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Thérapies ciblées et mécanismes

de résistance

Le mélanome est un cancer de la peau
agressif dont I’incidence ne cesse d’aug-
menter : on a estimé a 157400 le nombre
de nouveaux cas et a 20 000 le nombre de
déces pour "année 2018 en Europe. Son
pronostic est mauvais aux stades avan-
cés et métastatiques. Le mélanome est
issu de la transformation maligne d’un
mélanocyte, cellule responsable de la
pigmentation. L'agressivité du mélanome
est principalement due a une importante
hétérogénéité intra-tumorale associée
a une résistance aux traitements et a
un potentiel élevé de dissémination.
La majorité des mélanomes cutanés
résulte de mutations oncogéniques qui
conduisent a I’activation constitutive de
la voie MAPK (mitogen-activated protein
kinases) ERK (extracellular signal regu-
lated kinase). On retrouve des mutations
de BRAF (B-rapidly accelerated fibro-
sarcoma) dans 40 a 50 % des cas, NRAS
(neuroblastoma ras viral oncogene) dans
20 a 30 % des cas, ou NF1 (neurofibro-
matosis type 1) dans 10 a 15 % des cas
(Figure 1) [1]. La mutation substitutive
BRAFY60%€ o conduit au développement
d’inhibiteurs sélectifs (BRAFi : vémura-
fénib ou dabrafénib), utilisés en clinique
en combinaison avec un inhibiteur de la
kinase MEK (MAPK/ERK kinase) (MEKi :
cobimétinib ou tramétinib) pour le trai-
tement des mélanomes non résécables
chirurgicalement ou métastatiques. Pour
les patients non porteurs de la mutation
de BRAF ou ceux ayant rechuté apres
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les bithérapies ciblées, d’autres stra-
tégies thérapeutiques existent, comme
les immunothérapies visant a réacti-
ver les réponses immunitaires contre
les cellules tumorales. Malgré les taux
élevés (environ 75 %) de réponse a
ces traitements, certains patients n’y
répondent pas, et beaucoup échappent
a ces thérapies a cause de I’émergence
de résistances des cellules tumorales.
Plusieurs mécanismes de résistance pri-
maire, adaptative et secondaire ont été
décrits. Le plus souvent, les résistances
secondaires ont une origine génétique
et peuvent conduire a la réactivation
de la voie MAPK ERK, par des muta-
tions de NRAS notamment. Dans d’autres
cas, la résistance acquise a une ori-
gine non-génétique, caractérisée par un
remodelage du paysage transcriptionnel
avec la surexpression de récepteurs a
activité tyrosine kinase comme AXL ou
PDGFR (platelet-derived growth factor
receptor), ’activation de voies de survie
alternatives et la transition vers un phé-
notype cellulaire mésenchymateux [2].
Malgré les progrés de la prise en charge
clinigue du mélanome métastatique
au cours des dix dernieres années, les
réponses obtenues demeurent insuffi-
santes et les patients échappent quasi-
systématiquement aux traitements. Ce
constat nous oblige a repenser I'utilisa-
tion des thérapies ciblées et a envisager
des alternatives thérapeutiques prenant
en compte notamment une vision inté-
grée de la cellule de mélanome incluant
son microenvironnement.

Plasticité des cellules de mélanome

et changements phénotypiques

Les cellules de mélanome font preuve
d’une remarquable plasticité créant une
hétérogénéité intra-tumorale impor-
tante. Les mélanomes sont constitués
de plusieurs sous-populations cellu-
laires, dont deux majeures : la popu-
lation des cellules « prolifératives »
et celle des cellules «invasives », qui
possédent des signatures transcrip-
tionnelles distinctes [2, 3]. L’état pro-
lifératif est principalement controlé
par le facteur de transcription MITF
(microphthalmia-associated transcrip-
tion factor), un déterminant essentiel
du lignage mélanocytaire. Les cellules
qui expriment MITF (MITF"e") sont prin-
cipalement prolifératives, expriment
des marqueurs de différenciation, et
sont dépourvues de capacité invasive. A
Pinverse, les cellules MITF°" sont dédif-
férenciées, peu prolifératives, mais
particulierement invasives, et elles
expriment des marqueurs mésenchy-
mateux comme ZEBI ou la fibronectine,
ou des marqueurs de résistance comme
AXL. Récemment, notre équipe a montré
que cette sous-population de cellules
exprime également PTX3 (pentraxin 3),
une protéine de I'inflammation contrd-
lant la voie NFkB [4]. Ainsi, les cellules
prolifératives peuvent évoluer vers un
phénotype invasif et vice-versa. Ce pro-
cessus dynamique de changement phé-
notypique fournit ainsi des capacités de
survie et d’adaptation aux cellules de
mélanome au cours du développement
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Figure 1. Principales altérations de la voie de signalisation des MAP kinases dans le mélanome et thérapies associées. A. Plus de 80 % des méla-

nomes présentent des mutations d’un des composants de la voie de signalisation des MAP kinases. Les mutations de BRAF (V600€ ou V600K) sont

les plus courantes, suivies des mutations oncogéniques de NRAS, et des pertes de fonction de NF1 (une protéine inhibitrice de RAS). Ces mutations

conduisent a I"activation constitutive de la voie des MAP kinases et a la prolifération incontrélée des mélanomes. NF1, neurofibromatosis type 1 ;

NRAS, neuroblastoma ras viral oncogene ; BRAF, B-rapidly accelerated fibrosarcoma ; MEK, MAPK/ERK kinase ; ERK, extracellular signal-regulated

kinase. B. Thérapies des mélanomes avec mutation de BRAF (V600€ ou V600K). Ces mélanomes sont actuellement traités avec une combinaison

d’inhibiteurs ciblant la kinase BRAF et son principal effecteur, MEK. Ces thérapies ciblées inhibent la voie des MAP kinases et stoppent la prolifé-
ration des cellules de mélanome. BRAFi, inhibiteur de BRAF ; MEKi, inhibiteur de MEK.

tumoral. La tendance a transiter vers
un phénotype mésenchymateux est
favorisée par des signaux provenant du
microenvironnement tumoral comme
I"inflammation, la carence en oxygene
ou en nutriments, mais est aussi cau-
sée par les thérapies ciblées elles-
mémes. Dans ce contexte, "acquisi-
tion d’une signature mésenchymateuse
de type MITF*/AXLMi8" représente un
mécanisme majeur de résistance non-
génétique aux thérapies ciblées, qui est
responsable des rechutes [5].
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Microenvironnement matriciel

et mécanotransduction

Le mélanome se développe dans un
environnement riche en cellules non
cancéreuses, dont le fonctionnement
est altéré par les
cellules cancé-
reuses [6] (=P).
On y retrouve

(=») Voir la Synthese
de €. Buache, M.C. Rio,
m/s n° 4, avril 2014,
page 385

des cellules endothéliales, des cellules
immunitaires et des fibroblastes acti-
vés en myofibroblastes (cancer-asso-
ciated fibroblasts, CAF), dont le princi-

pal réle est de synthétiser et remodeler
la matrice extracellulaire. €n plus des
facteurs intrinseques liés a des altéra-
tions génétiques et épigénétiques de la
cellule tumorale, des facteurs extrin-
seques provenant du stroma et de la
matrice extracellulaire influencent la
réponse des mélanomes aux traite-
ments anti-cancéreux [7]. La matrice
extracellulaire est composée de molé-
cules de structure (collagéne et élas-
tine) et d’adhérence (fibronectine),
et constitue un réseau dynamique



dont les propriétés physico-chimiques
influencent I"architecture des tissus.
Les tumeurs se caractérisent par un
dépot anormal de matrice extracellu-
laire. 'augmentation du dépdt et de
I"organisation des fibres de collagene
conduit a une rigidité accrue de la
matrice extracellulaire tumorale par
rapport a celle des tissus normaux. Les
cellules tumorales sont capables de
percevoir ces forces mécaniques et d’y
répondre grace a différents récepteurs
de surface, tels que les intégrines [8].
Ce processus de mécanotransduction
convertit un signal mécanique en un
signal biochimique. Les intégrines sont
les récepteurs de la fibronectine et du
collagene les mieux décrits. La voie
de signalisation des intégrines est
suractivée dans de nombreux can-
cers, et participe a des étapes clés de
la progression tumorale ainsi qu’a la
résistance thérapeutique. Les signaux
propagés via le réseau d’acto-myosine
activent la translocation nucléaire de
co-activateurs de la transcription, tels
que YAP (yes-associated protein) ou
MRTF (myocardin-related transcription
factor). YAP est le principal « mécano-
senseur » des cellules tumorales [9]. I
contrdle leur prolifération et la résis-
tance aux traitements. Comme YAP,
MRTF, en réponse @ une augmentation
de rigidité de la matrice extracellu-
laire, est transloqué dans le noyau,
ou il active I"expression de ses genes
cibles, impliqués dans la contraction
du cytosquelette [10]. Comme les CAF,
les cellules de mélanome ont la capa-
cité de sécréter leur propre matrice
extracellulaire, en particulier apres la
transition phénotypique mésenchyma-
teuse qui a lieu en réponse aux traite-
ments ciblés [11].

La résistance mésenchymateuse

aux thérapies ciblées confére

a la cellule de mélanome

des propriétés de fibroblastes activés
Nos recherches sur les processus de
résistance non-génétique associée
a la population MITF"/AXLMEN nous
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ont conduits a identifier un phénotype
remarquable de ces cellules lié a la
plasticité mécanique [12]. Par des
approches multidisciplinaires fondées
sur des modeles de culture cellulaire
sur matrices synthétiques de colla-
geéne de rigidité contrdlée et sur des
techniques d’imagerie optique et bio-
physique de la matrice extracellulaire,
nous avons montré que la résistance
non-génétique associée a 'acquisi-
tion d’un phénotype mésenchymateux
s’accompagne d’une forte sensibi-
lité aux contraintes mécaniques de la
matrice extracellulaire. €n analysant
la signalisation de la mécanotrans-
duction, nous avons observé que les
cellules résistantes MITF"/AXLMEN sont
plus sensibles a la rigidité matricielle
que les lignées parentales sensibles
aux BRAFi. Leur ensemencement sur un
substrat rigide stimule leur proliféra-
tion et s’accompagne d’un étalement
plus prononcé, de la formation d’un
grand nombre d’adhérences focales,
d’un remodelage du cytosquelette
d’actine et de I’activation des méca-
nosenseurs YAP et MRTF (Figure 2). €n
revanche, cette « mécanosensibilité »
n’est pas observée dans les mélanomes
ayant acquis une résistance génétique
par une mutation de NRAS. Les cel-
lules résistantes mésenchymateuses
possedent d’autres propriétés des CAF
et des myofibroblastes présents dans
les fibroses [11]. €Elles produisent des
forces de tension et de remodelage du
collagene, et synthétisent une matrice
extracellulaire abondante et fibril-
laire, qui protége les mélanomes por-
teurs de mutations de BRAF « naifs »
des thérapies ciblées. Enfin, le ciblage
de YAP ou MRTF inhibe les propriétés
contractiles des cellules MITFo¥/AxL"ieh
et restaure leur sensibilité thérapeu-
tique, démontrant I'implication des
voies de la mécanotransduction dans
la résistance aux thérapies ciblées. Des
analyses bioinformatiques des biop-
sies de mélanomes humains indiquent
également que I’expression de génes
liés a la mécanotransduction et au

remodelage matriciel est associée a
I’échappement aux thérapies ciblées et
aux rechutes [12].

Les thérapies ciblées induisent

une reprogrammation biomécanique
des mélanomes avec mutation de BRAF
Nous avons ensuite cherché a savoir
si cette reprogrammation mécanique
résultait d’une adaptation rapide des
cellules sensibles aux inhibiteurs de
la voie MAP ERK. Nous avons donc
traité plusieurs lignées sensibles par
Vémurafénib ou Tramétinib. In vitro,
I"inhibition de la voie MAP ERK induit
un changement morphologique et un
remodelage du cytosquelette d’ac-
tine, accompagné de la transloca-
tion nucléaire de YAP et MRTF et de
Iexpression accrue de plusieurs de
leurs geénes cibles (Figure 2). De plus,
ce traitement augmente la contrac-
tion des cellules sensibles, et conduit
au dépot d’une matrice extracellu-
laire remodelée capable de confé-
rer une résistance thérapeutique a
des mélanomes « naifs ». Nous avons
ensuite confirmé dans des modeéles de
xénogreffe de mélanome humain avec
mutation de BRAF issus de lignées
cellulaires ou dérivés de biopsies de
patient (patient-derived xenograft,
PDX), que les thérapies ciblées pro-
voquent un remodelage du stroma
tumoral, un alignement des fibres
de collagene et une rigidification de
la tumeur. Par ailleurs, Iinhibition
pharmacologique de YAP prévient le
remodelage matriciel induit par les
thérapies ciblées et améliore leur effi-
cacité [12].

Perspectives

Nos travaux ont révélé un nouveau méca-
nisme d’adaptation des mélanomes avec
mutation de la protéine BRAF aux théra-
pies ciblées, qui conduit a la production
et au remodelage de la matrice extra-
cellulaire, a la rigidification de la tumeur
et a I'activation de la signalisation de la
mécanotransduction. LUinhibition de la
voie MAPK alimente une boucle mécanique

963



964

Sensibilité aux thérapies ciblées Adaptation précoce Adaptation tardive et résistance

MEC souple MEC rigide MEC tres rigide

Thérapies ciblées : Thérapies ciblées
—_— EEEE——

BRAFi/MEKi ' \ BRAFi/MEKi

Intégrines IR Intégrines
activées ; : activées

Adhérences
focales

Figure 2. Les thérapies ciblant la voie oncogénique BRAF'600E/K

induisent une reprogrammation biomécanique des cellules de mélanome. Le traite-
ment combiné par des inhibiteurs de BRAF (BRAFi) et de MEK (MEKi) promeut une rigidification de la tumeur par une boucle de rétrocontrdle positif
entre les signaux biomécaniques transmis par la matrice extracellulaire (MEC) et les voies intracellulaires de la mécanotransduction, conduisant
a un échappement thérapeutique. €n réponse aux thérapies ciblées, les cellules de mélanome s’adaptent en produisant une MEC abondante et
fibrillaire, qui participe a la rigidification de la tumeur et a I'activation des voies de signalisation mécanosensibles. Cette boucle entraine une
activation des intégrines, avec une augmentation du nombre d’adhérences focales, et une réorganisation du cytosquelette d’actine associée a une
polymérisation de I’actine en actine filamenteuse (F-actine). Ces événements moléculaires induisent la translocation au noyau des co-activateurs
de la transcription YAP (yes-associated protein) et MRTF (myocardin-related transcription factor), et ’activation de programmes transcription-
nels impliqués dans la production de forces contractiles, le remodelage de la MEC environnante, et la résistance aux thérapies ciblées. A Pinverse,
une MEC « souple » n’active que faiblement les intégrines, I"assemblage des adhérences focales, et maintient YAP et MRTF dans le cytoplasme. €n
I’absence de signaux biomécaniques, la cellule cancéreuse est plus sensible aux thérapies ciblées.
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