., 2009).
De maniére similaire, il semblerait que 1’expression de la S1PP soit aussi diminuée dans des
cellules de cancer du colon. Par conséquent 1’¢élévation des taux de SIP par a la fois une
synthése accrue et un catabolisme diminué concourt au processus d’oncogenéese (Oskouian et
al., 2010).

b) Le lipide phosphate : la S1P

o Altération des taux de S1P et des S1PRs
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Le rble de la S1P dans la régulation de la survie, de la prolifération et de la migration
des cellules cancéreuses est un sujet largement etudié. De méme qu’il est aujourd’hui admis
que de fortes concentrations de S1P sont étroitement liées a la résistance a 1’apoptose et en
conséquence a un sombre pronostic (pour revue, Leong and Saba, 2010). Par ailleurs, il a été
prouvé que le ratio cellulaire céramide/S1P était un bon outil prédictif de la réponse des
cellules tumorales a la chimiothérapie. En effet, lorsque les taux de S1P sont réduits, des
cellules de cancer du pancréas redeviennent sensibles a la gemcitabine (Guillermet-Guibert et
al., 2009) alors qu’a I’inverse I’ajout de SIP exogeéne protége des cellules ovariennes de

I’apoptose induite par des traitements anticancéreux (Tilly et al., 2002).

En plus de I’élévation des taux de S1P, des études récentes se sont penchées sur la
dérégulation des récepteurs EDG dans le cancer. En effet, S1P1 serait trés fortement exprimé
a la surface de cellules de lymphome. De méme, il existerait une forte expression de S1P1 et
S1P3 dans le cytoplasme de cellules tumorales prostatiques (Akao et al., 2006). La
surexpression de S1P1 et S1P3 a également été décrite dans un modele de cancer du sein
résistant au tamoxiféne (Watson et al., 2010). D’autres travaux sur le cancer du sein ont
montré que S1P4 pouvait réguler la voie de ERK via le récepteur HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) (Long et al., 2010).

o Réle dans la prolifération, la transformation et la survie cellulaire

L’implication de SK1 dans la tumorigenese a été¢ plusieurs fois documentée. Par
exemple, une étude a montré que I’injection orthotopique de cellules d’adénocarcinome
mammaire MCF-7 surexprimant la SK1 a des souris nudes se traduit par la formation de
tumeurs beaucoup plus importantes et plus vascularisées que lors de I’injection de cellules
contrbles (Nava et al., 2002). A D’inverse, il a été mis en évidence que le blocage de
I’expression de la SK1 par siRNA entrainait une diminution de la prolifération cellulaire ou
une induction de I’apoptose dans différents modéles de leucémie, de cancer du sein (Taha et
al., 2004), de glioblastome (Van Brocklyn et al., 2005), ou bien encore d’adénocarcinome
prostatique (Pchejetski et al., 2005).

La S1P ajoutée de manicre exogene peut également inhiber efficacement I’apoptose
induite par le céramide ou le TNFa en inhibant les caspases et en stimulant la PKC et la SK1
dans les cellules leucémiques (Cuvillier et al., 1996). Les effets protecteurs de la S1P ont

également été observes lors du traitement des cellules cancéreuses prostatiques par les
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radiations ionisantes. Dans ce modéle, I’ajout de S1P exogéne ou a I’inverse 1’utilisation

d’inhibiteurs de SK1 s’accompagne d’une inhibition des voies apoptotiques (Nava et al.,
2000).

Outre ses effets prolifératifs, la S1P pourrait également induire, a fortes
concentrations, une différenciation cellulaire comme cela a été observé dans les kératinocytes.

Ces effets seraient médiés par la fixation de la S1P au S1P2 (Schuppel et al., 2008).

o Réle dans la migration, l'invasion et la dissémination

Les récepteurs de la S1P régulent différentiellement la migration cellulaire avec les
récepteurs S1P1 et S1P3 qui favorisent ce processus alors que le récepteur S1P2 inhibe le
phénomene migratoire (Anliker et al., 2004)(Ishii et al., 2004). Les SKs et la S1P ne reégulent
donc pas uniquement la croissance des cellules tumorales mais aussi la migration de celles-ci
et donc le développement de métastases. La mobilité et ’invasion des cellules tumorales
pourraient donc étre inhibées ou stimulées par la S1P selon le type de S1PR exprimé par les
cellules. Ainsi, il a été montré que la S1P stimulerait la migration des cellules cancéreuses
mammaires MCF-7 et MDA-MB- 453 (Dadll et al., 2005)(Hait et al., 2005) alors qu’elle
inhiberait celle de cellules de mélanome B16 exprimant le récepteur S1P2 (Arikawa et al.,
2003).

o Rdle dans /’angiogenése

Pour ne pas étre éliminée par le systtme immunitaire et pour favoriser son
développement, la tumeur doit étre capable de perturber les processus d’angiogenése et
d’induire un processus inflammatoire. Comme déja mentionné, la SK1, la S1P et les S1PRs
sont des éléments importants participant au processus physiologique de la vasculogenese. Il
semble important d’évaluer leur implication dans les processus pathologiques d’angiogenese
tumorale et d’inflammation. Différentes stratégies ont été utilisées pour apprécier la place de
la signalisation SK1/S1P :

- ’inhibition des récepteurs S1P1 par stratégie siRNA ou par I’utilisation du FTY720 sous sa

forme phosphorylée en tant qu’antagoniste des récepteurs EDG ;
- I'utilisation d’un anticorps spécifiquement dirigé contre la S1P.

L’injection de siRNA dirigés spécifiquement contre S1P1 au sein des tumeurs

développées chez la souris, conduit a une inhibition de 1’expression du récepteur au niveau
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des vaisseaux et a I’inhibition de la néoangiogenése tumorale (Chae et al., 2004). Ce résultat

indique que S1P1 est un composant critique de la réponse angiogénique tumorale.

L’utilisation du FTY720 a montré que ce composé inhibiteur est capable de bloquer
I’angiogenése induite par le VEGF et la S1P in vitro et in vivo. Dans un modéle de mélanome
murin, il inhibe la prolifération cellulaire et induit I’apoptose (LaMontagne et al., 2006). Des
résultats similaires ont été obtenus dans un modele in vivo de tumeurs pulmonaires LLC1

implantées en sous-cutané (Schmid et al., 2007).

Par ailleurs, Visentin et al. ont mis en évidence le rdle de la S1P dans I’angiogenése et
la croissance tumorale en utilisant un anticorps anti-S1P. Ces travaux montrent pour la
premiére fois chez I’animal que 1’utilisation d’un anticorps anti-S1P inhibe significativement
la formation de vaisseaux (82%) autour de la tumeur. Le traitement avec cet anticorps réduit
significativement le développement des tumeurs implantées sous la peau et inhibe

I’angiogenése tumorale (Visentin et al. 2006).

o S1P et hypoxie

La prolifération rapide des cellules au cours de la croissance tumorale conduit a la
formation de régions hypoxiques, pauvres en oxygene, caractérisées par des cellules qui
expriment un taux élevé de HIF-1a et HIF-2a, deux facteurs de transcription qui jouent un
role crucial dans la progression tumorale et plus particuliérement dans 1’angiogenése en
régulant I’expression de génes impliqués dans ce phénomene. Or, il a été décrit que dans des
conditions d’hypoxie aigiie ou chronique, les cellules musculaires lisses de poumon expriment
fortement la SK1 (Ahmad et al., 2006). De méme, les cellules de gliome U87MG, une
hypoxie chimique induirait une augmentation de la transcription, de 1’activité enzymatique de
la SK1 ainsi que de la production de S1P (Anelli et al., 2008). En effet, la région promotrice
de SK1 contiendrait des séquences HRE (hypoxia responsive element) nécessaires a la
fixation de HIF-1 (Schwalm et al., 2008).

Ces résultats suggerent que 1’hypoxie tumorale pourrait réguler positivement la SK1
au niveau transcriptionnel par I’intermédiaire du facteur HIF. La production de S1P qui
résulte de I’augmentation de I’activit¢ SK1 conduirait a I’induction de I’angiogenése

favorisant la progression tumorale.
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c) Les thérapies visant la S1P

Etant donné I’impact de ce lysophospholipide sur de nombreux processus biologiques
fondamentaux, la S1P est incontestablement au centre de la recherche de thérapies

anticancéreuses.

Une des stratégies pour inhiber la voie de signalisation de la S1P consiste a moduler
les récepteurs de type EDG. L’agoniste FTY720 (Fingolimod) connu pour son action
immunomodulatrice (cf 11.4.b), présente des similarités structurales avec la sphingosine et se
lie sous sa forme phosphorylée a quatre des cing S1PRs: S1P1, S1P3, S1P4 et S1P5. Sa
liaison au récepteur induit I’internalisation et la dégradation de S1PI et se traduit par la
régulation négative prolongée du récepteur. Des études menées chez la souris ont montré que
I’administration de FTY720 prévenait la croissance de tumeurs hépatocellulaires (Lee et al.,
2005) et inhibait la croissance de tumeurs pulmonaires et du sein induites par un carcinogene
(Salinas et al., 2009)(Azuma et al., 2003). De plus, le FTY720 peut inhiber 1’angiogenése et
la vascularisation tumorale, comme cela a été cité précédemment dans 1’exposé (cf 1l. 4.a)
(LaMontagne et al., 2006).

Un autre agent non sélectif, le VPC23019, capable d’antagoniser S1P1 et S1P3,
bloque la migration de cellules tumorales induite par la S1P dans des modéles de tumeurs
thyroidiennes et ovariennes (Balthasar et al., 2006)(Park et al., 2007).

Outre les cellules tumorales elles-mémes, d’autres sources de S1P existent, telles que
le plasma ainsi que les cellules stromales et inflammatoires rattachées a la tumeur. La
neutralisation de la S1P sécrétée permettrait ainsi d’inhiber a la fois les signaux transmis a la
cellule par elle-méme (par voie autocrine ou « inside-out signaling ») et par son
environnement. La neutralisation de la S1P via un anticorps bloquant spécifique entraine
une diminution de la progression tumorale et ces effets antitumoraux sont généralisables a
différents types de cellules cancéreuses. La capacité de 1’anticorps anti-S1P a atténuer la
progression tumorale et 1’angiogenése suggere que 1’anticorps anti-S1P pourrait étre utilise en
clinique en ajout de la chimiothérapie conventionnelle. (Visentin et al., 2006).
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111.2 Les Sphingolipides et la Sphingosine 1-phosphate dans le mélanome

a) Les Sphingolipides

Les SLs sont présents dans la peau en forte proportion. Ils participent a la formation de
la barriere hydrique et régulent 1’homéostasie des cellules de la peau. Néanmoins, peu

d’études se sont penchées sur leur véritable role dans le mélanome cutané.

Les espéces sphingolipidiques les plus étudiées sont sans doute les
glycosphingolipides car leur localisation a la surface de la cellule leur confére le réle
d’antigénes spécifiques des mélanomes (Portoukalian et al., 1979). Des travaux de Weiss et
al. ont montré que I’inhibition de la GCS par un agent pharmacologique empéchait la
formation de tumeurs et de métastases dans un modéle murin de mélanome (Weiss et al.,
2003). Récemment une étude a mis en évidence un dérivé du GM3, le D-N-acétyl-GM3
comme un marqueur spécifique des mélanomes métastatiques capable de stimuler la
migration et 1’invasion des cellules de mélanome humain (Liu et al., 2009). D’autre part,
I’expression du ganglioside GD3 a été associée au pouvoir invasif des mélanomes (Thomas et
al., 1996) ce qui explique que I’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-GD3 murins se
traduit par un ralentissement de la croissance et de la progression des tumeurs mélaniques
(Birklé et al., 2003).

En ce qui concerne les autres especes ou enzymes du métabolisme des SLs, il a été
montré que I’utilisation d’inhibiteurs de ceéramidases (Raisova et al., 2002) ou de
nanoliposomes chargés en céramide a courte chaine (Tran et al., 2008) conduisait a la mort
des cellules de mélanome. De plus, notre équipe a récemment observé que la mortalité de
cellules de mélanome A375 traitées par la dacarbazine était associée a une €lévation des taux
intracellulaires de céramide par défaut d’activité de la céramidase acide (Bedia et al., 2010).
Enfin, des xénogreffes de mélanome murin réalisées chez la souris invalidée génétiqguement
pour la SMase acide se traduit par une résistance a la radiothérapie due a un défaut d’apoptose

des cellules endothéliales du microenvironnement tumoral (Garcia-Barros et al., 2004).

b) La Sphingosine 1-phosphate

Des observations récentes ont montré que 1’injection d’un anticorps monoclonal dirigé
contre la S1P a des souris allogreffées avec le modéle de mélanome murin syngénique B16,
induit une réduction du volume et de la vascularisation de la tumeur formée (Visentin et al.,

2006). Comme décrit précédemment, des résultats comparables ont été obtenus avec 1’agent
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FTY720, antagoniste fonctionnel des S1PRs (LaMontagne et al., 2006) et décrit comme
pouvant mimer la S1P et se fixer sur le récepteur S1P1 présent a la surface des cellules de la
peau. Par ailleurs, la résistance de lignées de mélanome humain a 1’apoptose induite par
divers stress a été associée a des taux intracellulaires en S1P élevés et inversement diminués
pour le céramide (Bektas et al., 2005). De plus, notre équipe a récemment montré que
I’expression du gene de la S1P Lyase (Sgpll), enzyme qui dégrade la S1P, était diminuée dans
diverses lignées de melanome humain provenant de stades invasifs et métastatiques (Colié et
al., 2009). Enfin il existerait un lien étroit entre la S1P et le TGFp, un facteur de croissance

décrit pour son réle majeur dans les interactions mélanome-stroma (Yamanaka et al., 2004).

L’ensemble de ces données montre que la SI1P pourrait étre impliquée dans le
développement du mélanome. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu par ce
lysophospholipide dans cette tumeur restent a déterminer et constituent I’axe principal de mon

projet de recherche.
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MATERIELS ET METHODES
. CULTURE CELLULAIRE

1.1 Lignées cellulaires

Toutes les lignées de mélanome humain utilisées lors de cette étude étaient issues soit
de tumeurs primaires invasives (ou Vertical Growth Phase : VGP) pour les cellules : I1C8, Mel
Juso, UACC257, WM115, WM1346 soit de métastases pour les cellules : WM266.4, A375,
COLO0829, G361, SK Mel 28, MM455 et UACC903. Ces cellules ont été cultivées a 37°C
sous 5% de CO, dans du milieu DMEM/Glutamax contenant 10% de SVF décomplémenté ou
dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de SVF décomplémenté.

Les mélanocytes humains que nous avons utilisés sont constitués d’un pool issu de
plusieurs individus adultes pour les NHEM-M2 et enfants pour les NHEM-f. Ces cellules
nous ont été fournies par Promocell et ont été cultivées a 37°C sous 5% de CO, dans un
milieu Dermal Cell Basal Medium supplémenté par différents produits présents dans le
Melanocyte Growth Kit (ATCC). Les mélanocytes murins Melan-a ont été cultivés a 37°C
sous 5% de CO; dans du milieu RPMI contenant 10% de SVF supplémenté par du PMA a
200nM.

Des cellules épithéliales de type HEK293T ont également été utilisees au cours de
cette étude. Ces cellules ont été cultivées a 37°C sous 5% de CO, dans du DMEM contenant
10% de SVF décomplémenté.

1.2 Transfections transitoires et stables

a) Transfections transitoires

e Par dessiRNAs :

Les cellules de mélanome ont été transfectées de maniere transitoire par des SiRNAs

fournis par Dharmacon. Pour éteindre 1’expression des différentes protéines (BRaf et SK1),
nous avons utilisé un mélange de 4 siRNAs (ON-TARGETplus SMARTpool) dont les

séquences respectives sont :

BRaf : 5>-CAUGAAGACCUCACAGUAA-3’, 5’-UCAGUAAGGUACGGAGUAA-3’, 5’-
AGACGGGACUCGAGUGAUG-3’, 5’>-UUACCUGGCUCACUAACUA-3".

SK1: 5’-CGACGAGGACUUUGUGCUA-3’, 5’-GAUGGGGAAUUGAUGGUUA-3’, 5°-
GAAAUCUCCUUCACGCUGA-3’, 5’>-GGAAAGGUGUGUUUGCAGU-3".
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Un pool de 4 siRNAs « contrble » de chez Darmacon a également été utilisé mais le

fabricant ne précise pas les séquences qu’il contient.

Les transfections ont été réalisées dans des plaques 24 puits pour les tests de viabilité
ou de cicatrice et dans des flasks de 25 cm? pour les westerns blots. Des siRNAs ont été
mélangés dans 100 uL de DMEM sans sérum avec 3 uL ou 35 pL de réactif Hiperfect
(Qiagen) selon la surface utilisée (respectivement 2 et 25 cm?) pour atteindre des
concentrations finales de 10, 20 nM ou 100 nM. Ce mélange a été incubé pendant 10 min a
température ambiante puis a été ajouté aux cellules cultivées dans du DMEM a 10% de SVF.

L’extinction optimale des différentes protéines a été observée apres 72h de transfection.

e Par des plasmides :

Les cellules épithéliales HEK293T ont été transfectées de maniére transitoire par un
plasmide vide pcDNA3.1 ou contenant le cDNA codant pour la protéine BRAF humaine
(sous sa forme sauvage ou une forme mutée en V60OE rendant la kinase constitutivement
active). La transfection a été permise grace au réactif Lipofectamine 2000 selon le protocole
suivant : 8 ug d’ADN plasmidique dilués dans 500pL de DMEM ont été mélangés avec 25
ML de Lipofectamine également dilués dans 500 uL de DMEM. Le mélange a alors été incubé
pendant 20 min a température ambiante avant d’€tre ajouté sur les cellules cultivées dans du
DMEM a 10% de SVF. La surexpression optimale des différentes protéines a été observée

apres 72h de transfection.

A partir de I3, les cellules transfectées transitoirement ont été soit récupérées en vue
d’une analyse ultérieure en Western blot ou en RT-PCR, soit traitées par un inhibiteur
spéecifique des MEK, le PD98059 (Sigma) a la concentration de 50 UM pendant 24h avant

d’étre récupérées.

b) Transfections stables

Les cellules de mélanocytes murins (Melan-a) et de mélanome humain (COLO829)
ont été transfectées par un plasmide vide pcDNA3.1 ou contenant le cDNA codant pour la
SK1 humaine (sous sa forme sauvage ou une forme mutée en G82D rendant 1’enzyme
inactive). La transfection a été réalisée sur des cellules confluentes a 70% grace a du Jet PEI
(Polyplus) selon le protocole suivant : tout d’abord, 4 pug de plasmide et 250 ul de NaCl 150
mM ont été mélangés puis dans un deuxieme tube 8 pL de Jet PEI et 250 puL de NaCl 150

mM. La dilution de Jet PEI a ensuite été ajoutée au mélange d’ADN avant d’incuber 20 min a
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température ambiante. Le mélange a alors été ajouté sur les cellules cultivées dans du RPMI a
10% de SVF. 3h aprés la transfection, le milieu a été remplacé par du milieu de culture
habituel. 48h plus tard, le milieu de culture a été remplacé par du RPMI 10% SVF (+ PMA
200 nM pour les Melan-a) contenant 750 pug/mL de G418, nécessaire a la sélection des

cellules transfectées.

Il. ETUDE DE LA RESISTANCE CELLULAIRE AU TRAITEMENT PAR LA
DACARBAZINE

I1.1 Traitement par la Dacarbazine

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits a raison de 10000 cellules
par puits dans du DMEM a 10% de SVF. Apres 24 h, le milieu a été remplacé par du DMEM
sans sérum (100 pL par puits) avant le traitement par I’agent cytotoxique. La Dacarbazine
(Sigma) a été préalablement mise en suspension dans du DMEM sans sérum a une
concentration de 15 mg/mL. Des dilutions successives ont été réalisées a partir de cette
solution pour former une gamme de concentrations décroissantes a partir desquelles 10 uL ont
été prélevés puis ajoutés dans les puits pour donner des concentrations finales de : 0, 25, 50,
100, 250, 500, 750 et 1000 pg/mL. Aprés 48 h de traitement, la viabilité des cellules a été
mesurée par un testau MTT.

11.2 Test de viabilité cellulaire

Le MTT est un sel de tétrazolium soluble jaune qui est réduit par les enzymes de la
chaine respiratoire en cristaux de formazan insolubles et bleus. Le MTT (500 pg/mL) a été
ajouté aux cellules pendant 1 h a 37°C. Le milieu a ensuite été retiré et les cristaux ont été
dissous dans 100 pL. de DMSO. L’intensit¢ de coloration a €té mesurée par
spectrophotométrie a 560 nm. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de viabilité par

rapport aux cellules non traitées.

I1l. ETUDE DE LA MIGRATION CELLULAIRE

Les différents types cellulaires ont été ensemencés dans des plaques 24 puits a raison
de 100 000 cellules par puits pour obtenir une confluence suffisante. Aprés 24 h, le milieu de
culture (DMEM 10% SVF ou RPMI 10% SVF) a été remplacé par du milieu a 1% de SVF.

Une « plaie » a alors été réalisée dans la monocouche cellulaire sur toute la longueur du puits
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grace a une pointe de pipette. Le test de la cicatrice a aussi été réalisé soit en présence d’un
inhibiteur des SKs, le SKI (Calbiochem) & la concentration de 5uM sur des cellules A375, soit
en présence du FTY720 (Cayman Chemical Company) a la concentration de 2,5 mM sur des
cellules COLO829.

Des clichés ont alors ¢été pris aux temps 0 et 24h. L’analyse de la migration a ¢té faite

en comparant le nombre de cellules présentes dans la cicatrice aux temps 0 et 24h.

IV.ETUDE DE LA SECRETION DE S1P

Les cellules de mélanome COLO829, transfectées de facon stable par un plasmide
vide pcDNA3.1 ou contenant le cDNA codant pour la SK1 humaine, ont été ensemencées
dans des plagues 6 puits a raison de 400 000 cellules par puits. Lorsque la confluence a atteint
70%, le dosage extracellulaire de S1P a été réalisé a 1’aide de sphingosine radioactive selon le
protocole de Mitra (Mitra et al, 2007). Pour chaque condition testée, les cellules ont été
incubées & 37°C en présence de RPMI sans SVF contenant de la D-érythro-[3->H]sphingosine
(0,45 pCi/mL) et de la sphingosine froide. Cette étape permet 1’incorporation de la
sphingosine dans les cellules. Apres 15 min, le milieu a été retiré, les cellules ont été lavées
deux fois au PBS froid puis incubées 1h a 37°C dans du RPMI sans SVF.

La radioactivité contenue dans les milieux surnageants a été évaluée apres extraction
des lipides dans un mélange de CH3;OH/CHCI3/NaOH, centrifugation de ce mélange et

comptage de la phase supérieure en scintillation liquide.

Pour mesurer la radioactivité associée aux cellules, celles-ci ont été rincées au PBS
froid puis incubées a 4°C en présence de CH3OH. Aprés 10 min, les cellules ont été
récupérées et soniquées avant d’ajouter une solution de CHCIlz/NaCl 1M/NaOH 3N. Apres
agitation et centrifugation de ce mélange, 100 uL de phase supérieure ont été analysés en

scintillation liquide. La sécrétion de S1P tritiée a été exprimée en pmol/min/mg de protéines.

V. ANALYSE DE L’EXPRESSION DU GENE SPHK1 OU SGPL1 PAR RT-QPCR

A partir de cultures non confluentes de lignées de mélanome humain et de
mélanocytes normaux dérives de peau adulte (NHEM-M2) ou d’enfant (NHEM-f), les ARNS
totaux ont été extraits par le kit RNeasy mini kit (Qiagen). Apreés traitement a la DNase, la
transcription inverse a été réaliseée en utilisant des oligos(dT) (Promega) et la Superscript Il

(Invitrogen). Les ADNc obtenus ont été amplifiés sur le plateau de transcriptomique
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quantitative de I’'IFR150-BMT grace au Lightcycler StepOne (Applied Biosystems) en
suivant un programme de 30 cycles de PCR en temps réel avec le kit PCR SYBR Green et les
primers (Quantitect ; Qiagen). Les résultats ont été normalisés a 1’aide de génes de ménage

(TATA Binding Protein, Transferrin Receptor et B-actine).

V1. ANALYSE IMMUNOHISTOCHIMIQUE

Les coupes de peau ont été réalisées a partir de prélevements effectués sur des patients
atteints de mélanome cutané. Au total, 19 naevi et 30 mélanomes ont été analysés. Le
marquage de la SK1 a ensuite été réalisé sur un automate (Techmate) a 1’Institut Claudius
Regaud. L’anticorps primaire a été dilué au 75°™ La révélation a été réalisée grace a un

anticorps secondaire couplé a la peroxydase.

VIl. WESTERN BLOT

VI11.1 Les anticorps utilisés

Les différents anticorps utilisés au cours de cette eétude nous ont été fournis par :
- Cell Signaling Technology pour p42/44 MAPK, MAPKSs totales et BRaf;
- Sigma pour SK1 et p-actine.

VI1I.2 La technique

Apres traitement, les cellules ont été récupérées puis centrifugées. Les culots
cellulaires lavés au PBS et conservés a -80°C ont ensuite été incubés dans la glace pendant 30
min dans un tampon (Cell Signaling Technology) supplémenté de PMSF (1mM) et d’un
cocktail d’anti-protéases (Roche) puis centrifugés 10 min & 10000 rpm a 4°C. Les protéines
du surnageant ont été dosées par la méthode de Bradford. 25 pg de protéines dénaturées ont
été déposés sur gel SDS-PAGE a 10% pour la migration, suivie d’un électrotransfert sur
membrane de nitrocellulose. Cette membrane a été ensuite saturée dans du TBS Tween 0,1%
lait 5% avant d’incuber avec ’anticorps primaire toute la nuit a 4°C. La révélation par
chimiluminescence (kit Pierce) a été réalisée aprés incubation de la membrane avec un

anticorps secondaire couplé a la peroxydase.
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VIIl. MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA SPHINGOSINE KINASE 1
Les culots cellulaires ont été lysés dans un tampon Tris-HCI 20 mM pH 7.4
supplémenté de 20 % glycérol, | mM B mercaptoéthanol, | mM EDTA, 1 mM PMSF, 15 mM
NaF, 1 mM orthovanadate de sodium, 40 mM B glycérophosphate, 10 png /mL leupeptine, 10
pg/mL Aprotinine et 0,5 mM 4-déoxypyridoxine. Les extraits protéiques ont été soniqués
puis doses par Bradford. L’activité SK a été déterminée en présence de 1 mM sphingosine,
0,25% Triton X100 et d’un mélange contenant 200 mM MgCl,, 20 mM ATP et 10uCi [y-*P]-
ATP. Apreés 30 min d’incubation a 37°C, la réaction enzymatique a €té stoppée par des
lavages suivis de centrifugations et la phase inférieure a été évaporée sur la nuit. La S1P
radiomarquée a été ensuite séparée par chromatographie sur couche mince sur gel de silice
dans une phase mobile composée de Butanol/Ethanol/Acide acétique/Eau (80 :20 :10 :20). Le
signal a été mesuré par autoradiographie. L’activité spécifique a été exprimée en pmoles de

S1P formée/min/mg de protéines.

IX. ANALYSE DE L’EXPRESSION DU GENE BRAF PAR RT-PCR

A partir de cultures de cellules épithéliales HEK293T transfectées de fagcon transitoire
par le plasmide vide pcDNA3.1 ou contenant le cDNA codant pour la protéine BRAF (wild-
type ou mutée en V600E), les ARNs totaux ont été extraits par le kit RNeasy mini kit
(Qiagen). Apres traitement a la DNase, la transcription inverse a été realisée en utilisant des
oligos(dT) (Promega) et la Superscript Il (Invitrogen). Les ADNc obtenus ont été amplifiés
par 30 cycles de PCR en utilisant les primers suivants: primer sens: 5’
CAATTTGGGCAACGAGACCG 3 et primer antisens : 5
CTCTTGAGGTCTCTGTGGATG 3. La réaction a été réalisée selon le programme suivant :
dénaturation du mélange pendant 5 min a 95°C, puis une hybridation de 30 cycles de 45 sec a
95°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C. L’élongation finale a été réalisée par un cycle de 7 min a
72°C. La révélation a été effectuée par migration des produits PCR sur un gel d’agarose a

0,8%, suivie d’un marquage au SYBR Green.

X. CYTOMETRIE EN FLUX

Les cellules ont été sédimentées, incubées pendant 10 minutes avec 250 ng/mL
d’Annexine V-APC (AnV) et 50 ng/mL d’iodure de propidium (Immunotech Beckman

Coulter) et analysées par cytométrie en flux (BD FACSCalibur). Les cellules apoptotiques,
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présentant une externalisation des phosphatidylsérines sont AnV+ alors que les cellules

nécrotiques sont 1P+,

XI. ANALYSES STATISTIQUES

La significativité des différences entre les moyennes a été évaluée par le test t de
Student. Les différences ont été considérées comme significatives lorsque p<0,05 (* : p<0,05;
**:p<0,01; ***: p<0,001).
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
I. HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Dans le mélanome, la mutation V600E de la kinase BRaf conduit a ’activation
constitutive de la voie des MAPKSs et in fine a une hyperprolifération cellulaire (Fecher et al.,
2007). La combinaison de cet événement mutationnel avec la perte de fonction de genes
suppresseurs de tumeurs comme la phosphatase PTEN représente un processus clé dans
I’oncogenése et le pouvoir métastatique du mélanome. Or, la SK1 est un puissant activateur
des MAPKs et nous avons observé que le deéficit en S1P lyase était associé a la

phosphorylation/inactivation de PTEN (données non publiées).

L’objectif général de ce travail était donc d’étudier I’influence des enzymes du
métabolisme de la S1P sur la signalisation mitogénique, la migration et la chimiorésistance

des meélanomes en ciblant plus particuliérement la voie de signalisation contrlée par BRaf.

Plus spécifiquement, dans un premier temps nous avons regardé le profil d’expression
et d’activité des enzymes du métabolisme de la S1P dans des lignées cellulaires de mélanome
et des mélanocytes humains ainsi que dans des tissus tumoraux ou sains provenant de patients
atteints ou non de mélanomes. Puis, nous avons étudié le role de la SKI1, I’enzyme de
production de la S1P, dans la migration de mélanocytes murins et de cellules de mélanome
humain ainsi que dans la résistance de ces cellules au traitement par le DTIC. Enfin, nous
nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires qui relient I’activation des enzymes du

métabolisme de la S1P aux voies de signalisation activées par la protéine BRaf.

Il. ETUDE DU METABOLISME DE LA S1P DANS LES CELLULES DE MELANOME

1.1 Profil d’expression des génes SPHK1 et SGPL1 dans des lignées de mélanome
et de mélanocytes

L’analyse de I’expression des genes de SPHK1 et SGPL1 a pu étre réalisée a partir de
différentes lignées de mélanome cutané invasif ou métastatique en comparant les taux
d’ARNm dans ces lignées avec les taux obtenus dans des mélanocytes humains normaux
d’adultes (NHEM-M2) ou d’enfants (NHEM-f). La figure 17 montre que, tandis que
I’expression de SPHK1 est augmentée dans la majorité des lignées, I’expression de SGPL1
tend au contraire a diminuer dans les lignées tumorales comparées aux lignées saines. La
comparaison faite avec les mélanocytes issus d’individus adultes ou avec des cellules issues

d’individus plus jeunes reste sensiblement la méme. Enfin, il semble que 1’expression de
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SPHK1 varie en fonction du degré de malignité avec des valeurs plus importantes obtenues

pour 3 métastases sur 5.
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Figure 17 Augmentation des taux d’ARNm de SPHK1 et diminution des taux d’ARNm de SGPL1
dans les cellules de mélanome par rapport aux mélanocytes sains

Les taux d’ARNm de SPHK1 et SGPL1 ont été quantifiés par PCR quantitative en temps réel dans des lignées de
mélanome issues de tumeurs primaires invasives (Vertical Growth Phase ; VGP) ou de métastases. Ces taux ont
été comparés a ceux obtenus dans des mélanocytes humains d’adultes (NHEM-M2) et d’enfants (NHEM-f). Ces
résultats correspondent a la moyenne + SEM de 2 expériences indépendantes réalisées en double.

11.2 Profil d’expression de la SK1 dans des lignées de mélanome et de mélanocytes

Suite a cette premiere observation, nous avons analysé par Western blot le profil
d’expression de la protéine SK1 dans des lignées de mélanome et nous 1’avons comparé a
I’expression de la kinase dans la lignée de mélanocytes humains PSC-200-012. La figure 18A
confirme qu’il existe une expression plus forte de la SK1 dans les cellules tumorales par

rapport aux cellules saines hormis dans deux lignées de mélanome : COLO829 et IC8. Nous
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constatons que pour la lignée COLO829, I’expression de ’ARNm de SPHK1 est bien corrélée
a I’expression protéique de I’enzyme (Figure 17).

Afin de vérifier que I’expression de SK1 pouvait étre altérée in situ, nous avons réalisé
un marquage immunohistochimique de cette enzyme a partir d’échantillons prélevés sur des
patients atteints de mélanome cutané (collaboration avec le Dr Rochaix, Institut Claudius
Regaud). La figure 18B montre une coupe de peau ayant des zones histologiques bien
définies : d’une part, les cellules tumorales et d’autre part, les naevi sains. Sur cette image, on
constate que la SK1 est tres nettement surexprimée dans la région envahie par le mélanome
par rapport aux zones saines. La totalité des analyses réalisées sur coupes de peau est
représentée dans le diagramme. L expression de la SK1 est significativement plus élevée dans

les zones tumorales en comparaison avec le tissu sain.
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Figure 18 L’expression de la SK1 est augmentée dans le mélanome par rapport aux cellules saines

(A) Etude de I’expression de la SK1 par Western Blot dans des lignées de mélanome humain.

(B) Etude par immunohistochimie de ’expression de la SK1 sur des coupes de peau présentant des lésions de
mélanome (carrés rouges) et des naevi (carrés noirs). La photo est tirée de 1’analyse de 49 coupes. Le diagramme
représente 1’expression de la SK1 en pourcentage d’intensité du marquage par I’anticorps anti-SK1. Il a été
réalisé sur 19 naevus et 30 mélanomes et la barre rouge représente la moyenne des résultats.
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11.3 Profil d’activité de la SK1 dans des lignées de mélanome et de mélanocytes

Pour compléter cette étude, le dosage de I’activité enzymatique de la SK1 a été réalise.
Comme le montre la figure 19, I’activité de la SK1 est nettement augmentée dans les lignées
tumorales par rapport aux mélanocytes humains sains PSC-200-012. Toutefois ’activité SK1
ne semble pas influencée par le statut du mélanome (VGP ou métastatique). Une fois de plus,
la lignée COLO829 se distingue des autres lignées par son profil enzymatique qui est

parfaitement corrélé aux précédentes observations sur 1’expression de la SK1 (ARNm et

protéine).
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Figure 19 L’activité enzymatique de la SK1 est augmentée dans les cellules de mélanome par rapport
aux mélanocytes sains

Le diagramme ci-dessus représente 1’activité enzymatique de la SK1 dans les cellules de mélanome rapportée a
celle mesurée dans des mélanocytes sains PSC-200-012. Cette activité est initialement exprimée en pmol de S1P
radioactive formée par mg de protéines et par minute. Ces résultats correspondent a la moyenne (+ESM) de deux
expeériences.

L’ensemble de ces résultats démontre qu’il existe dans le mélanome des variations de
I’expression et de I’activit¢é des enzymes du métabolisme de la S1P par rapport aux
mélanocytes sains avec une tendance a I’augmentation de I’expression de la SK1 et a I’inverse

une baisse de I’expression de la S1P lyase.
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I1l. ETUDE DU ROLE DE S1P/SK1 SUR LA MIGRATION CELLULAIRE
111.1 Apres variation de I’expression de SK1

Au cours de la progression du melanome, les cellules tumorales d’origine épidermique
doivent franchir la jonction dermo-épidermique qui sépare 1’épiderme du derme et envahir le
derme, son principal site de propagation. Son caractere agressif repose donc sur la capacité

des cellules de mélanome a migrer.

Nos travaux montrent que 1’expression de SK1 est altérée dans le mélanome en faveur
d’une production accrue de S1P. Or ce lipide oncogénique favorise la migration de nombreux
types cellulaires (cf chapitre 2 111.1.b). Nous nous sommes alors interrogés sur le réle de la

S1P, accumulée dans les cellules de mélanome, sur la migration de celles-ci.

A partir de mélanocytes murins, nous avons étudié les effets de la surexpression de la
SK1 sur la migration de ces cellules. Pour cela, les cellules Melan-a ont été transfectées de
fagon stable soit par le plasmide pcDNAS3.1 vide, soit par le plasmide pcDNA3.1 codant pour
la SK1 sauvage ou portant la mutation G82D qui rend la kinase catalytiquement inactive. La
surexpression de la SK1 a été vérifiée par Western blot (Figure 20A). La migration de ces
cellules a été évaluée grace a un test de « cicatrice », qui consiste a créer une zone dépourvue
de cellules au sein d’une culture confluente et d’étudier la capacité des cellules a envahir la
plaie. Apres 24h de migration dans un milieu contenant 1% de SVF, des clichés ont été
réalisés. La figure 20A montre que lorsque les mélanocytes de souris expriment une SK1
fonctionnelle, leur capacité migratoire est fortement augmentée par rapport a des cellules

controles ou des cellules qui expriment une SK1 inactive.

De maniére réciproque, nous avons analysé les effets de I’inhibition de SK1 dans

plusieurs lignées de mélanome humain en utilisant différentes approches :

1- une inhibition pharmacologique de la kinase par le SKI dans des cellules de mélanome
humain A375. L’inhibiteur a été ajouté sur les cellules une fois la plaie realisee et des clichés
ont été pris apres 24h de migration. La migration a été évaluée en comptant le nombre de

cellules ayant migré pour chaque condition (Figure 20B).

2- et une inhibition par RNA interférence dans des cellules de mélanome A375, SKMel28 et
WM115. Aprés 72h de traitement par un siRNA dirigé contre la SK1 ou par un siRNA
contréle, la plaie a été réalisée. 24h plus tard, des clichés de la cicatrice ont été pris. La figure
20C montre que I’inhibition de 1’expression de la SK1, vérifiée par un Western blot, diminue

la capacité des cellules de mélanome a migrer dans la cicatrice. La migration peut aussi étre
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évaluée par comptage des cellules dans la cicatrice. La figure 20D montre que 1’inhibition de
la SK1 dans les trois lignées de mélanome diminue la migration de ces cellules d’environ 20 a

30% par rapport a leur contrdle (Figure 20D).

Nos résultats montrent que I’inhibition de SK1 dans les cellules de mélanome est
associee a une diminution de la migration de ces cellules. Nous pouvons donc conclure que
les variations d’expression de 1’enzyme qui synthétise la S1P influent sur la capacité des

cellules a migrer.
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Figure 20 La surexpression de SK1 stimule la migration des mélanocytes murins et a 1’opposé son
inhibition réduit la capacité des cellules de mélanome a migrer

(A) L’expression de la SK1 dans les mélanocytes Melan-a contréle, hSK1 WT et hSK1 G82D a été vérifiée par
Western Blot. L’analyse de la migration a été réalisée sur des photos prises 24h apres avoir réalisé la cicatrice.
(B) Une fois la cicatrice réalisée, les cellules de mélanome A375 ont été traitées pendant 24h par le SKI a la
concentration de 5uM ou par le méme volume de DMSO pour le contrble. Les résultats de la migration, évalués
sur 4 clichés/condition, correspondent a la moyenne du nombre de cellules ayant migré.

(C) L’inhibition de I’expression de la SK1 par un siRNA contrdle ou par un siRNA dirigé contre SK1 dans des
cellules de mélanome A375 a été vérifiée par western blot. La migration de ces cellules a été évaluée 72h apres
la transfection par le siRNA. Les photos correspondent a la migration a 24h des cellules A375.

(D) La migration des trois types cellulaires de mélanome (A375, SKMel28, UACC257) a été évaluée 72h aprés
la transfection par un siRNA contrdle ou un siRNA dirigé contre SK1. Le diagramme représente la migration des
trois lignées en pourcentage par rapport aux cellules contréles (100%).
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111.2 Apres blocage des récepteurs S1IPRs

Afin de déterminer si la S1P induit la migration des cellules de mélanome via la
sécrétion de S1P puis sa fixation sur les récepteurs S1PRs, nous avons transfecté de facon
stable les cellules de mélanome COLO829 soit par le plasmide pcDNA3.1 vide, soit par le
plasmide pcDNA3.1 codant pour la SK1 sauvage ou mutée en G82D. Cette lignée a été
sélectionnée car elle n’exprime pas la SK1 a I’état basal (cf figure 17 et 18A). Par contre,
avons montré récemment par qPCR qu’elle exprimait a sa surface les récepteurs S1P1, S1P2

et S1P3 (résultats non montrés).

La surexpression de la SK1 a été vérifiée par Western blot (Figure 21A). A partir de
ces trois clones, nous avons évalué leur capacité a sécréter de la S1P. L’analyse des
surnageants de culture montre que les COLO829 qui surexpriment la SK1 sauvage sécretent
davantage de S1P que les cellules contrles ou exprimant une enzyme catalytiquement

inactive (Figure 21A).

Afin d’étudier si la SI1P sécrétée pouvait influencer la migration des cellules de
mélanome, nous avons évalué la capacité des COLO829 SK1 WT a migrer en présence ou en
I’absence de FTY720, un antagoniste des S1IPRs. Apres 24h de migration, des clichés ont été
réalisés. La figure 21B montre qu’en présence de FTY720, les capacités migratoires des
cellules exprimant SK1 sont fortement diminuées. Cette observation suggere que la S1P
sécrétée serait capable d’agir de fagon autocrine et/ou paracrine via les récepteurs SIPRs en

favorisant la migration cellulaire.
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Figure 21 La S1P sécrétée agit de fagcon autocrine via les S1PRs et favorise la migration des cellules
de mélanome

(A) La surexpression de la SK1 sauvage ou mutée dans les cellules de mélanome COLO829 a été vérifiée par
Western Blot dans les trois clones. Pour mesurer la sécrétion de S1P, les cellules ont été incubées 15min avec la
sphingosine tritiée et la radioactivité contenue dans les surnageants de culture a ensuite été mesurée.

(B) Les COLO829 surexprimant la forme sauvage de la SK1 ont été traitées pendant 24h avec le FTY720 a la
concentration de 2,5 mM ou par le méme volume d’éthanol pour les cellules contrbles. L’analyse de la migration
a été réalisée sur des photos prises 24h aprés avoir réalisé la plaie.

IV.ETUDE DU ROLE DE SK1 SUR LA CHIMIORESISTANCE DU MELANOME

Dans le mélanome, lorsque la tumeur est bien installée ou disséminée, les traitements
radio- ou chimiothérapeutiques n’aménent généralement qu’une guérison incompléte, souvent
suivie de rechutes fatales. En effet, ce cancer ne posséde qu’une trés faible sensibilité aux
thérapies conventionnelles et ceci constitue une des raisons majeures d’échec des traitements

anticancéreux.

Dans cette étude, nous avons évalué le rdle de SK1 dans la résistance des cellules de
mélanome a la Dacarbazine (DTIC), un agent alkylant de I’ADN, utilisé en routine dans le
traitement du mélanome cutané (cf chapitre 1 I1.5). Pour cela, les cellules WM115, Mel Juso
et SKMel28, ont été traitées par un siRNA dirigé contre la SK1 ou par un siRNA controle.
Aprés 24h de traitement, les cellules ont été stimulées avec 750 pg/mL de Dacarbazine. La
viabilité a été mesurée 48h apres par un test au MTT (Figure 22A). D’aprés la figure 22B, les
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cellules traitées par le siRNA dirigé contre la SK1 résistent moins bien au traitement par la

Dacarbazine.

Reéciproquement, nous avons étudié 1’effet de la surexpression de SK1 sur la résistance
des cellules de mélanome en évaluant la réponse au DTIC des COLO829 surexprimant la
SK1. Dans les cellules COLO SK1 WT qui produisent (et sécretent) de la S1P, nous avons
observé une résistance accrue a 1’agent alkylant en comparaison avec des cellules transfectées
par un plasmide vide (COLO pcDNA3.1) ou par la forme mutée de SK1 (COLO SK1 G82D)
(Figure 22C). Ceci a été confirmé en cytométrie de flux par la quantification du pourcentage
de cellules marquées a I’annexine V qui refléte 1’externalisation des phosphatidylsérines, une
étape précoce de I’apoptose. En effet, seulement 2,9% des COLO SK1 WT sont AnV+/IP-
comparées aux COLO pcDNAS3.1 et COLO SK1 G82D pour lesquelles les pourcentages de
cellules AnV+/IP- sont respectivement 7,3% et 19,9% (Figure 22D).

Ces données suggerent qu’une forte activité SK1 rend les cellules de mélanome plus

résistantes a la dacarbazine.
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Figure 22 L’inhibition de la SK1 réduit la résistance des cellules au traitement par la Dacarbazine et
sa surexpression 1’augmente

(A) Un siRNA dirigé contre la SK1 (20 nM) ou un siRNA contrdle (20 nM) a été ajouté aux cellules dans du
milieu DMEM a 10% de SVF. 24h apres les cellules ont été traitées par 750 pg/mL de Dacarbazine dans du
DMEM carencé en sérum pour les lignées WM 115 et Mel Juso ou supplémenté par 10% de SVF pour la lignée
SK Mel 28. La viabilité a été mesurée 48h plus tard par un test au MTT. Elle est exprimée en pourcentage par
rapport aux cellules non traitées par la Dacarbazine (B).

(C) Les cellules de mélanome COLO pcDNA3.1, COLO SK1 WT ou COLO SK1 G82D ont été traitées par des
doses croissantes de DTIC dans un milieu contenant 1% de sérum. La viabilité a été mesurée apres 48h de
traitement par un test au MTT. Elle est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules non traitées par 1’agent
cytotoxique.

(D) Apres 48h de traitement au DTIC, les cellules de mélanome ont été marquées a I’annexine V-APC et a
I’iodure de propidium puis analysées par cytométrie de flux. Les pourcentages des cellules AnV+ IP- (cellules en
apoptose), AnV+ IP+ (cellules en apoptose tardive) sont représentés. Les résultats correspondent a la moyenne +
ESM de 3 expériences indépendantes.

V. EFFETS DE LA SUREXPRESSION OU DE L’INHIBITION DE BRAF SUR
L’EXPRESSION DE SK1

Afin de comprendre les interactions moléculaires pouvant exister entre les voies de
signalisation contr6lées par BRaf et par SK1, nous avons dans un premier temps exploré
I’effet de la surexpression de BRaf sur I’expression de I’enzyme qui synthétise la S1P. Pour
cela, nous avons transfecté de facon transitoire des cellules HEK293T par le plasmide

pcDNA3.1 vide ou codant pour la forme sauvage ou la forme mutée de BRaf en V600E.
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Aprés 72h de transfection, I’analyse en Western blot révéle que la surexpression de BRaf dans
les HEK293T est associée non seulement a une nette augmentation de la phosphorylation des
MAPKSs (p42/44), mais également a une plus forte expression de la SK1. Nous remarquons
également que cet effet est majoré lorsque les HEK293T surexpriment la forme oncogénique
de BRaf (Figure 23A).

Pour éclaircir les mécanismes moléculaires qui relient BRaf a SK1, nous avons en
paralléle traité ces mémes cellules par un inhibiteur des MAPKSs, le PD98059. La figure 23B
montre que I’inhibition pharmacologique des MEKs dans les HEK293T qui surexpriment la
forme sauvage de BRaf, s’accompagne d’une diminution de la phosphorylation des MAPKs

associée a la baisse de I’expression de la SK1.

Dans un second temps, nous avons voulu savoir si I’inhibition de BRaf pouvait
influencer I’expression de la SK1. Cette inhibition a été effectuée grace a I’utilisation d’un
siRNA dirigé contre la kinase BRaf. Plus précisément, nous avons incube les cellules SK Mel
28 qui portent la mutation BRaf V600E avec le siRNA dirigé contre BRaf afin de bloquer
dans ces cellules I’activation des MAPKSs induite par la forme oncogénique de BRaf. La
figure 23C montre que I’inhibition de BRaf se traduit par une forte diminution de 1’expression

de la SK1, associée a une diminution de la phosphorylation des MAPKS.

En résumé, ces résultats suggérent 1’existence d’une modulation de 1’expression de la

SK1 par I’oncogéne BRaf a travers la phosphorylation des MAPKSs.
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Figure 23 L’expression de SK1 est modulée par 1I’oncogéne BRaf via la phosphorylation des MAPKs

L’expression des MAPKSs, des phospho-MAPKSs et de la SK1 a été évaluée par Western Blot :
- aprés 72h de transfection des HEK293T par le plasmide pcDNA3.1 vide ou codant pour la kinase BRaf

sauvage ou mutée en V600E (A).

- apres 72h de traitement des cellules SKMel28 par le siRNA dirigé contre BRaf ou par un siRNA contréle (C).
L’expression de BRaf a été évaluée par RT-PCR (A) ou par Western Blot (B et C).
Le traitement des HEK293T surexprimant la forme sauvage de BRaf par I’inhibiteur des MEKs, le PD98059, a

été réalisé a la concentration de 50uM pendant 16h (B).
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

e Profil d’expression des enzymes du métabolisme de la S1P dans le mélanome

En comparant des lignées de melanome et des mélanocytes sains humains, nous avons
montré pour la premiére fois qu’il existe dans ces cellules tumorales une augmentation de
I’expression du géne SPHK1 qui code pour la SKI1 et a I’inverse une diminution de
I’expression de SGPL1 codant pour la S1P lyase. Cette tendance a été confirmée par 1’analyse
de I’expression protéique par western blot ainsi que par un marquage immunohistochimique
de la SK1 sur des coupes de peau ou les lésions mélanomateuses présentaient une
surexpression de cette enzyme comparées aux zones saines. Ces observations sont en accord
avec les données de littérature qui decrivent une expression accrue de la SK1 dans les
leucémies, les lymphomes et diverses tumeurs solides (Leong et Saba, 2010) et a I’opposé une
expression diminuée de la S1P lyase rapportée dans des tumeurs intestinales (Oskouian et al.,
2005). Les variations d’expression que nous décrivons dans le mélanome sont en faveur d’une
accumulation de S1P dans les cellules néoplasiques, un lysophospholipide connu pour
favoriser le développement tumoral et dont les taux intracellulaires élevés conferent une

résistance a I’apoptose (Bektas et al., 2005).

Les lignées que nous avons utilisées présentent des altérations génétiques
fréquemment rencontrées dans ce type de tumeur. Ces lignées, issues de stades invasifs ou
métastatiques, présentent des mutations monogéniques de NRAS ou BRAF ou des mutations
affectant a la fois BRAF et PTEN. Dans le mélanome, ces voies sont généralement associées a
une progression tumorale rapide et un faible taux de survie (lbrahim and Haluska, 2009).
Nous décrivons que ces mutations s’accompagnent d’altérations de 1’expression des enzymes
du metabolisme de la S1P, suggérant qu’il pourrait exister une étroite régulation de la
production de S1P dans les cellules de mélanome afin de maintenir un taux constant de S1P.
Cependant, pour pouvoir valider cette hypothese, il faudrait d’une part mesurer 1’activité des
autres enzymes du métabolisme de la S1P, la sphingosine kinase 2 et les S1P phosphatases, et
d’autre part doser par spectrométrie de masse les taux intracellulaires de S1P dans I’ensemble

des lignées de mélanome.

Afin de compléter nos résultats concernant I’expression de la SK1 et de la S1P lyase
dans le mélanome, nous utiliserons diverses lignées mutées ou non pour NRas, BRaf et PTEN
(Wistar Collection of melanoma cell lines, collaboration Pr M. Herlyn, Philadelphia).
Parallelement, une étude moléculaire sera menée a partir d’échantillons cryoconservés,

pathologiques ou non, de patients atteints de mélanome (tumorotheque, Institut Claudius
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Regaud). Nous déterminerons par séquencage le statut de NRAS, BRAF et PTEN, avant de
mener une étude transcriptomique par RT-PCR quantitative sur les genes SPHK1 et SGPLL1.
L’étude immunohistochimique de 1’expression de la SK1 et S1P lyase sur des coupes de peau

sera également complétée au cours de ce travail.

e Roble de la S1P dans ’oncogenése et la progression du mélanome cutané

Au cours de ce travail, nous avons montré que la variation d’expression de la SK1
dans des mélanocytes ou des cellules de mélanome modifiait la migration de celles-ci.
Lorsque SK1 est surexprimee, la S1P peut s’accumuler dans la cellule ou bien étre sécrétee
dans le milieu extracellulaire pour agir de facon autocrine ou paracrine via les SIPRs. Notre
travail semble montrer que la S1P formée puis sécrétée par des cellules de mélanome favorise
leur migration et que cet effet est récepteur-dépendant puisque 1’ajout d’un antagoniste des
récepteurs a la S1P réverse ’effet pro-migratoire de la S1P. Dans la littérature, il est décrit
que les récepteurs de la S1P régulent différentiellement la migration cellulaire : les récepteurs
S1P1 et S1P3 favorisent ce processus alors que le récepteur S1P2 inhibe le phénoméne
migratoire (Anliker and Chun, 2004)(Ishii et al., 2001). La S1P pourrait réguler non
seulement la croissance des cellules tumorales mais aussi la migration de celles-ci et donc le
développement de métastases. La mobilité et I’invasion des cellules tumorales pourraient
donc étre inhibées ou stimulées par la S1P selon le type de S1PR exprimé par les cellules.
Notre travail mérite cependant d’étre complété. Ayant montré que les récepteurs S1P1, S1P2
et SIP3 s’expriment a la surface des cellules de mélanome, il serait intéressant de bloquer
spécifiqguement un type de récepteurs S1PRs afin de mieux comprendre le réle de chacun
d’eux dans la migration cellulaire. L’équipe de Spiegel ayant récemment démontré le role des
transporteurs ABCC1 et ABCG2 dans I’efflux de la S1P hors de la cellule de cancer du sein
(Takabe et al., 2010), nous pourrions également nous pencher sur I’étude des mécanismes mis
en jeu dans la sécrétion du lysophospholipide par la cellule de mélanome en ciblant plus

particulierement les transporteurs de type ABC.

Etant donné que la SK1 est une kinase oncogénique (Xia et al, 2000) et qu’a I’inverse,
I’équipe vient de montrer que le déficit en S1P lyase pouvait induire une transformation
cellulaire ainsi que la formation de tumeurs chez la souris (Colié et al., 2009), notre travail se
concentrera ensuite sur le réle des enzymes du métabolisme de la S1P dans 1’oncogenése
tumorale. De plus, 1’association des mutations Braf V60OE et PTEN semble nécessaire a la

transformation des mélanocytes et au développement de mélanomes invasif et métastatique
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chez la souris (Dankort et al., 2009). Grace aux outils moléculaires dont nous disposons, nous
évaluerons donc la capacité des enzymes qui contrélent la production de S1P a transformer
des mélanocytes sains en mélanome métastatique en fonction du statut de BRaf et de PTEN.
Nous associerons dans des meélanocytes ces différents événements mutationnels (exemple :
surexpression de la SK1 associée a la mutation BRaf V600E) et nous caractériserons la
transformation de ces cellules en :

1- évaluant leur capacité a proliférer et migrer par la technique du test a la cicatrice,

2- vérifiant que ces cellules forment des colonies en agar,

3- caractérisant la transition épithélio-mésenchymateuse. L’expression de marqueurs
épithéliaux (E-cadhérine) et mésenchymateux (N-cadhérine, vimentine, fibronectine) sera
plus particulierement analysée. En effet, des travaux récents ont décrit I’implication de
glycosphingolipides dans la transition épithélio-mésenchymateuse de cellules murines et
humaines de glande mammaire (Guan et al., 2009) mais a ce jour, le r6le de la S1P dans cette
étape clé de la tumorigenese reste totalement inconnu.

4- en analysant ’expression de MITF. MITF est un facteur de transcription qui régule la
pigmentation, la prolifération et la survie des mélanocytes et dont le taux est diminué dans le
mélanome. Il sera important d’étudier son expression pour deux raisons: 1- BRaf
phosphoryle ce facteur de transcription ce qui entraine sa dégradation et stimule la
prolifération cellulaire (Wellbrock et al., 2008) et 2- I’addition de SIP exogéne a des
mélanocytes sains inhibe la synthése de mélanine via I’activation des MAPKs et la

dégradation de MITF (Kim et al. 2003).

Ces approches in vitro seront complétées en étudiant in vivo la croissance tumorale
apres injection des cellules transformées chez la souris nude. La taille des tumeurs,

I’angiogenese et la formation des métastases seront mesurées.

Finalement, afin de se rapprocher au mieux de la physiologie humaine, une approche
in vitro reposant sur des systémes de peau humaine reconstruite sera mise a profit. Ce modeéle
consiste a reconstruire de la peau humaine a partir de cellules humaines en culture et
d’éléments matriciels. En introduisant dans ce modéle des mélanocytes transformés, nous
¢tudierons les effets capables de modifier 1’organisation du cytosquelette, I’adhésion et la
migration des cellules primaires grace aux interactions établies entre les cellules tumorales,

les kératinocytes et les fibroblastes.
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e Role de la S1P dans la chimiorésistance du mélanome cutané

La particularité du mélanome cutané est sa grande résistance a la radiothérapie et la
chimiothérapie. Un des objectifs de ce travail était d’explorer I’implication des enzymes qui
régulent la production de S1P dans les phénomenes de résistance du mélanome aux molécules
anticancéreuses utilisées en routine. Les résultats préliminaires que nous avons présentes
révelent que I’inhibition de la SK1 affecte la résistance des cellules au traitement par la
Dacarbazine en faveur d’une moindre résistance quand SK1 est inhibée. A 1’inverse, la
surexpression de SK1 dans des cellules de mélanome a conduit a une résistance accrue des

cellules a I’apoptose induite par le DTIC, en comparaison avec des cellules contrdles.

La résistance des cellules de mélanome a la Dacarbazine est également associée a une
forte expression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique, et a une absence de clivage de la
caspase-3 effectrice tout particulierement dans les cellules doublement mutées pour BRaf et
PTEN (résultats non montrés). Or les effets anti-apoptotiques de la SK1 dans les cellules
endothéliales ont été associés a une augmentation de 1’expression de Bcl-2 par un mécanisme
dépendant d’Akt (Limaye et al., 2005). Les mémes observations ont été faites pour Mcl-1
dans des cellules leucémiques myéloides (Li et al., 2007). De plus il a été montré que, tandis
qu’une surexpression de la SK1 induit une augmentation de Bcl-xI dans des cellules
endothéliales en condition de carence en sérum (Gamble et al., 2009), a I’inverse une
inhibition pharmacologique de cette enzyme par la N,N-diméthyl-phytosphingosine
s’accompagne d’une diminution de 1’expression de Bcl-2, Bcl-xI et Mcl-1 dans des cellules
leucémiques humaines HL-60 et entraine la mort de ces cellules (Kim et al., 2009). Nos
résultats devront donc étre complétés en vue de caracteériser le type de mort cellulaire dans les
cellules de mélanome et mieux comprendre les interactions moléculaires entre les membres de

la famille Bcl-2 et les enzymes qui régulent le taux de S1P.

A partir des outils cellulaires dont nous disposons, nous appliquerons sur les cellules
un traitement par un agent cytotoxique puis nous étudierons leur réponse a 1I’apoptose en :
1- procédant a une analyse morphologique des cellules en présence d’un agent intercalant de
I’ADN,
2- analysant I’externalisation des phosphatidylsérines en cytométrie de flux,
3- étudiant I’activation des caspases par dosage enzymatique ou par Western blot,
4- étudiant par microscopie a fluorescence le relargage du cytochrome c,
5- analysant 1’expression d’autres protéines antiapoptotiques de la famille de Bcl-2 comme

Bcl-xl, et Mcl-1. Nous pourrons ainsi decrire plus précisément le type de mort cellulaire qui
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survient lorsque les cellules sont traitées par la Dacarbazine ainsi que les interactions qui
relient les protéines antiapoptotiques de la famille de Bcl-2 aux enzymes qui régulent la
production de S1P et aux voies de signalisation activées par NRas, BRaf et PTEN.
Parall¢lement, nous continuerons d’évaluer la viabilit¢ cellulaire au traitement par la
Dacarbazine en élargissant le panel de molécules anticancéreuses. La resistance a la

chimiothérapie pourra aussi étre évaluée sur les modéles in vitro de peau reconstituée.

e Mécanismes moléculaires qui relient la production de S1P aux voies de signalisation
induites par NRas, BRaf, CRaf et PTEN

Afin de comprendre I’influence de la SI1P ou des enzymes qui régulent sa production
sur les voies classiquement activées dans le mélanome, nous avons utilisé une stratégie
antisens. L’utilisation d’un siRNA dirigé contre BRaf dans une lignée exprimant la forme
oncogénique de cette kinase a conduit a une diminution de I’expression de la SK1 ainsi que de
I’activation de la voie des MAPKSs. Réciproquement la surexpression de la kinase BRaf et tout
particuliérement de sa forme mutée en VO60OE, qui rend I’enzyme active de fagon constitutive,
s’est traduite par une augmentation de la phosphorylation des MAPKs ainsi que de
I’expression de la SK1. Bien qu’il n’existe aucune donnée bibliographique reliant BRaf et
SK1, certains travaux montrent que les voies impliquant Ras et la S1P s’autorégulent. Ras est
une protéine de la famille des protéines G monomeériques, activées par les récepteurs des
facteurs de croissance qui agit trés en amont dans 1’activation des voies de prolifération
notamment par phosphorylation de BRaf dans le mélanome (Smalley, 2010). Il a été rapporté
que Dactivité transformante de Ras dans des fibrosarcomes repose sur la présence de
mutations dans le géne codant pour cette protéine mais aussi sur I’activation de SK1. Ainsi, la
présence d’une SK1 inactive diminue fortement les propriétés oncogéniques de Ras (Xia et
al., 2000). Cependant, d’autres études ont montré en utilisant soit le dominant négatif de
RasN17 (Miura et al., 2003) soit des siRNAs dirigés contre la SK1 (Shu et al., 2002) que la
S1P agirait en amont de Ras/Rafl. Enfin, dans des cellules NIH3T3, la SK1 activerait Rafl
apres stimulation par Ras et PI3K (Lee et Han, 2002). Nos résultats indiquent que dans les
cellules de mélanome, BRaf semble réguler SK1 et cette régulation est dépendante des
MAPKSs (Figure 24). Il reste maintenant a comprendre, par des approches génétiques ou
pharmacologiques, si cette interaction est dépendante de Ras et si, a I’inverse, I’inhibition ou
la surexpression de la SK1 peut réguler I’expression de BRaf, afin de définir si 1’activation de

SK1 est une cause ou une conséquence de 1’activation de la voie Ras/Raf/MEK/ERK.

105



cell membrane

Ras

Mutations ot
of BRaf .

MEK

SK1

Figure 24 Proposition schématique de I’activation de SK1 par BRaf médiée par les MAPKs

Pour approfondir cette étude, nous analyserons le réle de PTEN sur la régulation de
I’expression des enzymes du métabolisme de la S1P. Une étude préliminaire réalisée au sein
de notre laboratoire a montré que I’inhibition de PTEN dans des cellules de mélanome qui
expriment la forme sauvage de la phosphatase conduisait a la surexpression de la SK1
suggérant que cette stimulation est sans doute la conséquence directe de I’activation de la voie
de la PI3K/Akt puisque cette voie est connue pour réguler la formation de S1P (Francy et al.,
2007). D’autres travaux réalisés dans 1’équipe ont montré que 1’état de phosphorylation de
PTEN pouvait étre modulé par le niveau d’expression de la S1P lyase (résultats non publiés).
Ainsi, dans des cellules totalement invalidées pour cette enzyme, PTEN est phosphorylée et
inactive, ce qui pourrait favoriser I’activation de voies impliquées dans la survie cellulaire.
PTEN et S1P lyase sont toutes deux des enzymes agissant sur des substrats lipidiques
phosphorylés. Ces derniers, respectivement PIP3 et S1P, sont connus pour activer la protéine
Akt. D’autres travaux seront donc nécessaires afin de définir les mécanismes moléculaires mis
en jeu entre ces deux voies. Pour cela, nous avons a disposition un plasmide qui code pour la

protéine PTEN sauvage ainsi qu’un autre pour une forme mutée et inactive.

Dans ce travail, nous avons utilise une approche geénétique (SIRNA) et
pharmacologique pour comprendre le rble exact des protéines BRaf et SK1 dans la

signalisation cellulaire et la migration du mélanome. L’analyse de ces interactions pourrait
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étre complétée par 1’utilisation d’autres agents pharmacologiques. En effet, il existe a I’heure
actuelle un large choix de molécules telles que des inhibiteurs de la S1P lyase (2-vinyl
dihydrosphingosine-1-phosphate ou THI), mais aussi I’inhibiteur spécifique de BRaf V600E
(Sorafenib ou PLX4032) ou des inhibiteurs de la PI3K/Akt (Périfosine). Enfin, a 1’aide de
vecteurs lentiviraux permettant de transduire efficacement les cellules de melanome, nous
générerons des modeles de cellules tumorales dans lesquelles la production de S1P sera
induite ou réprimée (ShRNA) de maniére controlée.

L’ensemble de ces outils nous permettra d’étudier les mécanismes moléculaires qui
relient la S1P aux voies de signalisation induites par NRas, BRaf et PTEN. Nous nous
intéresserons également a CRaf car cette kinase, qui se dimérise avec BRaf apres activation
par Ras, a récemment fait I’objet d’une étude qui montrait que son inhibition conduit a

I’apoptose de cellules de mélanome non mutées pour BRaf (Smalley et al., 2009).

Ce travail constitue un premier pas vers la compréhension du réle de la S1P dans la
physiopathologie du mélanome et la résistance aux thérapies actuelles. Un objectif de 1’étude
du réle de la S1P dans la genese et la progression du mélanome sera le développement de
modeles précliniques dans lesquels la délétion des genes régulateurs du taux de S1P sera
ciblée dans les mélanocytes et combinée a des altérations de BRaf ou PTEN ainsi que la mise
en place de tests évaluant D’effet thérapeutique du ciblage de la S1P afin de fournir au
thérapeute de nouveaux biomarqueurs. A long terme, le deuxiéme objectif sera la mise au
point de traitements ciblant le métabolisme de la SIP et pouvant étre associés a d’autres
molécules pharmacologiques. Une étude a d’ores et déja montré que I’injection de
nanoliposomes de céramide, un métabolite cytotoxique de la S1P, conjointement avec du
sorafenib, un inhibiteur multikinase, a des souris xénogreffées avec différentes tumeurs
potentialisait les effets inhibiteurs du sorafenib seul sur la croissance tumorale (Tran et al,.
2008).
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