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Listes	des	principales	abréviations	
	
	
ADN	 	 	 Acide	désoxyribonucléique	

AMPc	 	 	 Adénosine	monophosphate	cyclique	

ARN	 	 	 Acide	ribonucléique	

BRAF	 		 	 B-Raf	proto-oncogene,	serine/threonine	kinas	

CDH1/Cdh1	 	 Cadhérine-1		

CDKN2A/Cdkn2a	 Cyclin	dependent	kinase	inhibitor	2A	

Cre	 	 	 Cre-recombinase	

CREB	 	 	 cAMP-responsive	element-binding	protein	

DAG	 	 	 Diacyl-glycérol	

DCT		 	 	 Dopachrome	tautomerase	

Ecad		 	 		 E-cadhérine	

ERK	 	 	 Extra-cellular	signal	regulated	kinase	

FZD	 	 	 Frizzled	receptors	

Gaq/11/s/i		 	 Sous	unité	alpha	q/11/s/i	du	complexe	des	protéines-G	hétérotrimériques	

GPCR		 	 	 G-Protein-coupled	receptor	(voir	RCPG)	

GRP		 	 	 Gastrin-releasing	peptide	

GRPR/Grpr		 	 Gastrin-releasing	peptide	receptor	

IP1		 	 	 Inositol	Monophosphate	

IVIS		 	 	 In	vivo	imaging	system	

MAPK			 	 Mitogen-activated	protein	kinase	

MC1R			 	 Melanocortin	Receptor	type	1	

MITF		 		 	 Melanocyte	inducing	transcription	factor	

mGlurR	 	 Metabotropic	glutamate	receptor	

NRAS		 		 	 Proto-oncogene,	GTPase	

RCPG	 	 	 Récepteur	couplé	aux	protéines-G		

TCGA	 	 	 The	cancer	genome	atlas	

TPM		 	 	 Transcrits	par	million	

Tyr	 	 	 Tyrosinase	

YAP1		 	 	 Yes-associated	protein-1	
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Résumé	
	
Des	progrès	considérables	ont	été	réalisés	dans	la	compréhension	des	mécanismes	conduisant	

aux	cancers,	malheureusement	ceux	responsables	de	l’évolution	métastatique	reste	mal	connus.	

La	 E-cadhérine	 (Ecad)	 est	 une	 protéine	 d’adhésion	 cellulaire	 essentielle	 à	 l’homéostase	 des	

cellules	épithéliales	et	des	mélanocytes	dans	la	peau.	De	nombreuses	études	ont	montré	que	le	

gène	codant	pour	la	E-cadhérine,	CDH1,	est	un	gène	suppresseur	de	tumeurs	dans	de	nombreux	

carcinomes.	Le	rôle	de	CDH1	dans	la	mélanomagenèse	n’a	jamais	été	formellement	établi,	seules	

des	corrélations	entre	la	diminution	de	son	expression	et	un	potentiel	métastatique	accru	ont	

été	mises	en	évidence.	Lors	de	cette	thèse,	nous	avons	adressé	les	conséquences	de	la	perte	de	

Cdh1	dans	 la	mélanomagenèse	 à	 l’aide	de	 souris	génétiquement	 recombinées	exprimant	une	

forme	 oncogénique	 de	 NRASQ61K	 dans	 les	 mélanocytes.	 Nous	 avons	 montré	 que	 la	 délétion	

conditionnelle	de	Cdh1	n'influence	pas	l'initiation	du	mélanome,	mais	favorise	efficacement	le	

développement	 des	 métastases.	 De	manière	 intéressante,	 la	 perte	 de	 Cdh1	 induit	 fortement	

l'expression	du	 récepteur	au	peptide	 relarguant	 la	gastrine	 (Grpr).	GRPR,	qui	 appartient	à	 la	

famille	des	récepteurs	couplés	aux	protéines	G,	est	surexprimé	dans	plusieurs	types	de	cancers,	

dont	 les	 carcinomes.	 Chez	 l'homme,	 nous	 avons	montré	 une	 anti-corrélation	 de	 l'expression	

entre	 CDH1	 et	 GRPR	 dans	 plusieurs	 carcinomes	 et	 dans	 les	 mélanomes.	 D'un	 point	 de	 vue	

fonctionnel,	 nous	 avons	 montré	 in	 vitro	 que	 l'expression	 de	 Grpr	 favorise	 les	 processus	

cellulaires	 essentiels	 pour	 le	 processus	 métastatique,	 tels	 que	 la	 croissance	 cellulaire,	 la	

clonogénicité,	la	migration	et	l'invasion.	In	vivo,	 la	surexpression	de	Grpr	dans	des	cellules	de	

mélanome	humain	ou	de	souris	induit	de	la	formation	de	foyers	métastatiques	après	allogreffe	

et	xénogreffe,	respectivement.	Les	métastases	des	cellules	surexprimant	GRPR	sont	fortement	

réduites	en	présence	de	l'antagoniste	du	GRPR,	RC-3095.	Le	GRPR	signale	via	Gαq	conduisant	à	

l'activation	de	la	signalisation	YAP1,	expliquant	les	caractéristiques	moléculaires	et	cellulaires	

induits	lors	de	la	cascade	métastatique.	Cette	étude	souligne	l'importance	de	l'axe	Ecad-GRPR	

dans	 les	métastases	de	mélanome	et	apporte	 la	preuve	de	concept	que	 le	GRPR	est	une	cible	

thérapeutique	pour	le	mélanome	métastatique.	
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Abstract	
	
	
While	tremendous	progress	has	been	made	in	the	understanding	of	the	mechanisms	leading	to	

cancers,	the	understanding	of	the	mechanisms	governing	the	formation	of	metastases	remains	

poorly	 understood.	 E-cadherin	 (Ecad)	 is	 a	 cell-cell	 adhesion	 molecule	 essential	 for	 the	

homeostasis	 of	 epithelial	 cells	 and	melanocytes	 in	 the	 skin.	 A	 large	 number	 of	 studies	 have	

established	that	CDH1	(encoding	for	Ecad)	is	a	tumor	suppressor	gene	in	carcinomas.	However	

in	melanoma,	only	correlative	studies	link	its	reduced	expression	to	metastatic	potential.	In	this	

thesis,	 we	 addressed	 the	 consequences	 of	 Cdh1	 loss	 in	 melanomagenesis	 using	 genetically	

recombinant	mice	expressing	an	oncogenic	form	of	NRASQ61K	in	melanocytes.	We	showed	that	

the	 conditional	 deletion	 of	 Cdh1	 does	 not	 influence	 melanoma	 initiation	 but	 dramatically	

promotes	metastasis.	Interestingly,	loss	of	Cdh1	intensely	induces	the	expression	of	the	Gastrin-

releasing	peptide	receptor	(Grpr).	GRPR,	which	belongs	to	the	G	protein-coupled	receptor	family,	

is	overexpressed	in	several	types	of	cancers,	including	carcinomas.	In	humans,	we	have	shown	

anti-correlation	 of	 expression	 between	 CDH1	 and	 GRPR	 in	 several	 carcinomas	 and	 in	

melanomas.	 From	 a	 functional	 point	 of	 view,	 we	 have	 shown	 in	 vitro	 that	 Grpr	 expression	

promotes	crucial	cellular	processes	required	for	metastasis,	such	as	cell	growth,	clonogenicity,	

migration	and	 invasion.	 In	vivo,	 overexpression	of	GRPR	 in	mouse	or	human	melanoma	cells	

induces	metastasis	after	allograft	and	xenograft,	respectively.	Metastasis	of	cells	overexpressing	

GRPR	is	strongly	affected	in	the	presence	of	the	GRPR	antagonist	RC-3095.	GRPR	signals	through	

Gaq	 leading	 to	 activation	 of	 YAP1	 signaling,	 which	 explains	 the	 molecular	 and	 cellular	

characteristics	induced	during	the	metastatic	cascade.	This	study	highlights	the	importance	of	

the	 Ecad-GRPR	 axis	 in	 melanoma	metastases	 and	 provides	 proof-of-concept	 that	 GRPR	 is	 a	

therapeutic	target	for	metastatic	melanoma.		
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Introduction	

A. Le	mélanocyte	dans	la	peau	

	

I. Composition	de	la	peau	
	

1. Structure	de	la	peau	
La	peau	est	le	plus	grand	organe	corps	humain,	par	sa	taille,	sa	superficie	(~1.8m2),	mais	aussi,	

malgré	sa	finesse	d’en	moyenne	2mm	(1	à	4	mm	d’épaisseur	selon	la	localisation)	l’un	des	plus	

volumineux.	La	peau	est	un	organe	complexe	dont	 la	 fonction	principale	est	 la	protection	de	

l’organisme	contre	les	agressions	extérieures.	Sa	position	à	l’interface	entre	milieu	interne	de	

l’individu	et	l’environnement	en	fait	une	barrière	entre	ces	deux	milieux,	mais	aussi	une	zone	

d’échange.	 Le	 rôle	 de	 barrière	 physique	 s’effectue	 dans	 les	 deux	 sens.	 De	 l’extérieur	 vers	

intérieur	la	peau	assure	la	protection	physique	contre	les	agressions	extérieures	qu’elles	soient	

physiques,	 chimiques	 ou	 microbiennes.	 Dans	 le	 sens	 inverse,	 elle	 joue	 un	 rôle	 de	 barrière	

limitant	notamment	 les	pertes	en	eau.	Le	 rôle	d’échange	 se	 fait	 à	plusieurs	niveaux.	La	peau	

participe	à	la	thermorégulation,	à	la	transmission	de	signaux	vers	le	reste	de	l’organisme	via	la	

nociception	et	la	somesthésie,	mais	aussi	à	l’éducation	de	cellules	immunitaires	T	aux	antigènes	

cutanés.	

	

Figure	1:	Représentation	de	la	peau	(gauche)	et	de	l’épiderme	(droite).	

La	peau	est	composée	de	3	couches	superposées	de	l’intérieur	vers	l’extérieur	l’hypoderme,	le	

derme	et	l’épiderme.	Cette	structure	est	décrite	dans	la	.Figure	1.	

- La	couche	 la	plus	 interne	est	 l’hypoderme.	 Il	est	majoritairement	composé	de	tissu	

adipeux	spécialisés	dans	le	stockage	des	graisses.	Il	a	un	rôle	mécanique,	de	stockage	

d’énergie	 et	 d’isolant	 par	 la	 graisse	 et	 régule	 la	 température	 du	 corps	 (Zouboulis,	

2000).	

Épiderme

Derme

Hypoderme Stratum
basale

Melanosome

Stratum
granulosum

Stratum
corneum

Stratum
spinosum

Mélanocyte

Cellule de Merkel

Kératinocyte

Cellule de Langerhans



	

	
	

15	

- La	couche	intermédiaire	est	le	derme.	Il	est	composé	de	tissu	conjonctif	lâche	et	de	

fibres	conjonctives	constituées	de	collagène	et	d’élastine.	La	synthèse	de	la	matrice	et	

de	ces	 fibres	est	assurée	par	les	 fibroblastes.	C’est	aussi	dans	cette	couche	que	 l’on	

retrouve	vaisseaux	et	nerfs.	Le	derme	est	un	tissu	vascularisé	et	innervé	et	contenant	

des	annexes	cutanées	:	pilaires,	sébacées	et	sudorales.	

- La	couche	superficielle	est	l’épiderme	qui	joue	le	rôle	d’une	vraie	barrière	physique.	

L’épiderme	est	un	épithélium	stratifié,	pavimenteux,	non	vascularisé,	mais	 innervé.	

L’épiderme	et	le	derme	sont	séparés	par	lame	basale	composée	de	protéoglycanes,	de	

laminine,	de	collagène	et	de	fibronectine.	La	densité	cellulaire	est	importante	sur	la	

lame	basale	et	les	cellules	sont	très	fortement	associées	entre	elles.		

	

2. Cohésion	des	cellules	dans	l’épiderme	
L’épiderme	 comme	 tout	 tissu	 épithélial	 a	 une	 cohésion	 tissulaire	 forte	 maintenue	 par	 de	

nombreuses	 jonctions	 cellules-cellules	 assurées	 par	 4	 types	 de	 jonctions,	 les	 jonctions	

communicantes,	adhérentes,	desmosomes	et	jonctions	serrées.	Ces	différents	types	de	jonctions	

assurent	 non	 seulement	 l’adhésion	 cellulaire,	 mais	 interviennent	 dans	 la	 signalisation,	 la	

différenciation,	la	prolifération	et	la	perméabilité.	Les	jonctions	communicantes	sont	constituées	

des	canaux	formés	par	la	jonction	de	2	hémi-canaux	avec	6	connexines	et	créer	un	pore	entre	les	

deux	 cellules.	 Les	 jonctions	 serrées	 composées	 de	 claudines	 et	 d’occludines	 qui	 vont	 sceller	

l’épithélium	et	participer	à	la	polarisation	des	kératinocytes.	Les	deux	dernières	jonctions,	les	

jonctions	 adhérentes	 et	 desmosomes	 sont	 composées	 de	 protéines	 de	 la	 superfamille	 des	

cadhérines.	 Les	 desmosomes	 sont	 constitués	 par	 les	 desmocolines	 et	 les	 desmogléines.	 Les	

jonctions	adhérentes	(Zonula	adherens)	sont	constituées	de	cadhérine	et	particulièrement	de	la	

E-cadhérine	 (E-cad),	 prototype	 épithélial.	 La	 E-cad	 établit	 une	 adhésion	 homotypique	 avec	

d’autres	molécules	d’	 E-cad	 présentes	 dans	 différents	 types	 cellulaires,	 les	 kératinocytes,	 les	

cellules	de	Langherans	(Tang	et	al.,	1993;	Udey,	1997;	Mayumi	et	al.,	2013),	les	cellules	de	Merkel	

(Tanaka	 et	 al.,	 2004)	 et	 les	 mélanocytes.	 E-cad	 est	 essentielle	 à	 l’établissement	 des	 tissus	

épithéliaux	 dont	 l’épiderme,	 mais	 également	 à	 la	 formation	 des	 jonctions	 serrées	 et	 la	

perméabilité	de	la	peau	(Larue	et	al.,	1994;	Niessen,	2007;	Tunggal	et	al.,	2005).	Il	est	intéressant	

de	noter	que	 les	mélanocytes	ne	 sont	 capables	d’établir	que	des	 jonctions	adhérentes	et	des	

jonctions	communicantes.	
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a. Kératinocytes	
Les	kératinocytes	sont	les	cellules	les	plus	abondantes	dans	la	peau,	représentant	plus	de	90%	

des	cellules	qui	la	compose.	Ce	sont	ces	cellules	qui	assurent	principalement	la	fonction	barrière	

de	la	peau.	Les	kératinocytes	sont	responsables	de	la	sécrétion	d’hormones	(alpha-MSH)	et	de	

vitamine	 D.	 Les	 kératinocytes	 se	 différencient	 au	 cours	 de	 leur	 maturation	 pour	 former	 les	

différentes	 couches	 de	 l’épiderme.	 Dans	 la	 couche	 la	 plus	 interne,	 le	 stratum	 basale,	 les	

kératinocytes	proliférent	et	se	détachent	de	 la	 lame	basale	pour	 former	 le	 stratum	spinosum.	

Sous	la	pression	induite	par	la	prolifération	des	cellules	des	couches	internes,	les	cellules	vont	

migrer	vers	les	couches	plus	externes	et	accumuler	des	grains	de	kératohyaline	pour	former	le	

stratum	granulosum	 puis	perdre	 leurs	noyaux	pour	 former	 le	 stratum	corneum	 qui	 finira	par	

desquamer.	 A	 noter	 que	 des	 zones	 palmaires	 il	 existe	 une	 cinquième	 couche	 entre	 stratums	

granulosum	et	corneum,	le	stratum	lucidum.	Ce	phénomène	de	maturation	des	kératinocytes	est	

rapide	et	continu,	l’épiderme	se	renouvelle	complètement	en	environ	6	semaines.	

	

b. Cellules	minoritaires	de	l’épiderme	
Dans	l’épiderme	sain,	on	retrouve	aussi	deux	types	de	cellules	plus	faiblement	représentées.	Les	

cellules	de	Langerhans	sont	des	cellules	dendritiques,	elles	ont	un	rôle	de	sentinelle	du	système	

immunitaire,	 captant	 les	agents	exogènes	 se	 trouvant	dans	 l’épiderme	et	 allant	 les	présenter	

dans	 les	ganglions.	Les	 cellules	de	Merkel	 sont	des	mécanorécepteurs	présents	aux	 jonctions	

dans	la	couche	basale	de	l’épiderme	et	du	derme	et	groupées	en	clusters	(Halata	et	al.,	2008).	

	

c. Mélanocytes	
Le	dernier	type	cellulaire	présent	dans	l’épiderme	est	le	mélanocyte	dont	le	rôle	principal	est	de	

produire	la	mélanine	responsable	de	la	pigmentation	de	la	peau,	les	poils	et	les	cheveux.	

Les	 mélanocytes	 cutanés	 sont	 situés	 dans	 le	 stratum	 basal	 et	 dans	 le	 follicule	 pileux.	 La	

localisation	 de	 ceux-ci	 va	 permettre	 de	 distinguer	 deux	 sous-types	 de	 mélanocytes	:	 les	

mélanocytes	 inter-folliculaires	 situés	 dans	 l’épiderme	 et	 les	mélanocytes	 folliculaires	 dans	 le	

follicule	pileux.	Chez	 l’Homme,	 les	mélanocytes	 inter-folliculaires	 sont	majoritaires	alors	que	

chez	les	rongeurs,	et	autres	animaux	à	fourrures,	on	retrouve	majoritairement	des	mélanocytes	

folliculaires,	 les	 mélanocytes	 inter-folliculaires	 étant	 limités	 aux	 régions	 glabres	 comme	 la	

queue,	 les	 oreilles	 et	 les	 pattes	 par	 exemple	 chez	 la	 souris.	 Cette	 différence	 de	 localisation	

implique	des	différences	au	niveau	moléculaires	qui	seront	discutées	plus	loin.	

Dans	l’épiderme,	les	mélanocytes	émettent	des	dendrites	jusque	dans	le	stratum	spinosum	pour	

interagir	 avec	 environ	 36	 kératinocytes	 et	 forment	 ainsi	 une	 unité	 de	 mélanisation.	 Les	
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mélanocytes	vont	transférer	aux	kératinocytes	leurs	pigments.	La	production	de	ces	pigments	se	

fait	lors	de	la	mélanogenèse	dans	les	mélanosomes	présents	dans	les	mélanocytes	et	va	aboutir	

à	la	production	de	deux	types	de	pigments	:	l’eumélanine	(de	couleur	brune)	et	la	phéomélanine	

(rouge-orange).		

	

Figure	2:	Voies	de	synthèses	de	l'eumélanine	et	de	la	pheomélanine	

	
Les	premières	voies	de	la	synthèse	de	la	mélanine	sont	communes	aux	deux	types	de	mélanines	

via	 l’action	 de	 l’enzyme	 Tyrosinase	 qui	 catalyse	 la	 conversion	 de	 la	 tyrosine	 en	 DOPA	 puis	

DOPAquinone.	 Ensuite	 les	 voies	 de	 synthèse	 divergent,	 l’eumélanine	 est	 produite	 par	 la	

cyclisation	de	la	DOPAquinone	en	Dopachrome	puis	par	la	réduction	en	acide	5,6-dihydroxy-1H-

indole-2-carboxylique	(DHICA)	par	la	dopachrome	tautomérase	(DCT)	suivi	d’une	oxydation	par	

la	Tyrosinase-related	protein	(TYRP1)	pour	former	des	intermédiaires	quinones.	Une	autre	voie	

existe	via	la	tyrosinase	et	la	production	de	5,6Dihydroxyindole	(DHI).	L’oligopolymérisation	des	

quinones	 produira	 l’eumélanine.	 La	 pheomélanine	 est	 produite	 par	 la	 réaction	 de	 la	

DOPAquinone	avec	des	cystéines	produisant	la	2-	cystéinylDOPA	et	5-cystéinylDOPA.	Celles-ci	

seront	 ensuite	 oxydées	 puis	 polymérisées	 en	 pheomélanine.	 Ces	 voies	 de	 synthèses	 sont	

résumées	dans	la	Figure	2.	Cette	production	se	fait	au	sein	des	mélanosomes	qui	vont	maturer	

et	se	charger	en	mélanine	tout	en	migrant	vers	la	périphérie	des	mélanocytes	et	l’extrémité	de	

leurs	dendrites.	Le	transfert	de	mélanine	des	mélanocytes	vers	les	kératinocytes	s’effectue	par	

un(des)	 mécanisme(s)	 qui	 reste(nt)	 contreversé(s)	 (exocytose-endocytose,	 cytophagocytose,	

délivrance	par	vésicule	ou	par	nanotubes).	Ces	mécanismes	ont	été	observés	dans	différents	

systèmes	pigmentaires	provenant	d’espèces	différentes.	Il	n’est	pas	exclu	que	plusieurs	modèles	

coexistent	ensemble	en	fonction	du	phototype,	de	la	localisation	dans	la	peau	ou	du	rayonnement	

solaire.	
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La	pigmentation	de	la	peau	est	principalement	déterminée	par	le	type	de	mélanine	produit,	le	

ratio	phéomélanine	et	eumélanine	et	non	pas	par	le	nombre	de	mélanocytes	présents	qui	varie	

très	peu	en	fonction	de	la	localisation	et	du	phototype.	La	pigmentation	de	la	peau	et	la	capacité	

de	la	peau	à	se	pigmenter	vont	permettre	de	déterminer	les	différents	phototypes	:	

- Phototype	I	:	peau	très	claire	et	taches	de	rousseur.	Les	cheveux	sont	blonds	ou	roux.	

Les	individus	ne	bronzent	pas	et	prennent	systématiquement	des	coups	de	soleil.	

- Phototype	II	 :	peau	très	claire	et	 les	cheveux	sont	blonds	ou	châtain.	Des	taches	de	

rousseur	 apparaissent	 au	 soleil.	 Les	 individus	 ont	 les	 yeux	 clairs,	 bronzent	

difficilement	et	prennent	fréquemment	des	coups	de	soleil.	

- Phototype	III	:	peau	claire	et	les	cheveux	blonds	ou	châtain.	Les	individus	bronzent	

progressivement	et	avec	parfois	des	coups	de	soleil.	

- Phototype	IV	:	peau	mate	et	cheveux	châtains,	bruns	ou	noirs.	Les	yeux	sont	foncés.	

Les	individus	attrapent	peu	de	coups	de	soleil	et	bronze	rapidement.	

- Phototype	V	:	peau	foncée,	yeux	foncés	et	cheveux	foncés.	Les	individus	ont	rarement	

des	coups	de	soleil	et	bronzent	rapidement.	

- Phototype	VI	 :	peau	noire	et	cheveux	noirs.	Les	 individus	n'ont	 jamais	de	coups	de	

soleil.	

	

Quelle	que	soit	 leur	 localisation	dans	 le	corps,	 les	mélanocytes	dérivent	 tous	des	cellules	des	

crêtes	 neurales	 (CCN).	 Les	 CCN	 sont	 issues	 des	 plaques	 neurales,	 un	 épaississement	 du	

neurectoderme,	qui	délimite	le	neurectoderme	de	l’ectoderme	non	neural	lors	de	la	neurulation.	

Après	 l’invagination	 du	 neurectoderme	 les	 cellules	 du	 toit	 du	 tube	 neural	 vont	 délaminer,	

proliférer	 et	 migrer.	 Cette	 étape	 est	 particulièrement	 liée	 à	 la	 transition	 épithélio-

mésenchymateuse	 (TEM)	 des	 CCN.	 Cette	 transition	 est	 contrôlée	 spatio-temporellement	 par	

différents	facteurs	de	transcription	comme	SNAI	et	SLUG	dont	l’expression	est	induite	par	des	

facteurs	paracrines	WNT,	BMP	et	NOTCH	(Artinger	and	Monsoro-Burq,	2021;	Pla	and	Monsoro-

Burq,	 2018;	 Prasad	 et	 al.,	 2019).	 L’émergence	 des	 CCN	 du	 tube	 neural	 se	 fait	 par	 vagues	

successives	 et	 génère	 différents	 lignages	 cellulaires.	 La	 spécification	 en	 différents	 types	

cellulaires	dépend	de	la	position	des	CCN	lors	de	leur	sortie	du	tube	neural	(Gandhi	and	Bronner,	

2021;	York	and	McCauley,	2020).	Par	exemple,	la	signalisation	b-caténine	activée	par	des	ligands	

comme	Wnt3a	induit	la	spécification	des	cellules	en	mélanoblastes	via	l’activation	du	récepteur	

couplé	aux	protéines	G	(RCPG)	frizzled-3	(Chang	et	al.,	2014).	
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Figure	3:	Migration	des	mélanocytes	depuis	le	tube	neural	et	dans	l’épiderme	

	(A)	voies	de	migration	des	précurseurs	des	mélanocytes	depuis	le	tube	neural.	Voie	dorso-latérale	en	rouge	et	voie	ventro-latérale	
en	vert.	D’après	Petit	et	Larue,	2016.	

Les	 CCN	prolifèrent	 de	 façon	 extensive	 et	 suivent	 deux	 voies	majeures	 de	migration,	 la	 voie	

dorso-latérale	 et	 la	 voie	 dorso-ventrale.	 La	 première	 ne	 produit	 que	 des	 précurseurs	 de	

mélanocytes,	les	mélanoblastes,	et	suit	une	orientation	dorso-latérale	entre	l’ectoderme	et	les	

somites.	Cette	voie	est	à	l’origine	de	la	majorité	des	mélanocytes	produits.	La	deuxième	voie	est	

dorso-ventrale,	entre	le	tube	neural	et	les	somites,	elle	va	donner	naissance	à	différents	types	

cellulaires	neurones,	cellules	de	Schwann,	cellules	chromaffines	de	la	glande	médullosurrénale,	

cellules	musculaires	lisses.	Il	est	à	noter	que	les	mélanoblastes	peuvent	également	dériver	de	

précurseurs	bipotents	Schwann/Mélanocytes	migrant	dorso-ventralement.	Ces	deux	voies	de	

migrations	sont	décrites	dans	la	Figure	3.	L’exacte	contribution	de	cette	voie	dans	la	genèse	de	

l’ensemble	des	mélanocytes	n’est	pas	encore	définie	(Bonaventure	et	al.,	2013;	Petit	and	Larue,	

2016).	 Les	 principales	 voies	 de	 signalisation	 essentielle	 dans	 la	 mise	 en	 place	 du	 lignage	

mélanocytaire	sont	les	voies	de	signalisation	EDN3/	EDNRB	(endothéline),	WNT/b-caténine	et	

SCF/KIT	(Larue	et	al.,	2013).	

	

II. Tumeurs	des	cellules	de	la	peau	
	
Toutes	 les	 cellules	 de	 l’épiderme	 sont	 susceptibles	 de	 subir	 une	 transformation	maligne,	 les	

cellules	étant	exposées	régulièrement	aux	radiations,	aux	substances	chimiques	et	pathogènes.	

	

1. Carcinomes	
La	 majorité	 des	 cancers	 de	 la	 peau	 (>90%)	 sont	 des	 carcinomes,	 ces	 cancers	 sont	 peu	

métastatiques	 et	 donc	 peu	 létaux.	 Ils	 sont	 fortement	 associés	 avec	 l’exposition	 aux	 UVs.	 On	

retrouve	deux	grands	types	de	carcinomes	:	
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- Les	 carcinomes	 baso-cellulaires	 formant	 des	 petits	 nodules	 rosés,	 légèrement	

brillants	non	métastatiques,	mais	capables	de	détruire	 la	peau	voir	 les	 tissus	sous-

jacents	s’ils	ne	sont	pas	traités.	Ils	proviennent	des	kératinocytes	du	stratum	basal.	

- Les	 carcinomes	 épidermoïdes	 se	 présentent	 sous	 la	 forme	de	 tumeurs	 crouteuses,	

bourgeonnantes	 pouvant	 saigner.	Leur	 évolution	 est	 potentiellement	 plus	maligne,	

car	on	retrouve	occasionnellement	des	métastases	ganglionnaires.	L’origine	se	trouve	

cette	fois-ci	dans	les	kératinocytes	du	stratum	spinosum.	

	

2. Tumeurs	des	cellules	de	Merkel	et	de	Langerhans	
	
Les	cellules	de	Merkel	sont	susceptibles	de	subir	une	évolution	maligne	et	de	donner	naissance	

à	un	carcinome	à	cellules	de	Merkel.	C’est	un	cancer	rare,	l’incidence	est	environ	30	fois	moindre	

que	celle	du	mélanome,	mais	il	est	très	invasif	et	agressif,	aboutissant	au	décès	d’un	malade	sur	

trois.	Il	est	lui	aussi	associé	aux	UVs	(Ramahi	et	al.,	2013).	

Les	 cellules	 de	 Langerhans	 sont	 susceptibles	 d’avoir	 une	 évolution	 tumorale	 appelée	

l’histiocytose	à	cellules	de	Langerhans.	Son	incidence	est	très	faible	(5-8	cas	par	millions),	mais	

elle	est	très	difficilement	curable	et	laisse	de	lourdes	séquelles	cliniques.	C’est	une	pathologie	

pédiatrique	se	révélant	très	tôt.	L’histiocytose	à	cellules	de	Langerhans	est	liée	à	des	activations	

de	la	voie	de	signalisation	MAPK,	plus	de	60%	des	patients	étant	mutés	BRAFV600E	et	environ	

10%	des	patients	étant	mutés	pour	MEK1	(Allen	et	al.,	2018).	

	

3. Tumeurs	des	cellules	mélanocytaires	
	

a. Lésions	bénignes	causées	par	les	mélanocytes	:	les	nævus	
L’expression	d’oncogènes	activant	la	voie	des	MAPK,	principalement	la	mutation	BRAFV600E,	dans	

les	mélanocytes	va	conduire	à	la	formation	de	nævus	(Roh	et	al.,	2015).	La	plupart	des	individus	

ont	des	nævus,	mais	leur	nombre	est	très	variable.	Ceux-ci	sont	globalement	bénins,	évoluant	

rarement	 en	 mélanomes.	 Cet	 aspect	 globalement	 bénin	 est	 lié	 à	 l’entrée	 en	 sénescence	 des	

cellules	 en	 réponse	 à	 la	 suractivation	 de	 la	 voie	 MAPK.	 La	 sénescence	 est	 contrôlée	 par	 la	

surexpression	 de	 gènes	 suppresseurs	 de	 tumeurs	 comme	CDKN1A	 et	CDKN2A	 (Damsky	 and	

Bosenberg,	 2017).	 Les	 nævus	 bleus	 ont	 une	 génétique	 très	 particulière,	 car	 elle	 implique	 la	

présence	de	mutations	activatrices	de	GNAQ	et	GNA11	induisant	une	signalisation	de	RCPG	de	

type	Gaq	(Van	Raamsdonk	et	al.,	2009).		
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b. Mélanomes	

i. Classifications	
La	 classification	 des	 mélanomes	 repose	 sur	 des	 critères	 de	 localisation	 anatomique	 et	 de	

morphologie.	On	différentie	les	zones	selon	l’exposition	aux	UVs	entre	exposées	chroniquement	

(visage,	extrémités	des	membres),	exposées	de	façon	intermittente	(tronc,	racine	des	membres)	

et	 non-exposées	 (paumes,	 plantes	 de	 pied,	 muqueuses).	 Cinq	 types	 de	 mélanomes	 cutanés	

principaux	 sont	 identifiés,	 le	 mélanome	 superficiel	 extensif,	 le	 mélanome	 de	 Dubreuilh,	 le	

mélanome	 des	 muqueuses,	 mélanome	 acro-lentigineux	 et	 le	 mélanome	 nodulaire.	 D’autres	

mélanomes	plus	rares	existent	aussi	comme	le	mélanome	desmoplastique	ou	le	mélanome	sur	

nævus	bleu.	Cette	catégorisation	n’impacte	que	peu	la	prise	en	charge	du	patient.	

L’activation	de	la	prolifération	du	mélanome	est	associée	avec	l’activation	de	la	voie	MAPK.	Le	

type	de	mutations	permet	de	classer	les	mélanomes.	L’étude	menée	par	le	consortium	TCGA	a	

identifié	4	grandes	catégories	:	les	mutations	activant	BRAF,	celles	activant	NRAS,	les	mutations	

inactivatrices	de	NF1	et	autres	cas	dits	triple-WT	(respectivement	50%,	20-25%	et	10	à	15%	des	

mélanomes).	Il	est	intéressant	de	noter	que	parmi	les	cas	triple-WT	on	retrouve	environ	1%	de	

mutations	 GNAQ/GNA11	 capable	 d’activer	 la	 signalisation	 Gaq	 (The	 Cancer	 Genome	 Atlas	

Network,	 2015).	 Cette	 classification	 est	 valable	 pour	 les	 types	 de	 mélanomes	 nodulaires,	

superficiels	extensifs	et	de	Dubreuilh,	mais	ne	l’est	pas	pour	les	autres	types	de	mélanomes.	Par	

exemple,	 les	 mélanomes	 acro-lentigineux	 sont	 plus	 rarement	 mutés	 pour	 les	 trois	 gènes	

déterminant	la	classification	issue	du	TCGA	(seulement	un	cas	sur	deux),	mais	présentent	plutôt	

de	nombreuses	amplifications	de	KIT	(10-35%)	(Tod	et	al.,	2020).	Les	mélanomes	sur	nævus	

bleu	présentent	de	nombreuses	activations	de	GNAQ	(50	et	85%	des	cas)	et	de	GNA11	(7%	des	

patients)	(Van	Raamsdonk	et	al.,	2009).	

	

Un	autre	type	de	mélanome	existe,	mais	n’est	pas	issu	de	la	peau,	mais	des	tissus	de	l’uvée,	le	

mélanome	uvéal.	 Il	 représente	 autour	 de	 5%	des	mélanomes	 totaux.	 Le	mélanome	uvéal	 est	

induit	par	l’activation	de	mutations	de	GNAQ	et	de	GNA11	qui	a	elles	deux	totalisent	environ	90%	

des	 cas.	 Il	 est	 également	 intéressant	 de	 noter	 que	 parmi	 les	 10%	 restants	 on	 retrouve	 des	

mutations	qui	affectent	elles	aussi	la	signalisation	Gaq	telle	que	des	mutations	activatrices	de	

CYTRL2,	un	récepteur	couplé	Gaq,	et	des	mutations	de	PLCB4	que	l’on	suppose	activatrices	elles	

aussi	(Johansson	et	al.,	2016;	Nell	et	al.,	2021;	Robertson	et	al.,	2017).	
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ii. Épidémiologie		
Pour	 l’année	 2020,	 les	 estimations	 prédisent	 qu’en	 France	 il	 y	 a	 eu	 16449	nouveaux	 cas	 de	

mélanome	 et	 2125	 décès	 ce	 qui	 représente	 une	 incidence	 et	 une	 mortalité	 normalisée	 de	

respectivement	15,2	et	1.5	pour	100	000	 (ASR	monde).	Dans	 le	monde	on	 retrouve	324	635	

nouveaux	cas	et	57	045	décès.	Ce	qui	en	fait	le	6e	cancer	ayant	l’incidence	la	plus	élevée.	Les	taux	

normalisés	(ASR	monde)	pour	la	population	mondiale	sont	plus	faibles	que	pour	la	population	

française	–	incidence	de	3,4	pour	100	000	et	une	mortalité	de	0,56	pour	100	000.	Ces	plus	faibles	

valeurs	s’expliquent	par	la	grande	disparité	d’incidence	du	mélanome	à	travers	le	monde,	des	

pays	très	peuplés	comme	la	Chine	ou	l’Inde	n’étant	que	peu	sujets	aux	mélanomes	(Sung	et	al.,	

2021,	Figure	4-5).		

	

Figure	4:	Estimation	de	l'incidence	du	mélanome	à	travers	le	monde	en	2020.		

	
Figure	5:	Estimation	de	la	mortalité	du	mélanome	à	travers	le	monde	en	2020.		
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L’évolution	de	l’incidence	du	mélanome	sur	les	dernières	décennies	est	à	la	hausse	constante	

(autour	de	4%	par	an).	Cette	hausse	est	particulièrement	liée	à	la	surexposition	aux	UVs	qu’ils	

soient	naturels	ou	artificiels	 (IARC,	2006).	Les	estimations	prédisent	une	augmentation	de	 la	

mortalité	du	mélanome	d’ici	2040,	avec	par	exemple	une	augmentation	d’environ	30%	pour	la	

France	(versus	une	augmentation	de	population	de	seulement	5%)	(Sung	et	al.,	2021).	Mais	cette	

donnée	est	à	relativiser,	car	les	recensements,	sur	lesquels	les	estimations	se	basent	datent	de	

2016	au	plus	 récent,	 l’impact	des	 thérapies	arrivées	au	milieu	des	années	2010s	n’étant	pas	

visible	ni	pris	en	compte	par	les	estimations.	Les	données	de	recensement	américaines	suggèrent	

même	une	nette	diminution	à	partir	de	2014	non	visible	encore	en	France	en	2015	(Figure	6).	Il	

faut	 toutefois	probablement	nuancer	 ces	valeurs	à	 la	hausse	à	 cause	des	 conséquences	de	 la	

pandémie	de	maladie	à	coronavirus	où	les	premières	études	rapportent	une	diminution	franche	

des	diagnostics	de	cancer	corrélés	avec	une	diminution	des	consultations	d’oncologie	(Coma	et	

al.,	2021;	Erdmann	et	al.,	2021;	Rashid	and	Tsao,	2021).		

	

	
Figure	6:	Mortalité	brute	et	standardisée	(ASR	world)	du	mélanome	en	France	et	aux	USA.	

	

iii. Facteurs	de	risques	
Différents	 facteurs	 de	 risques	 ont	 été	mis	 en	 évidence	 pour	 le	mélanome.	 La	 présence	 d’un	

phototype	 clair	 conjoint	 avec	 une	 exposition	 abondante	 aux	 rayonnements	 UVs,	

particulièrement	durant	l’enfance	et	une	forte	 fréquence	de	brulures	solaires	est	des	facteurs	

favorisant	le	mélanome.	Ces	facteurs	de	risques	sont	nettement	observés	dans	les	populations	

où	l’incidence	du	mélanome	est	la	plus	élevée	:	Australie,	Nouvelle-Zélande,	pays	scandinaves	et	

anglo-saxons.	Le	nombre	de	nævus	du	patient	est	aussi	corrélé	avec	le	risque	de	mélanome.	Les	

patients	immunodéprimés	sont	aussi	plus	susceptibles	de	produire	des	mélanomes.	

Femmes

Hommes

Ta
ux
br
ut

Ta
ux
st
an
da
rd
is
é



	

	
	

24	

On	retrouve	également	des	prédispositions	familiales	au	mélanome.	Celles-ci	sont	classées	selon	

l’importance	 du	 risque.	 Un	 risque	 fort	 de	mélanome	 est	 apporté	 par	 des	mutations	 dans	 de	

nombreux	gènes	suppresseurs	de	tumeurs	(ACD,	BAP1,	CDKN2A,	CDK4,	POT1,	RAD51B,	TERF2IP,	

TERT	(Aoude	et	al.,	2015;	Horn	et	al.,	2013;	Hussussian	et	al.,	1994;	Kamb	et	al.,	1994;	Molven	et	

al.,	2005;	Robles-Espinoza	et	al.,	2014;	Wadt	et	al.,	2015;	Wiesner	et	al.,	2011).	La	présence	de	

variants	 spécifiques	 induit	 un	 risque	 intermédiaire	 de	 développer	 un	mélanome.	 Le	 variant	

MITFE318K	 ainsi	que	de	nombreux	variants	de	MC1R	comme	 les	variants	R151C,	R160W,	and	

D294H,	qui	augmentent	le	risque	de	développer	un	mélanome	d’environ	60%	sont	dans	cette	

catégorie	(Bonet	et	al.,	2017,	2017;	Tagliabue	et	al.,	2018).	Enfin,	des	études	GWAS	ont	également	

associé	 un	 risque	 faible	 de	 développer	 des	mélanomes	 avec	 la	 présence	 de	 polymorphisme,	

particulièrement	sur	des	gènes	de	la	pigmentation	comme	ASIP,	KIT,	OCA2,	MTAP,	SCLC45A2,	TYR	

ou	TYRP1	ou	d’autres	variants	de	MC1R	(Bourillon	et	al.,	2013;	Chatzinasiou	et	al.,	2011;	Liu	et	

al.,	2015;	Marasigan	et	al.,	2019)	

	

iv. Diagnostics	
Le	 mélanome	 primaire	 est	 établi	 le	 plus	 souvent	 lors	 de	 l’examen	 clinique	 du	 patient	 par	

l’analyse	 de	 la	 lésion	 superficielle.	 La	 règle	 ABCDE	 classifie	 la	 lésion	 selon	 5	 critères	:	 son	

asymétrie,	 la	 régularité	 de	 ses	 bordures,	 l’homogénéité	 de	 sa	 couleur,	 son	 diamètre	 et	 son	

évolution.	 La	 lésion	 suspecte	 est	 retirée	 et	 analysée	 pour	 examen	 cyto-pathologique	 qui	 va	

confirmer	 ou	 non	 le	 diagnostic	 du	 dermatologue.	 Cette	 deuxième	 analyse	 va	 s’accompagner	

d’une	analyse	de	facteurs	pronostiques	comme	l’indice	de	Breslow,	l’ulcération	de	la	tumeur	ou	

son	indice	mitotique.	En	fonction	du	bilan	histologique,	un	bilan	complémentaire	de	recherches	

de	métastases	pourra	être	entrepris.	Le	mélanome	sera	classé	en	4	stades	selon	les	résultats	des	

différents	bilans	:		

- Le	stade	I	:	tumeurs	locales	<	1mm	ou	<	2mm	non-ulcérées		

- Le	stade	II	:	tumeurs	locales	>2mm	ou	<	2mm	ulcérées	

- Le	 stade	 III	:	 marqué	 par	 un	 envahissement	 loco-régional	 et	 une	 invasion	

ganglionnaire	locale.	

- Le	stade	IV	:	marqué	par	la	présence	de	métastases	dans	des	organes	à	distance.	



	

	
	

25	

	

Figure 7: Site d'implantation des métastases de mélanome et survie associée	

	

Le	mélanome	est	capable	de	coloniser	de	nombreux	organes	à	distance.	Le	site	métastatique	le	

plus	 fréquent	 est	 la	 peau	 et	 les	 ganglions	 avec	 plus	 d’un	 patient	 sur	 deux	 qui	 présente	 des	

métastases	loco-régionales	visibles	en	clinique.	Ces	métastases	cutanées	et	ganglionnaires	sont	

en	elle-même	non	létales	et	la	survie	médiane	des	patients	non	traités	est	de	12	à	20	mois.	Le	

deuxième	 site	métastatique	 le	 plus	 retrouvé	 est	 le	 poumon,	 un	 patient	 atteint	 de	mélanome	

métastatique	 sur	 3	 présente	 des	 métastases	 pulmonaires.	 A	 l’autopsie	 ce	 chiffre	 augmente	

nettement	pour	atteindre	85%	des	patients.	La	présence	de	métastases	pulmonaires	corrèle	avec	

une	diminution	de	la	survie	des	patients	à	8-14	mois.	L’atteinte	du	cerveau,	du	foie	et	des	os	vus	

en	clinique	se	fait	à	la	même	fréquence,	de	l’ordre	de	10	à	20%	bien	qu’à	l’autopsie	on	détecte	

plus	de	métastases	hépatiques	(54-77%)	que	dans	le	cerveau	(36-54%)	ou	que	dans	les	os	(23-

49%).	La	présence	de	métastases	dans	ces	organes	corrèle	avec	une	diminution	nette	de	la	survie	

avec	une	médiane	autour	de	5	mois	dans	les	trois	cas	précédents	(Damsky	and	Bosenberg,	2017;	

McDermott	et	al.,	2014;	Tas,	2012;	Zekri	et	al.,	2017).	Ces	données	sont	résumées	dans	la	Figure	

7.	

	

v. Voie	MAPK/ERK	
La	classification	du	mélanome	repose	sur	la	présence	de	mutations	dans	des	gènes	de	la	voie	

MAPK/ERK	 ou	 dans	 des	 facteurs	 la	 régulant.	 Cette	 voie	 MAPK/ERK	 est	 une	 voie	 très	

fréquemment	activée	dans	le	cancer	et	particulièrement	dans	le	mélanome	où	elle	joue	un	rôle	

majeur.	Elle	est	l’une	des	voies	de	la	famille	des	MAPK.	

	
Les	voies	de	signalisation	des	MAPK	sont	des	voies	de	signalisation	majeure	de	la	cellule	qui	vont	

réguler	de	nombreux	processus	cellulaires	comme	la	prolifération,	l’apoptose	et	la	réponse	aux	

Site de métastases

Cas avec métastases

Survie médiane (mois)

36%

8-14 12-202.4-6.5 5-84-6

11-17% 10-20% 12-20% 59%
(à l’autopsie) 54-77%23-49% 36-54% 85% ?%

Os Foie Cerveau poumons Peau/ganglions
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signaux	de	stress.	Comme	leur	nom	l’indique,	les	MAPK	sont	activées	par	des	stimuli	extérieurs.	

Historiquement	ces	voies	de	signalisation	étaient	décrites	comme	reposant	sur	l’activation	en	

cascade	de	3	kinases	successives	:	une	MAPK	kinase	kinase	(MAP3K),	une	MAPK	kinase	(MAP2K)	

et	pour	finir	une	MAPK	qui	donnera	la	spécificité	de	la	voie.	Quatre	principales	familles	de	MAPK	

différentes	ont	été	à	ce	jour	caractérisées	:	 la	famille	des	extracellular	signal-regulated	kinase	

(ERK1	et	ERK2),	la	famille	des	p38	MAPKs	(MAPK	11-14),	la	famille	des	c-Jun	N-terminal	kinase	

(JNK,	codées	par	MAPK9-10)	et	 la	 famille	de	ERK5	(Coulombe	and	Meloche,	2007).	Elles	sont	

appelées	les	MAPK	conventionnelles	et	partagent	toutes	la	présence	d’un	motif	Thr-Xaa-Tyr	dans	

leur	 boucle	 d’activation.	 Des	 MAPKs,	 dites	 atypiques,	 existent	 également	 et	 diffèrent	 par	

l’absence	de	ce	motif	Thr-Xaa-Tyr	et	par	leur	mécanisme	d’activation	–	encore	méconnu	–	qui	ne	

semblent	pas	reposer	sur	cette	cascade,	ces	protéines	n’étant	pas	activées	par	la	phosphorylation	

exercée	par	une	MAP2K.	Seule	NLK	semble	échapper	à	cette	dernière	règle,	car	les	kinases	TAK1	

et	 HIPK2	 pourraient	 respectivement	 agir	 comme	MAP3K	 et	MAP2K	 sur	 l’activation	 de	 cette	

MAPK.	Les	différentes	voies	de	signalisation	des	MAPKs	sont	détaillées	dans	la	Figure	8.	

	

	

Figure	8:	Liste	des	MAPKs	et	de	leurs	MAP2Ks	et	MAP3Ks	associées.		

	
Pour	la	suite	de	ce	manuscrit,	la	voie	MAPK/ERK	sera	appelée	voie	MAPK	sauf	mention	contraire.	

	

La	voie	MAPK	est	la	cascade	de	signalisation	qui	conduit	de	l’activation	des	protéines	MAP3K	

RAF	 (ARAF,	 BRAF	 et	 RAF-1),	 à	 l’activation	 des	MAPKs	 ERK	 1	 et	 d’ERK2	 via	 l’activation	 des	

MAP2K	MEK1	et	2.	Physiologiquement,	l’activation	de	la	voie	MAPK	est	principalement	connue	

pour	être	médiée	par	l’activation	de	récepteurs	tyrosine	kinase	(RTK),	mais	d’autres	récepteurs	

tels	que	les	RCPGs	peuvent	activer	cette	voie	tout	comme	différents	stress	cellulaires	(Cargnello	

and	Roux,	2011).	La	fixation	des	ligands	sur	les	RTKs	induit	la	dimérisation	de	ces	récepteurs	

accompagnée	 de	 l’autophosphorylation	 croisée	 de	 tyrosines	 situées	 dans	 la	 partie	
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cytoplasmique	 des	 récepteurs.	 Ces	 tyrosines	 phosphorylées	 vont	 servir	 de	 substrat	 pour	 la	

fixation	 d’enzymes	 telles	 que	 la	 phosphatase	 SHP2	 ou	 la	 kinase	 SRC	 mais	 aussi	 pour	 des	

protéines	adaptatrices	–	comme	Growth	factor	receptor-bound	protein	2	(GRB2)	ou	SHC	adaptor	

protein	1	(SHC)-	et	des	protéines	d’ancrage	–	comme	les	GRB2-associated	binding	protein	1-3	

(GAB1-3).	

Ces	 protéines	 adaptatrices	 vont	 fixer	 et	 activer	 des	 protéines	 d’échange	 de	 nucléotide	

guanidique	(GEF)	tel	que	Son	of	sevenless	(SOS).	Cette	protéine	va	permettre	l’échange	du	GDP	

fixé	aux	protéines	RAS	par	un	GTP	induisant	l’activation	de	la	protéine	RAS.	L’inactivation	des	

RAS	se	fait	par	hydrolyse	du	GTP	en	GDP	due	à	l’activité	GTPase	des	protéines	RAS.	Cette	activité	

enzymatique	 est	 relativement	 lente,	 mais	 est	 catalysée	 par	 la	 fixation	 de	 GTPase-activating	

protein	(GAP)	tel	que	la	neurofibromine	1	(NF1).	La	famille	des	protéines	RAS	est	composée	de	

3	membres	NRAS,	KRAS	et	NRAS.	Ces	protéines	localisées	à	la	membrane	sont	des	carrefours	de	

signalisation	 étant	 à	 l’interface	 de	 la	 voie	 MAPK,	 de	 la	 voie	 PI3K/AKT,	 mais	 aussi	 des	

signalisations	moins	décrites	via	les	protéines	RAL	ou	PLCe	(Bunney	and	Katan,	2006;	Kashatus,	

2013;	Petit	et	al.,	2019).	La	protéine	RAS	activée	va	se	fixer	sur	les	MAP3K	(ARAF,	BRAF	et	RAF1).	

Cette	 fixation	permet	 le	recrutement	des	RAF	à	 la	membrane,	 leur	dimérisation	en	homo-	ou	

hétéro-dimères	et	finalement	leur	activation.	Les	RAF	sont	des	sérines/thréonines	kinases	qui	

vont	phosphoryler	deux	 résidus	sérines	dans	 le	 segment	d’activation	du	domaine	kinase	des	

MAP2K	(MEK1	et	MEK2)	induisant	l’activité	catalytique	des	kinases	MEKs.	La	MAP2K	MEK	est	

une	 sérine/thréonine	 et	 tyrosine	 kinase	 qui	 va	 activer	 les	 MAPK	 (ERK1	 et	 ERK2)	 en	

phosphorylant	à	la	fois	un	résidu	tyrosine	et	un	résidu	thréonine.	Les	kinases	ERK1/2	une	fois	

phosphorylées	vont	avoir	de	nombreuses	cibles	différentes	à	la	 fois	dans	 le	noyau	ou	dans	 le	

cytoplasme.	Dans	le	noyau,	les	kinases	ERK1/2	vont	phosphoryler	des	facteurs	de	transcriptions	

comme	 c-Fos,	 c-Myc,	 particulièrement	 impliqués	 dans	 la	 prolifération	 cellulaire.	 Dans	 le	

cytoplasme,	ERK1/2	vont	phosphoryler	de	nombreuses	cibles	comme	les	90	kDa	ribosomal	S6	

kinase	(RSK),	des	kinases	 impliquées	dans	 la	régulation	de	 la	prolifération	ainsi	que	d’autres	

protéines	 impliquées	 dans	 la	 migration	 comme	WASP	 and	 verprolin	 homologous	 protein	 2	

(WAVE2),	 un	membre	du	WAVE2	 regulatory	 complex	 (WRC)	 régulant	 l’activité	 du	 complexe	

Arp2/3,	ou	 les	 focal	adhesion	kinases	(FAK)	(Danson	et	al.,	2007;	Hunger-Glaser	et	al.,	2003;	

Mendoza	et	al.,	2011).	Cette	cascade	de	phosphorylation	est	décrite	dans	la	Figure	9.	

	

L’activation	de	la	voie	MAPK	induit	la	prolifération	cellulaire	en	régulant	la	transition	G1-S	du	

cycle	cellulaire	(Meloche	and	Pouysségur,	2007).	Cet	effet	se	fait	notamment	via	l’induction	de	
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l’expression	de	 facteurs	de	transcriptions	comme	c-Fos,	qui	via	son	association	avec	c-Jun	va	

former	le	complexe	AP1.	Ce	complexe	va	permettre	l’expression	de	la	cyclin-D1	nécessaire	à	la	

transition	G1-S	(Meloche	and	Pouysségur,	2007).	L’activation	de	la	voie	MAPK	va	aussi	induire	

la	migration	cellulaire	en	favorisant	la	polymérisation	de	l’actine	permettant	la	formation	des	

protrusions	 cellulaires	 nécessaires	 à	 la	motilité	 (Tanimura	 and	 Takeda,	 2017).	 L’effet	 sur	 la	

migration	est	également	dû	à	l’activation	des	FAK	qui	permettent	l’établissement	de	points	de	

contacts	focaux	avec	la	matrice	extracellulaire	(Hunger-Glaser	et	al.,	2003).	

	

Le	mélanome	est	un	cancer	où	la	voie	MAPK	est	particulièrement	activée.	Cette	activation	est	

principalement	due	à	la	présence	de	mutation	de	membres	de	la	voie	ou	de	ses	régulateurs.	En	

effet,	 environ	1	mélanome	cutané	sur	deux	est	muté	pour	BRAF,	principalement	BRAFV600E	

(75-90%	des	cas	mutés	BRAF).	Concernant	les	autres	mutations	de	membres	de	la	voie	MAPK,	

dans	5%	des	cas	sont	retrouvées	des	mutations	oncogéniques	de	MEK1.	Deux	autres	facteurs	–	

RAF1	et	MEK2	–	sont	bien	plus	rarement	mutés	dans	approximativement	1%	des	cas.	Les	autres	

membres	de	la	voie	MAPK	ne	sont	pas	ou	exceptionnellement	muté	dans	le	mélanome	(<0.3%).	

Toutes	ces	mutations	sont	mutuellement	exclusives	dans	le	mélanome	non	traité.	Des	facteurs	

régulateurs	de	la	voie	MAPK	sont	également	mutés	dans	le	mélanome,	25%	des	patients	sont	

mutés	pour	NRAS	(90%	touchant	 la	glutamine	61).	Les	mutations	activatrices	de	KRAS	et	de	

HRAS	sont	retrouvées	dans	1%	des	cas	de	mélanome.	Toutes	ces	mutations	sont	exclusives	entre	

elles	et	exclusives	avec	les	mutations	activatrices	des	membres	de	la	voie	MAPK.	Des	pertes	de	

NF1	sont	également	 retrouvées	dans	environ	15%	des	 cas.	D’autres	mécanismes	d’activation	

plus	mineurs	sont	également	décrits	comme	la	survenue	de	mutations	activatrice	de	Gaq/11,	ou	

des	récepteurs	tyrosine	kinase	c-KIT	et	VEGFR	(2%	chacun)	(Catalanotti	et	al.,	2017;	Hodis	et	al.,	

2012;	Krauthammer	et	al.,	2012;	Shi	et	al.,	2014;	Snyder	et	al.,	2014;	The	Cancer	Genome	Atlas	

Network,	2015;	Van	Allen	et	al.,	2015;	Zehir	et	al.,	2017).	Les	protéines	mutées	et	régulant	la	voie	

MAPK	sont	annotées	dans	la	Figure	9.	
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Figure 9: Voie MAPK/ERK.  

L’activation de RTK va induire l’activation de RAS grâce à la fixation sur RAS de GTP grâce à la protéine SOS. RAS va se lier aux protéines 
RAF pour induire leur activation. L’activation de RAF va activer la phosphorylation en cascade des membres de la voie MAPK ce qui 
aboutit à l’activation de ERK. ERK va interagir avec des cibles nucléaires et cytoplasmiques pour induire l’activation de différents 
processus cellulaires comme la prolifération ou la migration. Les protéines marquées d’une étoile rouge sont fréquemment porteuses 
de mutations activatrices dans le mélanome. L’étoile bleue marque NF1, régulièrement inactivée dans le mélanome. Créé avec 
BioRender.com. 

	

vi. Mélanomagenèse	
L’ensemble	des	processus	conduisant	au	mélanome	métastatique	s’appelle	la	mélanomagenèse.	

Elle	est	composée	de	plusieurs	étapes	et	de	deux	grandes	phases	:	l’initiation	et	la	progression.	

Au	cours	de	l’initiation,	un	mélanome	primaire	est	formé	et	pendant	la	phase	de	progression	le	

mélanome	sort	de	 l’environnement	épidermique	pour	 former	de	 façon	ultime	des	métastases	

dans	des	organes	distants.	La	connaissance	des	évènements	moléculaires	de	la	mélanomagenèse	

est	 principalement	 due	 à	 la	 mise	 en	 place	 de	 modèle	 in	 vivo,	 murin	 et	 poisson-zèbre	

principalement.	
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Figure	10:	La	Mélanomagenèse.	

La	description	des	évènements	est	très	linéaire	sur	ce	schéma	(Figure	10),	mais	il	faut	garder	à	

l’esprit	qu’en	réalité,	ceux-ci	peuvent	avoir	lieu	simultanément.	La	première	étape	va	reposer	

sur	deux	principes	:	1)	l’induction	de	la	prolifération	des	mélanocytes	par	l’activation	de	la	voie	

MAPK.	Cette	activation	se	fait	principalement	par	le	biais	de	l’acquisition	de	mutation	de	BRAF,	

de	 NRAS	 ou	 des	 pertes	 de	 fonctions	 de	 NF1.	 D’autres	 mutations	 ont	 été	 identifiées	 comme	

capables	d’engendrer	des	mélanomes,	avec	de	très	faibles	fréquences.	On	peut	notamment	citer	

la	mutation	GNAQQ209L	2)	le	passage	de	la	sénescence.	Pour	contourner	la	sénescence	induite	par	

les	oncogènes	liés	à	la	suractivation	de	la	voie	MAPK,	des	mutations	induisant	l’immortalisation	

vont	avoir	lieu.	Sans	ces	deuxièmes	mutations,	le	stade	nævus	n’est	pas	dépassé.	Parmi	les	gènes	

susceptibles	 d’être	 mutés,	 on	 retrouve	 des	 mutations	 perte	 de	 fonction	 et	 des	 pertes	

d’hétérozygotie	 de	 CDKN2A	 (60%)	 et	 PTEN	 (12%)	 ainsi	 que	 des	 mutations	 activatrices	 de	

CTNNB1	(2.7%)	et	CDK4	et	l’activation	de	la	transcription	de	TERT	(66%)	(Bertrand	et	al.,	2020)	.	

Ces	 évènements	 immortalisant	 ne	 sont	 pas	 mutuellement	 exclusifs	 et	 sont	 fréquemment	

associés	dans	le	mélanome.	Sans	que	l’on	ne	sache	exactement	pourquoi,	les	pertes	de	fonction	

de	PTEN	sont	majoritairement	associées	aux	mélanomes	BRAF	–	17%	des	mélanomes	BRAF	sont	

inactivés	pour	PTEN	vs	7-8%	dans	les	autres	sous-types	–	et	les	mutations	de	CDKN2A	sont	plus	

associés	aux	mélanomes	NRAS	et	NF1	–	58%	des	mélanomes	BRAF	portes	des	invalidations	de	
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CDKN2A	contre	72%	et	71%	pour	les	mélanomes	NRAS	et	NF1	respectivement.	Il	faut	noter	qu’il	

y	a	d’autres	facteurs	ou	étapes	encore	non	identifiés	pour	former	un	mélanome	primaire,	car	par	

exemple,	une	souris	Tyr::NRASQ61K	;	Cdkn2a-/-	dans	laquelle	tous	les	mélanocytes	expriment	la	

forme	 activée	 de	 NRAS	 associée	 à	 l’invalidation	 Cdkn2a	 de	 ne	 va	 développer	 que	 peu	 de	

mélanomes	durant	sa	vie.	Cela	suggère	un	contrôle	important	sur	la	prolifération	induite	et	que	

d’autres	évènements	sont	nécessaires	pour	transformer	le	mélanocyte	en	mélanome.	

La	deuxième	étape	est	dite	de	progression	et	conduit	à	la	formation	du	mélanome	métastatique.	

Elle	 commence	 par	 une	 modification	 du	 phénotype	 lors	 de	 la	 transition	 pseudo-épithélio-

mésenchymateuse	(pEMT)	des	cellules	qui	confère	aux	cellules	la	capacité	d’envahir	les	tissus	

sous-jacents	à	commencer	par	le	derme.	Cette	étape	est	encore	peu	étudiée	sur	des	modèles	de	

mélanomagenèse	 in	 vivo,	 la	 souris	 et	 le	 poisson-zèbre	 n’étant	 pas	 adaptés.	 Les	 cellules	 vont	

ensuite	pénétrer	dans	la	circulation	lymphatique	ou	sanguine	et	rejoindre	des	organes	distants	

pour	potentiellement	former	de	nouveaux	foyers	tumoraux.	Ces	étapes	requièrent	de	nombreux	

mécanismes	 cellulaires	 comme	 l’intravasation,	 l’extravasation	 et	 l’envahissement	 des	 tissus	

cibles,	les	cellules	doivent	acquérir	des	capacités	migratoires	et	invasives.	Les	cellules	devront	

également	être	capables	de	résister	à	l’apoptose	et	à	l’anoïkis	dans	la	circulation	et	les	organes	

cibles	puis	de	proliférer.	Cette	étape	est	régulièrement	évaluée	par	l’injection	de	cellules	dans	la	

veine	de	la	queue	des	souris	et	leur	capacité	à	envahir	les	poumons,	mais	pas	à	l’aide	de	modèle	

retraçant	toute	la	complexité	de	la	cascade	métastatique	(Aktary	et	al.,	2017).	

	

vii. Modèles	précliniques	du	mélanome	
Les	 connaissances	 sur	 la	 mélanomagenèse	 ont	 été	 établies	 à	 partir	 des	 données	

épidémiologiques,	 cellulaires	 et	 moléculaires	 et	 également	 à	 l’aide	 de	 différents	 modèles	

précliniques.	La	qualité	de	ces	modèles	est	essentielle	pour	le	développement	ultérieur	d’essais	

cliniques	pertinents.	

	

• Xénogreffes	de	cellules	
Cette	technique	est	le	plus	couramment	utilisée	par	sa	simplicité	d’accès	et	la	relative	aisance	

pour	modifier	génétiquement	les	cellules.	Ces	cellules	ont	été	pour	la	plupart	déjà	préalablement	

établies	et	sont	largement	utilisées	pour	des	essais	in	vitro.	Elles	sont	injectées	sous	la	peau	de	

souris	 immunodéficientes	 (SCID/NSG).	 Ces	modèles	 sont	 très	 utiles	 pour	 évaluer	 l’effet	 d’un	

gène	 sur	 la	 croissance	 tumorale	 ou	 d’autres	 processus	 comme	 l’angiogenèse.	 D’autres	 types	

d’injections	sont	possibles	pour	tester	 la	capacité	des	cellules	à	croitre	dans	d’autres	organes	
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comme	les	injections	dans	la	veine	de	la	queue	pour	évaluer	la	capacité	à	coloniser	le	poumon	

ou	des	stéréotaxies	cérébrales	pour	tester	la	croissance	dans	le	cerveau.	Ces	modèles	sont	aussi	

bien	adaptés	pour	réaliser	des	tests	de	molécules	pharmacologiques.	Il	y	a	néanmoins	des	limites	

franches	à	ces	modèles	à	savoir	que	les	cellules	utilisées	sont	passées	par	des	étapes	de	cultures	

en	 2D,	 régulièrement	 clonées	 et	 sélectionnées	 sur	 leur	 capacité	 à	 proliférer	 rapidement	 et	 à	

survivre.	De	ce	 fait,	 les	 lignées	établies	en	culture	ne	sont	plus	 forcément	représentatives	du	

mélanome	initial.	De	plus,	les	cellules	sont	injectées	dans	des	souris	immunodéficientes	donc	le	

rôle	du	système	immunitaire	dans	les	processus	observés	ne	sera	pas	évalué.		

	

• Xénogreffes	de	tumeurs	de	patients	
Lors	 de	 la	 biopsie	 ou	 la	 résection	 de	 tumeurs	 de	 patients,	 des	 morceaux	 sont	 prélevés	 et	

implantés	directement	sous	la	peau	de	souris	sans	passer	par	des	étapes	de	culture	in	vitro.	Ainsi	

les	caractéristiques	du	mélanome	initial	et	notamment	l’hétérogénéité	cellulaire	du	mélanome	

est	conservée,	au	moins	 lors	des	premiers	passages	 in	vivo.	Ainsi,	 lors	de	tests	d’efficacité	de	

molécules,	 l’effet	 sur	 plusieurs	 sous-types	 cellulaires	 est	 en	 réalité	 observé,	 ce	 qui	 est	

intéressant,	 notamment	 pour	 étudier	 la	 présence	 de	 sous-population	 plus	 résistante/plus	

sensible	aux	traitements.	L’emploi	de	méthode	pour	modifier	génétiquement	les	xénogreffes	est	

possible,	 mais	 plus	 compliqué,	 car	 de	 nombreux	 protocoles	 classiques	 sont	 inopérants.	 Les	

limitations	sont	similaires	à	celles	décrites	pour	les	xénogreffes	de	cellules,	la	greffe	se	faisant	

dans	un	environnement	immunodéficient.	

	

• Modèles	murins	génétiquement	modifiés	
Les	modèles	 précédents	 permettent	 d’évaluer	 l’effet	 de	 gènes	 ou	 de	 drogues	 sur	 des	 phases	

limitées	 de	 la	 mélanomagenèse	 et	 n’adressent	 principalement	 que	 le	 rôle	 de	 ces	 gènes	 ou	

molécules	 dans	 des	 processus	 cellulaires	 de	 survie	 et	 de	 croissance.	 Par	 conséquent,	 le	

développement	de	modèles	murins	développant	de	manière	spontanée	ou	non	des	mélanomes	

permet	 d’évaluer	 toutes	 les	 étapes	 de	 la	 mélanomagenèse.	 Des	 modèles	 murins	 ont	 été	

développés	avec	des	mutations	découvertes	 lors	des	études	 cliniques	de	patients	atteints	de	

mélanomes.	Deux	méthodes	ont	été	appliquées	pour	créer	ces	modèles	:	 l’ajout	de	transgènes	

codant	pour	des	protéines	mutées	ou	non	exprimées	dans	la	cellule	originale	ou	la	modification	

de	gènes	par	recombinaison	homologue.	Cette	dernière	méthode	étant	utilisée	pour	invalider	un	

gène	ou	ses	transcrits,	créer	des	mutations	du	gène	ou	insérer/remplacer	des	séquences	du	gène	

par	des	séquences	LoxP	pour	induire	la	mutation	conditionnelle	du	gène	in	vivo.	On	peut	citer	
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parmi	les	modèles	très	utilisés,	le	modèle	BrafCA/WT	–	dans	lequel	a	été	inséré	dans	le	gène	de	Braf	

une	 cassette	 flanquée	 de	 LoxP	 codant	 pour	 BRAFV600E	 –	 et	 le	 modèle	 transgénique	

Tyr::NRASQ61K	–	où	le	transgène	codant	pour	la	forme	mutée	de	NRAS	humain	sous	contrôle	du	

promoteur	 tyrosinase	 a	 été	 inséré	 dans	 le	 génome	 de	 souris.	 Ces	 modèles	 reprenant	 les	

mutations	activatrices	bien	connues,	activant	la	prolifération	du	mélanome,	sont	régulièrement	

couplés	 avec	 des	 modèles	 régulant	 l’immortalisation.	 On	 peut	 citer	 notamment	 les	 souris	

Cdkn2a-/-,	 les	 souris	PtenF/F,	 ou	Tyr::bcat*.	 De	 nombreux	modèles	 de	mélanomes	 sont	 établis	

grâce	à	l’utilisation	de	promoteur	spécifique	du	mélanocyte	(Tyr,	Dct,	Mitf).	Par	exemple,	dans	

les	souris	Tyr::NRASQ61K	et	Tyr	::bcat*	,les	transgènes	sont	exprimés	sous	contrôle	du	promoteur	

tyrosinase	à	partir	du	 jour	embryonnaire	E10.5	 in	 vivo	 dans	 les	mélanoblastes	puis	dans	 les	

mélanocytes.	Le	modèle	BrafCA/WT	nécessite	l’activation	d’une	recombinase	(CRE)	pour	exprimer	

la	mutation	BrafV600E.	Deux	grands	types	de	construction	transgénique	exprimant	la	recombinase	

CRE	 ont	 été	 établi	 dans	 le	 mélanome.	 Le	 premier,	 Tyr::CreA	 (Tg(Tyr-cre)#Lru)	 permet	 un	

contrôle	spatial	de	Cre	sous	le	contrôle	du	promoteur	de	la	tyrosinase	(Delmas	et	al.,	2003).	Le	

deuxième,	permet	un	contrôle	spatial	et	temporel	en	utilisant	des	recombinases	fusionnées	avec	

le	récepteur	aux	œstrogènes	modifié	(ERT2).	Celui-ci	ne	reconnaît	que	le	tamoxifène	et	la	liaison	

de	ce	dernier	sur	le	récepteur	ERT2	induit	la	translocation	nucléaire	du	complexe	Cre-ERT2	et	

permet	 l’action	de	 la	recombinase	sur	 l’ADN.	Le	contrôle	est	spatial,	car	la	Cre-ERT2	est	sous	

contrôle	d’un	promoteur	spécifique,	mais	aussi	temporel,	car	son	activation	est	dépendante	du	

traitement	 des	 souris	 par	 le	 tamoxifène.	 On	 peut	 citer	 dans	 ce	 cas	 le	 modèle	 Tg(Tyr-

cre/ERT2)1Lru/J	 établi	 au	 laboratoire	 ou	 celui	 établi	 dans	 le	 laboratoire	 de	 L.	 Chin	 Tg(Tyr-

cre/ERT2)13Bos/J	 (Bosenberg	et	 al.,	 2006;	Yajima	et	 al.,	 2006).	En	 fonction	des	modifications	

génétiques	introduites,	les	souris	vont	produire	spontanément	des	mélanomes.	Ainsi	toutes	les	

étapes	 de	 la	mélanomagenèse	 peuvent	 être	 étudiées	 que	 ce	 soit	 l’initiation	 ou	 les	 différents	

processus	de	la	progression	tumorale	

Ces	 modèles	 murins	 sont	 généralement	 dans	 un	 fond	 génétique	 C57BL/6	 et	 permettent	

d’évaluer	 la	 mélanomagenèse	 dans	 un	 fond	 génétiquement	 pur	 et	 dans	 un	 environnement	

immunocompétent.	A	partir	de	ces	modèles,	des	 lignées	de	cellules	de	mélanomes	en	culture	

peuvent	être	établies,	elles	pourront	ensuite	être	réinjectées	dans	des	souris	C57BL/6	et	garder	

cet	 environnement	 immunocompétent.	 Les	 limites	 sont	 le	 temps	 (temps	 de	 génération	 du	

modèle	 +	 temps	 de	 génération	 des	 croisements	 adéquats	 en	 nombre	 suffisant	 +	 temps	 de	

développement	des	mélanomes	in	vivo)	et	le	coût	très	élevé.	Une	autre	limitation	est	le	caractère	

murin	et	non-humain,	certains	gènes	exprimés	n’étant	pas	tous	homologues.		
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•  Modèles	non	murins	
D’autres	modèles	ont	été	également	générés	et	sont	 toujours	utilisés	activement.	Le	poisson-

zèbre	 est	 le	 deuxième	 modèle	 le	 plus	 utilisé	 dans	 la	 recherche	 contre	 le	 mélanome.	 C’est	

notamment	 dans	 ce	modèle	 qu’a	 été	 établi	 le	 premier	modèle	 de	mélanome	BRAF	muté	 par	

Elizabeth	 Patton	 en	 2005	 (Patton	 et	 al.,	 2005).	 Ces	 modèles,	 bien	 que	 plus	 éloignés	

génétiquement	que	les	modèles	murins	pour	l’homme	restent	très	intéressants	pour	leur	facilité	

et	 rapidité	 de	 production.	 Ils	 sont	 particulièrement	 adaptés	 pour	 la	 réalisation	 de	 cribles	

génétiques	ou	thérapeutiques.	Leur	aspect	transparent	est	également	une	aide	précieuse	pour	

l’observation	des	tumeurs	et	de	leur	vascularisation.	

Des	modèles,	 plus	 historiques	 utilisant	 le	 chien,	 le	 cochon	 ou	 le	 cheval	 ont	 aussi	 été	 établis	

profitant	 de	 la	 prédisposition	de	 certaines	 races	 à	 produire	 des	mélanomes.	Le	 chien	 est	 un	

modèle	particulièrement	intéressant	pour	les	mélanomes	muqueux.		

	

viii. Traitements	du	mélanome	
La	connaissance	de	la	mélanomagenèse	et	la	création	des	modèles	précliniques	mis	en	place	ont	

permis	de	tester	différents	traitements.	La	thérapeutique	du	patient	va	dépendre	du	diagnostic	

et	de	la	génétique	de	la	tumeur.	

	
• Chirurgie	

La	 résection	 de	 la	 tumeur	 primaire	 est	 le	 traitement	 de	 première	 ligne	 pour	 les	mélanomes	

résécables	 (Garbe	 et	 al.,	 2020).	 Elle	 est	 suffisante	 si	 la	 tumeur	 n’a	 pas	 envahi	 les	 tissus	

environnants,	ce	qui	met	l’accent	sur	le	diagnostic	précoce.	Un	curage	ganglionnaire	peut	être	

fait	en	complément.	Le	curage	apporte	plus	de	bénéfice	sur	les	patients	présentant	des	macro-

métastases	que	sur	les	patients	avec	des	micro-métastases.	La	surveillance	médicale	renforcée	

est	 favorisée	 pour	 les	 mélanomes	 métastatiques	 (Leiter	 et	 al.,	 2019).	 La	 chirurgie	 dans	 les	

organes	 distants	 est	 elle	 aussi	 réalisable,	mais	 nécessite	 un	 nombre	 de	 foyers	métastatiques	

faible	et	les	conséquences	sur	la	survie	ne	sont	malheureusement	pas	si	importantes	(Deutsch	

et	al.,	2017;	Okereke,	2015).		

	

• Radiothérapies	
La	 radiothérapie	 a	 été	 testée	 dans	 le	 traitement	 du	mélanome	 avant	 l’arrivée	 des	 nouvelles	

thérapies.	 Elle	 présentait	 l’avantage	 de	 cibler	 précisément	 les	 zones	 à	 traiter	 à	 l’inverse	 des	

thérapies	médicamenteuses.	Dans	le	cadre	du	mélanome	primaire,	cette	thérapie	n’a	pas	montré	
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de	 résultats	 probants	 sauf	 dans	 le	 cas	 de	mélanome	 primaire	 non	 résécable	 (Farshad	 et	 al.,	

2002).	Cette	technique	a	toutefois	montré	un	intérêt	dans	le	traitement	de	métastases	cérébrales	

en	 particulier	 en	 combinaison	 avec	 l’emploi	 d’immunothérapies	 ou	 de	 thérapies	 ciblées	

(Grimaldi	et	al.,	2014;	Lehrer	et	al.,	2019).	Le	traitement	de	l’entièreté	du	cerveau	peut	également	

être	 une	 solution	 de	 dernier	 recours	 malgré	 les	 effets	 secondaires	 importants	 qu’il	 induit	

(Mahajan	 et	 al.,	 2017).	 Le	 traitement	 de	métastases	 osseuses	 par	 radiothérapie	 était	 parfois	

effectué	en	particulier	dans	un	cadre	palliatif,	lorsque	ces	métastases	dégradent	la	qualité	de	vie	

du	patient	(Kirova	et	al.,	1999;	Rate	et	al.,	1988).	

	

• Chimiothérapies	classiques	
Les	 premières	 thérapies	 médicamenteuses	 mises	 en	 place	 ont	 été	 des	 molécules	 de	

chimiothérapie	classique.	Beaucoup	ont	été	testées,	mais	seule	la	dacarbazine,	une	pro-drogue	

dont	le	produit	déméthylé,	le	5-amino-imidazole-4-carboxamide,	exerce	une	action	alkylante	sur	

l’ADN	empêchant	sa	réplication	combinée	à	un	effet	inhibiteur	indépendant	du	cycle	cellulaire.	

La	dacarbazine	a	été	utilisée	largement	depuis	sa	mise	sur	le	marché	en	1975	malgré	son	absence	

flagrante	d’efficacité	à	cause	de	l’absence	d’alternative	thérapeutique.	En	effet,	peu	de	patients	

répondaient	(de	l’ordre	de	10	à	20%)	et	la	survie	médiane	ne	dépassait	pas	9	mois	(Luke	et	al.,	

2017).	

	

• Immunothérapies	
Les	premières	immunothérapies	sont	arrivées	sur	le	marché	du	médicament	à	la	fin	des	années	

1990s.	Le	but	des	 immunothérapies	est	de	 stimuler	 le	 système	 immunitaire	du	patient	pour	

l’élimination	de	la	tumeur.	Les	premières	testées	étaient	des	protéines	recombinantes	injectées	

chez	le	patient,	l’interféron	a	et	IL-2.	Les	gains	de	survie	étaient	faibles	(12	mois	versus	les	9	

mois	pour	la	dacarbazine)	et	des	effets	secondaire	très	sévère,	notamment	marqués	par	de	fortes	

dépressions	accompagnées	d’envies	suicidaires	(Atkins	et	al.,	2000;	Kirkwood	et	al.,	2001)		
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Figure	11:	Système	d'épuisement	lymphocytaire	T.		
A	gauche	entre	la	cellule	présentatrice	d'antigènes	et	le	lymphocyte	T	et	à	droite	entre	lymphocyte	T	et	tumeur.	A	noter	que	ces	deux	
effets	ne	s’exercent	pas	aux	mêmes	localisations	anatomiques	:	l’implication	de	CTLA4	a	lieu	dans	les	ganglions	lymphatiques	alors	
que	l’interaction	PD1-PDL-1	a	lieu	sur	le	site	tumoral.	Adapté	de	Aparicio	et	al,	POSTU’	2018.	

	
Ce	 n’est	 que	 dans	 le	 courant	 des	 années	 2010s	 qu’ont	 été	 mis	 sur	 le	 marché	 les	 premiers	

traitements	 efficaces	 du	 mélanome,	 des	 anticorps	 ciblant	 le	 système	 d’épuisement	 des	

lymphocytes,	responsables	de	l’inactivation	des	lymphocytes	T	après	leur	premier	contact.	En	

effet,	dans	le	ganglion	lymphatique,	l’activation	du	lymphocyte	T	par	la	reconnaissance	par	son	

TCR	d’un	peptide	présenté	par	le	CMH	d’une	cellule	présentatrice	d’antigène	(CPA)	va	induire	

l’expression	de	CTLA4	à	sa	surface.	Ce	récepteur	va	se	lier	avec	ses	ligands	CD80	and	CD86	(aussi	

appelés	B7.1	et	B7.2)	exprimés	à	la	surface	des	CPA	de	façon	constitutive.	Cette	liaison	va	induire	

une	signalisation	dans	le	lymphocyte	T	qui	va	réduire	l’activité	de	celui-ci	(Figure	11).	A	l’opposé	

à	l’interface	entre	Lymphocyte	T	et	cellule	tumorale,	une	autre	interaction	va	aussi	engendrer	

une	activation	du	système	d’épuisement	des	lymphocytes.	Là	encore,	l’activation	du	lymphocyte	

va	conduire	à	l’expression	du	récepteur	PD1	qui	se	liera	à	son	ligand	PDL-1	pour	engendrer	la	

perte	 d’activation	 du	 lymphocyte	 (Figure	 11).	 L’idée	 a	 été	 d’empêcher	 cet	 épuisement	 en	

inhibant	la	fixation	des	récepteurs	CTLA4	puis	PD1	avec	leurs	ligands.		

Des	anticorps	thérapeutiques	ont	été	développés	dans	ce	but.	

	

Le	premier	mis	sur	le	marché,	ciblant	CTLA4,	est	l’ipillimumab.	Il	a	obtenu	son	AMM	en	2011.	

Son	taux	de	réponse	objective	est	de	l’ordre	de	40%	et	il	a	montré	une	légère	augmentation	de	

la	survie	des	patients	en	monothérapie	(10	à	20	mois	de	survie	médiane	et	une	survie	à	5	ans	de	

26%).	La	progression	tumorale	reste	très	importante,	car	8%	des	patients	seulement	n’ont	pas	

subi	de	progression	tumorale	après	5	ans	et	la	survie	sans	progression	est	de	l’ordre	de	3	mois	

(Larkin	et	al.,	2019;	Luke	et	al.,	2017).	
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Le	 deuxième	mis	 sur	 le	 marché	 est	 l’anticorps	 ciblant	 PD1,	 nivolumab.	 Ciblant	 directement	

l’activation	des	lymphocytes	T	au	niveau	des	tumeurs	il	a	montré	un	effet	thérapeutique	plus	

important.	En	effet	la	survie	à	5	ans	des	patients	traités	par	nivolumab	est	de	44%	(médiane	de	

survie	à	37	mois).	Il	y	a	quand	même	toujours	une	progression	du	mélanome	importante	avec	

une	médiane	de	survie	sans	progression	de	7	mois,	seulement	29	%	des	patients	n’avaient	pas	

rechuté	 à	 5	 ans.	 La	 combinaison	 du	 nivolumab	 avec	 l’ipilimumab	 a	 également	 été	 testée	 en	

clinique	et	a	montré	une	additivité	d’effet	(Figure	12).	En	effet,	après	5	ans	52%	des	patients	sont	

toujours	en	vie	(la	médiane	de	survie	n’étant	pas	atteinte	encore).	 Il	y	a	néanmoins	36%	des	

patients	seulement	sans	progression	tumorale	(Larkin	et	al.,	2019;	Luke	et	al.,	2017).	

	

Figure	12:	Kaplan	Meiers	de	l’essai	clinique	évaluant	la	combinaison	nivolumab,	ipilimumab.	

Survie	globale	(A)	et	sans	progression	(B)	des	patients	traités	par	nivolumab,	ipilimumab	ou	la	combinaison	des	deux	traitements.	

	
Le	troisième	anticorps	utilisé	en	clinique	est	le	pembrolizumab	développé	en	2015.	Cet	anticorps	

montre	un	profil	similaire	à	celui	du	nivolumab.	La	survie	médiane	est	de	33	mois	avec	un	taux	

Larkin et al, 2019
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de	survie	à	5	ans	de	42%.	Le	taux	de	patients	sans	progression	à	5	ans	est	de	26%	avec	une	

médiane	de	survenue	de	la	progression	de	8.5	mois	(Robert	et	al.,	2019a).	La	combinaison	du	

pembrozilumab	 avec	 l’ipilimumab	 a	 aussi	 été	 testée,	 mais	 n’a	 pas	 encore	 l’ancienneté	 pour	

présenter	des	résultats	à	5	ans.	A	3	ans,	les	premiers	résultats	suggèrent	de	meilleurs	résultats	

que	pour	la	combinaison	nivolumab/ipilimumab	avec	une	survie	sans	progression	chez	59%	des	

patients	et	71%	toujours	en	vie	(Carlino	et	al.,	2020).	

	

• Thérapies	ciblées	visant	la	voie	MAPK	
La	connaissance	de	la	mélanomagenèse	et	l’importance	démontrée	par	les	modèles	animaux	de	

la	 voie	 MAPK	 dans	 la	 prolifération	 cellulaire	 du	 mélanome	 ont	 conduit	 à	 l’élaboration	 de	

thérapies	visant	son	inhibition	pour	traiter	le	mélanome.	Le	ciblage	de	BRAF	a	été	fait	pour	la	

première	 fois	 à	 l’aide	 du	 sorafenib,	 un	 inhibiteur	 pan-RAF.	 Mais	 malgré	 de	 bons	 résultats	

précliniques,	les	essais	cliniques	n’ont	pas	réussi	à	montrer	un	effet	thérapeutique	(Dal	Lago	et	

al.,	2008;	Sharma	et	al.,	2005).	La	thérapeutique	est	devenue	ensuite	plus	ciblée	et	dépendante	

des	mutations	du	patient.		

	

L’intérêt	s’est	ensuite	porté	sur	le	design	de	molécules	spécifiques	de	BRAFV600E	dans	le	but	de	

traiter	les	patients	portant	ces	mutations.	Ce	but	a	été	atteint	par	drug-screening	et	aboutit	à	la	

synthèse	du	Vémurafénib	(PLX4032)	(Kim	and	Cohen,	2016).	Celui-ci	a	rapidement	montré	de	

bons	résultats	précliniques	poussant	son	développement	en	essais	cliniques.	Les	essais	cliniques	

des	inhibiteurs	de	BRAFV600E	ont	montré	un	gain	de	4	mois	de	survie	globale	et	de	survie	sans	

progression	 tout	 en	 ayant	 une	 réponse	 objective	 élevée	 par	 rapport	 aux	 autres	 traitements	

(50%).	Ces	résultats	prometteurs	ont	conduit	à	sa	mise	sur	le	marché	en	2012.	En	revanche,	il	a	

été	rapidement	mis	en	évidence	que	si	le	patient	répondait	bien	et	que	la	survie	sur	des	temps	

précoces	était	grandement	améliorée,	les	patients	traités	par	inhibiteurs	de	BRAF	rechutaient	

rapidement,	 le	 taux	 de	 patients	 en	 vie	 après	 4	 ans	 était	 similaire	 entre	 dacarbazine	 et	

vémurafénib,	 le	 vémurafénib	 seul	 ne	 permettant	 qu’un	 décalage	 des	 courbes	 de	 survies	 de	

quelques	mois	 (Chapman	et	 al.,	 2017).	Par	 la	 suite	d’autres	 inhibiteurs	de	BRAFV600E	ont	été	

produits	et	mis	sur	le	marché	:	le	dabrafénib	en	2013	et	l’encorafenib	en	2018.	Le	dabrafénib	

présente	un	profil	clinique	similaire	(Hauschild	et	al.,	2012).	Le	traitement	par	monothérapie	

avec	l’encorafénib	a	un	taux	de	patients	répondeurs	de	51%.	40%	des	patients	sont	toujours	en	

vie	après	5	ans	de	traitements	et	81%	des	patients	ont	vu	leur	mélanome	progresser	dans	ce	laps	

de	temps	(Dummer	et	al.,	2021).		
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Rapidement,	il	a	été	suggéré	que	pour	pallier	aux	déficits	d’efficacité	à	long	terme,	la	combinaison	

de	l’inhibition	de	BRAFV600E	et	de	MEK	serait	utile.	De	plus,	l’inhibition	de	BRAFV600E	étant	inutile	

dans	les	mélanomes	non	BRAFV600E,	des	monothérapies	MEK	pourraient	être	bénéfiques	dans	ce	

cadre.	 3	 molécules	 ont	 été	 successivement	 mises	 sur	 le	 marché	:	 le	 tramétinib	 en	 2014,	 le	

cobimétinib	en	2015	et	la	binimétinib	en	2018.	La	bi-thérapie	a	obtenu	de	meilleurs	résultats	

cliniques	que	la	monothérapie	avec	un	taux	de	réponse	objective	de	68%	et	un	gain	de	survie	

sans	progression	de	6	mois.	5	ans	après	l’établissement	du	traitement,	31%	des	patients	traités	

par	dabrafénib	et	tramétinib	étaient	encore	en	vie	(Long	et	al.,	2017;	Robert	et	al.,	2019b).	La	

combinaison	entre	vémurafénib	et	cobimétinib	a	des	résultats	similaires	(réponse	objective	de	

60%,	survie	à	5	ans	de	31%)	(Ascierto	et	al.,	2021).	De	 façon	plus	 intrigante,	 la	combinaison	

entre	encorafénib	et	binimétinib,	même	si	elle	augmente	le	nombre	de	patients	répondeurs	à	

64%	et	la	durée	de	cette	réponse,	n’améliore	pas	le	nombre	de	décès	comparé	à	la	monothérapie	

seule	 par	 encorafénib	 avec	 68%	 de	 décès	 (Dummer	 et	 al.,	 2021).	 Les	 résultats	 des	 essais	

cliniques	sont	synthétisés	dans	la	Figure	13.	

	

	

Figure	13:	Courbe	de	survie	des	différentes	thérapies	utilisées	dans	le	mélanome.		

	

Dans	le	cadre	des	patients	portants	des	mutations	NRAS,	les	choix	de	traitements	ciblant	la	voie	

MAPK	sont	nettement	plus	limités,	 l’utilisation	des	 inhibiteurs	spécifiques	de	BRAFV600E	étant	

bien	évidemment	impossible.	L’utilisation	d’inhibiteurs	de	MEK	a	été	testée	en	clinique,	mais	n’a	

montré	 que	 des	 résultats	 décevants.	 La	 cobimetinib	 a	 été	 testée	 sur	 des	 patients	 dont	 les	

Michielin et al. 2020.
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mélanomes	présentaient	des	mutations	NRAS,	mais	l’effet	a	été	faible,	de	l’ordre	d’un	à	deux	mois	

de	gain	de	survie	sans	progression	(Dummer	et	al.,	2017).	NRAS	étant	connu	pour	également	

activer	AKT	(Davies,	2012;	Petit	et	al.,	2019)	un	essai	clinique	a	été	entrepris	pour	évaluer	l’effet	

d’une	bithérapie	 ciblant	AKT	et	MEK,	mais	aucun	effet	probant	n’a	été	observé	 (Algazi	 et	 al.,	

2018),		

	

Le	principal	écueil	avec	les	thérapies	ciblant	la	voie	MAPK	vient	des	rapides	résistances	acquises	

qui	 rendent	 les	 traitements	 très	vite	 inopérants.	De	nombreux	mécanismes	moléculaires,	qui	

peuvent	 être	 acquis	 et/ou	 induits/sélectionnés	 par	 le	 traitement,	 inhérents	 à	 la	 cellule	 de	

mélanome	sont	mis	en	jeu	au	sein	desquels	:	

- Des	 amplifications	 de	 BRAF	 ou	 des	 variants	 d’épissage	 qui	 vont	 conduire	 à	 une	

réactivation	de	la	voie	MAPK	et	donc	à	la	prolifération	des	cellules	de	mélanome	(Long	

et	al.,	2014;	Poulikakos	et	al.,	2011).	

- Une	 réactivation	 d’AKT	 via	 la	 perte	 de	 PTEN	 ce	 qui	 favorise	 la	 survie	 cellulaire	

(Catalanotti	et	al.,	2017;	Paraiso	et	al.,	2011)	

- Des	 amplifications	 de	 CCND1	 (codant	 la	 Cyclin-D1)	 qui	 favorisent	 la	 prolifération	

cellulaire	(Nathanson	et	al.,	2013).		

- Des	 mutations	 de	 RAC1,	 notamment	 la	 mutation	 RAC1P29S,	 qui	 vont	 favoriser	 la	

prolifération	cellulaire	(Van	Allen	et	al.,	2014;	Watson	et	al.,	2014).	

- Des	 mutations	 constitutives	 de	 MEK	 réactivant	 de	 ce	 fait,	 la	 signalisation	 MAPK	

(Carlino	et	al.,	2015).	

- L’activation	de	récepteurs	tyrosine	kinase	comme	AXL	ou	EGFR,	dont	l’activation	va	

favoriser	la	survie	et	la	prolifération	cellulaire	via	l’activation	de	la	voie	AKT	et	une	

réactivation	de	la	signalisation	MAPK	(Müller	et	al.,	2014;	Shaffer	et	al.,	2017).	

- L’activation	de	RCPG	comme	le	récepteur	à	l’endothéline	A	(EDNRA)	et	B	(EDNRB).	Le	

traitement	par	les	inhibiteurs	de	MAPK	va	engendrer	la	production	d’endothéline-1	

par	les	cellules	de	mélanomes	qui	par	des	mécanismes	paracrines	et	autocrines	vont	

activer	 EDNRB	 et	 EDNRA.	 Cette	 activation	 va	 provoquer	 l’activation	 d’une	

signalisation	Gaq	et	réactivation	de	la	croissance	cellulaire	en	présence	d’inhibiteurs	

de	MAPK	(Smith	et	al.,	2017a).	
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• Prise	en	charge	actuelle,	en	France	
La	prise	en	charge	suit	un	arbre	décisionnel	en	fonction	de	la	situation	du	patient	vis-à-vis	de	

certains	facteurs	clefs	comme	le	stade	de	la	tumeur,	l’indice	de	breslow	de	la	tumeur	primaire	

ou	le	statut	BRAF.	L’arbre	de	décision	est	détaillé	ci-dessous	(Figure	14).	Le	suivi	des	patients	

est	régulier	et	dépend	du	stade	auquel	le	mélanome	est	détecté	ainsi	que	du	traitement.		

Le	 dernier	 élément	 n’est	 pas	 une	 prise	 en	 charge	 du	 malade,	 mais	 est	 l’importance	 de	 la	

prévention	auprès	de	la	population	pour	diminuer	l’incidence	de	mélanome	en	insistant	sur	les	

dangers	du	soleil	et	des	UVs	artificiels.	La	sensibilisation	du	grand	public	à	l’auto-dépistage,	à	

réaliser	régulièrement,	tous	les	6	mois	/	un	an	est	aussi	importante	pour	découvrir	précocement	

les	lésions.	Celui-ci	est	relativement	aisé	à	l’aide	de	la	règle	ABCDE.	La	prise	en	photo	régulière	

de	son	corps	pour	suivre	l’évolution	et	voir	l’apparition	de	grains	de	beauté	ou	de	mélanomes	

primaires	est	très	utile	particulièrement	pour	les	zones	difficiles	d’accès	aux	regards	(dos,	fesses,	

cuisses	par	exemple).	
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Figure	14:	Arbre	décisionnel	de	prise	en	charge	du	mélanome	métastatique	en	France	
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B. E-cadhérine	

	

I. Structure	et	interactions	cellulaires	
	
	
La	E-cadhérine	(E-cad)	fait	partie	de	la	superfamille	des	cadhérines.	Cette	superfamille	de	plus	

de	 350	 membres	 dans	 30	 espèces	 différentes	 est	 divisée	 en	 différentes	 sous-familles	:	 les	

cadhérines,	les	proto-cadhérines	et	les	cadhérines	desmosomales.	Ces	protéines	partagent	une	

structure	similaire	basée	sur	la	présence	de	domaines	cadhérines	extracellulaires	même	si	leur	

nombre	est	variable.	La	partie	extracellulaire	des	protéines	de	la	superfamille	des	cadhérines	est	

rigidifiée	par	la	fixation	de	3	ions	Ca++	entre	les	domaines	cadhérines	(Kemler,	1992;	Shapiro	and	

Weis,	2009).	E-cad	est	une	cadhérine	dite	«	classique	»	de	type	1	au	même	titre	que	N-cadhérine	

et	P-cadhérine.	La	structure	de	ces	cadhérines	classiques	de	type	1	est	basée	sur	la	répétition	de	

5	 domaines	 cadhérine	 (EC1-EC5),	 où	 EC1	 est	 le	 domaine	 N-terminal,	 le	 plus	 éloigné	 de	 la	

membrane	plasmique.	Les	cadhérines	exercent	leur	action	d’adhésion	par	le	biais	de	jonctions	

homophiliques,	une	cadhérine	ne	va	établir	de	liaison	qu’avec	une	autre	cadhérine	identique	et	

non	 pas	 avec	 d’autres	 cadhérines.	 Ces	 jonctions	 vont	 permettre	 la	 formation	 des	 jonctions	

adhérentes	et	sont	dépendantes	du	calcium.	L’interaction	entre	les	2	molécules	d’E-cad	se	fait	au	

niveau	du	domaine	EC1	chacune	d’entre	elles,	comme	schématisé	ci-dessous	(Figure	15A).	La	

spécificité	de	l’interaction	des	cadhérines	provient	de	la	variation	de	quelques	acides	aminés	du	

domaine	EC1	situé	sur	une	région	dite	«	brin	A	»	qui	est	un	feuillet	beta	N-terminal.	Lorsque	les	

cadhérines	sont	non-liées	le	brin	A	est	lié	au	domaine	EC1.	Lors	de	la	liaison	homophilique	entre	

deux	cadhérines,	les	domaines	EC1	vont	s’échanger	leurs	brins	A	et	stabiliser	ainsi	la	jonction	

(Chen	et	al.,	2005,	Figure	15B).	

	

Figure	15:	Structure	des	jonctions	E-cadhérine/E-cadhérine	
(A)	schéma	des	 liaisons	homophiliques	engendrée	par	E-cad	au	niveau	de	 la	 jonction	entre	kératinocyte	et	mélanocyte.	(B)	
schéma	de	l’échange	de	brin	lors	de	l’interaction	E-cad	–	E-cad.	
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Le	 reste	 de	 la	 structure	 d’E-cad	 est	 composé	 d’une	 hélice	 alpha	 transmembranaire	 et	 d’un	

domaine	intracellulaire.	Ce	domaine	intracellulaire	est	important,	car	il	est	le	site	de	fixation	des	

protéines	qui	vont	permettre	les	fonctions	de	la	E-cad.	Deux	protéines	se	fixent	sur	E-cad	:	p120-

caténine	 et	b-caténine.	 La	 p120-caténine	 stabilise	 l’expression	 d’E-cad	 à	 la	 surface	 cellulaire	

favorisant	 ainsi	 l’adhésion	 cellulaire	 (Kourtidis	 et	 al.,	 2013;	 Oas	 et	 al.,	 2013).	b-caténine,	 au	

niveau	du	complexe	E-cad/b-caténine	joue	le	rôle	de	support	pour	la	fixation	d’autres	protéines.	

b-caténine	 fixe	 l’a-caténine	 qui	 établit	 la	 jonction	 entre	 le	 complexe	 E-cad/b-caténine	 et	 le	

cytosquelette	d’actine	(Tian	et	al.,	2011).	D’autres	protéines	peuvent	se	fixer	sur	le	complexe	E-

cad/b-caténine	et	moduler	sa	cohésion.	Parmi	elles,	on	peut	citer	la	Préséniline	1	qui	est	capable	

de	 cliver	 E-cadhérine	 libérant	 ainsi	 tous	 les	 composants	 du	 complexe	 dans	 le	 cytoplasme	

(Marambaud	et	al.,	2002;	Parisiadou	et	al.,	2004),	Hakai	qui	régule	l’endocytose	du	complexe	et	

Src	qui	phosphoryle	le	complexe	induisant	sa	dissociation	(Avizienyte	et	al.,	2002;	Nam	et	al.,	

2002;	Niessen	et	al.,	2011).	

	

II. Rôle	dans	le	développement	de	l’oncogenèse	
	

1. Rôle	dans	le	développement	et	l’homéostasie	
La	E-cadhérine	joue	un	rôle	fondamental	dans	un	certain	nombre	d'événements	se	déroulant	au	

cours	du	développement.	Les	souris	invalidées	pour	Cdh1	meurent	au	stade	de	l’implantation,	

les	embryons	réussissent	à	franchir	l'étape	de	la	compaction	de	la	morula,	largement	due	à	la	

présence	 résiduelle	 de	 E-cadhérine	 maternelle,	 mais	 ne	 forme	 pas	 de	 trophectoderme,	 le	

premier	 tissu	 épithélial	 du	 développement	 (Larue	 et	 al.,	 1994,	 1996).	 Cette	 importance	 est	

retrouvée	 au	 niveau	 de	 la	 formation	 d’autres	 structures	 épithéliales,	 notamment	 lors	 de	 la	

formation	du	 tissu	mammaire.	E-cad	est	nécessaire	à	 l’établissement	de	 l’épithélium	 luminal	

(Chanson	et	al.,	2011;	Daniel	et	al.,	1995).	La	surexpression	du	domaine	cytoplasmique	de	la	E-

cadhérine	 induit	 une	 morphogenèse	 trop	 précoce	 (Delmas	 et	 al.,	 1999)	 alors	 que	 la	 perte	

d’expression	 induit	 des	 défauts	 d’adhésion,	 de	 différenciation	 et	 de	 survie	 des	 cellules	

épithéliales	en	période	de	fin	de	gestation	(Boussadia	et	al.,	2002).	

Au	cours	du	développement	mélanocytaire,	la	E-	et	P-cadhérine	sont	faiblement	exprimées	dans	

les	mélanoblastes	dermiques,	mais	l’expression	de	la	E-cadhérine	est	fortement	induite	lorsque	

les	cellules	pénètrent	dans	 l’épiderme	où	elles	établissent	des	contacts	avec	 les	kératinocytes	

exprimant	 le	 E-cadhérine.	 La	 faible	 expression	 de	 la	 E-cadhérine	 dans	 les	mélanoblastes	 du	

derme	peut	empêcher	l'autoagrégation	et	la	colonisation	prématurée	dans	l'épiderme.	L'entrée	
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des	mélanoblastes	dans	les	follicules	pileux	entraîne	une	réduction	du	niveau	de	la	E-cadhérine	

et	une	augmentation	de	 celui	de	 la	P-cadhérine.	Les	mélanocytes	dermiques	expriment	 la	N-

cadhérine	comme	les	fibroblastes	environnants,	ce	qui	permet	peut-être	leur	interaction	cellule-

cellule	 (Pla	 et	 al.,	 2001).	 Les	 changements	 dynamiques	 dans	 l'expression	 des	 cadhérines	

pourraient	favoriser	les	mélanoblastes	à	s'adapter	à	leur	environnement	local	dans	la	peau.	Chez	

la	souris,	 l’invalidation	de	Cdh1	dans	les	mélanoblastes	entraine	une	réduction	du	nombre	de	

mélanoblastes	épidermiques	inter-folliculaires	due	à	un	défaut	de	prolifération	de	ces	cellules	et	

une	 hypopigmentation	 est	 observée	 dans	 les	 zones	 glabres	 contenant	 dans	 mélanocytes	

épidermiques.	 Aucun	 phénotype	 n’est	 observé	 au	 niveau	 de	 la	 coloration	 de	 la	 robe,	 les	

mélanocytes	 du	 follicule	 pileux	 exprimant	 majoritairement	 la	 P-cadhérine.	 En	 conclusion,	

l'expression	 de	 la	 E-cadhérine	 dans	 les	 mélanoblastes	 est	 requise	 spécifiquement	 pour	

l'établissement	d'un	nombre	adéquat	de	mélanocytes	épidermiques	(Wagner	et	al.,	2015,	Figure	

16).	

	

Figure	16:	Photos	représentatives	des	souris	E-cad	WT	et	∆E-cad	montrant	les	défauts	de	pigmentation	des	zones	glabre.		

	
La	présence	de	la	E-cadhérine	est	majeure	dans	l’homéostase	des	mélanocytes	épidermique	et	

dans	l’intégrité	de	l’unité	épidermique	de	mélanisation	(Delmas	et	Larue	2019).	Ainsi,	le	rôle	d’E-

cadhérine	a	été	montré	dans	une	pathologie	pigmentaire,	le	vitiligo.	Cette	pathologie	bénigne	est	

liée	à	une	disparition	des	mélanocytes	de	l’épiderme.	Elle	est	souvent	associée	à	des	processus	

auto-immuns	–	on	en	retrouve	par	exemple	régulièrement	secondairement	à	des	traitements	par	

immunothérapies	de	patients	atteints	par	un	mélanome	(Boniface	et	al.,	2018;	Samson,	2015).	

La	perte	d’E-cad	précède	les	manifestations	cliniques	du	vitiligo,	les	mélanocytes	déficients	en	

D’après Wagner et al 2015
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E-cad	se	détachent	de	l’épiderme	dans	les	couches	supra-basales.	Tant	que	le	renouvellement	

des	mélanocytes	dans	l’épiderme	a	lieu,	la	peau	est	normalement	pigmentée.	En	revanche,	lors	

de	stress	physique	ou	chimique,	le	processus	de	détachement	des	mélanocytes	est	accéléré	et	

aboutit	 à	 l’épuisement	 des	 cellules	 souches	 et	 au	 non-renouvellement	 des	 mélanocytes	

épidermiques,	 la	 peau	 présente	 alors	une	 hypopigmentation	 (Boukhedouni	 et	 al.;	 Grill	 et	 al.,	

2018;	 Seneschal	 et	 al.,	 2021;	 Wagner	 et	 al.,	 2015).	 Les	 mélanocytes	 présentant	 un	 défaut	

d’adhésion	dans	les	couches	supra-basales	sont	en	majorité	apoptotiques	(Wagner	et	al.,	2015).	

Par	ailleurs	un	polymorphisme	de	CDH1	a	été	associé	avec	la	susceptibilité	au	vitiligo	(Tarlé	et	

al.,	2015).	

	

2. Rôle	dans	l’oncogenèse	
	

a. Cancer	du	sein	
CDH1	 est	 particulièrement	 mutée	 dans	 le	 cancer	 du	 sein	 et	 plus	 particulièrement	 dans	 les	

cancers	 lobulaires.	 En	 effet	 56%	des	 cancers	 lobulaires	ont	 perdu	E-cadhérine	 par	mutation	

combinée	à	une	perte	du	deuxième	allèle	ou	par	perte	des	deux	allèles	contre	seulement	3%	dans	

les	cancers	canalaires	(Koboldt	et	al.,	2012).	CDH1	est	considéré	comme	un	gène	suppresseur	de	

tumeur	(Corso	et	al.,	2018)	et	son	inactivation	corrélée	avec	une	plus	forte	invasion	métastatique	

et	une	diminution	de	la	survie	des	patients	(Hunt	et	al.,	1997;	Li	et	al.,	2016b;	Onder	et	al.,	2008).	

Ces	 résultats	 suggéraient	même	 l’intérêt	 d’utiliser	 E-cad	 comme	 facteur	 de	 pronostique.	Des	

résultats	 récents	 ont	 montré	 l’importance	 de	 E-cad	 dans	 l’établissement	 de	 métastases	

pulmonaire	de	carcinome	canalaire.	Dans	ce	modèle,	 la	perte	d’expression	d’E-cad	 induit	une	

diminution	de	la	formation	des	métastases	liée	à	une	augmentation	de	l’apoptose	(Padmanaban	

et	al.,	2019).	En	fonction	du	type	cellulaire,	canalaire	ou	lobulaire,	la	perte	de	la	E-cadhérine	a	

des	 effets	 opposés	 sur	 la	 formation	des	métastases	 (Corso	 et	 al.,	 2018).	 Ces	 résultats	 sont	 à	

mettre	en	relation	avec	la	découverte	de	cluster	de	cellules	E-cad	positive	dans	les	tumeurs	du	

seins	corrélant	avec	une	survie	diminuée	(Yamashita	et	al.,	2018)	

	

b. Cancer	gastrique	
La	majorité	des	cas	de	cancer	gastrique	diffus	héréditaire	sont	dus	à	des	mutations	germinales	

inactivatrices	de	CDH1.	De	nombreuses	études	ont	montré	que	l'initiation	et	les	métastases	du	

cancer	gastrique	sont	largement	liées	à	la	perte	d'expression	de	la	E-cadhérine.	CDH1	présente	

des	 anomalies	 génétiques	 et	 épigénétiques	 dans	 les	 cancers	 gastriques	 germinaux	 et	
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sporadiques	 conduisant	 à	 une	 expression	 anormale.	 La	 perte	 d’E-cadhérine	 corrèle	 avec	 un	

mauvais	pronostic	et	une	formation	accrue	de	métastases	(Corso	et	al.,	2013).	

	

c. Mélanome	
Dans	le	mélanome,	peu	d’études	ont	adressé	l’importance	de	la	E-cadhérine	dans	le	processus	

tumoral.	Seules	des	études	corrélatives	ont	été	menées.	Celles-ci	ont	montré	que	la	perte	ou	la	

diminution	 d’expression	d’E-cad	 était	 fréquente	 dans	 les	mélanomes	 primaires	 de	 l’ordre	 de	

40%	(Danen	et	al.,	1996;	Pećina-Slaus	et	al.,	2007;	Venza	et	al.,	2016).	Cette	perte	d’expression	

corrèle	avec	une	formation	accrue	de	métastases	(Danen	et	al.,	1996;	Tucci	et	al.,	2007;	Venza	et	

al.,	2016).	Cette	formation	de	métastases	induit	une	diminution	de	la	survie	des	patients	(Figure	

17).	 A	 l’inverse	 des	 carcinomes	 précédemment	 cités,	 dans	 le	 mélanome	 la	 régulation	 de	

l’expression	est	liée	à	la	perte	d’expression	par	méthylation	des	régions	régulatrices	de	CDH1	

(The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015;	 Venza	 et	 al.,	 2016,	 Figure	 18).	 L’usage	 d’agent	

déméthylant	de	l’ADN	a	permis	d’induire	à	nouveau	l’expression	de	CDH1	(Venza	et	al.,	2016).	

Les	expériences	de	ChIP	menée	avec	une	réduction	ou	non	de	MITF	ont	montré	que	MITF	régule	

l’expression	de	CDH1	dans	le	mélanome	(Laurette	et	al.,	2015).	Cette	donnée	est	consolidée	par	

le	fait	que	l’expression	de	CDH1	corrèle	avec	l’expression	des	gènes	cibles	de	MITF	dans	le	TCGA	

(The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015).	 La	 régulation	 négative	 de	 CDH1	 est	 reliée	 à	

l’expression	de	facteur	de	transcription	comme	SNAI1	ou	ZEB1	particulièrement	important	dans	

l’EMT	(Perrot	et	al.,	2013;	Poser	et	al.,	2001;	Veloso	et	al.,	2020).	

	

	

Figure	17:	Kaplan	Meier	de	l’OS	et	de	la	PFS	selon	le	niveau	d’expression	d’E-cad	

OS	=	survie	globale	et	PFS	=	survie	sans	progression	de	la	perte	d'expression	de	CDH1.	L’expression	d’E-cadhérine	est	associée	à	une	
meilleure	survie	globale	et	à	une	progression	retardée.	D’après	Venza,	2016.	
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Figure	18:	Mécanismes	d’expression	de	CDH1	

(A)	corrélation	entre	l'expression	de	CDH1	et	la	méthylation	de	la	sonde	cg09406989.	le	coefficient	de	pearson	est	de	0.7.	(B)	ChIP-
seq	MITF	montrant	la	présence	de	pic	dans	le	deuxième	intron	de	CDH1.	

	

Au	niveau	fonctionnel,	 la	réexpression	d’E-cad	dans	des	cellules	de	mélanome	ne	 l’exprimant	

plus	induit	la	perte	de	prolifération	par	le	rétablissement	des	liaisons	avec	les	kératinocytes	(Hsu	

et	 al.,	 2000).	 La	 surexpression	 d’E-cad	 dans	 des	 modèles	 cellulaire	 in	 vitro	 a	 montré	 une	

diminution	 de	 l’invasion	 et	 de	 la	 migration	 cellulaire	 (Molina-Ortiz	 et	 al.,	 2009).	 Cet	 effet	 a	

également	été	observé	dans	des	modèles	de	peau	reconstituée	où	l’expression	d’E-cad	diminue	

l’invasion	(Hsu	et	al.,	2000).	L’effet	sur	l’invasion	et	la	migration	de	nombreuses	protéines	été	

observé	via	des	études	corrélatives	reliant	des	systèmes	où	la	perte	d’E-cadhérine	était	induite	

chimiquement	 ou	 via	 l’action	 d’autres	 protéines	 avec	 pour	 conséquence	 un	 gain	 de	motilité	

(Kreiseder	 et	 al.,	 2013;	 Sun	 et	 al.,	 2018;	 Wu	 et	 al.,	 2008).	 Mais	 ces	 modèles	 indirects	 ne	

permettent	 pas	 de	 formellement	 de	mettre	 en	 évidence	 un	 rôle	 réel	 d’E-cadhérine	 dans	 ces	

processus	de	migration	ou	d’invasion.	L’injection	en	sous	cutanée	de	cellules	de	mélanome	B16	

dans	lesquelles	l’expression	de	d’E-cad	a	été	induite	a	montré	que	l’expression	d’E-cad	induit	une	

diminution	de	 la	prolifération	 tumorale	 in	 vivo	ainsi	qu’une	 légère	diminution	du	nombre	de	

métastases	 dans	 les	 poumons	 (Shields	 et	 al.,	 2019).	 La	 perte	 de	 l’expression	 d’E-cad	 est	

également	 associée	 avec	 la	 diminution	 de	 la	 réponse	 aux	 traitements	 par	 inhibiteur	 des	

checkpoint	immunitaires.	L’expression	de	E-cad	dans	la	tumeur	facilite	la	réponse	immunitaire	

de	manière	additive	avec	le	traitement	par	inhibiteur	de	checkpoint	immunitaire	anti-CTLA4	et	

anti	PD1	(Shields	et	al.,	2019).	

E-cad	 intervient	 également	 dans	 la	 signalisation	 cellulaire.	 E-cad	 est	 un	 répresseur	 de	 la	

signalisation	p38	et	NFkB,	via	la	stabilisation	de	b-caténine	à	la	membrane	(Kuphal	et	al.,	2004).	

Le	maintien	de	l’expression	d’E-cad	réduit	l’expression	de	métalloprotéases	via	l’inhibition	de	
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l’activation	 de	 c-Jun	 (Spangler	 et	 al.,	 2011).	 E-cadhérine	 contrôle	 l’activité	 de	 RhoA	 en	

séquestrant	 à	 la	 membrane	 p120-caténine	 qui	 ne	 peut	 donc	 pas	 interagir	 et	 activer	 RhoA	

(Molina-Ortiz	et	al.,	2009).	Il	est	à	noter	que	ces	effets	ont	été	observés	in	vitro	et	n’ont	pas	été	

reliés	à	des	évènements	précis	dans	la	mélanomagenèse.	

	

3. Signalisation	d’E-cadhérine	et	impact	sur	des	processus	cellulaires	de	
l’oncogenèse	

	

a. Prolifération	
L’expression	 et	 la	 stabilisation	 d’E-cadhérine	 à	 la	 membrane	 a	 des	 conséquences	 sur	 la	

signalisation	intracellulaire,	comme	par	exemple	la	séquestration	de	b-caténine	à	la	membrane	

empêchant	 la	 translocation	 nucléaire	 de	 cette	 dernière	 et	 son	 rôle	 dans	 la	 régulation	

transcriptionnelle.	 Ainsi,	 E-cadhérine	 est	 un	 régulateur	 négatif	 de	 la	 signalisation	 Wnt/b-

caténine	(Hernández-Martínez	et	al.,	2019;	Heuberger	and	Birchmeier,	2010).	La	conséquence	

de	 manque	 de	 signalisation	 active	 de	 b-caténine	 est	 souvent	 reliée	 à	 une	 inhibition	 de	 la	

prolifération	 cellulaire.	 Cependant,	 dans	 les	 mélanocytes/mélanomes	 la	 situation	 est	 plus	

complexe.	MITF	interagit	avec	la	β-caténine	et	redirige	l'activité	transcriptionnelle	médiée	par	

la	β-caténine	de	 ses	gènes	 cibles	vers	des	gènes	 cibles	spécifiques	de	MITF	pour	activer	 leur	

transcription	 (Luciani	 et	 al.,	 2011;	 Schepsky	 et	 al.,	 2006).	 D'autres	 niveaux	 de	 signalisation	

croisée	entre	la	voie	β-caténine	et	MITF	ont	été	décrits	et	l’effet	de	β-caténine	sur	la	prolifération	

cellulaire	dépend	de	la	quantité	de	β-caténine/MITF	et	de	LEF1.	

E-cadhérine	est	également	un	régulateur	négatif	de	la	signalisation	YAP1.	Cette	régulation	est	

dépendante	de	b-caténine	et	va	engendrer	l’activation	de	la	voie	Hippo,	les	kinases	LATS1/2	vont	

phosphoryler	YAP1	sur	la	sérine	127.	Cette	phosphorylation	séquestre	YAP1	dans	le	cytoplasme,	

l’empêchant	 de	 se	 lier	 à	 ses	 gènes	 cibles.	 Ceci	 aura	 pour	 conséquence	 une	 diminution	 de	 la	

croissance	cellulaire	(Benham-Pyle	et	al.,	2015;	Kim	et	al.,	2011).	

E-Cadhérine	 va	 également	 négativement	 réguler	 la	 signalisation	 de	 p120-caténine	 en	 la	

séquestrant	 à	 la	 membrane.	 En	 effet,	 le	 clivage	 de	 E-cad	 par	 des	 g-sécrétases	 va	 induire	 la	

libération	 dans	 le	 cytoplasme	du	 fragment	 cytoplasmique	 d’E-cad	 toujours	 complexé	 avec	 la	

p120-caténine	(Ferber	et	al.,	2008).	Ce	complexe	va	interagir	avec	Kaiso	pour	se	lier	à	l’ADN	et	

réguler	des	gènes	cibles	(Ferber	et	al.,	2008).	Kaiso	est	un	répresseur	de	transcription	connu	

pour	activer	la	prolifération	et	l’invasion	cellulaire	(Wang	et	al.,	2016).	

L’effet	antiprolifératif	de	la	E-cadhérine	est	observé	sur	des	lignées	de	cellules	cultivées	à	forte	

confluence	principalement.	Par	ailleurs,	lorsque	les	confluences	cellulaires	sont	trop	faibles	pour	
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induire	des	contacts	cellules-cellules,	la	prolifération	diminue.	L’induction	d’un	engagement	des	

liaisons	E-cadhérine	avec	un	substrat	recouvert	de	 fragments	extracellulaires	de	E-cadhérine	

réactive	 la	prolifération	cellulaire	à	densité	cellulaire	 intermédiaire.	Ce	mécanisme	passe	par	

l’activation	de	Rac1	via	p120-caténine	(Liu	et	al.,	2006).	A	la	membrane,	les	cadhérines	peuvent	

s’associer	à	certains	récepteurs	de	facteur	de	croissance	comme	IGF1R	(Insulin	Growth	Factor	

Receptor)	ou	EGFR	(Epidermal	Growth	Factor	Receptor)	IGFR.	Cette	association	module	à	la	fois	

la	signalisation	intracellulaire	liée	à	ces	récepteurs,	mais	aussi	l’activité	adhésive	et	signalétique.	

En	 présence	 de	 E-cadhérine,	 la	 signalisation	 des	 récepteurs	 IGF1R	 et	 EGFR	 est	 inhibée.	 En	

présence	de	ligand	comme	IGF,	l'adhésion	cellule-cellule	disparaît,	le	complexe	E-cadhérine/b-

caténine	associé	à	IGF-1R	est	internalisé	dans	la	cellule,	IGF1R	est	recircularisé,	puis	E-cadhérine	

est	dégradée	dans	les	endosomes	tardifs	(Morali	et	al.,	2001).	La	perte	de	la	E-cadhérine	facilite	

l’activité	 mitotique	 de	 ces	 récepteurs	 et	 l’induction	 par	 les	 facteurs	 de	 croissance	 diminue	

l’adhésion	 cellulaire.	 Au	 cours	 de	 l’oncogenèse,	 ces	 deux	 mécanismes	 sont	 essentiels	 à	 la	

prolifération	des	cellules	tumorales	et	à	leurs	capacités	invasives.	E-cadhérine	peut	également	

participer	à	l’activation	de	la	voie	PI3K/AKT	via	sa	liaison	au	récepteur	EGFR	(De	Santis	et	al.,	

2009).	

	

b. Mort	cellulaire	
Dans	le	cancer	du	sein,	l’établissement	des	liaisons	homophiliques	E-cad/E-cad	a	été	associé	avec	

l’augmentation	de	la	signalisation	STAT3	via	l’activation	de	Rac1.	Cette	activation	de	STAT3	a	été	

associée	 avec	 la	 résistance	 à	 l’apoptose	 (Arulanandam	 et	 al.,	 2009).	 Cet	 effet	 inhibiteur	 de	

l’apoptose	 a	 également	 été	 confirmé	 dans	 des	 cellules	 MDCK	 montrant	 l’importance	 de	

l’engagement	 des	 liaisons	 cadhérine-cadhérine	 (Capra	 and	 Eskelinen,	 2017).	 De	 plus,	

l’élimination	de	la	partie	intracellulaire	de	E-cadhérine	est	nécessaire	pour	induire	l’apoptose	

lors	des	processus	d’involution	de	la	glande	mammaire	et	de	la	prostate	(Vallorosi	et	al.,	2000).	

Ces	résultats	ont	été	confirmés	in	vivo	où	des	cellules	injectées	invalidées	pour	Cdh1	mourraient	

par	l’apoptose	dans	les	poumons	(Padmanaban	et	al.,	2019).	Ces	résultats	suggèrent	que	E-cad	a	

un	rôle	protecteur	de	l’apoptose	lorsqu’elle	est	engagée	dans	des	liaisons	d’adhésion	cellulaire.	

Un	autre	mécanisme	de	mort	cellulaire	est	important	dans	la	progression	tumorale	:	l’anoïkis,	

c’est-à-dire	la	capacité	des	cellules	à	survivre	sans	attache	à	un	substrat.	Il	a	été	montré	que	E-

cadhérine	 a	 un	 rôle	 de	 sensibilisateur	 à	 l’anoïkis	 et	 que	 sa	 perte	 d’expression	 induit	 une	

résistance	 à	 l’anoïkis	 (Derksen	 et	 al.,	 2006;	 Onder	 et	 al.,	 2008).	 Cet	 effet	 passe	 par	 la	

séquestration	à	 la	membrane	du	 facteur	NRAGE.	Ce	 facteur	est	un	 inhibiteur	de	 l’activité	du	
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facteur	de	transcription	TBX2	régulant	la	transcription	de	gène	tel	que	p14ARF	impliqué	dans	la	

sensibilité	à	l’anoïkis.	L’inhibition	de	TBX2	par	NRAGE	en	absence	d’E-cad	induit	l’anoïkis	par	

absence	d’expression	de	p14ARF	(Kumar	et	al.,	2011).	La	réexpression	d’E-cad	dans	les	cellules	

rétablit	la	sensibilité	à	l’anoïkis	(Huang	et	al.,	2013).	

	

c. Effet	sur	la	clonogénicité	
La	clonogénicité	est	la	capacité	des	cellules	à	croitre,	lorsqu’elles	sont	ensemencées	en	cellule	

unique.	 La	 perte	 de	 E-cadhérine	 diminue	 la	 capacité	 à	 croitre	 en	 cellules	 isolées	 dans	 des	

modèles	de	cancer	du	sein	(Padmanaban	et	al.,	2019).	Ce	résultat	est	cohérent	avec	ceux	trouvés	

avec	des	cellules	embryonnaires	humaines	où	la	réexpression	d’E-cad	induit	la	clonogénicité	des	

cellules	en	régulant	leur	survie	(Li	et	al.,	2010a).	

	

d. Transition	épithélio-mésenchymateuse	
E-cadhérine	 via	 sa	 perte	 d’expression	 est	 un	 marqueur	 de	 la	 transition	 épithélio-

mésenchymateuse	(EMT)	(Loh	et	al.,	2019;	Mikesh	et	al.,	2010;	Zhu	et	al.,	2018b).	Mais	son	rôle	

en	tant	que	régulateur	négatif	dans	le	déclenchement	de	l’EMT	a	également	été	montré.	La	perte	

d’E-cad	dans	des	cellules	pluripotentes	induit	une	EMT	partielle	incluant	l’expression	de	SNAI1	

(Aban	et	al.,	2021).	Dans	des	cellules	épithéliales	de	sein,	la	perte	d’expression	d’E-cad	induite	

par	 l’utilisation	 de	 shRNA	 induit	 l’expression	 d’une	 signature	 d’EMT	 avec	 une	 expression	

marquante	 de	 TWIST	 (Onder	 et	 al.,	 2008).	 L’EMT	 est	 particulièrement	 essentiel	 dans	 de	

nombreux	processus	de	migration	et	d’invasion	(Larue	and	Bellacosa,	2005).	

	

e. Migration	et	invasion	
Dans	le	cancer	du	sein	de	nombreuses	études	ont	montré	que	la	perte	d’E-cad	est	associée	avec	

un	potentiel	invasif	plus	important	(Frixen	et	al.,	1991;	van	Roy	and	Berx,	2008;	Vleminckx	et	al.,	

1991).	Ces	observations	étaient	aussi	confirmées	dans	des	modèles	d’invasion	cellulaire	en	3D	

dans	 du	 collagène	 de	 type	 I	 (Padmanaban	 et	 al.,	 2019).	 L’effet	 sur	 la	 migration	 est	 plus	

controversé.	 La	 perte	 d’expression	 d’E-cad	 induit	 une	 diminution	 de	 la	 migration	 dans	 des	

modèles	 de	 carcinomes	 (Haraguchi	 et	 al.,	 2019).	 Ceci	 peut	 s’expliquer	 par	 son	 rôle	 dans	 le	

maintien	 de	 la	 directionnalité	 des	 protrusions	 des	 cellules	 en	 mouvement	 (Cai	 et	 al.,	 2014;	

Grimaldi	et	al.,	2020).	La	E-cad	est	importante	dans	les	phénomènes	de	migration	collective	où	

elle	va	participer	au	maintien	de	la	cohésion	du	groupe	de	cellules	en	migration.	Cette	migration	

collective	a	été	observée	dans	des	carcinomes	ainsi	que	dans	la	migration	des	cellules	de	crêtes	

neurale	(Cousin,	2017;	Gupta	and	Yap,	2021;	Hwang	et	al.,	2012;	Janiszewska	et	al.,	2020).	Dans	
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le	mélanome,	un	nouvel	axe	impliquant	TBX3-ID1-MITF-E-cadherin	dans	la	migration	cellulaire	

a	été	mis	en	évidence	et	le	maintien	du	phénotype	migratoire	(Peres	et	al.,	2021).		

	

f. Résumé	des	fonctions	cellulaires	d’E-cadhérine	
L’ensemble	des	fonctions	cellulaires	de	le	E-cadhérine	est	résumé	dans	le	schéma	suivant	(Figure	

19).		

	

	

Figure	19:	Résumé	des	fonctions	cellulaires	d'E-cadherine	
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C. Les	récepteurs	couplés	aux	protéines-G	(RCPG)	

	

I. Présentation	des	RCPGs	
	

1. Description	et	organisation	
	

a. Structure	
Les	 récepteurs	 couplés	 aux	 protéines-G	 (RCPG)	 composent	 la	 plus	 grande	 superfamille	 de	

récepteur	membranaire	chez	les	mammifères.	Les	caractéristiques	clefs	de	la	structure	des	RCPG	

sont	la	présence	de	7	domaines	transmembranaires	(7TM)	liés	par	3	domaines	intracellulaires	

et	3	domaines	extracellulaires.	Les	RCPG	sont	également	caractérisés	par	un	couplage	avec	des	

protéines	G	hétérotrimériques	dans	la	partie	intracellulaire	(Figure	20).	Leur	présence	est	une	

caractéristique	 des	 eucaryotes.	 On	 retrouve	 néanmoins	 des	 molécules	 membranaires	 de	

structures	similaires	–	présentant	ces	7	domaines	transmembranaires	–	chez	 les	procaryotes	

(Rozenberg	 et	 al.,	 2021).	 On	 peut	 notamment	 citer	 les	 protéo-,	 bactério-	 et	 halorhodopsines	

sensibles	à	 la	 lumière	retrouvée	 chez	 certaines	archées	et	bactéries.	Mais	 il	 est	 important	de	

noter	 que	 leur	 signalisation	 est	 indépendante	 des	 protéines-G	 hétérotrimériques,	 celle-ci	

s’établissant	sur	la	mise	en	place	de	gradients	ioniques	qui	activent	des	ATPases	membranaires	

(Hasegawa	et	al.,	2020).	Il	faut	aussi	noter	que	la	relation	phylogénétique	entre	ces	protéines	

procaryotiques	et	les	RCPGs	n’est	pas	encore	claire	même	les	dernières	études	suggèrent	une	

relation	évolutive	(Shalaeva	et	al.,	2015;	Zabelskii	et	al.,	2021).		

	

Figure	20:	Exemple	de	structure	de	RCPG,	le	récepteur	de	classe	A	CCR5.		
(A)	 Séquence	 et	 identifications	des	différents	domaines	de	CCR5.	Les	acides	aminés	surlignés	 en	 rouge	 correspondent	aux	sites	
d'interaction	avec	le	ligand	CCL5.	(B)	Structure	en	3D	du	récepteur	complexé	avec	son	ligand	et	les	sous-unités	Ga,	Gb	et	Gg	des	
protéines	 G	 hétérotrimériques.	 Le	 Fab	 est	 un	 fragment	 d’immunoglobuline	 utilisé	 pour	 stabiliser	 le	 complexe	 lors	 de	 la	
cristallographie.	
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b. Classification	
La	superfamille	des	RCPGs	se	compose	de	plus	de	800	membres	chez	l’humain.	Ils	ont	été	classés	

en	fonction	de	leurs	séquences,	de	leurs	fonctions	et	de	leur	mode	d’activation	(Alexander	et	al.,	

2019;	 Attwood	 and	 Findlay,	 1994;	 Basith	 et	 al.,	 2018).	 Ceux-ci	 sont	 catégorisés	 en	 6	 classes	

principales	:	

- La	classe	A	dite	des	«	Rhodopsin-like	»	composée	de	290	membres.	L’activation	des	

récepteurs	de	la	classe	A	se	fait	par	reconnaissance	du	ligand	dans	la	région	des	7TM.	

- La	classe	B	dite	 famille	des	sécrétines	 regroupant	15	RCPGs	 la	 reconnaissance	des	

ligands	activateurs	se	fait	par	les	régions	extracellulaires	et	les	7TM.	

- La	classe	C	dite	classe	de	récepteur	métabotropique	du	glutamate,	composée	de	22	

récepteurs.	 L’activation	des	 récepteurs	 au	 glutamate	 se	 fait	 par	 reconnaissance	 du	

glutamate	 par	une	 poche	 dans	 le	 domaine	 extracellulaire	 qui	 contient	 un	 domaine	

Venus	Flytrap.	

- La	 classe	 F	 dite	 classe	 des	 récepteurs	 Frizzled	 et	 Smoothened	 avec11	 membres.	

L’activation	se	fait	par	la	fixation	du	ligand	–	WNT	(le	ligand	de	SMO	n’est	toujours	pas	

identifié)	–	sur	un	domaine	CRD	extracellulaire.	

Les	mécanismes	d’activation	de	ces	deux	4	classes	sont	décrits	dans	la	(Figure	21).On	peut	noter	

que	chez	d’autres	espèces	eucaryotes	comme	les	mycètes	on	retrouve	d’autres	classes	:	la	classe	

D	dite	classe	des	récepteurs	aux	phéromones	pour	la	reproduction	fongique	et	la	classe	E	dite	

classe	des	récepteurs	à	 l’AMP	cyclique.	Nombre	de	ces	récepteurs	sont	 toujours	orphelins	de	

ligand	(Alexander	et	al.,	2019).	

Il	existe	deux	classes	supplémentaires	chez	l’Homme	(Alexander	et	al.,	2019;	Basith	et	al.,	2018)	:	

- Les	récepteurs	adhésifs	au	nombre	de	33	chez	l’Homme.	Ces	récepteurs	vont	partager	

des	homologies	de	séquences	avec	des	molécules	d’adhésions	comme	les	cadhérines	

ou	les	intégrines	et	permettre	l’interaction	de	la	cellule	hôte	avec	d’autres	cellules	ou	

matrices	portant	ces	molécules	d’adhésion.	

- Les	 récepteurs	 sensoriels.	 Ils	 représentent	 la	 grande	 majorité	 des	 récepteurs	 et	

participent	à	des	 fonctions	 sensorielles	 comme	 l’olfaction	 (environ	400	 récepteurs	

impliqués),	le	goût	(33),	la	perception	de	la	lumière	(10)	de	phéromones	(5).	

Il	existe	également	5	récepteurs	non	classés	:	GPR107,	GPR137,	TPRA1,	GPR143	et	GPR157.	
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Figure	21:	Modes	de	fixation	des	ligands	selon	la	classe	des	RCPGs.		

Le	ligand	des	récepteurs	de	classe	A	se	lie	au	niveau	des	domaines	transmembranaires,	celui	des	récepteurs	de	classe	B	à	cheval	sur	
les	domaines	TM	et	le	domaine	extracellulaire.	Les	récepteurs	de	classe	C	sont	activés	par	la	fixation	du	glutamate	sur	des	sites	de	
liaison	orthostérique	(et	non	allostérique	comme	les	récepteurs	de	classe	A)	et	les	récepteurs	de	classe	F	sont	activés	par	la	fixation	
du	ligand	sur	le	domaine	extracellulaire.	D’après	Wu	et	al.	2014.	
	
Au	cours	des	20	dernières	années,	de	nombreuses	connaissances	au	niveau	de	la	structure	ont	

été	apportées.	Néanmoins	il	est	difficile	de	prédire	les	structures	des	RCPGs	non-cristallisés	à	

partir	des	structures	déjà	déterminées,	car,	si	les	domaines	TM	restent	assez	conservés	entre	les	

espèces,	 les	 domaines	 non	 membranaires	 sont	 très	 différents	 et	 très	 mobiles.	 De	 plus,	 la	

différence	 au	 niveau	 des	 sites	 de	 fixation	 tient,	 en	 particulier	 pour	 la	 classe	 A,	 de	 légères	

variations	de	séquence	qui	font	la	spécificité	de	la	liaison	RCPG-ligand.		

	

c. Mécanismes	d’activation	
L’activation	des	RCPGs	se	fait,	physiologiquement,	par	la	fixation	du	ligand	dans	sa	poche.	Cette	

fixation	va	induire	de	légers	mouvements	des	domaines	transmembranaires	qui	révèlent	un	site	

de	fixation	pour	le	complexe	des	protéines-G	avec	le	GTP.	La	fixation	de	ce	complexe	sur	le	RCPG	

va	entrainer	la	libération	du	GDP	et	son	remplacement	par	une	molécule	de	GTP.	La	fixation	du	

GTP	sur	la	protéine	Ga	va	provoquer	sa	dissociation	du	récepteur	et	la	dissociation	du	complexe	

en	séparant	la	sous-unité	Ga	des	sous-unités	Gb	et	Gg	qui	restent	liées	(Figure	22).	Les	protéines	

Ga	et	Gb/Gg	vont	ensuite	exercer	leur	action	de	signalisation	propre	(Weis	and	Kobilka,	2018).	

Des	motifs	communs	à	nombreux	RCPGs	ont	été	retrouvés	par	analyse	des	séquences	telles	que	

les	motifs	CWxP,	DRY,	la	poche	Na+,	NPxxY	et	PIF.	Ils	sont	associés	à	la	fixation	de	la	protéine	G	

et	donc	à	l’activation	de	la	signalisation	du	récepteur	(Zhou	et	al.,	2019).	Les	mutations	des	motifs	

DRY	 et	 NPxxY	 peuvent	 induire	 une	 augmentation	 de	 l’activité	 constitutive	 du	 récepteur	

(Alewijnse	et	al.,	2000;	Ragnarsson	et	al.,	2019;	Rovati	et	al.,	2007).	La	stimulation	des	récepteurs	
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peut	 également	 activer	 des	 kinases,	 les	 GRKs	 qui	 vont	 se	 lier	 sur	 le	 récepteur	 actif	 et	 le	

phosphoryler	 la	 queue	 C-terminale.	 Cette	 phosphorylation	 va	 permettre	 la	 fixation	 des	

arrestines.	Les	arrestines	vont	servir	de	protéines	d’échafaudages	pour	la	formation	des	puits	de	

clathrines	et	l’internalisation	du	récepteur.	Cette	internalisation	induit	la	désensibilisation	de	la	

cellule	et	 la	diminution	de	 la	réponse	à	un	stimuli	 identique	(Figure	22).	Les	récepteurs	sont	

ensuite	recyclés	ou	dégradés.	Les	arrestines	peuvent	aussi	être	en	complexe	avec	des	éléments	

de	signalisation	comme	des	membres	de	la	voie	MAPK	et	induire	leur	activation.	Ce	deuxième	

phénomène	induit	la	signalisation	arrestine	des	RCPGs	(Weis	and	Kobilka,	2018).	

Les	mécanismes	à	 l’échelle	moléculaire	permettant	de	 cibler	 la	 signalisation	vers	 la	voie	des	

arrestines	 ou	 vers	 la	 voie	 des	 protéines-G	 sont	 encore	 peu	 décrits.	 De	 premiers	 résultats	

suggèrent	que	l’activation	tiendrait	de	conformation	particulière	de	la	structure	des	TM6	et	TM7	

pour	activer	respectivement	la	signalisation	des	protéines-G	et	celle	des	arrestines	(Suomivuori	

et	al.,	2020;	Wingler	and	Lefkowitz,	2020).		

	

	

Figure	22:	Mécanismes	d'activation	des	RCPGs.	
(A)	exemple	du	récepteur	à	l’endothéline	de	type	B	montrant	la	finesse	des	mouvements	des	hélices	transmembranaires	en	réponse	
à	la	fixation	de	ligand	agoniste	(ET1)	ou	antagoniste	(Bosentan).	D’après	Shihoya	et	al.	2017.	(B)	mécanismes	intracellulaires	induits	
par	l’activation	des	RCPGs.	Voie	"classique"	des	protéines	G	en	haut	et	voie	"biaisée"	et	de	désenbilisation	par	les	arrestines	en	bas.	
D'après	Weis	&	Koilka,	2019.	

	

2. Fonctions	physiologiques	des	RCPGs	
	
Les	RCPGs	sont	capables	d’exercer	de	nombreuses	 fonctions	physiologiques	qui	vont	différer	

selon	 les	 cellules,	 tissus	 ou	 organes	 dans	 lesquels	 le	 récepteur	 est	 exprimé	 ou	 activé.	 Les	

fonctions	sont	très	diverses,	on	peut	notamment	citer	:	
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- Le	comportement	:	 la	peur	est	notamment	régulée	par	PAR1,	et	 les	récepteurs	à	 la	

somatostatine	sont	impliqués	dans	la	prise	de	nourriture	(Bourgognon	et	al.,	2013;	

Kumar	and	Singh,	2020).	

- La	pression	sanguine	qui	est	régulée	notamment	par	les	récepteurs	à	l’angiotensine	

(Zhang	et	al.,	2021)	

- Les	 propriétés	 cognitives	:	 la	 maladie	 d’Alzheimer	 est	 associée	 au	 récepteur	 au	

glutamate	 (mGluR5)	 et	 les	 récepteurs	 sérotoninergique	 5-HT2A	 et	 5HT4	 à	

l’apprentissage	(Azam	et	al.,	2020).	

- La	réponse	immunitaire,	dans	l’attraction	cellulaire	(récepteurs	aux	chimiokines)	ou	

dans	 l’activation	 des	 cellules	 immunitaires	 (récepteurs	 au	 succinate,	 au	 formyl-

peptides)	(Lämmermann	and	Kastenmüller,	2019).		

- L’humeur	:	 les	 récepteurs	 sérotoninergiques	 sont	 impliqués	 dans	 la	 dépression	

(Senese	et	al.,	2018).	

- La	perception	sensitive,	l’odorat	est	régulé	par	la	perception	de	molécules	odorantes	

par	des	RCPGs	au	niveau	du	bulbe	olfactif	(Block,	2018).	

	

La	première	preuve	de	l’implication	de	RCPGs	dans	le	cancer	est	venue	des	travaux	de	Young	et	

de	ses	collègues	qui	ont	mis	évidence	le	rôle	oncogénique	de	Mas1	dans	la	souris	(Young	et	al.,	

1986).	

La	 formation	 et	 la	 progression	 cancéreuse	 sont	 liées	 à	 l’activation	 de	 nombreux	 processus	

cellulaires	 qui	 ont	 été	 rassemblés	 sous	 l’appellation	 de	 «	hallmark	 of	 cancer	»,	 un	 concept	

proposé	par	Hanahan	et	Weinberg	en	2000	(Hanahan	and	Weinberg,	2000,	2011).	Initialement	

composé	 de	 6	 processus,	 on	 retrouve	 désormais	 plutôt	10	mécanismes	 cellulaires	 impliqués	

dans	 les	processus	oncogéniques	 (Arang	and	Gutkind,	2020).	Des	RCPGs	ou	des	éléments	de	

leurs	signalisations	ont	été	montrés	 comme	 impliqués	dans	 chacun	des	processus	 cellulaires	

importants	de	l’oncogenèse	(Arang	and	Gutkind,	2020).	Des	exemples	d’implication	de	RCPGs	

dans	chacun	des	processus	cellulaires	des	«	hallmarks	of	cancer	»	seront	détaillés	ci-dessous.	

	

a. La	prolifération	cellulaire	
Des	 mutations	 activatrices	 du	 récepteur	 à	 l’hormone	 stimulant	 la	 thyroïde	 (TSHR)	 ont	 été	

identifiées	dans	60	à	80%	des	 cas	d’adénomes	 toxiques	de	 la	 thyroïde	 (Rodien	et	 al.,	 2003).	

L’activation	 de	 ce	 récepteur	 induit	 la	 croissance	 cellulaire	 des	 cellules	 via	 l’activation	 de	 la	

signalisation	 Gas	 (Huang	 et	 al.,	 2016;	 Kleinau	 et	 al.,	 2013).	 Ces	 mutations	 activatrices	 sont	
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également	retrouvées,	tout	comme	des	mutations	du	gène	qui	code	pour	Gas	(GNAS)	dans	des	

carcinomes	thyroïdiens	(Tong	et	al.,	2015).	Par	ailleurs	on	retrouve	à	faible	fréquence,	mais	à	

des	pourcentages	restants	significatifs,	des	mutations	des	protéines	G	–	premier	élément	en	aval	

de	RCPGs.	Par	exemple,	les	gènes	codants	pour	les	protéines-G	de	la	famille	Gaq/11	sont	mutés	

dans	2,9%	des	 cancers.	En	dehors	des	 cancers	associés	aux	mélanocytes,	 ces	mutations	 sont	

retrouvées	à	des	fréquences	importantes	dans	les	carcinomes	du	corps	de	l’utérus	(8,12%)	ou	

dans	les	adénocarcinomes	du	colon	(5.06%)	(Arang	and	Gutkind,	2020).	

	

b. L’échappement	à	l’inhibition	de	la	croissance	
Des	récepteurs	peuvent	perdre	leurs	fonctions	régulatrices	de	la	croissance	par	mutation.	C’est	

probablement	 le	 cas	 d’ADGRB1	 à	 qui	 l’on	 prête	 des	 fonctions	 anti-tumorogéniques	 dans	 les	

cancers	cérébraux	(Zhu	et	al.,	2011).	La	perte	d’activité	de	ce	récepteur	a	été	associée	avec	une	

diminution	de	l’expression	de	p53,	l’un	des	suppresseurs	de	tumeurs	les	mieux	caractérisés	(Zhu	

et	al.,	2018a).		

	

c. L’immortalisation	
Les	 ligands	 des	 récepteurs	 de	 la	 classe	 F,	 FZD1-10,	 sont	 particulièrement	 exprimés	 dans	 les	

cancers	colorectaux	(Nie	et	al.,	2020).	L’activation	de	ces	récepteurs	va	induire	l’activation	de	b-

caténine	en	empêchant	sa	dégradation.	L’activation	de	b-caténine	dans	le	cancer	colorectal	a	été	

associée	avec	l’immortalisation	des	cellules	cancéreuses	(Wagenaar	et	al.,	2001).	A	noter	que	b-

caténine	et	son	régulateur	APC	sont	fréquemment	mutés	dans	les	cancers	colorectaux	(Morin	et	

al.,	1997;	Sparks	et	al.,	1998).	

	

d. La	résistance	à	la	mort	cellulaire	
Le	 sarcome	de	Kaposi	 est	une	 tumeur	 endothéliale	 induite	 par	 une	 infection	par	 le	 virus	 de	

l’herpès	associé	au	syndrôme	de	Kaposi	(KSHV)	(Mesri	et	al.,	2010).	Ce	virus	code	notamment	

pour	 un	 GPCR,	 le	 vGPCR.	 Ce	 GPCR,	 outre	 une	 action	 en	 faveur	 de	 la	 prolifération	 va	 avoir	

également	une	action	en	faveur	de	la	résistance	à	l’anoïkis.	Les	cellules	tumorales	exprimant	le	

récepteur	seront	donc	plus	résistantes	à	la	mort	cellulaire	une	fois	détachées	de	leur	matrice	(He	

et	al.,	2012).	Ce	récepteur	est	également	capable	d’induire	la	résistance	à	l’apoptose	des	cellules	

infectées	(Montaner	et	al.,	2013).	
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Cette	 action	 anti-apoptotique	 est	 également	 retrouvée	 avec	 des	 récepteurs	 «nativement	

humain	».	Par	exemple,	dans	le	cancer	du	sein,	le	récepteur	à	la	bradykinine	induit	la	résistance	

à	l’apoptose	des	cellules	cancéreuses	(Dubuc	et	al.,	2018).		

	

e. La	production	énergétique	
Cet	aspect	est	encore	peu	étudié,	mais	par	exemple,	le	récepteur	a2a-adrénergique	est	capable	

de	modifier	le	métabolisme	cellulaire.	Son	activation	va	induire	la	formation	de	purinosome	et	

la	synthèse	de	purines	qui	en	découle	(Verrier	et	al.,	2011).	Ces	purines	sont	des	éléments	de	

base	de	la	synthèse	d’ADN	et	donc	des	éléments	importants	de	la	prolifération.	Le	mécanisme	

peut	être	 inversé	et	des	métabolismes	énergétiques	dérégulés	peuvent	 induire	 l’activation	de	

RCPGs.	Les	cellules	cancéreuses	subissent	régulièrement	l’effet	Warburg	qui,	notamment	via	des	

inhibitions	 de	 la	 succinate	 déshydrogénase,	 va	 perturber	 le	 bon	 fonctionnement	 du	 cycle	 de	

Krebs	(Pascale	et	al.,	2020).	Cette	perturbation	du	métabolisme	vers	un	mode	de	production	

énergétique	anaérobie	va	entrainer	l’accumulation	de	succinate	et	de	lactate	(Bouillaud	et	al.,	

2021;	Brault	et	al.,	2018).	Ces	deux	métabolites,	possèdent	leur	propre	RCPGs.	Le	récepteur	au	

succinate,	 SUCNR1	 est	 notamment	 associé	 à	 la	 formation	 de	 métastases	 dans	 le	 cancer	 du	

poumon	 (Zhang	et	 al.,	 2020b).	Le	 récepteur	au	 lactate,	HCAR1,	 a	 lui	 aussi	des	 fonctions	pro-

tumorales	par	des	fonctions	pro-angiogéniques	et	immunosuppressives	(Wagner	et	al.,	2017).	

	

f. L’inflammation	
Le	cancer	peut	être	lié	à	une	inflammation	chronique.	Cette	inflammation	est	particulièrement	

liée	à	 la	production	de	prostaglandine.	La	 fixation	de	la	prostaglandine	E2	sur	ses	récepteurs	

EP1-4	 induit	 une	 réponse	 inflammatoire.	 Cette	 inflammation	 favorise	 l’oncogenèse,	 en	

particulier	dans	le	contexte	du	cancer	gastro-intestinal	(Chang	et	al.,	2005).	Cette	inflammation	

induite	 par	 les	 prostaglandines	 E2	 est	 également	 capable	 de	 favoriser	 l’initiation	 de	 cancers	

colorectaux	(Brown	and	DuBois,	2005).	

	

g. L’échappement	immunitaire	
Le	système	immunitaire	a	un	rôle	de	sentinelle	dans	lutte	contre	l’apparition	et	la	prolifération	

de	cellules	tumorales.	Pour	échapper	à	cette	destruction	immunitaire,	les	cellules	immunitaires	

ont	mis	en	place	plusieurs	mécanismes.	L’un	d’entre	eux	est	la	sécrétion	de	chimiokines	qui	vont	

attirer	 préférentiellement	 des	 cellules	 immunosuppressives.	 On	 peut	 notamment	 citer	 la	

sécrétion	de	CCL17	et	CCL22	qui	vont	attirer	les	lymphocytes	T	régulateurs	via	l’activation	de	

CCR4,	 un	RCPG,	 sur	 ces	dernières	 (Nagarsheth	 et	 al.,	 2017).	 Les	 lymphocytes	 T	 vont	 ensuite	
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inhiber	 l’action	des	 lymphocytes	T	cytotoxiques	dans	 la	 tumeur	et	des	cellules	de	 l’immunité	

innée	comme	les	macrophages	.		

	

h. Induction	de	l’angiogenèse	
Les	 tumeurs	vont	 sécréter	des	 facteurs	angiogéniques	qui	vont	être	 reconnus	par	des	RCPGs	

comme	S1PR	ou	PAR1.	L’activation	de	ces	récepteurs	va	induire	la	sécrétion	de	facteurs	comme	

le	VEGF	qui	vont	permettre	une	néo-vascularisation	irriguant	la	tumeur	(Balaji	Ragunathrao	et	

al.,	2020;	Tsopanoglou	and	Maragoudakis,	2004).	La	sécrétion	d’interleukine	8	par	la	tumeur,	le	

stroma	 et	même	 les	 cellules	 immunitaires	 va	 induire	 l’angiogenèse	 par	 sa	 fixation	 au	RCPGs	

CXCR1	et	CXCR2(Waugh	and	Wilson,	2008).	

	

i. La	réparation	de	l’ADN	
L’acide	 lysophosphatidique	 se	 lie	 aux	 récepteurs	 LPA1	 et	 LPA2.	 La	 fixation	 de	 celui-ci	 à	 ses	

récepteurs	a	été	associée	avec	une	augmentation	de	la	survie	de	cellules	soumises	aux	dommages	

de	l’ADN	par	chimiothérapies	ou	rayonnement	ionisant	(Deng	et	al.,	2002).	Cette	augmentation	

de	la	survie	est	due	à	l’induction	des	mécanismes	de	réparation	cellulaire	(Deng	et	al.,	2007).Le	

blocage	du	récepteur	CXCR4	a	également	un	effet	sur	la	réponse	cellulaire	au	dommage	de	l’ADN	

en	réduisant	l’activité	des	points	de	contrôle	(checkpoints)	lors	du	cycle	cellulaire.	Son	blocage	

induit	 la	 mort	 cellulaire	 par	 catastrophe	 mitotique	:	 l’ADN	 étant	 trop	 endommagé	 pour	

poursuivre	la	mitose,	la	cellule	rentre	en	apoptose	(Kwong	et	al.,	2009).	

	

j. L’invasion	cellulaire	
Les	ligands	des	récepteurs	aux	chimiokines	sont	parfois	produits	au	niveau	des	organes	où	vont	

s’établir	les	métastases.	Leur	présence	via	la	fixation	aux	récepteurs	cibles	va	permettre	d’attirer	

les	 cellules	 tumorales	 en	 migrations	 vers	 ces	 sites	 métastatiques	 (Zlotnik	 et	 al.,	 2011).	 Les	

chimiokines	vont	donc	diriger	le	tropisme	métastatique	de	certains	cancers	(Zlotnik	et	al.,	2011).	

Cette	 interaction	a	particulièrement	été	mise	en	évidence	dans	 le	cancer	du	sein.	Les	cellules	

tumorales	expriment	fortement	CXCR4	et	CCR7	(Rizeq	and	Malki,	2020;	Xu	et	al.,	2015).	Leurs	

ligands	 sont	 eux	 fortement	 exprimés	 dans	 les	 sites	 métastatiques	 comme	 le	 poumon.	 Cette	

interaction	est	suggérée	comme	mécanisme	pour	diriger	les	cellules	de	cancer	du	sein	vers	ces	

sites	métastatiques	(Burger	and	Kipps,	2006;	Dillenburg-Pilla	et	al.,	2015).	
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k. Résumé	et	complexité	du	rôle	des	RCPGs	
Comme	décrit	dans	les	paragraphes	précédents,	seuls	quelques	RCPGs	ont	été	décrit	comme	

ayant	une	implication	dans	les	processus	cellulaires	de	l’oncogenèse	résumé	dans	la	Figure	23.	

	

	

Figure	23:	RCPGs	impliqués	dans	les	processus	des	Hallmarks	of	cancer.		

	
Néanmoins	 de	 nombreux	 récepteurs	 sont	 exprimés	 dans	 les	 cellules	 tumorales,	 mais	 leur	

potentiel	oncogénique	n’a	pas	encore	été	évalué.	Cette	évaluation	est	rendue	compliquée	par	le	

fait	que	l’activation	des	RCPGs	passe	rarement	par	l’acquisition	de	mutation,	mais	plus	par	la	

liaison	de	leurs	ligands	ce	qui	leur	donne	un	rôle	d’oncogène	agoniste-dépendant	(Gutkind	et	al.,	

1991).	 Cette	 activation	 dépend	 souvent	 de	 la	 présence	 du	 ligand	 dans	 le	milieu	 ou	 l’organe	

étudié.	Ceci	complexifie	également	les	études,	car	l’action	devient	organe-dépendante.	

	
	
	

D'après Arang & Gutkind, 2020
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II. Rôle	des	RCPGs	et	de	leur	signalisation	dans	le	lignage	mélanocytaire	
	
Cette	partie	a	été	le	sujet	de	l’écriture	d’une	revue	encore	en	cours	de	préparation.	La	version	

actuelle	de	celle-ci	se	trouve	en	annexe	B	du	manuscrit.	

	

1. Les	RCPGs	dans	le	lignage	mélanocytaire	
Les	RCPG	 régulent	 de	 nombreuses	 fonctions	 biologiques	 clés,	 telles	 que	 la	 différenciation,	 la	

prolifération,	 la	migration	 et	 l'activité	métabolique	 des	 cellules.	 Il	 n'est	 donc	 pas	 surprenant	

qu'ils	 jouent	un	rôle	dans	l’oncogenèse,	y	compris	 la	mélanomagenèse	(Lee	et	Chen,	2008).	 Il	

existe	quatre	mécanismes	principaux	par	lesquels	les	RCPG	peuvent	stimuler	l’oncogenèse	:	(i)	

une	disponibilité	excessive	du	ligand,	(ii)	une	expression	excessive	des	RCPG,	(iii)	des	mutations	

activatrices	des	RCPG	et	(iv)	des	mutations	activatrices	des	protéines	Gα.		

Le	rôle	de	certains	RCPG	au	cours	de	 la	mélanomagenèse	a	été	étudié	à	 l'aide	de	mutants	de	

souris	naturels	(ou	induits	chimiquement)	de	gènes	d'intérêt	ou	de	nouveaux	mutants	à	gain	et	

perte	de	fonction.	Une	liste	de	mutants	de	souris	présentant	des	phénotypes	de	pigmentation	est	

disponible	et	régulièrement	mise	à	jour	(http://www.ifpcs.org/colorgenes)	(Baxter	et	al.,	2019).	

Les	RCPGs	connus	impliqués	dans	la	mélanomagenèse	sont	présentés	dans	la	section	suivante.	

Le	rôle	de	certains	RCPG	dans	la	transformation	des	mélanocytes	était	prévisible,	étant	donné	

leur	 fonction	 clé	 dans	 le	 développement	 et	 l'homéostasie	 des	 mélanocytes	 (ET/EDNRB,	

MSH/MC1R,	WNT/FZD),	alors	que	l'implication	d'autres	dans	la	mélanomagenèse	était	moins	

attendue	(GLU).	

	

Les	effets	des	 récepteurs	dont	 l’action	a	été	validées	par	des	modèles	murins	génétiquement	

modifiés	sont	détaillés	ci-dessous	(Tableau	1).	Leurs	rôles	et	fonctions	seront	détaillés	plus	en	

détails	dans	les	paragraphes	suivant.	

	

Tableau 1: Rôle de RCPGs dans la mélanomagenèse. 

MC1R

GRM1

Gene Souris

Initiation 
(BrafV600E ; MC1Re/e )

Initiation, progression
(Dct::Grm1)

Gαs

Signalisation Fonctions

Prolifération, survie
Réparation de 
l’ADN

Gαq

EDNRB Récepteur à l’endothéline B Gαq Initiation
(Mitf-cre/+ ; Rosa-fs-GNAQQ209L/+ ; EdnrbF/F)

Prolifération, Migration, 
Invasion

GRM5 Gαq

Récepteur de la mélanocortine
de type 1

Récepteur métabotropique
du glutamate 1

Initiation, progression
(Tyrp1 ::Grm5)

Nom

Récepteur métabotropique
du glutamate 5

Prolifération, Survie

Prolifération
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a. Récepteur	à	l’endothéline	de	type	B	
Le	système	de	l'endothéline	(ET)	est	constitué	de	deux	récepteurs	couplés	aux	protéines	G	de	

classe	A,	les	récepteurs	de	l'endothéline	de	type	A	et	B	(EDNRA	et	EDNRB,	respectivement)	et	de	

leurs	 trois	 ligands	 peptidiques	 similaires,	 l'endothéline-1,	 -2	 et	 -3	 (ET1,2,3).	 L'ENDRB	 est	 le	

récepteur	prédominant	exprimé	par	les	mélanocytes/mélanomes	et	se	lie	à	tous	les	ET	avec	la	

même	affinité.	On	a	dans	un	premier	temps	découvert	que	Edn3	et	Ednrb	jouent	un	rôle	majeur	

au	 cours	 du	 développement	 des	 mélanocytes	 à	 partir	 des	 NCC	 en	 utilisant	 des	 modèles	

génétiques	 de	 souris	 knock-out	 puis,	 par	 analogie,	 des	 mutants	 classiques	 de	 la	 souris,	

«	piebald	»	et	«	lethal	spotting	»	(Baynash	et	al.,	1994;	Hosoda	et	al.,	1994).	En	effet,	les	souris	

génétiquement	 modifiées	 (GEM)	 Ednrb	 et	 Edn3	 sont	 toutes	 deux	 alléliques	 aux	 mutations	

spontanées	de	 la	 souris	qui	se	produisent	 sur	 les	 loci	piebald	et	 lethal	 spotting.	Les	mutants	

récessifs	de	l'un	ou	l'autre	de	ces	loci	donnent	lieu	à	des	phénotypes	similaires	consistants	en	

différents	degrés	d'hypo-pigmentation	et	 en	un	mégacôlon	a-ganglionnaire	dû	à	 l'absence	de	

ganglions	 entériques,	 qui	 ont	 la	 même	 origine	 embryonnaire,	 les	 crêtes	 neurales,	 que	 les	

mélanocytes.	 Réciproquement,	 l'expression	 accrue	 d'Edn3	 dans	 l'épiderme	 entraîne	 une	

augmentation	du	nombre	de	mélanocytes	et	une	hyperpigmentation	 (Garcia	et	 al.,	 2008).	La	

délétion	germinale	d'Ednrb	ne	conduit	pas	à	une	oncogenèse	mais	à	l'absence	de	mélanocytes,	

principalement	dans	 le	derme.	Le	rôle	d'Ednrb	dans	 la	mélanomagenèse	a	été	évalué	dans	 le	

contexte	 de	 la	 signalisation	 oncogène	 GNAQQ209L	 (voir	 paragraphe	 suivant).	 L'expression	 de	

GNAQQ209L	 (codant	 pour	 Gaq)	 n'est	 pas	 suffisante	 pour	 remplacer	 la	 signalisation	 d’EDNRB	

pendant	 le	développement	embryonnaire,	ce	qui	suggère	que	Gαq	n'est	peut-être	pas	la	seule	

protéine	 G	 activée	 en	 aval	 d’EDNRB	 (ou	 d'autres	 voies	 de	 signalisation).	 En	 utilisant	 une	

approche	de	knock-out	conditionnel,	la	mélanomagenèse	induite	par	GNAQQ209L	est	inhibée	en	

l'absence	d'Ednrb,	y	compris	les	métastases	pulmonaires	(Mitf-cre/+	;	Rosa-fs-GNAQQ209L/+	;	fond	

génétique	EdnrbF/F).	De	manière	intrigante,	l'haploinsuffisance	germinale	pour	Ednrb	a	l'effet	

inverse	dans	le	modèle	de	mélanome	de	souris	RET	(Metallothionein-1/RFP-RET	;	souris	Ednrb	

(+/-)),	 dans	 lequel	 elle	 accélère	 la	 tumorigenèse,	 avec	 une	 augmentation	 des	 métastases	

pulmonaires	(Kumasaka	et	al.,	2010).	Ces	deux	modèles	murins	sont	intéressants	et	montrent	

clairement	 que	 l'expression	 d'Ednrb	 affecte	 la	 mélanomagenèse,	 mais	 ont	 l'inconvénient	 de	

représenter	une	situation	oncogénique	peu	commune	dans	le	mélanome	cutané,	consistant	en	

une	haploinsuffisance	ou	en	un	manque	d'Ednrb	combinée	à	une	mutation	driver	GNAQQ209L	ou	

à	une	augmentation	de	la	signalisation	RET,	ce	qui	n'est	pas	observé	dans	le	mélanome	humain,	

réduisant	la	pertinence	clinique	de	ce	modèle.		
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L'intérêt	pour	d’EDNRB	dans	le	mélanome	provient	principalement	des	premières	observations	

chez	 l'homme	 montrant	 que	 l'expression	 de	 l'EDNBR	 était	 positivement	 associée	 à	 la	

progression	 du	mélanome	 cutané	 ;	 on	 a	 constaté	 que	 les	 niveaux	 d'ARNm	et	 de	 protéine	 de	

l'EDNRB	augmentaient	des	nævus	communs	aux	nævus	dysplasiques	et	du	mélanome	primaire	

au	métastatique	(Demunter	et	al.,	2001).	Conformément	à	cette	observation,	des	expériences	in	

vitro	 ont	montré	que	 l'ET	 favorisait	 la	prolifération,	 la	migration	et	 l'invasion	des	 cellules	de	

mélanome	et	que	les	inhibiteurs	d'EDNRB	réduisaient	la	croissance	et	la	survie	des	cellules	de	

mélanome	en	culture	et	en	xénogreffes	(Asundi	et	al.,	2014;	Lahav	et	al.,	1999,	2004).	Cependant,	

la	surexpression	d'EdnrB,	seule	ou	combinée	à	des	mutations	driver,	n'a	pas	été	réalisée	chez	la	

souris	pour	aborder	génétiquement	son	rôle	dans	l’oncogenèse	

Un	autre	aspect	de	la	signalisation	ET	dans	le	mélanome	est	son	activité	dans	la	réparation	de	

l'ADN,	qui	a	un	rôle	dans	la	réduction	de	l'effet	génotoxique	induit	par	les	UVR	(Swope	et	al.,	

2020).	En	effet,	la	signalisation	ET	augmente	la	mobilisation	intracellulaire	du	Ca++,	et	l'activation	

en	aval	des	MAP	kinases	 JNK	et	p38	 induites	par	 le	 stress,	 ce	qui	 améliore	 la	 réparation	des	

cyclobutanes	 pyrimidines	 (CPD),	 la	 forme	 majeure	 des	 photo-produits	 de	 l'ADN,	 dans	 les	

mélanocytes	 humains	 irradiés	 par	 les	 UV	 (von	 Koschembahr	 et	 al.,	 2015).	 Enfin,	 une	 étude	

récente	a	suggéré	que	la	signalisation	ET	a	un	rôle	multifonctionnel	dans	le	mélanome,	agissant	

à	la	fois	sur	les	cellules	tumorales	et	stromales,	et	module	l'immunosuppression	(Freitas	et	al.,	

2021).	Ainsi,	bien	que	le	rôle	de	la	signalisation	EDNRB	soit	relativement	bien	compris	pendant	

le	développement	des	mélanocytes,	son	rôle	dans	la	transformation	maligne	est	beaucoup	moins	

clair,	car	il	agit	dans	de	multiples	voies	de	signalisation	et	dépend	du	contexte.	Il	n'est	donc	pas	

surprenant	 que	 les	 thérapies	 qui	 ciblent	 l'EDNRB	n'aient	 pas	 eu	 beaucoup	de	 succès	 jusqu'à	

présent.	Il	a	été	démontré	que	les	petites	molécules	inhibitrices	de	EDNRB,	A-192621	et	BQ788,	

inhibent	la	croissance	et	la	survie	des	cellules	de	mélanome	en	culture	et	dans	les	xénogreffes	in	

vivo	(Bagnato	and	Natali,	2004;	Lahav	et	al.,	1999,	2004).	Cependant,	le	Bosentan,	antagoniste	

double	 EDNRA/EDNRB,	 a	 été	 testé	 dans	 des	 essais	 cliniques	 de	 phase	 II	 et	 n'a	 pas	 réussi	 à	

produire	une	réponse	robuste	chez	les	patients	atteints	de	mélanome	cutané	en	clinique,	que	ce	

soit	 seul	 ou	 en	 combinaison	 avec	 la	 dacarbazine	 (Kefford	 et	 al.,	 2007,	 2010).	 De	 même,	 le	

traitement	à	l'A-192621	de	souris	exprimant	l’EDNRB	dans	le	contexte	de	l'oncogène	GNAQQ209L	

n'a	montré	aucun	effet	sur	la	tumorigenèse,	alors	que	l'haploinsuffisance	pour	l'Ednrb	l’inhibe.	

Le	 ciblage	d'EDNRB	avec	un	conjugué	anticorps-médicament	 (DEDN6526A)	est	 actuellement	

testé	en	phase	I	(Sandhu	et	al.,	2020).	Il	serait	très	intéressant	de	générer	un	modèle	murin	qui	

reflète	 la	situation	de	 l'EDNRB	humain	dans	 le	mélanome	cutané	 :	surexpression	de	 l’EDNRB	
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(humain	et	murin)	dans	les	mélanocytes/mélanomes	combinée	avec	les	mutations	oncogènes	

BRAFV600E	ou	NRASQ61K/R,	les	principales	mutations	driver	du	mélanome	cutané	humain.	De	tels	

modèles	 permettraient	 de	 mieux	 comprendre	 l'effet	 de	 la	 surexpression	 d’EDNRB	 sur	 la	

mélanomagenèse,	d'étudier	sa	signalisation	en	aval	et	de	tester	des	inhibiteurs	dans	un	modèle	

de	souris	préclinique	pertinent	pour	l'homme	préalablement	aux	les	essais	cliniques.		

	

b. Récepteur	à	la	mélanocortine	de	type	1	
Les	 mélanocytes	 présentent	 un	 récepteur	 (MC1R)	 qui	 contrôle	 la	 mélanogenèse.	 Le	 MC1R	

appartient	 à	 une	 petite	 sous-famille	 de	 RCPGs,	 classée	 en	 cinq	 sous-types	 (MCR1-5)	 qui	

contribuent	 à	 d'importants	 processus	 physiologiques.	 Le	 MC1R	 est	 le	 seul	 récepteur	 de	 la	

mélanocortine	exprimé	dans	les	mélanocytes.	Le	MC1R	est	un	récepteur	de	classe	A	et	est	couplé	

à	la	protéine	Gas.	Le	MC1R	se	lie	au	peptide	dérivé	de	la	pro-opiomélanocortine,	l'hormone	a-

mélanocytaire	stimulante	(a-MSH),	ce	qui	entraîne	l'activation	de	cascades	de	signalisation	en	

aval,	de	manière	dépendante	de	l'AMP-PKA	(García-Borrón	et	al.,	2014).	Lors	de	l'exposition	aux	

UV,	l'a-MSH	est	libérée	par	les	kératinocytes,	ce	qui	entraîne	la	stimulation	de	MC1R	au	niveau	

de	 la	membrane	 des	mélanocytes,	 et	 induit	 consécutivement	 une	 augmentation	 des	 niveaux	

d'AMPc	et	l'activation	de	la	protéine	kinase	A	(PKA).	Une	cible	importante	de	la	PKA	est	le	facteur	

de	transcription	CREB	(cAMP-Responsive	Element-Binding	Protein),	qui	devient	phosphorylé	et	

active	ensuite	le	promoteur	de	MITF,	qui	à	son	tour	active	la	transcription	des	gènes	Tyr,	Tyrp1	

et	Dct	,	l’enzyme	de	la	mélanogenèse,	ainsi	que	ceux	qui	régulent	d'autres	processus	cellulaires,	

notamment	 la	prolifération,	 l'invasion	et	 le	métabolisme	 (Bertolotto	et	 al.,	 1998;	Goding	and	

Arnheiter,	 2019).	 L’activation	 de	 la	 signalisation	 de	 MC1R	 est	 inhibée	 par	 la	 fixation	 de	 la	

neurofibromine	1	(NF1)	(Deraredj	Nadim	et	al.,	2021).	MC1R	est	le	produit	du	gène	situé	au	locus	

extension	et	stimule	la	synthèse	du	pigment,	l'eumélanine	(noir,	brun).	La	mutation	de	perte	de	

fonction	dans	ce	locus,	«	recessive	yellow	(e/e)	»,	entraîne	la	production	de	phéomélanine	(jaune,	

rouge)	au	lieu	de	l'eumélanine	(Tamate	and	Takeuchi,	1984).	Il	existe	un	antagoniste	naturel	de	

MC1R,	la	protéine	de	signalisation	Agouti	(ASP).	Les	mutations	du	gène	Agouti	dans	la	souris	qui	

provoquent	une	expression	accrue	et	ectopique	de	l'ASIP	(«	viable	yellow	»,	Avy)	entraînent	une	

couleur	de	pelage	 jaune,	similaire	au	phénotype	des	souris	e/e,	ainsi	qu'une	obésité	due	à	 la	

liaison	de	l'ASIP	au	MC4R.	Chez	l'homme,	plus	de	200	variants	de	MC1R	ont	été	identifiés	dont	

un	nombre	élevé	de	variants	fortement	associés	à	des	phénotypes	pigmentaires,	ce	qui	prouve	

que	MC1R	est	le	principal	déterminant	de	la	pigmentation	humaine	et	qu'il	joue	un	rôle	central	

dans	la	régulation	de	l'eu-	et	du	phéomélanine	(García-Borrón	et	al.,	2014).	De	la	même	manière	
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que	 chez	 la	 souris,	 les	 variants	 de	MC1R	 chez	 l'homme	 peuvent	 entraîner	 une	 réduction	 de	

l'activité	du	récepteur	et	un	déplacement	de	 la	synthèse	de	mélanine	de	 l'eumélanine	vers	 la	

phéomélanine.	Le	récepteur	MC1R	est	inactivé	par	la	présence	de	mutations	chez	les	personnes	

rousses,	 ces	mutations	 rendant	 les	 individus	prédisposés	au	mélanome.	Par	exemple,	 il	 a	 été	

démontré	les	variants	R151C,	R160W	et	D294H,	sont	associés	à	une	peau	claire	et	peu	pigmentée	

(Smith	et	al.,	1998),	alors	que	 la	 forme	WT	est	associée	à	une	peau	foncée	et	 très	pigmentée	

(Harding	et	al.,	2000;	Scott	et	al.,	2002).	Ces	variants	diminuent	la	sensibilité	du	récepteur	et	la	

liaison	 de	 l'hormone	a-MSH,	 produite	 par	 les	 kératinocytes	 en	 réponse	 aux	 UV.	 Les	 études	

épidémiologiques	 ont	 fortement	 établi	 que	 le	 MC1R	 fonctionne	 comme	 un	 gène	 de	

prédisposition	 au	mélanome.	 Cependant,	 on	 ne	 savait	 toujours	 pas	 si	 cela	 est	 dû	 à	 l'absence	

d'eumélanine,	 aux	 activités	 photoprotectrices	 et	 antioxydantes,	 ou	 à	 l'expression	 de	

phéomélanine,	connue	pour	amplifier	les	espèces	réactives	de	l'oxygène	(ROS)	induites	par	les	

UVA,	ou	à	d'autres	fonctions	non	liées	à	la	pigmentation.	L’équipe	de	D.	Fisher	a	montré	que	la	

phéomélanine	 favorisait	 la	mélanomagenèse	 via	 l'induction	 de	 dommages	oxydatifs	 à	 l'ADN,	

sans	exposition	à	aucun	agent	cancérigène,	tel	que	les	UV,	chez	des	souris	portant	la	mutation	

activatrice	BrafV600E	combinée	à	MC1Re/e	(Mitra	et	al.,	2012).	Ainsi,	la	perte	de	fonction	de	MC1R	

favorise	l'initiation	du	mélanome	de	manière	indépendante	des	UV,	démontrant	son	activité	de	

suppresseur	de	tumeur.	En	dehors	de	son	rôle	central	dans	le	changement	du	type	de	pigment,	

il	MC1R	a	des	 rôles	non	pigmentaires	dans	 les	défenses	antioxydantes	et	 les	mécanismes	de	

réparation	de	 l'ADN	(Swope	and	Abdel-Malek,	2016).	La	voie	de	 l'AMPc	renforce	 l'activité	de	

réparation	 par	 excision	 des	 nucléotides	 (NER)	 des	 mélanocytes,	 qui	 fonctionne	 par	 un	

mécanisme	de	"cut	and	patch	",	pour	éliminer	les	lésions	dues	aux	UV.	L'activation	du	MC1R	par	

sa	 liaison	 de	 l’α-MSH	 entraîne	 la	 phosphorylation	 des	 capteurs	 de	 dommages	 à	 l'ADN	 ataxia	

telangiectasia	mutated	(ATM)	et	Rad3	related	(ATR),	ainsi	que	le	recrutement	des	protéines	de	

complémentation	du	xeroderma	pigmentosum	XPC	(groupe	C)	et	XPA	(groupe	A)	(Swope	et	al.,	

2020).	 En	 accord	 avec	 le	 fait	 que	 le	 MC1R	 favorise	 la	 réparation	 des	 lésions	 de	 l'ADN,	 une	

déficience	de	la	voie	NER	chez	les	sujets	porteurs	d'une	mutation	perte	de	fonction	du	MC1R	a	

été	 observée.	 D'autres	 effets	 de	 MC1R	 non	 liés	 à	 la	 pigmentation	 peuvent	 être	 attribués	 à	

l'activation	de	 l'expression	de	MITF,	qui	 contrôle	 les	gènes	 impliqués	dans	 la	 réparation	des	

dommages	à	 l'ADN,	 la	stabilité	des	 chromosomes	et	 l'intégrité	des	 centromères	 (Guida	et	 al.,	

2021).	

Les	thérapies	impliquant	une	signalisation	défectueuse	de	MC1R	visent	à	restaurer	son	activité.	

Des	mutants	de	souris	de	MC1R	sont	caractérisés	depuis	des	années	et	peuvent	être	utilisés	pour	
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évaluer	des	thérapies	visant	à	améliorer	 la	protection	contre	 les	UV.	L'application	topique	de	

forskoline,	un	inducteur	de	la	production	d’AMPc,	sur	des	souris	porteuses	de	mutations	de	perte	

de	fonction	ou	d'haplo-insuffisance	de	Mc1re/e	peut	stimuler	l'eumélanogenèse	et	induire	une	

résistance	aux	UV	(Bautista	et	al.,	2020;	D’Orazio	et	al.,	2006).	Ces	études	ont	confirmé	les	études	

épidémiologiques	 suggérant	 que	 l'haploinsuffisance	 en	 MC1R	 augmente	 la	 susceptibilité	

mutagène	aux	UV	et	le	risque	de	mélanome.	Une	autre	approche	thérapeutique	consiste	à	utiliser	

des	agonistes	de	MC1R	pour	augmenter	la	pigmentation,	et	la	réparation	de	l'ADN.	L'analogue	le	

plus	connu	est	la	NDP-MSH,	qui	est	100	fois	plus	puissante	que	l'α-MSH	et	actuellement	utilisée	

pour	traiter	les	maladies	de	photosensibilité,	comme	la	protoporphyrie	érythropoïétique	(PPE).	

Un	analogue	très	prometteur	est	le	tripeptide	(LK-514),	qui	est	>	105	fois	plus	sélectif	pour	le	

MC1R	 que	 pour	 les	 autres	 récepteurs	 à	 la	 mélanocortine	 (Koikov	 et	 al.,	 2021).	 Le	 défi	 des	

thérapies	basées	sur	 le	MC1R	est	d'utiliser	un	analogue	hautement	spécifique	du	MC1R	pour	

éviter	les	effets	toxiques	dus	à	l'activation	d'autres	récepteurs.	

	

c. Récepteur	au	glutamate	
Le	 glutamate	 est	 le	 neurotransmetteur	 excitateur	 le	 plus	 abondant	 dans	 le	 système	nerveux	

central	humain,	où	il	joue	un	rôle	essentiel	dans	la	communication	intercellulaire	au	niveau	des	

connexions	synaptiques.	Les	récepteurs	du	glutamate	sont	également	exprimés	dans	les	tissus	

en	 dehors	 du	 système	 nerveux	 et	 sont	 impliqués	 dans	 la	 modulation	 de	 divers	 processus	

normaux	et	pathologiques.	La	famille	des	récepteurs	du	glutamate	est	divisée	en	deux	groupes	

principaux	 :	 les	 récepteurs	 ionotropiques	 du	 glutamate	 (iGluRs)	 et	 les	 récepteurs	

métabotropiques	du	glutamate	(mGluRs).	Les	mGluRs	appartiennent	à	la	famille	des	RCPGs	de	

classe	C,	caractérisée	par	un	grand	domaine	globulaire	orthostérique	extracellulaire	de	liaison	

au	ligand.	La	famille	des	mGluRs	comprend	huit	membres	(mGluR1-8),	qui	sont	organisés	en	3	

groupes	en	fonction	de	l'homologie	de	séquence,	de	leurs	effecteurs	de	signalisation	et	de	leur	

localisation	 générale.	 Les	 mGluRs	 du	 groupe	 I,	 composés	 de	 mGluR1	 et	 mGluR5,	 sont	 des	

récepteurs	à	couplage	multiple	pouvant	signaler	à	la	fois	par	les	voies	Gαq/11	et	Gαi/o.	Les	mGluRs	

du	groupe	II	sont	constitués	de	mGluR2	et	de	mGluR3	et	se	couplent	à	la	voie	Gαi/o.	Les	mGluRs	

du	groupe	III	sont	constitués	de	mGluR4,	mGluR6,	mGluR7	et	mGluR8	et	sont	couplés	aux	voies	

de	signalisation	Gαi/o.	Trois	membres	des	récepteurs	métabotropiques	du	glutamate	(mGluR1,	

mGluR5,	mGluR3)	ont	été	clairement	identifiés	comme	régulateurs	de	la	mélanomagenèse	(voir	

pour	revue	(Eddy	and	Chen,	2021)).		
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L'implication	 des	 récepteurs	 métabotropiques	 du	 glutamate	 dans	 la	 mélanomagenèse	 a	 été	

initialement	révélée	par	hasard	dans	une	étude	complexe	utilisant	la	mutagenèse	insertionnelle,	

qui	a	conduit	à	une	expression	aberrante	de	mGluR1.	De	façon	surprenante,	la	souris	a	développé	

des	 mélanomes	 métastatiques,	 alors	 que	 mGluR1	 n'est	 pas	 détecté	 dans	 les	 mélanocytes	

normaux	 de	 la	 souris	 (Chen	 et	 al.,	 1996).	 Confirmant	 cette	 première	 observation,	 des	 souris	

transgéniques	contenant	mGluR1	sous	le	contrôle	du	promoteur	Dct	(Dct::Grm1)	ont	développé	

un	 mélanome	 avec	 une	 pénétrance	 de	 100%	 (Pollock	 et	 al.,	 2003).	 Initialement,	 aucune	

métastase	dans	un	organe	distant	n'a	été	observée,	mais	des	cellules	disséminées	ont	ensuite	été	

détectées	dans	des	organes	distants,	 tels	que	 le	poumon	et	 le	 foie	(Schiffner	et	al.,	2012).	Un	

modèle	transgénique	conditionnel	utilisant	le	système	régulé	par	la	tétracycline	pour	exprimer	

le	mGluR1	à	l'âge	adulte	a	démontré	que	l'expression	du	mGluR1	est	requise	non	seulement	pour	

l'initiation	du	mélanome,	mais	aussi	pour	sa	progression	 in	vivo	(Ohtani	et	al.,	2008).	Le	gène	

codant	 pour	 le	 récepteur	 humain	 (GRM1)	 est	 altéré	 dans	 le	 mélanome	 par	 des	 mutations	

ponctuelles,	une	amplification	et/ou	des	délétions.	Chez	l'homme,	l'expression	de	GRM1	n'est	

pas	détectée	dans	les	mélanocytes	normaux,	mais	dans	80%	des	mélanomes	métastatiques	ou	

des	lignées	cellulaires.	Les	travaux	menés	par	l’équipe	de	Suzie	Chen	ont	montré	que	l'expression	

de	mGluR1	et	GRM1	résulte	de	l'activation	des	voies	MAPK	et	PI3K/AKT,	les	principales	voies	

activées	 dans	 le	 mélanome	 (Eddy	 and	 Chen,	 2021).	 Les	 mélanomes	 exprimant	 mGluR1	

présentent	des	niveaux	élevés	de	glutamate	dans	le	microenvironnement	tumoral,	contribuant	

à	 l'hyperactivation	 du	 récepteur	 et	 de	 ses	 effecteurs	 en	 aval.	 L'identification	 de	 cette	 boucle	

autocrine	 entre	 l'expression	 de	 mGluR1	 et	 la	 sécrétion	 de	 glutamate	 a	 conduit	 à	 des	 essais	

cliniques	 pour	 tester	 le	 riluzole,	 connu	 pour	 réduire	 la	 libération	 de	 glutamate	 et	 donc	

l'activation	du	 récepteur.	Aucune	 réponse	objective	n'a	 toutefois	 été	observée.	Cependant,	 le	

riluzole	en	monothérapie	a	montré	un	plus	grand	nombre	d'infiltrats	de	cellules	immunitaires	

chez	les	patients	dont	la	maladie	est	stable	comparé	à	ceux	avec	une	maladie	est	progressive,	ce	

qui	suggère	que	 l'association	du	riluzole	à	un	 traitement	 l’immunothérapie	pourrait	avoir	un	

effet	additif	ou	synergique.	Cependant,	cette	hypothèse	n'a	pas	encore	été	testée.	

Contrairement	au	mGluR1,	le	mGluR5	est	normalement	exprimé	à	la	fois	dans	les	mélanocytes	

normaux	 et	 dans	 les	 mélanomes.	 Des	 souris	 transgéniques	 surexprimant	 mGluR5	

(Tyrp1	::Grm5)	présentent	de	multiples	mélanomes	localisés	sur	la	queue,	avec	une	pénétrance	

de	 100%	 et	 la	 présence	 de	 métastases,	 démontrant	 que	 mGluR5	 dirige	 l'initiation	 et	 la	

progression	du	mélanome	 (Choi	 et	 al.,	 2011).	 Il	 convient	de	noter	que	 les	souris	 atteintes	de	

mélanome	mGluR1	ou	mGluR5	présentent	toutes	deux	des	mélanomes	sur	la	peau	glabre	plutôt	
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que	sur	les	zones	du	tronc,	comme	cela	a	été	observé	pour	les	mélanomes	induits	par	BRAFV600E	

et	NRASQ61K,	ce	qui	suggère	que	l'origine	de	la	cellule	transformée	peut	n’est	probablement	pas	

être	 identique	 (épidermique	 vs	 follicule	 pileux).	 Aucune	 information	 concernant	 GRM5	 chez	

l'homme	n'est	disponible.	

Le	séquençage	par	capture	d'exons	de	734	RCPG	dans	des	mélanomes	malins	a	montré	qu'un	

troisième	récepteur	au	glutamate,	GRM3	est	fréquemment	muté	dans	les	mélanomes	humains.	

L'identification	de	la	même	mutation	G18E/R	ou	M518I	chez	plusieurs	individus	suggère	que	

ces	mutations	 peuvent	 être	 «	driver	»	 du	 processus	 oncogénique	 (The	 Cancer	 Genome	 Atlas	

Network,	 2015).	 Le	 mutant	 GRM3	 régule	 la	 phosphorylation	 de	 MEK,	 ce	 qui	 entraîne	 une	

augmentation	 de	 la	 croissance	 et	 de	 la	migration	 indépendante	 de	 l'ancrage	 (Prickett	 et	 al.,	

2011).	Les	cellules	portant	la	mutation	de	GRM3	sont	plus	sensibles	aux	inhibiteurs	de	MEK.	À	

ce	jour,	aucun	modèle	transgénique	avec	des	mutants	GRM3	n'a	été	développé	pour	étudier	son	

effet	dans	la	transformation	cellulaire	et	la	sensibilité	aux	inhibiteurs	de	MEK.	Les	mutants	GRM3	

peuvent	 contribuer	à	 la	mélanomagenèse	par	 le	biais	d'un	dialogue	croisé	entre	 les	voies	de	

signalisation	AMPc	et	MAPK	(Neto	and	Ceol,	2018).	L’expression	de	deux	autres	récepteurs	du	

glutamate,	mGluR4	et	mGluR8,	a	été	détectée	dans	les	mélanomes,	mais	leur	rôle	précis	n'a	pas	

encore	été	clairement	démontré	(Eddy	and	Chen,	2021).	Plus	de	60%	des	mélanomes	humains	

expriment	des	mGluRs,	ce	qui	corrobore	l'importance	des	signaux	glutamatergiques	dans	ce	type	

de	tumeur.	Il	semble	que	les	récepteurs	du	glutamate	soient	non	seulement	impliqués	dans	la	

signalisation	neuronale	et	les	troubles	neuronaux,	mais	aussi	dans	la	transformation	des	cellules	

originaires	de	la	crête	neurale,	les	mélanocytes	en	mélanome.		

	

d. Récepteurs	Frizzled	à	Wnt	
La	voie	Wnt	(fusion	des	mots	wingless	et	integrated)	est	l'une	des	voies	de	signalisation	les	plus	

importantes	 au	 cours	 du	 développement	 embryonnaire	 et	 de	 l'homéostasie	 de	 l'adulte	 et	 sa	

dérégulation	a	souvent	été	associée	au	cancer.	Les	protéines	Wnt	activent	au	moins	trois	voies	

de	signalisation	intracellulaire	différentes	:	les	voies	Wnt/b-caténine	(dite	canonique),	Wnt/Ca++	

et	Wnt/polarité	 planaire.	 Le	 type	 de	 protéine	Wnt	 sécrétée	 détermine	 laquelle	 de	 ces	 trois	

cascades	 de	 signalisation	 est	 activée.	 La	 famille	 Wnt	 contient	 au	 moins	 19	 glycoprotéines	

sécrétées	et	riches	en	cystéine	chez	l'homme.	Les	protéines	Wnt	se	lient	aux	cellules	cibles	par	

l'intermédiaire	de	deux	familles	de	récepteurs	:	les	sept	récepteurs	transmembranaires	Frizzled	

(FZD)	 et	 les	 ses	 corécepteurs	 LRP5/6.	 Les	 récepteurs	 Frizzled	 (FZDs)	 sont	 composés	 de	 dix	

membres	(FZD1-FZD10),	dont	la	plupart	sont	couplés	à	la	voie	de	signalisation	canonique	de	la	
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b-caténine.	Les	 récepteurs	FZD	sont	 fréquemment	 surexprimés	dans	 les	 tissus	 tumoraux	par	

rapport	aux	tissus	normaux	et	sont	potentiellement	associés	à	un	mauvais	pronostic.	Aucune	

surexpression	de	FZD	n'a	été	directement	liée	au	mélanome,	mais	sa	signalisation	associée	à	la	

b-caténine	joue	clairement	un	rôle	central	dans	la	mélanomagenèse.	Nous	pouvons	néanmoins	

citer	le	récepteur	FZD7	impliqué	dans	la	formation	de	métastases	pulmonaires	après	injection	

intraveineuses	de	cellules	dans	la	veine	de	la	queue	dans	des	souris	NSG	(Tiwary	and	Xu,	2016).	

Par	ailleurs,	 l’invalidation	du	récepteur	FZD4	chez	 la	souris	génère	une	dépigmentation	de	 la	

robe	(Wang	et	al.,	2001).	

La	voie	Wnt	a	été	largement	étudiée	et	revue.	Nous	présentons	ici	les	connaissances	actuelles	

sur	la	signalisation	Wnt/FZD	dans	le	mélanome,	notamment	à	travers	l'activité	de	b-caténine,	

codée	par	Ctnnb1	(Larue	and	Delmas,	2006;	Zhan	et	al.,	2017).	

La	voie	Wnt/bbcat	est	essentielle	au	développement	des	mélanocytes	à	partir	des	CCN	(Dorsky	

et	al.,	1998).	Aucun	mutant	naturel	impliquant	des	membres	de	la	voie	WNT/b-caténine	n'a	été	

trouvé.	Ainsi,	les	preuves	de	l'implication	de	cette	voie	dans	le	développement	des	mélanocytes	

proviennent	 d'études	 utilisant	 des	 souris	 nouvellement	 modifiées.	 WNT1	 et	 WNT3a	 sont	

exprimés	dans	la	partie	dorsale	du	tube	neural	et	bcat	dans	les	mélanoblastes	à	tous	les	stades	

du	 développement.	 En	 particulier,	 les	 ligands	 WNT1	 et	 WNT3a	 sont	 nécessaires	 à	 la	

spécification,	l'expansion	et	la	différenciation	des	mélanoblastes	à	partir	des	CCN	(Dunn	et	al.,	

2000;	Ikeya	et	al.,	1997).	b-caténine	régule	directement	la	détermination	des	mélanoblastes	dans	

plusieurs	modèles,	avec	des	effets	variables	selon	la	temporalité	de	son	activation	(Dorsky	et	al.,	

2000;	Hari	 et	 al.,	 2002).	 Chez	 la	 souris,	 la	 perte	 de	b-caténine	 dans	 les	 CCN	pré-migratoires	

(modèle	Wnt1::Cre	 ;	 Ctnnb1ex2-6F/F)	 ou	 dans	 les	mélanoblastes	 (Tyr::Cre	 ;	 Ctnnb1ex2-6F/F)	

induit	 la	 disparition	 des	 mélanoblastes	 (Hari	 et	 al.,	 2002;	 Luciani	 et	 al.,	 2011).	 L'activation	

précoce	de	la	signalisation	b-caténine	dans	les	CCN	pré-migratoires	via	l'utilisation	l’expression	

d’une	 forme	 stabilisée	 de	 b-caténine	 (Wnt1::Cre	 ;	 Ctnnb1Δex3)	 favorise	 le	 lignage	 neuronal	

sensoriel	au	détriment	du	lignage	mélanocytaire	(Hari	et	al.,	2002;	Lee	et	al.,	2004).	Au	contraire,	

l'activation	 dans	 les	 CCN	 en	 migration(Sox10::Cre	 ;	 Ctnnb1ex3F/+)	 favorise	 le	 lignage	

mélanocytaire,	 avec	 l'apparition	 de	mélanocytes	 ectopiques	 dans	 les	 organes	 cibles	 d'autres	

lignages	(Hari	et	al.,	2012).	L'expression	d'une	forme	stabilisée	de	bcat	(Tyr::bcat-mut-nls-egfp)	

conduit	 à	 des	 souris	 présentant	 un	 ventre	 blanc	 associé	 à	 un	 défaut	 de	 migration	 des	

mélanoblastes	(Gallagher	et	al.,	2013).	Il	a	été	démontré	que	plusieurs	cibles	de	b-caténine	sont	

impliquées	dans	la	prolifération	cellulaire,	notamment	les	gènes	ubiquitaires	Myc	et	CyclinD1	et	
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le	 gène	 Mitf	 spécifique	 des	 mélanocytes.	 Les	 protéines	 CMYC	 et	 Cyclin	 D1	 induisent	 la	

prolifération	 cellulaire.	 MITF	 peut	 exercer	 un	 effet	 antiprolifératif	 ou	 prolifératif,	 selon	 le	

contexte	cellulaire.	Dans	les	mélanoblastes	exprimant	la	b-caténine	stabilisée,	le	niveau	de	MITF	

augmente,	b-caténine	interagit	avec	MITF	ce	qui	interfère	avec	l’activité	transcriptionnelle	de	b-

caténine,	 inhibant	 l'activation	 de	 cMyc	 et	 de	 CyclinD1	 et	 réduisant	 ainsi	 la	 prolifération.	 Les	

niveaux	de	b-caténine	et	de	MITF	sont	probablement	maintenus	dans	une	fourchette	très	étroite	

au	cours	du	développement	des	mélanoblastes,	toute	réduction	ou	augmentation,	comme	celles	

observées	dans	les	mutants	b-caténine,	altère	la	prolifération	des	mélanoblastes.	La	multiplicité	

des	rôles	de	b-caténine	soulève	des	questions	sur	la	nature	des	mécanismes	qui	permettent	à	

une	 seule	 voie	 de	 signalisation	 de	 contrôler	 autant	 de	 processus	 différents	 au	 cours	 du	

développement	 et	 de	 l'homéostasie	 tissulaire.	 La	 β-caténine	 a	 la	 capacité	 de	 réguler	 la	

transcription	 de	 nombreux	 gènes	 pour	 exercer	 ses	 divers	 rôles.	 Cependant,	 les	 réponses	

transcriptionnelles	de	la	signalisation	Wnt/b-caténine	sont	souvent	très	spécifiques	à	un	stade	

de	développement,	un	tissu	ou	une	lignée	cellulaire	donnés.	

Le	mélanome	a	été	l'un	des	premiers	cancers	dans	lesquels	des	mutations	de	CTNNB1	ont	été	

identifiées.	Dans	les	modèles	murins,	l'activation	de	la	signalisation	WNT/b-caténine,	mais	n'est	

pas	suffisante	pour	induire	l'initiation.	L'expression	d'un	mutant	stabilisé	de	b-caténine	dans	les	

mélanocytes	 doit	 être	 associé	 à	 un	 oncogène	 activant	 de	 façon	 constitutive	 la	 voie	 MAPK	

(Tyr::NRASQ61K/°	 ;	Tyr::bcat-mut/°)	pour	générer	des	mélanomes	(Delmas	et	al.,	2007).	Cette	

propriété	a	été	relié	à	l'immortalisation	accrue	des	mélanocytes	par	la	répression	de	l'expression	

de	p16.	Dans	un	modèle	de	souris	BrafV600E	;	Pten-/-	;	bcat-KO	(Tyr::CreERT2-Bos	;	BrafCA	;	PtenF/F	

;	 Ctnnb1ex2-6F/F),	 dans	 lequel	 la	 β-caténine	 est	 inactivée,	 l'apparition	 du	 mélanome	 est	

fortement	retardée	par	rapport	à	celle	d'un	modèle	BrafV600E	;	Pten-/-	(Damsky	et	al.,	2011).	Dans	

un	modèle	de	souris	BrafV600E	;	Pten-/-	;	bcat*	(Tyr::CreERT2-Bos	;	BrafCA	;	PtenF/F	;	Ctnnb1ex3F/F),	

dans	lequel	b-caténine	est	activée,	l'apparition	du	mélanome	est	accélérée	(Damsky	et	al.,	2011).	

Dans	 les	 modèles	 murins	 de	 mélanome	 BrafV600E,	 Pten-/-	 et	 NRASQ61R,	 l'activation	 de	 bcat	

augmente	le	nombre	de	métastases	pulmonaires,	alors	que	l'inactivation	de	b-caténine	diminue	

le	nombre	de	métastases	ganglionnaires	et	pulmonaires	(Damsky	et	al.,	2011;	Gallagher	et	al.,	

2013).	 En	 conclusion,	 l'activation	de	bcat	 augmente	 à	 la	 fois	 l'initiation	 et	 la	 progression	 du	

mélanome	dans	les	modèles	murins.	À	noter	que	chez	l'homme,	plusieurs	études	ont	lié	la	voie	

Wnt/b-caténine	à	la	réponse	immunitaire	antitumorale	dans	le	mélanome	(Nsengimana	et	al.,	

2018;	Shah	et	al.,	2008;	Spranger	et	al.,	2015).	
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e. Autres	RCPGs	
D'autres	RCPG	ont	été	impliqués	dans	la	mélanomagenèse,	mais	leur	rôle	n'a	pas	été	évalué	de	

manière	approfondie,	en	particulier	in	vivo	en	utilisant	des	modèles	de	souris	génétiquement	

modifiées.		

- Les	 récepteurs	 activés	 par	 la	 protéase	 (PAR)	 sont	 une	 famille	 de	 RCPG	 composée	 de	

quatre	membres	(PAR1-4)	impliqués	dans	la	régulation	de	divers	processus	cellulaires,	

notamment	l'inflammation	et	la	coagulation.	Le	clivage	de	PAR1	(également	connu	sous	

le	 nom	 de	 récepteur	 de	 la	 thrombine)	 par	 la	 thrombine	 active	 le	 récepteur	 et	 la	

signalisation	en	aval	par	le	biais	de	multiples	protéines	G	hétérotrimériques	telles	que	

Gaq/11,	 Gai/0	 et	 Ga12/13.	 À	 leur	 tour,	 les	 voies	 de	 signalisation	 MAPK,	 de	 la	

phosphatidylinositol	3-kinase	(PI3-K)	et	de	la	phospholipase	C-β	(PLC-β)	sont	activées.	Il	

a	 été	 suggéré	 que	 l'expression	 élevée	 de	 PAR-1	 pendant	 la	progression	 du	mélanome	

favorise	les	processus	clés	qui	contribuent	aux	métastases	du	mélanome.	Le	ciblage	de	

PAR-1	réduit	la	croissance	tumorale	et	les	métastases	des	cellules	de	mélanome	dans	les	

expériences	de	xénogreffe	(Villares	et	al.,	2008).	La	surexpression	de	PAR-1,	ainsi	que	

l'activation	 continue	 de	 la	 thrombine,	 favorise	 l’expression	 des	 gènes	 impliqués	 dans	

l'adhésion,	 l'invasion,	 l'angiogenèse	 et	 les	 métastases	 (Zigler	 et	 al.,	 2011).	 Comme	 la	

signalisation	PAR-1	affecte	à	la	fois	les	cellules	de	mélanome	et	leur	microenvironnement,	

elle	a	été	considérée	comme	une	cible	 thérapeutique	attractive	pour	 le	 traitement	des	

patients	 atteints	 de	 mélanome.	 Cependant,	 les	 essais	 thérapeutiques	 n'ont	 pas	 été	

poursuivis	dans	le	mélanome	en	raison	de	l'activité	de	PAR1	dans	la	coagulation.	

- 	Les	récepteurs	des	chimiokines	appartiennent	à	la	famille	des	RCPG	et	sont	classés	en	

quatre	groupes	 :	CXCR,	CCR,	XCR	et	CX3CR.	Chaque	 récepteur	peut	 se	 lier	 à	plusieurs	

chimiokines.	Divers	 récepteurs	de	 chimiokines	 sont	exprimés	à	 la	 surface	des	 cellules	

immunitaires	 et	 tumorales.	 L'expression	 de	 CXCR4,	 CCR7	 et	 CCR10	 à	 la	 surface	 des	

cellules	de	mélanome	est	 associée	à	un	mauvais	pronostic	 (Jacquelot	 et	 al.,	 2018).	En	

dehors	 de	 leur	 rôle	 critique	 dans	 la	 réponse	 immunitaire,	 les	 chimiokines	 et	 leurs	

récepteurs	ont	été	étudiés	pour	leur	capacité	à	guider	les	cellules	cancéreuses	vers	des	

organes	 spécifiques.	 Les	 chimiokines	 ont	 des	 propriétés	 chimiotactiques	 et	 peuvent	

attirer	 les	 cellules	 de	 mélanome	 exprimant	 les	 récepteurs	 correspondants.	 De	 fortes	

concentrations	de	CXCL12,	le	ligand	de	CXCR4,	est	produit	dans	les	poumons	ce	qui	attire	

les	cellules	de	mélanome	B16	exprimant.	Cette	colonisation	est	réduite	en	présence	de	
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T22,	un	inhibiteur	spécifique	de	CXCR4	(Drury	et	al.,	2011).	En	outre,	un	gel	à	base	d'acide	

hyaluronique	(HA),	chargé	de	CXCL12	a	été	capable	de	recruter	et	de	piéger	les	cellules	

de	mélanome	B16	exprimant	CXCR4	injectées	à	des	souris,	entraînant	par	conséquent	une	

réduction	des	métastases	pulmonaires	(Ieranò	et	al.,	2019).	Cent	trente-huit	(138)	essais	

cliniques	 avec	 des	 inhibiteurs	 de	 CXCR4	 sont	 en	 cours/ont	 été	 réalisés,	 mais	 aucun	

n'inclut	 le	mélanome.	Chez	 la	souris,	 il	 a	 été	montré	que	 la	surexpression	de	CCR7	ou	

CCR10	dans	les	cellules	de	mélanome	B16	augmentait	les	métastases	vers	les	ganglions	

lymphatiques,	 phénomène	 bloqué	 en	 neutralisant	 son	 ligand,	 CCL21,	 à	 l'aide	 d'un	

anticorps	spécifique	(Jacquelot	et	al.,	2018).	Cependant,	la	plupart	de	ces	expériences	ont	

utilisé	 des	 cellules	 de	 mélanome	 B16	 de	 souris,	 qui	 ne	 sont	 pas	 nécessairement	 les	

meilleures	représentantes	du	mélanome	humain.	L'effet	des	différentes	chimiokines	sur	

la	réponse	immunitaire	n'est	pas	discuté	ici.	

	

2. La	signalisation	associée	aux	RCPGs	dans	le	lignage	mélanocytaire	
L'activation	des	RCPG	entraîne	une	modulation	de	l'activité	des	voies	de	signalisation	cellulaire,	

marquée	par	la	production	de	seconds	messagers.	Le	premier	élément	de	cette	signalisation	est	

constitué	par	les	protéines-G	hétérotrimériques	auxquelles	ces	récepteurs	sont	couplés	par	leur	

domaine	 intracellulaire.	 Ces	 protéines	G	 sont	 constituées	 de	 trois	 sous-unités,	 Ga,	 Gb,	 et	 Gg	

(Hamm,	1998).	La	sous-unité	C-terminale	des	protéines-G	est	responsable	de	la	sélectivité	de	la	

liaison	 récepteur/protéine	 G	 (Hamm,	 1998;	 Martin	 et	 al.,	 1996).	 La	 sous-unité	 Ga	 est	

responsable	de	la	sélectivité	des	voies	de	signalisation	en	aval	(Wettschureck	and	Offermanns,	

2005).	Il	existe	un	total	de	21	sous-unités	des	protéines-G	regroupées	en	quatre	sous-familles	:	

Gas,	Gai/0,	Gaq/11,	et	Ga12/13.	

Les	RCPGs	se	couplent	généralement	à	une	protéine-G	spécifique,	mais	peuvent	interagir	avec	

plusieurs	protéines-G	différentes	(Harding	et	al.,	2000;	Inoue	et	al.,	2019).	Le	couplage	semble	

dépendre	de	la	cellule.	Ainsi,	une	analyse	minutieuse	de	la	signalisation	en	aval	est	nécessaire	

pour	chaque	type	de	cellule.	La	liaison	d'un	ligand	à	son	RCPG	va	entraîner	un	changement	de	

conformation	du	RCPG	qui	permet	la	fixation	de	la	protéine	G	liée	à	son	GDP.	Cette	fixation	va	

induire	le	relargage	du	GDP	et	son	remplacement	par	 le	GTP.	Cette	 fixation	du	GTP	sépare	 la	

protéine	de	son	récepteur	et	disloque	le	complexe	en	deux	parties	:	la	sous-unité	Ga	d’un	côté	et	

les	 sous-unités	 Gb-Gg	 de	 l’autre.	 Ce	 dimère	 module	 ensuite	 l'activité	 d'autres	 protéines	

intracellulaires	 (Hamm,	 1998).	 Les	 complexes	 GaGTP	 et	 Gb/Gg	 génèrent	 ensuite	 différents	
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signaux	intracellulaires	comprenant	l'AMPc,	l’inositol-triphosphate,	le	diacyl-glycérol	ou	encore	

les	protéines	Rho.	

	Les	différentes	voies	de	signalisations	sont	résumées	dans	la	Figure	30.	

	

a. Signalisation	via	l’AMPc	
L'AMPc	a	été	 le	premier	second	messager	à	être	découvert	et	régule	de	nombreux	processus	

cellulaires	en	aval	(Sutherland	and	Rall,	1958,	Sassone-Corsi	2012).	Deux	classes	de	sous-unités	

Ga	modulent	les	niveaux	intracellulaires	d'AMPc,	Gas	et	Gai/0,	avec	des	effets	diamétralement	

opposés	(Wettschureck	and	Offermanns,	2005;	Zaccolo	et	al.,	2021).	L'enzyme	responsable	de	la	

production	 d'AMPc,	 l'adénylate	 cyclase	 (ADCY),	 est	 une	 enzyme	 associée	 à	 la	membrane	 qui	

convertit	l'ATP	en	AMPc	(Hanoune	and	Defer,	2001;	Zaccolo	et	al.,	2021).	La	différence	entre	Gas	

and	Gai/0	est	due	à	la	différence	du	domaine	de	liaison	sur	l'adénylate	cyclase	:	les	membres	de	

la	 famille	 Gas	 se	 lient	 au	 domaine	 intracellulaire	 C2	 de	 l'adénylate	 cyclase,	 qui	 stimule	 son	

activité	enzymatique,	conduisant	in	fine	à	une	augmentation	des	niveaux	d'AMPc	intracellulaire	

(Dessauer	 et	 al.,	 1997).	 Inversement,	 les	 membres	 de	 la	 famille	 Gai/0	 se	 lient	 au	 domaine	

intracellulaire	C1	de	l'adénylate	cyclase,	inhibant	ainsi	son	activité.		

La	sous-famille	des	protéines	G	hétérotrimériques	Gas	est	composée	de	trois	membres	:	Gas	et	

Gasxl	deux	variants	d'épissage	du	gène	GNAS,	et	Gaolf,,	codé	par	le	gène	GNAL	(Wettschureck	and	

Offermanns,	2005).	Seul	Gas	est	exprimé	dans	les	mélanocytes	et	les	mélanomes	(Plagge	et	al.,	

2008)	 et	 activé	 par	 un	 récepteur	 associé,	 tel	 que	 le	 MC1R	 (Sánchez-Más	 et	 al.,	 2005).	 Les	

mutations	par	gain	de	fonction	de	GNAS	sont	regroupées	au	niveau	des	acides	aminés	R201	et	

Q227,	situées	dans	la	poche	où	se	trouve	l'activité	GTPase,	et	induisent	la	perte	de	cette	activité	

GTPase	 intrinsèque.	Elles	maintiennent	 la	protéine	Gas	dans	un	état	activé.	Les	mutations	de	

GNAS	sont	fréquemment	retrouvées	dans	diverses	tumeurs	du	pancréas,	du	rein	et	de	l'estomac,	

mais	sont	plus	anecdotiques	dans	le	mélanome,	touchant	moins	de	1%	des	cas	(Innamorati	et	al.	

2018,	The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015).	De	manière	plus	frappante,	le	polymorphisme	

SNP	GNAS	T393C	est	associé	à	la	progression	tumorale	dans	le	mélanome	métastatique	(Frey	et	

al.,	2010),	ainsi	que	dans	d'autres	cancers,	comme	le	cancer	colorectal	ou	le	cancer	de	la	vessie	

(Frey	et	al.,	2005a,	2005b).	L'effet	de	ce	polymorphisme	sur	l'activité	de	Gas	n'a	pas	été	évalué	

sur	 le	processus	oncogénétique.	Cependant,	cette	observation	suggère	que	 l'activation	de	Gas	

favorise	la	progression	du	mélanome.	

La	sous-famille	des	protéines	G	hétérotrimériques	Gi/0	est	composée	de	huit	membres	:	Gai1,	

Gai2,	Gai3,	Ga0,	Gaz,	Gat-r,	Gat-c,	et	Gagust..	Cependant,	seuls	Gai1,	Gai2,	and	Gai3	sont	exprimés	
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dans	 les	mélanocytes	et	 les	mélanomes,	 et	 codés	 respectivement	par	GNAI1-3	3	 (The	Cancer	

Genome	Atlas	Network,	2015;	Thul	et	al.,	2017;	Uhlen	et	al.,	2017;	Wettschureck	and	Offermanns,	

2005).	Les	mutations	par	gain	de	fonction	de	GNAI2	sont	regroupées	au	niveau	des	acides	aminés	

R179	et	T182	et	conduisent	à	une	activation	constitutive	de	la	sous-unité	Gai2	en	augmentant	la	

capacité	de	 liaison	au	GTP	 (Nishina	et	 al.,	 1995;	Pace	et	 al.,	 1991).	GNAI2	 est	principalement	

impliqué	 dans	 les	 dommages	 cellulaires	 et	 les	 réponses	 inflammatoires,	mais	 ces	mutations	

activatrices	peuvent	conduire	à	des	tumeurs,	selon	le	contexte	cellulaire,	en	raison	d'une	activité	

de	la	de	signalisation	MAPK	accrue.	Les	mutations	Gai2	R179	et	T182	sont	retrouvées	chez	1,4%	

des	patients	atteints	de	mélanome	(The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015),	mais	leur	impact	

n'a	pas	encore	été	évalué.	

Gas	and	Gai/0	régulent	directement	l’activité	de	l'adénylate	cyclase.	Il	existe	dix	enzymes	codées	

par	dix	gènes	ADCY1-10	différents	(Cooper,	2003	2017).	Toutes	sont	 liées	à	la	membrane	via	

leurs	 deux	 séries	 de	 six	 hélices	 transmembranaires	 (TM1	 et	 TM2),	 suivies	 d'un	 domaine	

cytoplasmique	(C1	et	C2,	respectivement).	Seule	ADCY10,	qui	est	soluble,	diffère	des	autres,	car	

son	 activation	 est	 indépendante	 des	 RCPG,	 étant	 activée	 par	 le	 bicarbonate	 et	 le	 calcium	

(Kleinboelting	 et	 al.,	 2014).	 La	 plupart	 des	 adénylate	 cyclases	 sont	 exprimées	 dans	 les	

mélanomes,	à	l'exception	d'ADCY5	et	ADCY8	(The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015;	Uhlen	

et	al.,	2017).	L'expression	d'ADCY10	n'est	pas	claire,	car,	bien	que	des	équipes	aient	trouvé	la	

protéine	par	IHC,	les	bases	de	données	suggèrent	que	l'ARNm	est	absent	(Magro	et	al.,	2012;	The	

Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015).	 Il	 a	 été	 montré	 que	 les	 mélanomes	 métastatiques	

expriment	 davantage	 l'ARNm	 d'ADCY1	 que	 les	 mélanomes	 primaires	 et	 qu'un	 niveau	 élevé	

d'expression	 d'ADCY1	 est	 corrélé	 à	 un	 pronostic	 plus	 défavorable	 (Chen	 et	 al.,	 2019).	

Conformément	à	cette	observation,	l'extinction	d'ADCY1	in	vitro	dans	les	lignées	cellulaires	de	

mélanome	muqueux	diminue	la	capacité	des	cellules	à	former	des	clones	ainsi	que	leur	capacités	

migratoire	et	 invasive	(Ma	et	al.,	2019).	Dans	 les	expériences	de	xénogreffe,	 la	diminution	de	

l'expression	d'ADCY1	diminue	la	croissance	cellulaire	sous-cutanée,	ainsi	que	la	colonisation	du	

poumon	après	 l'injection	de	cellules	de	mélanome	dans	 la	veine	caudale	de	souris	NOD/SCID	

(Ma	et	 al.,	 2019).	Plus	généralement,	 la	 stimulation	de	 l'activité	de	 l'adénylate	 cyclase	par	 la	

forskoline	 favorise	 la	croissance	tumorale	dans	 le	modèle	de	souris	mélanome	BrafCA/Pten-/-,	

tandis	 que	 son	 inhibition	 pharmacologique	 par	 le	 SQ22536	 entraîne	 une	 diminution	 de	 la	

croissance	tumorale	de	manière	indépendante	de	la	voie	MAPK	(Rodríguez	et	al.,	2017,	2018).	

Cependant,	 le	 traitement	 de	 lignées	 cellulaires	 de	 mélanomes	 primaires	 et	 métastatiques	

humains	 par	 le	 SQ22536,	 même	 à	 des	 concentrations	 élevées,	 n'altère	 pas	 la	 croissance	
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cellulaire.	Cela	implique	que	le	ciblage	de	l'adénylate	cyclase	transmembranaire	n'est	pas	une	

stratégie	 thérapeutique	 réalisable	 en	 soi.	 L'activité	 de	 l'adénylate	 cyclase	 est	 également	

impliquée	dans	la	résistance	aux	inhibiteurs	de	MAPK.	En	effet,	traiter	des	cellules	de	mélanome	

BRAFV600E	avec	de	 la	 forskoline	augmente	 l'expression	d'ADCY9	et	 la	synthèse	d'AMPc,	ce	qui	

conduit	à	une	plus	grande	résistance	à	l'inhibition	des	MAPK	(Johannessen	et	al.,	2013).	

	 La	 concentration	 intracellulaire	 d'AMPc	 est	 régulée	 négativement	 par	 les	

phosphodiestérases	 (PDE),	qui	hydrolysent	 l'AMPc	en	AMP,	 contrôlant	ainsi	 l'amplitude	et	 la	

durée	du	signal.	Il	existe	11	familles	de	PDE	(PDE1-11)	codées	par	un	total	de	21	gènes	différents	

(Omori	 and	Kotera,	 2007).	Des	 isoformes	 spécifiques	 de	 PDE	 sont	 localisées	 dans	 différents	

compartiments	subcellulaires,	où	elles	régulent	les	niveaux	d'AMPc.	En	effet,	l'AMPc	ne	diffuse	

pas	 librement	dans	 la	cellule,	mais	est	plutôt	produit	dans	des	compartiments	subcellulaires.	

Cette	caractéristique	a	des	conséquences	importantes,	car	elle	permet	d'activer	uniquement	les	

cibles	appropriées	dans	les	microdomaines	(Bang	and	Zippin,	2021).	

Dans	les	mélanocytes,	la	phosphodiestérase	4	(PD4E),	plus	précisément	son	variant	PD4ED3,	est	

une	cible	directe	de	la	signalisation	MC1R-cAMP,	constituant	une	boucle	de	contrôle	négative	

(Khaled	et	al.,	2010).	Le	blocage	de	l'activité	de	PDE4D3	en	conjonction	avec	un	traitement	avec	

de	 la	 forskoline	 peut	 restaurer	 efficacement	 les	 niveaux	 d'AMPc	 et	 la	 pigmentation	 chez	 les	

souris	MC1Re/e.	Dans	le	mélanome,	l'expression	de	nombreuses	PDEs	a	été	rapportée	et	leur	effet	

a	été	 initialement	montré	sur	 la	prolifération	cellulaire	(Dumaz	et	al.,	2011;	Lin	et	al.,	2013).	

Leurs	fonctions	spécifiques	dans	les	mélanomes	mutés	BRAF	ou	NRAS	mettent	en	évidence	la	

connexion	entre	les	voies	AMPc	et	MAPK	(voir	ci-dessous).	La	surexpression	de	la	PDE4	et,	par	

conséquent,	l'inhibition	de	la	signalisation	AMPc	est	critique	pour	l'activation	de	la	voie	MAPK	

par	 l’oncogène	 RAS	 dans	 le	mélanome	 (Dumaz	 et	 al.,	 2006;	Marquette	 et	 al.,	 2011).	 Dans	 le	

mélanome	muté	BRAF,	l'inhibition	de	l'activité	de	la	PDE4	par	des	inhibiteurs	pharmacologiques	

ou	 par	 interférence	 ARN	 diminue	 l'invasion	 des	 cellules	 de	 mélanome	 à	 travers	 la	 kinase	

d'adhésion	 focale	FAK	(Delyon	et	al.,	2017).	Globalement,	3,5	%	des	tumeurs	solides	(dont	le	

mélanome)	présentent	des	microdélétions	homozygotes	de	PDE4D	associées	à	une	expression	

accrue	et	à	un	effet	promoteur	de	tumeur	(Lin	et	al.,	2013).	L'expression	de	PDE4D	est	élevée	

dans	 les	mélanomes	métastatiques	 et	 associée	 négativement	 à	 la	 survie.	 Plus	 généralement,	

l'inhibition	de	la	signalisation	de	l'AMPc	par	l'expression	des	phosphodiestérases	(PDE1,	PDE2,	

PDE4	et	PDE8)	est	associée	à	la	progression	du	mélanome	(Bang	and	Zippin,	2021).	Il	faudra	

évaluer	à	l'avenir	si	les	inhibiteurs	de	la	phosphodiestérase	peuvent	prévenir	la	prolifération,	

l'invasion	ou	la	migration	dans	le	mélanome.	
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La	principale	cible	de	l'AMPc	est	la	protéine	kinase	A	(PKA)	(Walsh	et	al.,	1968;	Wettschureck	

and	Offermanns,	2005).	La	PKA	est	une	sérine/thréonine	kinase	composée	de	quatre	sous-unités	

:	 deux	 régulatrices	 et	 deux	 catalytiques.	 Il	 existe	 quatre	 isoformes	 pour	 les	 sous-unités	

régulatrices	(RIa,	RIb,	RIIa,	and	RIIb)	et	catalytiques	(Ca,	Cb	et	Cg),	chaque	isoforme	présentant	

une	localisation	et	une	spécificité	individuelle.	Toutes	sont	exprimées	dans	les	mélanocytes	et	

les	mélanomes	(Skalhegg	and	Tasken,	2000).	La	liaison	de	l'AMPc	aux	sous-unités	régulatrices	

induit	leur	dissociation	des	unités	catalytiques	qui	deviennent	actives	et	phosphorylent	les	cibles	

en	aval	(Taskén	et	al.,	1997).	Plus	de	70%	des	patients	atteints	du	complexe	de	Carney	familial	

sont	porteurs	de	trois	mutations	associées	à	des	caractéristiques	pathogènes	(particulièrement	

c82C>T,	 c491_492delTG,	 c.709-2_709-7	delATTTTT)	dans	 le	gène	PRKAR1A,	 qui	 code	pour	 la	

sous-unité	RIa	(Liu	et	al.,	2017).	Cette	mutation	induit	une	action	dominante-négative	de	la	sous-

unité	régulatrice	et	en	conséquence	une	activation	constitutive	de	la	sous-unité	catalytique	de	la	

PKA.	 Ce	 syndrome	 néoplasique	 multiple	 autosomique	 dominant	 est	 marqué	 par	 une	

pigmentation	mouchetée	 de	 la	 peau	 (Kirschner	 et	 al.,	 2000).	 Les	mutations	 inactivatrices	 de	

PRKAR1A	conduisent	à	une	activation	constitutive	de	la	voie	AMPc-PKA	par	perte	de	régulation	

des	sous-unités	catalytiques	de	la	PKA.	Dans	le	mélanome,	des	mutations	sont	retrouvées	dans	

1,4%	des	cas,	ainsi	qu'une	perte	d'hétérozygotie	chez	11,8%	des	patients	(The	Cancer	Genome	

Atlas	 Network,	 2015).	 De	 plus,	 une	 perte	 de	 fonction	 de	 PRKAR1A	 est	 trouvée	 dans	 les	

mélanocytomes	pigmentés	épithélioïdes,	une	forme	intermédiaire	rare	de	mélanome	(Cohen	et	

al.,	 2020).	 En	 comparant	 l'activité	 de	 la	 PKA	 dans	 les	 cellules	 de	 mélanome	 primaire	 et	

métastatique,	Beebe	et	ses	collègues	ont	suggéré	que	l'activité	de	la	PKA	est	plus	élevée	dans	les	

métastases	de	mélanome	(Beebe	et	al.,	1993).	L'inhibition	pharmacologique	de	la	PKA	induit	la	

croissance	et	l'invasion	des	cellules	de	mélanome	(Hiramoto	et	al.,	2014).	

Un	grand	nombre	de	protéines	cytosoliques	et	nucléaires	ont	été	identifiées	comme	substrats	de	

la	PKA	(Sassone-Corsi,	2012).	Il	est	important	de	noter	que	la	PKA	est	située	au	carrefour	entre	

l'AMPc	 et	 MAPK/ERK.	 L'activation	 constitutive	 de	 l'AMPc	 conduit	 à	 la	 phosphorylation	 et	 à	

l'inactivation	de	CRAF	par	la	PKA	dans	le	mélanome	(Marquette	et	al.,	2011).	CRAF	est	important	

pour	maintenir	l'activation	de	la	voie	MAPK	dans	les	cancers	mutés	RAS	car	ERK1/2	exerce	un	

action	contrôle	négatif	par	sur	la	phosphorylation	de	BRAF	entraînant	son	inhibition	(Dumaz	et	

al.,	2006;	Lyons	et	al.,	2013;	Marquette	et	al.,	2011).	Par	conséquent,	l'activation	des	voies	MAPK	

par	le	biais	de	CRAF	nécessite	que	la	voie	de	l'AMPc	dans	les	cellules	de	mélanome	soit	inactivée	

pour	 lever	 l'inhibition	 de	 CRAF	 médiée	 par	 l'AMPc.	 La	 PKA	 peut	 également	 phosphoryler	

directement	BRAF	sur	la	sérine	365,	disloquant	 le	complexe	RAS/BRAF/KSR	et	activant	ainsi	
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BRAF	 (Takahashi	 et	 al.,	 2017).	 La	 sous-unité	 Cα	 catalytique	 rend	 les	 cellules	 de	 mélanome	

BRAFV600E	résistantes	aux	inhibiteurs	de	MAPK	(Johannessen	et	al.,	2013).	La	protéine	CRTC3,	

un	co-activateur	de	CREB	qui	est	phosphorylé	et	activé	par	PKA	et	ERK	(Ostojić	et	al.,	2021),	se	

situe	à	l'interface	entre	la	signalisation	par	les	voies	AMPc	et	MAPK.	Un	modèle	de	souris	knock-

out	 pour	 Crct3	 a	 montré	 un	 grisonnement	 du	 pelage	 dû	 à	 des	 défauts	 de	 maturation	 des	

mélanocytes	 (Ostojić	 et	 al.,	 2021).	Des	mutations	de	CRCT3	 ont	 été	 identifiées	dans	23%	des	

mélanomes	humains,	 la	plupart	 conduisant	à	 une	augmentation	de	 son	expression	et	de	 son	

activité	et	à	une	réduction	de	la	survie	des	patients	(Ostojić	et	al.,	2021).	Ainsi,	 l'inhibition	de	

CRT3	pourrait	être	bénéfique	pour	ces	patients.	

La	régulation	de	la	transcription	par	la	PKA	s'effectue	principalement	par	la	phosphorylation	de	

CREB.	La	phosphorylation	de	CREB	conduit	à	la	dimérisation	de	ce	facteur	de	transcription	et	à	

sa	liaison	ultérieure	aux	éléments	de	réponse	à	l'AMPc	(CRE)	dans	les	gènes	cibles,	ainsi	qu'à	son	

interaction	avec	les	co-activateurs	de	transcription,	tels	que	la	protéine	de	liaison	à	CREB	(CBP)	

et	p300.	Les	sites	de	liaison	CRE	sont	situés	dans	les	régions	promotrices	de	nombreux	gènes,	y	

compris	dans	le	promoteur	MITF	(Bertolotto	et	al.,	1998;	Buscà	and	Ballotti,	2000).	MITF	est	le	

facteur	 de	 transcription	 central	 du	 lignage	 mélanocytaire	 et	 régule	 de	 nombreux	 processus	

cellulaires	 majeurs,	 notamment	 la	 pigmentation,	 la	 croissance,	 la	 survie,	 la	 migration	 et	

l'invasion	qui	sont	essentielles	à	 la	mélanogenèse	 comme	à	 la	mélanomagenèse	 (Goding	and	

Arnheiter,	2019).	Dans	le	mélanome,	la	surexpression	de	CREB	est	associée	à	la	transition	de	la	

phase	de	croissance	radiale	à	la	phase	de	croissance	verticale	(Mobley	et	al.,	2012).		

Il	a	été	démontré	que	l'inhibition	de	CREB	dans	les	lignées	cellulaires	de	mélanome	diminuait	la	

formation	de	métastases	après	injection	dans	les	veines	de	la	queue	des	souris	(Xie	et	al.,	1997;	

Dobroff	et	al.,	2009).	Cette	perte	du	potentiel	métastatique	s'explique	notamment	par	la	perte	

d'expression	 de	 la	métalloprotéinase	MMP2	 et	 de	 la	molécule	 d'adhésion	MCAM/MUC18.	De	

manière	 surprenante,	 CREB,	 qui	 agit	 généralement	 comme	 un	 transactivateur,	 régule	

négativement	le	facteur	de	transcription	AP2	et	le	gène	codant	la	protéine	61	riche	en	cystéine	

(CCN1/CYR61).	Dans	les	premières	publications,	ces	deux	gènes	étaient	considérés	comme	des	

gènes	suppresseurs	de	tumeur	dans	le	mélanome,	mais	des	études	plus	récentes	ont	proposé	

que	AP2	et	CYR61	facilitent	la	progression	du	mélanome	(Braeuer	et	al.,	2011;	Chen	et	al.,	2020;	

White	 et	 al.,	 2021).	 L'enzyme	 d'édition	 de	 l'ARN	 adénosine	 désaminase	 agissant	 sur	 l'ARN1	

(ADAR1)	 a	 été	 récemment	 identifiée	 comme	 une	 nouvelle	 cible	 de	 CREB.	 L’inhibition	 de	

l’expression	 d'ADAR1	 augmente	 le	 pouvoir	 invasif	 des	 cellules	de	mélanome	 (Nemlich	 et	 al.,	

2018).	CREB	a	été	associé	à	la	résistance	aux	inhibiteurs	de	la	voie	MAPK.	La	phosphorylation	de	
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CREB	est	restaurée	dans	les	récidives	de	mélanomes	précédemment	traités	par	des	inhibiteurs	

de	MAPK,	probablement	par	l’augmentation	de	AEBP1	(Hu	et	al.,	2013;	Johannessen	et	al.,	2013).	

Une	 deuxième	 cible	majeure	 de	 l'AMPc	 est	 la	 protéine	 d'échange	 activée	 par	 l'AMPc	 (EPAC)	

(Zhang	et	al.,	2020a).	EPAC	est	un	facteur	d'échange	de	nucléotides	de	guanine	(GEF)	pour	les	

petites	 GTPases,	 comme	par	 exemple	RAP1	 (Ras-related	 protein	 1).	 L'activation	 de	RAP1	 se	

produit	 par	 l'échange	 de	 GDP	 pour	 GTP	 (Sassone-Corsi,	 2012;	 Zhang	 et	 al.,	 2020a).	 Les	

conséquences	 de	 l'activation	 de	 l'EPAC	 sur	 la	 croissance	 du	mélanome	ne	 sont	 toujours	 pas	

claires	et	 les	données	sont	contradictoires.	En	effet,	 l'activation	pharmacologique	de	l'EPAC	à	

l'aide	d'un	analogue	de	l'AMPc	spécifique	de	l'EPAC	augmente	la	croissance	des	cellules	HMG	

(Narita	 et	 al.,	 2007),	 mais	 n'a	 aucun	 effet	 sur	 le	 mélanome	 PMP	 (Hiramoto	 et	 al.,	 2014).	

L'utilisation	de	shRNA	ciblant	Rap1	augmente	la	croissance	et	la	survie	des	cellules	dérivées	de	

mélanomes	primaires,	mais	pas	métastatiques	(Rodríguez	et	al.,	2017).	L'hypothèse	actuelle	est	

que	la	voie	EPAC-Rap1	est	anti-proliférative	dans	le	mélanome	métastatique	et	pro-proliférative	

dans	le	mélanome	primaire	(Rodriguez	and	Setaluri,	2018).	

Les	derniers	effecteurs	majeurs	de	l'AMPc	sont	les	canaux	ioniques	AMPc-dépendants	:	le	canal	

ionique	 dépendant	 des	 nucléotides	 cycliques	 (CNG)	 et	 le	 canal	 dépendant	 des	 nucléotides	

cycliques	activé	par	 l'hyperpolarisation	(HCN)	(Fajardo	et	 al.,	2014;	Zhang	et	 al.,	2020a).	Ces	

canaux	sont	des	canaux	cationiques	relativement	non	sélectifs	et	n'ont	pas	encore	été	étudiés	

dans	le	mélanome.	

La	signalisation	de	l’AMPc	et	les	conséquences	moléculaires	et	cellulaires	dans	le	mélanome	sont	

décrites	dans	la	Figure	24.	
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Figure 24: Voies de signalisation de l'AMPc et conséquences cellulaires. 
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b. Signalisation	par	l’Inositol	tri-phosphate	et	le	Diacyl-Glycérol	
Les	niveaux	cellulaires	d'inositol	tri-phosphate	(IP3)	et	de	diacyl-glycérol	sont	fortement	régulés	

par	la	stimulation	des	RCPGs	de	la	classe	Gaq/11.	Cette	classe	contient	quatre	membres	:	Gaq,	Ga11,	

Ga14,	 and	Ga16	 (Wettschureck	 and	Offermanns,	 2005).	 Tous	 peuvent	 être	 exprimés	 dans	 les	

mélanocytes	et	les	mélanomes,	mais	seuls	Gaq	et	Ga11	sont	fortement	exprimés	dans	ces	cellules	

(The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015;	Uhlen	et	al.,	2017).	L'activation	du	récepteur	induit	

l'échange	du	GDP	lié	à	la	sous-unité	alpha	contre	du	GTP,	ce	qui	entraîne	l'activation	de	cette	

sous-unité.	 Des	 mutations	 affectant	 les	 protéines-G	 de	 la	 classe	 Gaq/11	 sont	 presque	

systématiquement	retrouvées	dans	les	mélanomes	uvéaux,	dont	environ	90%	des	mélanomes	

uvéaux	métastatiques	sont	mutés	pour	Gaq	ou	Ga11	affectant	principalement	la	glutamine	209	

dans	les	deux	protéines,	mais	aussi,	dans	une	moindre	mesure,	l'arginine	183	(Robertson	et	al.,	

2017;	Van	Raamsdonk	et	al.,	2010).	GNAQ,	qui	code	pour	Gaq,	est	muté	dans	50	à	85	%	des	lésions	

mélanocytaires	non	épithéliales,	y	compris	les	nævus	bleus	et	les	néoplasmes	mélanocytaires	

leptoméningés,	et	 les	mutations	de	GNA11,	qui	code	pour	Ga11,	sont	plus	 fréquentes	dans	les	

mélanomes	 uvéaux.	 (Urtatiz	 and	 Van	 Raamsdonk	 2016).	 Ces	 mutations	 se	 retrouvent	 à	 des	

fréquences	plus	 faibles	(~1-6%)	dans	 les	autres	types	de	mélanomes	cutanés	(O’Hayre	et	al.,	

2013;	 The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015).	 Les	mutations	 Q209L/P	 et	 R183C/Q	 dans	

GNAQ	ou	GNA11	affectent	le	domaine	GTPase	(Maziarz	et	al.,	2018),	mais	seules	les	mutations	

Q209L/P	ont	été	réellement	caractérisées.	Ces	mutations	réduisent	l'activité	GTPase	de	la	sous-

unité	Gaq	et	provoquent	une	signalisation	hyperactive	(Maziarz	et	al.,	2018).	Quel	que	soit	le	

contexte	tumoral,	ces	mutations	sont	mutuellement	exclusives	(Robertson	et	al.,	2017)	et	le	sont	

également	avec	les	mutations	BRAF	et	NRAS.	À	noter	que	dans	le	mélanome	uvéal,	les	mutations	

de	 CYSLTR2	 (L129G),	 codant	 pour	 un	 RCPG	 couplé	 Gaq/11,	 sont	 retrouvées	 de	 manière	

mutuellement	 exclusive	 avec	 les	mutations	Gaq	et	 Ga11	chez	 environ	 3	%	des	 patients.	 Cette	

mutation	est	 également	présente	dans	 les	nævus	bleus	 (Möller	et	 al.,	 2017;	Robertson	et	 al.,	

2017).	 La	 mutation	 CYSLTR2L129G	 active	 de	 manière	 constitutive	 le	 récepteur	 et	 donc	 la	

signalisation	en	aval.	Selon	les	modèles	murins	utilisés	et	les	cellules	ciblées	(cellules	de	la	crête	

neurale	 ou	mélanoblastes),	 l'expression	 embryonnaire	 de	 GaqQ209L	 est	 capable	 d'induire	 une	

gamme	de	lésions	allant	de	l'hyperpigmentation	dermique	au	mélanocytome	leptoméningé,	en	

passant	 par	 les	 nævus	 et	 le	mélanome	 dermique,	 jusqu'aux	mélanomes	 uvéaux	malins	 avec	

invasion	pulmonaire	invasion	(Huang	et	al.,	2015;	Urtatiz	et	al.,	2020).	De	même,	l'expression	

postnatale	 de	 Ga11Q209L	 dans	 les	 mélanocytes	 induit	 des	 lésions	 mélanocytaires	

hyperpigmentées	 dans	 le	 tractus	 uvéal,	 la	 peau	 et	 les	 leptoméninges	 qui	 évoluent	 vers	 un	
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mélanome	avec	invasion	pulmonaire	(Moore	et	al.,	2018).	Les	souris	transplantées	sous	la	peau	

avec	des	cellules	de	mélanome	mutées	Gaq	montrent	une	inhibition	de	la	signalisation	MAPK	et	

de	la	croissance	tumorale	après	traitement	par	l’inhibiteur	de	Gaq/11	FR900359	(Annala	et	al.,	

2019).	À	ce	jour,	l'inhibition	du	mélanome	uvéal	par	FR900359	semble	être	plus	puissante	que	

l'inhibition	avec	YM254890,	un	autre	 inhibiteur	Gaq/11	(Kostenis	et	al.,	2020).	L'activation	de	

Gaq/11	est	un	mécanisme	de	résistance	à	l'inhibition	de	la	voie	MAPK	par	la	surexpression	de	c-

Jun	 (Ambrosini	 et	 al.,	 2012).	 Ces	 données	 sont	 cohérentes	 avec	 le	 gain	 de	 résistance	 aux	

inhibiteurs	 de	 MAPK	montré	 par	 l'activation	 de	 EDNRB	 (Asundi	 et	 al.,	 2014).	 Inversement,	

l'inhibition	de	Gaq/11	par	l’YM-254890	a	entraîné	une	inhibition	de	la	signalisation	MAPK,	mais	

ne	prévient	pas	la	survenue	d'un	rebond	après	24	heures	dans	des	expériences	de	xénogreffe	de	

mélanome	uvéal.	Le	traitement	combiné	avec	le	YM-254890	et	un	inhibiteur	de	MEK	a	conduit	à	

une	 inhibition	 soutenue	 de	 MAPK	 et	 à	 une	 réduction	 de	 la	 tumeur	 (Hitchman	 et	 al.,	 2021;	

Padmanaban	et	al.,	2019).	Une	combinaison	d'inhibiteurs	de	PKC	et	de	MEK1	est	actuellement	

en	cours	d'évaluation	clinique	pour	les	tumeurs	solides	porteuses	de	mutations	GNAQ/GNA11	

ou	des	fusions	PRKS.	(Essais	de	phase	I/II	:	NCT03947385).	

La	cible	principale	des	sous-unités	Gaq/11	est	la	phospholipase	C	bêta	(PLCb)	(Smrcka	et	al.,	1991;	

Taylor	et	al.,	1991;	Waldo	et	al.,	1991).	Cette	sous-famille	est	codée	par	quatre	gènes	(PLCB1-4)	

codant	pour	sept	protéines,	qui	ont	toutes	deux	isoformes,	sauf	PLCb3	(Lyon	and	Tesmer,	2013).	

Tous	les	PLCb	sont	probablement	exprimés	dans	le	mélanome	cutané	(The	Cancer	Genome	Atlas	

Network,	 2015),	 alors	 que	 seuls	 les	 gènes	 PLCB2-4	 sont	 exprimés	 dans	 le	 mélanome	 uvéal	

(Robertson	et	al.,	2017).	Les	PLCbs	 fonctionnent	en	hydrolysant	 les	phosphatidylinositol-4,5-

biphosphates	 (PIP2)	membranaires	 en	 inositol-1,4,5	 trisphosphate	 (IP3)	 et	 en	 diacylglycérol	

(DAG)	(Chua	et	al.,	2017).	Les	mutations	PLCB4	se	produisent	dans	environ	5	%	des	mélanomes	

uvéaux	et	sont	mutuellement	exclusives	avec	les	mutations	GNAQ,	GNA11	et	CYSLTR2	(Johansson	

et	al.,	2016).	Les	mutations	PLCb4D630Y	affectent	le	domaine	Y	du	noyau	catalytique	de	PLCb4	

(Johansson	et	al.,	2016).	Leur	effet	n'a	pas	été	étudié	précisément,	mais	leur	exclusivité	avec	les	

mutations	GNAQ,	GNA11	et	CYSLTR2	et	le	fait	qu'elle	se	situe	en	aval	de	ces	protéines	suggèrent	

que	 les	 mutations	 PLC4	 ont	 un	 effet	 similaire	 sur	 l'oncogénicité	 des	 mélanomes	 uvéaux	

(Johansson	et	al.,	2016).	En	dehors	du	contexte	du	mélanome,	il	a	souvent	été	démontré	que	les	

PLCb	 sont	 associés	 à	 la	 progression	 tumorale	 par	 l'activation	 de	 la	 prolifération	 et	 de	 la	

migration	cellulaire	(Li	et	al.,	2016a;	Sengelaub	et	al.,	2016).	
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L'un	des	deux	messagers	secondaires	produits	par	les	PLC	est	le	DAG,	qui	reste	ancré	dans	la	

membrane.	Les	esters	de	phorbol,	tels	que	le	12-O-tétradéconoyl	phorbol-13-acétate	(TPA)	et	le	

12-myristate	13-acétate	de	phorbol	(PMA),	sont	des	analogues	synthétiques	du	DAG.	Le	TPA	est	

essentiel	à	la	croissance	des	mélanocytes	in	vitro	(Arita	et	al.,	1992;	Petit	et	al.,	2019;	Tamura	et	

al.,	1987).	De	manière	intéressante,	l'effet	du	TPA	sur	la	prolifération	des	lignées	cellulaires	de	

mélanome	semble	dépendre	du	contexte	cellulaire	(Cooper,	2003;	Iwasaki	et	al.,	2017;	Jørgensen	

et	al.,	2005;	La	Porta	et	al.,	1998;	Petit	et	al.,	2019).	Le	PMA	augmente	la	survie	et	l'invasion	des	

cellules	et	la	résistance	à	l'anoïkis	(Dissanayake	et	al.,	2007;	Jørgensen	et	al.,	2005;	Zhao	et	al.,	

2000).	 Le	 TPA	 et	 le	 PMA	 activent	 les	 voies	 PKC	 et	 MAPK	 (Jørgensen	 et	 al.,	 2005).	 L'autre	

messager	secondaire	produit	par	les	PLC	est	l'IP3.	La	liaison	de	l'IP3	au	récepteur	de	l'IP3	(IP3R)	

augmente	 les	 niveaux	 de	 Ca++	 intracellulaires	 (Foskett	 et	 al.,	 2007).	 La	 libération	de	 calcium	

induite	par	IP3	favorise	la	migration	et	l'invasion	des	cellules	de	mélanome	(Cox	et	al.,	2002;	Sun	

et	al.,	2014;	Umemura	et	al.,	2014).	

Le	DAG	et	le	calcium	activent	la	protéine	kinase	C	en	se	liant	aux	domaines	C1	et	C2	de	la	PKC,	

respectivement	(Denning,	2012).	Il	existe	neuf	gènes	qui	codent	pour	la	PKC	:	PKCα,	PKCβ,	PKCγ,	

PKCδ,	 PKCθ,	 PKCε,	 PKCη,	 PKCι	 et	 PKCζ	 (Denning,	 2012).	 Ils	 sont	 divisés	 en	 trois	 classes	 en	

fonction	de	leur	mécanisme	d'activation.	Les	PKC	classiques	(cPKCs)	sont	constitués	de	PKCα,	

PKCβ	et	PKCγ	et	sont	activés	par	le	calcium	et	les	DAGs.	Les	nouvelles	PKC	(nPKC)	(PKCδ,	PKCθ,	

PKCε,	PKCη)	sont	activées	uniquement	par	les	DAG.	Les	PKC	atypiques	(aPKCs)	(PKCι	et	PKCζ)	

ne	sont	pas	activés	par	le	calcium	ou	les	DAGs	(Denning,	2012).	Au	moins	une	PKC	de	chaque	

classe	est	exprimée	dans	les	cellules	de	mélanome,	à	l'exception	de	la	PKCγ	(Denning,	2012;	The	

Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015).	L'activité	des	PKC	est	régulée	par	 la	présence	de	 leurs	

substrats	et	de	cofacteurs	et	par	leur	recrutement	par	des	protéines	d'échafaudage,	telles	que	le	

récepteur	des	kinases	activées	C	(RACK)	ou	la	protéine	d'échafaudage	5	de	la	protéine	kinase	A	

(AKAP5)	(Hoshi	et	al.,	2010;	Park	et	al.,	2004;	Schechtman	and	Mochly-Rosen,	2001;	Voris	et	al.,	

2010).	La	PKC	régule	l'invasion	des	cellules	de	mélanome,	mais	les	différents	membres	ont	des	

effets	différents	:	PKCα	et	PKCδ	induisent	la	migration,	l'invasion	et	la	colonisation	pulmonaire	

des	 mélanomes	 (Matsuoka	 et	 al.,	 2009).	 A	 l'inverse,	 PKCβ	 diminue	 l'invasion	 et	 favorise	 la	

différenciation	 cellulaire	et	 la	pigmentation	 (Oka	et	 al.,	 2008;	Park	et	 al.,	 1993).	 Il	 existe	des	

mutations	fréquentes	de	PRKCB	et	une	perte	d'expression	dans	le	mélanome,	mais	leur	impact	

sur	l'activité	de	PKCβ	n'a	pas	été	évalué	(Voris	et	al.,	2010;	The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	

2015).	De	même,	l'effet	de	la	PKC	sur	la	croissance	cellulaire	dépend	de	l'isotype	(Lau	at	al.,	2012;	

Chen	et	al.,	2017;	Mhaidat	et	al.,	2017).	



	

	
	

84	

Parmi	les	cibles	de	la	PKC	figure	la	protéine	3	de	libération	de	guanine	de	Ras	(RASGRP3),	un	

facteur	d'échange	de	nucléotides	guanine	pour	les	protéines	de	la	famille	RAS	(Chen	et	al.,	2017;	

Moore	et	al.,	2018).	La	PKC	phosphoryle	RASGRP3	sur	la	Thr133,	contribuant	à	son	activation	

conjointement	avec	la	liaison	du	DAG	(Aiba	et	al.,	2004;	Johnson	et	al.,	2007;	Teixeira	et	al.,	2003).	

L'inhibition	de	RASGRP3	induit	la	perte	de	la	liaison	du	GTP	à	RAS	et	donc	de	son	activité	(Chen	

et	al.,	2017;	Moore	et	al.,	2018).	Cette	diminution	d'activité	s'accompagne	d'une	diminution	de	

l'activité	de	la	voie	MAPK	associée	à	une	diminution	de	la	prolifération	cellulaire	(Moore	et	al.,	

2018).	Ce	mécanisme	moléculaire	peut	expliquer	l'activation	de	la	voie	MAPK	observée	après	

l'activation	de	PKC	(Cozzi	et	al.,	2006;	Marín	et	al.,	2006;	Schönwasser	et	al.,	1998;	Tsubaki	et	al.,	

2007).	 PKCε	 et	 PKCη	 sont	 capables	 de	 shunter	 l'inhibition	 pharmacologique	 de	 BRAFV600E,	

rendant	les	cellules	de	mélanome	résistantes	à	ces	médicaments	(Johannessen	et	al.,	2010).	En	

accord	avec	cette	donnée,	l'utilisation	d'inhibiteurs	de	PKC	inhibe	la	survie	et	la	migration	des	

cellules	de	mélanome	résistantes	au	vémurafenib	(Fu	et	al.,	2020).	

L'activité	de	la	protéine	1	associée	à	Yes	(YAP1)	est	régulée	positivement	par	de	nombreux	RCPG,	

mais	négativement	par	la	voie	de	Hippo	(Kwon	et	al.,	2021;	Yu	et	al.,	2012a).	Dans	le	mélanome	

uvéal,	YAP1	est	activé	par	Gaq/11,	induisant	la	croissance	et	la	survie	des	cellules	(Huang	et	al.,	

2015;	Yu	et	al.,	2014;	Feng	et	al.,	2014).	L'inhibition	de	 l'activité	de	YAP1	par	la	vertéporfine	

réduit	la	croissance	tumorale	(Feng	et	al.,	2014;	Yu	et	al.,	2014).	Gaq/11	active	le	facteur	d'échange	

de	nucléotides	guanine	TRIO,	qui	active	à	son	tour	les	petites	GTPases	RhoA	et	Rac1	(Feng	et	al.,	

2014;	Vaqué	et	al.,	2013).	Cela	a	probablement	une	double	action	:	(i)	l'activation	de	FAK,	qui	à	

son	tour	inhibe	la	kinase	LATS1/2	de	la	voie	Hippo,	inactivant	l'action	de	YAP1,	et	(ii)	l'activation	

directe	de	YAP1	en	libérant	le	facteur	de	transcription	angiomotine	(AMOT)	(Feng	et	al.,	2014;	

Paradis	et	al.,	2021).	Dans	le	mélanome	uvéal,	l'activation	de	Rho	et	Rac	est	liée	à	l'activation	des	

MAP	 kinases	 JNK	 et	 p38	 (Vaqué	 et	 al.,	 2013).	 JNK	 et	 p38	 phosphorylent	 c-Jun	 et	 induisent	

l'expression	des	cibles	de	AP-1	(Shaulian	and	Karin,	2001).	La	phosphorylation	de	c-Jun	induit	

la	prolifération	cellulaire	via	des	cibles	AP1	qui	régulent	le	cycle	cellulaire,	comme	la	cycline	D1,	

p53,	p21cip1/Waf1,	p19ARF	et	p16INK4A	(Du	et	al.,	2019;	Estrada	et	al.,	2009;	Pathria	et	al.,	2016;	

Shaulian	and	Karin,	2001).	L'activation	de	p38	et	JNK	est	susceptible	d'être	impliquée	dans	les	

mécanismes	de	résistance	aux	inhibiteurs	de	MAPK	(Du	et	al.,	2019;	Estrada	et	al.,	2009).	Dans	

le	mélanome	cutané,	l'activation	de	YAP1	est	requise	pour	l'invasion	cellulaire	(Ma	et	al.,	2021;	

Nallet-Staub	et	al.,	2014;	Zhang	et	al.,	2020c;	Zhao	et	al.,	2021)	ainsi	que	pour	la	viabilité	et	la	

résistance	à	l'anoikis	(Ma	et	al.,	2021;	Nallet-Staub	et	al.,	2014;	Zhao	et	al.,	2021).	Bien	que	l'effet	

de	YAP1	sur	l'invasion	soit	clairement	documenté,	son	effet	sur	la	croissance	des	mélanomes	est	
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encore	débattu	(Ma	et	al.,	2021;	Zhang	et	al.,	2020c).	Il	a	également	été	démontré	que	l'activité	

de	YAP1	est	associée	à	la	migration	cellulaire	via	la	régulation	du	complexe	3	arp2/3	(Lui	et	al.,	

2021;	Ma	 et	 al.,	 2021).	 Le	 phénotype	 invasif	 des	 cellules	 de	mélanome	 a	 été	 corrélé	 avec	 la	

signature	 d'activation	 de	 YAP1	 (Zhang	 et	 al.,	 2020c).	 In	 vivo,	 l'activation	 de	 YAP1	 induit	 la	

formation	d'un	très	grand	nombre	de	métastases	dans	les	poumons	après	l'injection	de	cellules	

portant	les	mutations	activatrices	de	YAP1-5SA	sous	la	peau	de	souris	(Zhang	et	al.,	2020c).	La	

colonisation	 des	 poumons	 après	 l'injection	 de	 cellules	 dans	 la	 queue	 des	 souris	 diminue	

également	lorsque	les	niveaux	de	YAP1	sont	génétiquement	diminués	(Nallet-Staub	et	al.,	2014;	

Zhao	 et	 al.,	 2021).	 Plus	 intéressant	 encore,	 l'inhibition	 de	 la	 voie	 Hippo	 reproduit	 cet	 effet,	

favorisant	 clairement	 la	 colonisation	 pulmonaire	 (Tan	 et	 al.,	 2021).	 L'action	 pro-invasive	 de	

YAP1	est	médiée	par	 la	 transcription	d'un	certain	nombre	de	ses	cibles,	comme	CCN1,	AXL	et	

THBS1	(Zhang	et	al.,	2020c).	Ces	cibles	sont	bien	connues	dans	le	mélanome.	L'expression	d'AXL	

est	associée	à	la	croissance	tumorale,	à	l'invasion	et	à	la	migration	des	cellules,	et	à	la	résistance	

aux	inhibiteurs	de	MAPK	(Flem-Karlsen	et	al.,	2020;	Müller	et	al.,	2014;	Tizpa	et	al.,	2020).	Il	a	

été	démontré	que	CCN1	est	 associé	à	un	potentiel	métastatique	et	 à	une	angiogenèse	accrue	

(Chen	 et	 al.,	 2020;	 Kunz	 et	 al.,	 2003).	 L'inhibition	 génétique	 de	 THBS1	 est	 associée	 à	 une	

diminution	 de	 l'invasion	 cellulaire	 (Jayachandran	 et	 al.,	 2014;	 Borsotti	 et	 al.,	 2015).	 YAP1	 a	

besoin	des	cofacteurs	transcriptionnels	TEAD1-4	pour	se	lier	à	ses	cibles.	L'inhibition	génétique	

de	TEAD1-4	récapitule	les	effets	in	vitro	de	YAP1	sur	l'invasion,	avec	une	nette	diminution	de	la	

capacité	invasive	des	cellules	de	mélanome	(Verfaillie	et	al.,	2015).	Les	cofacteurs	TEAD1-4	sont	

également	impliqués	dans	la	résistance	aux	inhibiteurs	de	MAPK.	Ainsi	l'inhibition	des	quatre	

membres	de	la	famille	TEAD	sensibilise	les	cellules	à	ces	inhibiteurs	(Verfaillie	et	al.,	2015).		

La	 signalisation	 cellulaire	 induite	 par	 l’activation	 de	 récepteurs	 couplés	 Gaq/11	 ainsi	 que	 les	

conséquences	cellulaires	induites	sont	décrites	dans	la	Figure	25.	
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Figure 25: Voies de signalisation du Diacyl-glycérol et de l’IP3 et conséquences cellulaires. 
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c. Signalisation	via	Ga12/13	
La	troisième	voie	majeure	de	signalisation	des	RCPGs	impliquée	dans	le	mélanome	est	la	voie	

impliquant	Ga12/13	(Wettschureck	and	Offermanns,	2005).	Cette	classe	de	sous-unités	G	compte	

deux	membres,	Ga12	et	Ga13,	codés	respectivement	par	les	gènes	GNA12	et	GNA13.	L'expression	

de	 ces	 gènes	 est	 ubiquitaire	 (The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015;	 Uhlen	 et	 al.,	 2017;	

Wettschureck	and	Offermanns,	2005).	L'activation	de	ces	sous-unités	active	les	Rho-GEF,	comme	

le	Rho-GEF	associé	à	 la	leucémie	(LARG)	ou	le	Rho-GEF	p115	(Hart	et	al.,	1998;	Suzuki	et	al.,	

2003).	L'activation	est	réalisée	par	l'attachement	de	la	sous-unité	Ga12	et	Ga13	au	domaine	RH	

des	Rho-GEFs	(Chen	et	al.,	2005b).	Une	fois	activés,	les	Rho-GEFs	induisent	l'activation	de	RhoA	

(Suzuki	et	al.,	1996;	Fukuhara	et	al.,	1999;	Wells	et	al.,	2002;	Vogt	et	al.,	2003).	Rho	est	un	point	

de	convergence	pour	la	signalisation	Ga12/13	et	Gaq/11	(Vogt	et	al.,	2003).	La	signalisation	induite	

en	 aval	 se	 produit	 par	 l'activation	 de	 YAP1,	 comme	 décrit	 ci-dessus	 (Yu	 et	 al.,	 2012b).	 La	

signalisation	Ga12/13	a	été	peu	analysée	dans	le	contexte	du	mélanome.	Les	récepteurs	PAR1	et	

2,	couplés	aux	protéines	Ga12/13	sont	exprimés	dans	 le	mélanome	(Elste	and	Petersen,	2010).	

L'activation	 des	 récepteurs	 PAR1	par	 son	 ligand	TRAP6	 induit	 l'activation	 de	 YAP1	dans	 un	

modèle	cellulaire	HEK293A	(Mo	et	al.,	2012).	L'activation	de	YAP1	entraîne	ensuite	l'activation	

de	RhoA	et	l'inhibition	de	LATS1	(Mo	et	al.,	2012).	De	manière	similaire	à	la	signalisation	Gaq/11,	

la	signalisation	Ga12/13	semble	augmenter	l'invasion	et	la	migration	tout	en	ne	modifiant	pas	la	

croissance	cellulaire	(Kelly	et	al.,	2006a,	2006b).	Cependant,	ces	résultats	ont	été	obtenus	dans	

le	cancer	du	sein	et	de	la	prostate	et	doivent	être	confirmés	dans	le	mélanome.	Il	est	à	noter	que	

l'activation	des	 récepteurs	LPA	 (LPA1-LPA6),	 couplée	aux	 récepteurs	Ga12/13,	 est	 encore	peu	

documentée	dans	le	mélanome,	bien	qu'il	ait	été	rapporté	qu'elle	améliore	la	chimiorésistance	

aux	médicaments	et	augmente	la	survie	des	cellules	de	mélanome	in	vitro	(Minami	et	al.,	2020).	

	

Cette	signalisation	est	résumée	dans	la	Figure	26.	
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Figure 26: Voie de signalisation des récepteurs couplés Ga12/13 et conséquences cellulaires. 
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caténine.	L'axine	est	considérée	comme	le	composant	limitant	du	complexe	de	destruction	de	la	

β-caténine	 (Lee	 et	 al.,	 2003;	Salic	 et	 al.,	 2000).	 La	modulation	 de	 ses	 niveaux	 serait	 donc	 un	

moyen	 efficace	 de	 réguler	 la	 destruction	 de	 la	 β-caténine.	 APC	 est	 une	 grande	 protéine	 qui	

interagit	à	la	fois	avec	la	β-caténine	et	l'axine.	Elle	contient	trois	domaines	de	liaison	à	l'axine,	

intercalés	entre	des	domaines	répétés	armadillo	(ARM),	qui	se	lient	à	la	β-caténine.	La	β-caténine	

est	séquentiellement	phosphorylée	par	CK1α	et	GSK-3	sur	des	sérines	(S)	et	des	thréonines	(T)	

(S45,	T41,	S37	et	S33)	dans	la	région	N-terminale	de	la	protéine.	La	β-caténine	est	ubiquitinée	

par	β-TRCP1	avant	d'être	dégradée	par	le	protéasome.		

La	liaison	du	ligand	WNT	conduit	à	la	dimérisation	de	Frizzled	avec	le	corécepteur	LRP5/6.	Cette	

dimérisation	 entraîne	 un	 changement	 de	 conformation	 des	 récepteurs,	 conduisant	 à	 la	

relocalisation	 du	 complexe	 de	 dégradation	 vers	 la	 membrane	 cellulaire	 sous	 la	 double	

interaction	de	l'axine	avec	DVL	(lui-même	associé	à	Frizzled)	et	avec	l'extrémité	cytoplasmique	

de	 LRP.	 Cette	 relocalisation	membranaire	 diminue	 l'activité	 du	 complexe	 de	 dégradation,	 de	

sorte	que	la	quantité	de	β-caténine	cytoplasmique	non	phosphorylée	augmente	rapidement.	La	

stabilisation	 de	 la	 β-caténine	 cytoplasmique	 entraîne	 une	 augmentation	 de	 la	 β-caténine	

nucléaire.	L'équilibre	entre	la	quantité	de	β-caténine	cytoplasmique	et	nucléaire	est	dynamique,	

résultant	de	multiples	mécanismes	de	transport	et	de	rétention	entre	les	deux	compartiments.	

Dans	 le	 noyau,	 la	 β-caténine	 se	 lie	 à	 la	 famille	 des	 facteurs	 de	 transcription	 T-cell	 factor	

(TCF)/lymphoid	 enhancer-binding	 factor	 (LEF),	 qui	 reconnaissent	 des	 sites	 spécifiques	 dans	

l'ADN.	 En	 l'absence	 de	 β-caténine,	 les	 facteurs	 TCF	 interagissent	 avec	 les	 corépresseurs	

transcriptionnels	 de	 la	 famille	 Groucho/transducin-like	 enhancer	of	 split	 (TLE)	 et	 répriment	

l'expression	de	leurs	gènes	cibles.	L'accumulation	nucléaire	de	β-caténine	conduit	à	l'association	

de	 TCF	 avec	 la	 β-caténine,	 ce	 qui	 entraîne	 sa	 dissociation	 de	 Groucho/TLE1	 et	 permet	 le	

recrutement	 d'autres	 coactivateurs	 pour	 l'activation	 transcriptionnelle	 par	 le	 biais	 de	 son	

domaine	 d'activation	 transcriptionnelle	 C-terminal.	 De	 nombreux	 facteurs	 de	 transcription	

n'appartenant	pas	à	 la	 famille	des	 facteurs	de	transcription	TCF/LEF	ont	été	montrés	comme	

capables	de	s'associer	à	la	β-caténine	pour	activer	ou	réprimer	la	transcription.	Aussi,	dans	les	

mélanocytes/mélanomes,	 MITF	 interagit	 avec	 la	 β-caténine	 et	 redirige	 l'activité	

transcriptionnelle	médiée	 par	 la	 β-caténine	 des	 gènes	 cibles	 canoniques	 de	Wnt/β	 vers	 des	

gènes	 cibles	 spécifiques	 de	 MITF	 pour	 activer	 leur	 transcription.	 D'autres	 niveaux	 de	

signalisation	croisée	entre	la	voie	WNT/β-caténine	et	le	MITF	ont	été	décrits.	Par	exemple,	il	a	

été	démontré	que	la	β-caténine/TCF	augmente	la	transcription	de	MITF	(Dorsky	et	al.,	2000).	Il	

a	 également	 été	 démontré	 que	 MITF	 se	 lie	 à	 son	 propre	 promoteur	 et	 le	 régule	 par	 une	
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interaction	directe	avec	LEF1	(Saito	et	al.,	2002).	Par	conséquent,	il	semblerait	difficile	de	cibler	

β-caténine	dans	le	mélanome	sans	affecter	l'expression	et/ou	l'activité	de	MITF.	MITF	pourrait	

potentiellement	être	une	cible	attrayante	pour	la	thérapie	du	mélanome,	mais	le	ciblage	de	MITF	

par	des	médicaments	est	très	difficile.	Comme	déjà	mentionné,	MITF	est	considéré	comme	le	"	

gène	maître	"	de	la	différenciation	des	mélanocytes	et	joue	un	rôle	essentiel	dans	la	prolifération,	

la	survie,	la	sénescence,	la	migration,	l'invasion,	la	réparation	de	l'ADN	et	le	métabolisme	des	

cellules	de	mélanome	(Goding	and	Arnheiter,	2019;	Kawakami	and	Fisher,	2017).	L'expression	

de	Mitf	est	régulée	par	de	multiples	voies	de	signalisation	en	dehors	de	la	voie	canonique	Wnt/β-

caténine,	comme	les	voies	AMPc/CREB,	YAP1/PAX3,	TGFβ/GLI2,	TNF/NFB,	et	des	facteurs	de	

transcription,	 comme	 SOX10	 et	 BRN2,	 eux-mêmes	 régulés	 par	 de	 multiples	 voies	 dans	 le	

mélanome.	Le	concept	de	base	dans	le	mélanome	est	que	les	états	prolifératifs	et	invasifs	sont	

définis,	 en	 partie,	 par	 le	 niveau/activité	 élevé	 de	MITF	 et	 le	 niveau/activité	 faible	 de	MITF,	

respectivement.	 Un	 niveau/activité	 élevé	 et	 faible	 de	 MITF	 coexiste	 dans	 les	 tumeurs	 de	

mélanome	et	le	changement	d'expression	de	MITF	(élevé	et	faible)	est	réversible	et	responsable	

de	 l'hétérogénéité	 et	 de	 la	 plasticité	 du	 mélanome.	 MITF	 est	 également	 impliqué	 dans	 la	

résistance	aux	inhibiteurs	de	BRAF.	Une	vision	actuelle	de	la	stratégie	thérapeutique	consiste	à	

augmenter	les	niveaux	de	MITF.	La	signalisation	β-caténine	est	résumée	dans	la	Figure	27.	

	

Figure	27:	Voie	de	signalisation	β-caténine	et	conséquences	cellulaires	
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e. Signalisation	par	le	complexe	Gb/Gg	
L'activation	des	RCPGs	 induit	principalement	 l'activation	des	sous-unités	Ga	des	protéines	G,	

mais	aussi	celle	du	complexe	Gb/Gg.	Il	existe	cinq	sous-unités	Gb	(Gb1-5)	chez	l'homme,	codées	

par	 les	 gènes	 GNB1-5.	 Tous,	 à	 l'exception	 de	 GNB5,	 sont	 exprimés	 dans	 le	 mélanome	

(Wettschureck	and	Offermanns,	2005).	Il	existe	16	sous-unités	Ggcodées	par	les	gènes	GNG1-16,	

dont	 seules	 les	 sous-unités	Gg2,	Gg4,	 Gg5,	 Gg6,	Gg7,	 Gg10,	 Gg11,	 and	Gg12	sont	 exprimées	 dans	 le	

mélanome	 (The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015;	 Uhlen	 et	 al.,	 2017;	Wettschureck	 and	

Offermanns,	2005).	L'importance	de	la	signalisation	Gb/Gg	dans	le	mélanome	n'a	pas	encore	été	

complètement	évaluée.	 Il	 existe	deux	mécanismes	moléculaires	majeurs	 induits	par	 les	 sous-

unités	Gb/Gg	:	la	modulation	des	concentrations	de	calcium	cytosolique	et	la	signalisation	par	la	

phosphoinositide	3-kinase	(PI3K)	(Baljinnyam	et	al.,	2011;	Pfeil	et	al.,	2020;	New	et	al.,	2007;	

Sellers	et	al.,	2000).	L’effet	sur	la	concentration	en	calcium	est	lié	à	l'activation	des	PLCb	(Bonacci	

et	al.,	2005).	Concernant	PI3K,	les	sous-unités	Gb/Gg	se	lient	à	p110,	la	sous-unité	catalytique,et	

induisent	son	activation	(Leopoldt	et	al.,	1998).	L'activation	de	PI3K	induit	l'activation	de	l'AKT	

et	augmente	la	survie	cellulaire	(Sellers	et	al.,	2000).	Compte	tenu	de	l'importance	connue	des	

voies	PI3K/AKT	dans	le	mélanome,	sa	régulation	par	les	sous-unités	Gb/Gg	doit	être	davantage	

analysée.	La	signalisation	par	les	sous-unités	Gb/Gg	et	les	conséquences	cellulaires	potentielles	

sont	résumées	dans	la	Figure	28.	

	

Figure 28: Signalisation via Gb/Gg et conséquences celullaires. 
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l'activation	des	RCPGs	active	trois	types	de	protéines	:	les	protéines-G,	les	protéines	kinases	des	

RCPGs	(GRKs)	et	les	arrestines.	Les	GRKs	et	les	arrestines	sont	les	éléments	les	plus	importants	

impliqués	dans	 la	 fin	de	 l'activation	des	RCPGs.	Les	GRKs	phosphorylent	 le	récepteur	sur	ses	

résidus	C-terminaux,	ce	qui	empêche	l'activation	des	protéines-G	(Krupnick	et	al.,	1997).	Cette	

phosphorylation	recrute	les	arrestines,	b-arrestine	1	&	2,	qui	à	leur	tour	recrutent	la	clathrine	

entraînant	 l'internalisation	 du	 récepteur	 par	 des	 puits	 de	 clathrine	 (Gurevich	 and	 Gurevich,	

2015;	 Krupnick	 et	 al.,	 1997;	 Shenoy	 and	 Lefkowitz,	 2003).	 Selon	 l'affinité	 du	 complexe	

RCPG/arrestine,	les	récepteurs	peuvent	être	recyclés	ou	dégradés	dans	le	protéasome	(Oakley	

et	al.,	2000).	Dans	les	endosomes	précoces,	le	complexe	RCPG/arrestine	est	capable	de	former	

un	signalosome	en	recrutant	des	protéines	de	signalisation,	comme	les	membres	de	la	voie	MAPK	

(Miller	and	Lefkowitz,	2001;	Shenoy	and	Lefkowitz,	2003,	2005).	Plusieurs	voies	peuvent	être	

activées,	 telles	 que	 les	 voies	MAPK/ERK	 et	 Src	 (Luttrell	 et	 al.,	 1999;	 Zhai	 et	 al.,	 2005),	 AKT	

(Beaulieu	et	al.,	2005),	MAPK/JNK	(McDonald	et	al.,	2000),	MAPK/p38	(Luttrell	et	al.,	2001),	ou	

PDEs	(Perry	et	al.,	2002).	

La	signalisation	GRK-arrestine	a	été	peu	étudiée	dans	le	mélanome.	La	b-arrestin2	est	capable	

de	biaiser	la	signalisation	du	MC1R	en	favorisant	l'activation	de	la	voie	MAPK	vers	celle	de	la	

signalisation	dépendante	de	l'AMPc	(Abrisqueta	et	al.,	2013).	Un	transcrit	du	MC1R	(MC1R-203)	

favorise	 naturellement	 une	 telle	 signalisation	 biaisée	 vers	 la	 voie	 de	 signalisation	 MAPK	

(Martínez-Vicente	 et	 al.,	 2020).	 Des	 mutants	 des	 récepteurs	 métaboliques	 du	 glutamate	

(mGluR3G848E)	 peuvent	 favoriser	 une	 telle	 signalisation	 biaisée,	 caractérisée	 par	 une	

internalisation	prolongée	du	récepteur	(Abreu	et	al.,	2021).	Cette	mutation	est	retrouvée	dans	

de	rares	cas	de	mélanome	cutané	(<	1%)	(The	Cancer	Genome	Atlas	Network,	2015).	À	l'inverse,	

dans	le	mélanome	uvéal,	la	mutation	CYSLTR2L129Q	force	la	signalisation	via	Gaq/11	et	inhibela	

signalisation	viales	b-arrestins	(Ceraudo	et	al.,	2021).	La	signalisation	des	RCPG	est	certainement	

beaucoup	plus	complexe	que	celle	présentée	ici	et	résumée	en	Figure	29.	Leurs	interactions	avec	

les	GRK	et	les	arrestines	et	la	dynamique	de	leur	désensibilisation	ajoutent	un	autre	niveau	de	

complexité	qui	doit	être	étudié	à	l'avenir.		

	

Figure 29: Signalisation biaisée via les arrestines et conséquences cellulaires. 
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Figure 30: Voies de signalisation des RCPG selon lal protéine-G hétérotrimérique couplée.  

Chaque couleur correspond à une voie de signalisation, la voie Ga12/13 reprend une grande partie de la signalisation de la voie Ga12/13 à partir de l’activation de RhoA. Tous les récepteurs 
sont susceptibles d’activer les signalisation Gb/g et biaisée-arrestine vers les arrestines.
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III.Le	récepteur	au	peptide	relarguant	la	gastrine	(GRPR)	
	

1. Découverte	
	

De	la	peau	de	batraciens	du	genre	Bombina	bombina	a	été	identifié	un	peptide,	nommé	selon	le	

genre	des	grenouilles,	bombésine	(Erspamer	et	al.,	1970).	8	et	13	ans	plus	tard,	en	1979	et	1983	

deux	ligands	très	similaires	ont	été	successivement	isolés	respectivement	le	peptide	relarguant	

la	gastrine	(GRP)	dans	l’estomac	de	porc,	et	la	neuromédine	B	(NMB)	dans	la	moelle	épinière	de	

porc	(McDonald	et	al.,	1979;	Minamino	et	al.,	1983).	Le	rapprochement	entre	la	bombésine	et	les	

deux	 peptides	 a	 rapidement	 été	 fait,	 notamment	 par	 leur	 similarité	 de	 structures	 et	 d’effets	

biologiques	(McDonald	et	al.,	1979).	Les	tests	réalisés	sur	des	tissus	stimulés	avec	ces	peptides	

isolés	et	avec	des	antagonistes	nouvellement	synthétisés	ont	permis	d’identifier	deux	classes	de	

récepteurs	répondant	spécifiquement	aux	stimuli	(Jensen	and	Gardner,	1981;	Jensen	et	al.,	1978;	

Moody	 et	 al.,	 1992).	 Ces	 récepteurs	 seront	 finalement	 isolés	 et	 clonés	 en	 1990	 et	 1991	

permettant	d’identifier	respectivement	le	récepteur	au	peptide	relarguant	la	gastrine	(GRPR)	et	

le	récepteur	à	la	neuromédine	(NMBR)	(Spindel	et	al.,	1990;	Wada	et	al.,	1991).	Un	troisième	

récepteur,	orphelin	a	été	identifié	l’année	suivante	et	nommé	bombésine	de	sous-type	3	(BRS3)	

(Gorbulev	 et	 al.,	 1992).	 Un	 quatrième	 récepteur,	 BB4,	 a	 été	 identifié,	mais	 sa	 présence	 n’est	

avérée	 que	 dans	 les	 grenouilles	 (Nagalla	 et	 al.,	 1995).	 Depuis	 GRPR	 a	 été	 identifié	 dans	 de	

nombreuses	 espèces	 de	 vertébrés.	 Sa	 présence	 est	 détectée	 chez	 tous	 les	mammifères,	mais	

également	 chez	 des	 poissons	 comme	 le	 poisson-zèbre,	 des	 reptiles	 comme	 le	 lézard	 des	

murailles	des	oiseaux	comme	le	poulet.	GRPR	est	plutôt	conservé,	car	la	séquence	du	récepteur	

humain	possède	respectivement	68%,	74%,	81%	d’homologie	avec	 les	séquences	du	poisson	

zèbre,	du	lézard	des	murailles	et	du	poulet.	L’homologie	monte	à	90%	entre	Homme	et	souris.	

L’essentiel	des	régions	conservées	correspond	aux	domaines	transmembranaires.	

	

2. Structure	
GRPR	est	un	RCPG	de	classe	A	codé	par	le	gène	GRPR	qui	produit	qu’un	seul	transcrit.	La	protéine	

est	constituée	de	384	acides	aminés	(Figure	31).	Des	études	de	fixation	après	mutagenèse	ont	

identifié	 les	 acides	 aminés	 K101,	 Q121,	 F185,	 A198,	 P199,	 R288,	 S293,	 T297,	 A308	 comme	

impliqué	dans	la	liaison	avec	la	GRP,	car	leur	mutation	diminuait	l’affinité	de	cette	dernière	pour	

GRPR.	L’acide	Aspartique	98,	 toujours	par	 la	même	méthode	a	été	montré	comme	essentiel	à	

l’expression	de	GRPR	à	la	membrane	(Akeson	et	al.,	1997;	Carroll	et	al.,	2000;	Donohue	et	al.,	

1999;	Lin	et	al.,	2000;	Nakagawa	et	al.,	2005).		



	

	
	

96	

	

Figure	31:	Structure	de	GRPR	humain.	
	Les	Y	sont	les	sites	de	potentielles	glycosylations.	Les	acides	aminés	surlignés	en	rouge	sont	des	acides	aminés	identifiés	comme	
impactant	 la	 liaison	de	GRPR	avec	 la	GRP.	L’acide	aspartique	surligné	en	vert	est	 indispensable	à	 l’expression	du	récepteur.	Les	
résidus	en	noir	sont	acétylés.	

	

L’expression	du	récepteur	à	la	membrane	ne	se	fait	pas	à	l’aide	d’une	séquence	signal,	mais	à	

l’aide	 d’une	 séquence	 d’ancrage	 située	 à	 la	 partie	 C-terminale	 de	 la	 queue	 N-terminale	 du	

récepteur.	Le	récepteur	est	synthétisé	par	les	ribosomes	dans	le	cytosol.	Lorsque	la	séquence	

d’ancrage	est	synthétisée,	elle	est	reconnue	par	la	particule	de	reconnaissance	du	signal	(SRP)	

qui	 la	 lie	 et	provoque	 l’arrêt	de	 la	 synthèse	protéique.	Le	 complexe	ARNm/ribosome/SRP	va	

ensuite	se	fixer	sur	le	récepteur	au	SRP	à	la	membrane	du	réticulum	à	proximité	d’un	complexe	

translocon.	Le	ribosome	va	se	lier	à	ce	dernier,	la	queue	N-terminale	va	être	transloquée	à	travers	

la	membrane	et	se	retrouver	dans	la	lumière	du	réticulum.	Parallèlement	SRP	va	libérer	l’ARNm	

et	 la	synthèse	protéique	va	reprendre,	 le	 translocon	permettant	 la	mise	en	place	des	boucles	

intra-	et	extracellulaire	ainsi	que	celle	des	domaines	TM.	

	

3. Expression	de	GRPR	et	de	son	ligand	
GRPR	 est	 un	 récepteur	 peu	 exprimé	physiologiquement	 dans	 l’organisme.	 Son	 expression	 se	

retrouve	 principalement	 dans	 le	 pancréas	 et	 de	 façon	 moins	 importante	 dans	 le	 l’appareil	

digestif	 de	 l’œsophage	 au	 rectum.	 Son	 expression	 est	modérée	 dans	 le	 cerveau,	 GRPR	 étant	

Y

Y
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principalement	 exprimé	 au	 niveau	 du	 cortex	 cérébral,	 dans	 les	 régions	 olfactives,	 dans	

l’hippocampe	et	dans	l’amygdale.	Dans	les	tissus	sexués,	GRPR	est	exprimé	dans	l’épididyme	et	

dans	 le	 canal	 déférent	 chez	 l’homme	 et	 dans	 le	 sein	 et	 l’utérus	 chez	 la	 femme.	 Des	 cellules	

sanguines	comme	les	monocytes	expriment	également	GRPR	(Fagerberg	et	al.,	2014).	Le	niveau	

d’expression	dans	tous	les	tissus	est	résumé	dans	la	Figure	32.	Il	est	quand	même	intéressant	de	

noter	que	GRPR	est	exprimé	à	faible	niveau	dans	tous	les	tissus.	La	discrimination	exacte	des	

cellules	exprimant	le	récepteur	est	dure	à	faire	dû	au	manque	de	spécificité	des	anticorps.	Les	

études	 d’expression	 d’ARN	 dans	 les	 cellules	 uniques	 (single-cell	 RNAseq)	 sont	 également	

incapables	de	déterminer	l’expression	de	GRPR,	car	cette	technique	a	du	mal	à	capter	les	gènes	

peu	exprimés	et	ne	permet	pas	de	voir	tous	les	gènes	exprimés	dans	la	cellule,	mais	seulement	

les	 majoritaires.	 Néanmoins,	 des	 études	 menées	 notamment	 en	 utilisant	 la	 technique	 de	

RNAscope,	laissent	suggérer	que	cette	faible	expression	tissulaire	serait	due	à	une	expression	

dans	 des	 neurones.	 C’est	 notamment	 le	 cas	 dans	 la	 peau	 où	 GRPR	 n’est	 exprimé	

physiologiquement	que	dans	les	neurones	(Barry	et	al.,	2020).		

Aussi,	il	ne	faut	pas	nécessairement	négliger	les	organes	où	l’expression	est	faible,	car	les	RCPGs	

ne	 nécessitent	 pas	 une	 forte	 expression	 pour	 pouvoir	 exercer	 leurs	 actions.	 Les	 variations	

d’expression	de	GRPR	au	cours	du	développement	sont	peu	connues,	mais	il	a	été	montré	que	

GRPR	est	significativement	exprimé	dans	les	poumons	durant	le	développement	de	ceux-ci	in	

utéro	(Emanuel	et	al.,	1999;	Shan	et	al.,	2004).	L’expression	de	GRPR	est	aussi	dépendante	du	

niveau	 d’inflammation.	 Par	 exemple	 la	 stimulation	 de	 kératinocytes	 avec	 de	 l’IL-22	 induit	

l’expression	de	GRPR	dans	ces	cellules	(Lou	et	al.,	2017).		
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Figure	32:	Expression	de	GRPR	dans	le	corps	humain	

	

Le	 ligand	 de	 GRPR,	 la	 GRP	 est	 exprimée	 dans	 certains	 tissus	 spécifiques.	 La	 GRP	 est	

particulièrement	exprimée	dans	les	poumons	et	dans	le	thymus,	à	la	fois	chez	l’Homme	et	chez	

la	 souris.	 Le	 cerveau	 est	 aussi	 un	 organe	 où	 la	 GRP	 est	 particulièrement	 exprimée	 avec	 une	

spécificité	pour	l’hippocampe,	du	pont	et	la	médulla,	et	à	un	niveau	un	peu	moindre	du	cortex,	

de	l’hypothalamus	et	du	mésencéphale.	On	le	retrouve	également	exprimé	dans	l’estomac.	Dans	

les	tissus	sexués,	on	retrouve	dans	la	glande	mammaire	et	dans	les	testicules	une	expression	de	

GRP	(Fagerberg	et	al.,	2014,	Figure	32).L’expression	de	GRP	peut	être	induite	par	l’inflammation,	

par	exemple	via	l’IL-22	ou	via	des	signaux	de	dangers	(LPA,	Poly-IC)	(Lou	et	al.,	2017;	Viegas	et	

al.,	2017).	

Un	point	 intéressant	peut	être	 fait	sur	 les	organes	profonds	où	se	trouvent	 les	métastases	de	

mélanomes,	 organes	 exprimant	 la	 GRP	 (poumons,	 cerveaux),	 ou	 des	 organes	 dont	

l’environnement	proche	l’exprime	(la	vésicule	biliaire	dans	le	cas	des	métastases	hépatiques).	

Expression de GRPR

Expression de GRPR 
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Figure	33:	Expression	du	ligand	endogène	de	GRPR,	la	GRP	chez	l'Homme	et	la	souris	

	

La	GRP	 est	 synthétisée	 sous	 forme	de	 prépropeptide,	 la	 PréPro-GRP	 va	 être	 successivement	

clivée	en	pro-GRP,	après	clivage	du	peptide	signal,	puis	en	GRP1-27Gly	une	fois	sécrétée.	Cette	

dernière	 molécule	 est	 la	 première	 à	 montrer	 une	 activité	 vis-à-vis	 de	 GRPR.	 La	 glycine	 C-

terminale	va	être	perdue	par	réaction	d’amidation	pour	produire	la	GRP1-27.	Cette	dernière	sera	

clivée	une	dernière	fois	pour	donner	la	GRP18-27,	qui	est	la	forme	la	plus	affine	pour	GRPR	!Figure	

34).	La	GRP18-27	a	 été	 isolée	en	1984	 ,nommée	alors	neuromédine	C	 (Minamino	et	 al.,	 1984).	

L’affinité	de	la	GRP18-27	pour	GRPR	est	très	bonne,	de	l’ordre	de	0.5	à	1nM	(Narayan	et	al.,	1991).	

Il	est	intéressant	de	noter	que	malgré	sa	forme	plus	longue,	la	GRP1-27	garde	une	bonne	affinité	

pour	GRPR,	de	l’ordre	de	1nM	(Jensen	et	al.,	2008).	

	

	
Figure	34:	Schéma	de	la	production	de	GRP	à	partir	de	la	pré-pro	GRP	
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4. Signalisation	de	GRPR	
	

Le	récepteur	peut	induire	différentes	signalisations,	celles-ci	dépendant	du	contexte	cellulaire.	

Le	récepteur	a	historiquement	été	défini	comme	couplé	avec	la	famille	Gaq/11	(Rozengurt,	1998),	

mais	plus	récemment	un	couplage	avec	Ga12/13	a	également	été	démontré	(Patel	et	al.,	2014).	Si	

l’on	se	réfère	aux	résultats	plus	récents	de	Inoue	et	de	ses	collègues	qui	ont	testé	le	couplage	de	

nombreux	RCPGs	avec	les	différentes	familles	de	protéines-G,	on	ne	peut	seulement	exclure	un	

couplage	Ga15,	tous	les	autres	étant	théoriquement	possibles	(Inoue	et	al.,	2019,	Figure	35).	On	

peut	néanmoins	valider	Gaq/11	et	peut	être	Ga12/13	comme	couplages	principaux	(Inoue	et	al.,	

2019).	 Cette	 donnée	met	 en	 lumière	 l’importance	 de	 tester	 le	 couplage	 d’un	RCPG	dans	 son	

modèle	avant	de	l’étudier.	

	

Figure	35:	Valeur	du	couplage	de	GRPR	avec	les	différentes	familles	de	protéines-G.	
Mesuré	par	Inoue	(Inoue	et	al.	2019	dans	des	cellules	HEK.	La	valeur	de	logRAI	de	-1	est	considérée	comme	seuil	en	dessous	lequel	le	
couplage	est	considéré	comme	improbable.	Une	valeur	de	0	garantit	un	couplage	certain.	

	

L’analyse	de	la	littérature	permet	également	de	suggérer	que	GRPR	est	capable	d’induire	un	flux	

calcique	 (Squires	 et	 al.,	 1999),	 l’activation	 des	MAPK/	ERK	 (Chen	 and	Kroog,	2004;	Li	 et	 al.,	

2010b;	Thomas	et	al.,	2005),	MAPK/JNK	(Chan	and	Wong,	2005)et	MAPK/P38	(Czepielewski	et	

al.,	2012).	L’activation	de	YAP1	a	également	été	montrée	liée	à	l’expression	de	GRPR	(Yu	et	al.,	

2012a).	Une	activation	de	la	voie	PI3K/AKT	est	également	possible	(Clarimundo	et	al.,	2017;	Liu	

et	al.,	2007;	Pereira	et	al.,	2015).	L’activation	de	la	protéine	G	monomérique	RhoA	a	également	

été	suggérée	(Patel	et	al.,	2014).	Les	voies	de	signalisation	susceptibles	d’être	activées	par	GRPR	

sont	 résumées	 en	 Figure	 36.	 Ces	 données	 venant	 de	 la	 littérature	 ne	 sont	 pas	 forcément	

communes	à	tous	les	modèles	cellulaires	et	devront	donc	être	vérifiées.	Il	faut	noter	que	le	lien	

moléculaire	entre	la	signalisation	Gaq/11	et	YAP1	n’a	pas	été	fait	avec	GRPR,	mais	à	partir	cas	de	

mutations	GaqQ209L	dans	le	mélanome	uvéal	(Feng	et	al.,	2014).	
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Figure	36:	Signalisations	potentielles	de	GRPR.	

	A	noter	que	la	signalisation	Ga12/13-	RhoA	n’est	dessinée	sur	ce	schéma,	mais	elle	reprend	exactement	la	voie	Gaq	-Rho.	

	
	

5. Fonctions	physiologiques	
	

Plusieurs	fonctions	physiologiques	ont	été	identifiées	pour	GRPR.	

	

a. Sécrétions	hormonales	et	enzymatiques	
Le	premier	rôle	que	l’on	a	attribué	à	GRPR	est	un	rôle	dans	la	sécrétion	de	la	gastrine	au	niveau	

de	l’estomac	(McDonald	et	al.,	1979).	C’est	ce	rôle	particulier	qui	a	donné	son	nom	au	récepteur.	

La	stimulation	du	récepteur	se	fait	à	la	suite	de	la	prise	de	nourriture.	Elle	va	induire	la	sécrétion	

de	la	gastrine	par	les	cellules	G	de	l’antre	gastrique	qui	va	ensuite	favoriser	la	sécrétion	acide	

dans	l’estomac	(Hildebrand	et	al.,	2001;	Modlin	et	al.,	1981;	Schubert	et	al.,	1991).	Cet	effet	sur	

la	sécrétion	de	la	gastrine	est	également	observé	dans	le	cerveau	(Taché	et	al.,	1981).	Au	niveau	

de	l’estomac,	le	récepteur	a	également	été	impliqué	dans	la	sécrétion	de	somatostatine	par	les	

cellules	D	(Schubert	et	al.,	1991).	

Au	niveau	du	pancréas,	GRPR	a	un	rôle	dans	la	sécrétion	exocrine	des	enzymes	du	pancréas	en	

réponse	 au	 bol	 alimentaire	 (Niebergall-Roth	 and	 Singer,	 2001).	 L’usage	 de	 modèle	 murin	

invalidé	pour	GRPR	ont	montré	qu’il	régulait	la	sécrétion	pancréatique	d’insuline	(Persson	et	al.,	

2002).	Toujours	dans	le	pancréas,	l’activation	de	GRPR	régule	également	la	sécrétion	de	glucagon	

(Pettersson	and	Ahrén,	1987).	Ces	actions	qui	pourraient	sembler	antinomiques	–	le	glucagon	et	
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l’insuline	ayant	des	rôles	opposés	sur	l’absorption	du	glucose	–	sont	en	fait	réalisées	avec	une	

cinétique	différente.	La	sécrétion	de	glucagon	étant	rapide	et	intense	alors	que	celle	d’insuline	

est	plus	lente,	mais	soutenue	(Pettersson	and	Ahrén,	1987).	

Dans	 le	reste	du	tractus	digestif,	GRPR	a	également	été	associé	avec	 la	sécrétion	d’hormones	

(somatostatine,	CCK,	polypeptide	pancréatique,	entéroglucagon)	(Guilloteau	et	al.,	2006).		

	

b. Régulation	de	l’appétit	
Dans	des	modèles	murins,	l’invalidation	de	GRPR	ou	son	inhibition	a	été	associée	avec	une	levée	

de	la	sensation	de	satiété	(Ladenheim	et	al.,	1996).	Cette	perte	de	satiété	est	associée	sur	des	

temps	longs	à	une	légère	augmentation	du	poids	de	souris	invalidées	pour	GRPR	(Ladenheim	et	

al.,	 2002).	 Néanmoins,	 la	 relative	 faiblesse	 de	 l’effet	 suggère	 que	 le	 rôle	 de	 GRPR	 n’est	 pas	

prépondérant	dans	la	satiété.		

	

c. Immunologie	et	inflammation	
Le	rôle	de	GRPR	dans	l’activation	et	la	migration	des	cellules	immunitaires	n’a	pas	été	largement	

étudié.	On	peut	néanmoins	citer	d’anciennes	études	montrant	que	l’activation	du	récepteur	attire	

les	 cellules	 immunitaires,	 principalement	 des	 monocytes/macrophages	 sur	 des	 sites	

d’expression,	en	l’occurrence	tumoraux	(Del	Rio	and	De	la	Fuente,	1994;	Ruff	et	al.,	1985).	GRPR	

a	 également	 été	 associé	 avec	 la	 prolifération	 de	 lymphocytes	 (Del	 Rio	 et	 al.,	 1994)	 et	 la	

stimulation	de	leucocytes	cytotoxiques	(De	la	Fuente	et	al.,	1993).	

L’activation	de	GRPR	a	également	un	rôle	dans	la	pathogenèse	de	l’arthrose.	La	sécrétion	de	GRP	

peut	attirer	des	neutrophiles	sur	les	sites	inflammatoires	(Czepielewski	et	al.,	2012).	De	plus,	les	

synoviocytes	–	des	cellules	 fibroblaste-like	 jouant	un	rôle	délétère	dans	 le	développement	de	

l’arthrose	–	sont	activés	par	la	fixation	de	GRP	sur	GRPR.	Cette	activation	induit	l’invasion	de	ces	

cellules	dans	l’articulation	ce	qui	participe	à	la	destruction	de	cette	dernière	(Clarimundo	et	al.,	

2017).	 L’inhibition	 de	 GRPR	 par	 un	 inhibiteur	 comme	 le	 RC-3095	 réduit	 la	 progression	 de	

l’arthrose	(Oliveira	et	al.,	2011).	L’usage	d’antagoniste	de	GRPR	réduit	aussi	l’inflammation	et	

donc	les	conséquences	délétères	de	l’ischémie	hépatique	dans	des	modèles	murins	(Guo	et	al.,	

2019).	

	

d. Reproduction	
GRPR	a	été	associé	à	des	fonctions	reproductives	chez	les	mâles.	Un	système	vestigial	présent	

chez	les	souris	mâles	et	femelles	au	niveau	de	la	moelle	épinière	lombaire	supérieure	contient	

des	neurones	qui	projettent	des	axones	sécrétant	de	la	GRP	vers	les	régions	lombaires	basses.	La	
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stimulation	 pharmacologique	 de	 ces	 neurones	 induit	 l’érection	 du	 pénis	 des	 souris	 et	

l’éjaculation	 (Sakamoto	 et	 al.,	 2008).	 L’expression	 de	 GRP	 dans	 ces	 neurones	 est	 liée	 à	 la	

sécrétion	 d’androgènes,	 car	 la	 castration	 diminue	 l’expression	 de	 la	 GRP	 (Sakamoto	 et	 al.,	

2009a).	Le	stress	semble	aussi	diminuer	la	sécrétion	de	GRP	(Sakamoto	et	al.,	2009b).	

	

e. Démangeaison	et	le	prurit	
L’un	des	domaines	dans	lequel	la	recherche	sur	GRPR	est	la	plus	active	actuellement	est	l’étude	

de	son	rôle	dans	la	démangeaison.	L’ablation	des	neurones	exprimant	GRPR	de	la	moelle	épinière	

induit	la	perte	de	démangeaison	après	la	stimulation	par	des	molécules	pruritogènes	(Sun	et	al.,	

2009).	 A	 l’inverse,	 l’inhibition	 optogénétique	 des	 neurones	GABAergiques	 inhibiteurs	 de	 ces	

neurones	GRPR	positif	induit	la	démangeaison	des	souris	(Bardoni	et	al.,	2019).	Il	a	été	montré	

que	 certains	 des	 neurones	 qui	 innervaient	 la	 peau	 étaient	 des	 neurones	 GRP	 positifs	 dont	

l’activation	optogénétique	induisait	la	démangeaison.	Ces	neurones	vont	stimuler	les	neurones	

GRPR	positif	de	la	moelle	épinière.	Cette	activation	de	GRPR	dans	la	moelle	épinière,	importante	

pour	la	démangeaison,	a	été	validée	par	l’injection	de	GRP	directement	dans	la	thèque	de	souris.	

Il	résultait	de	ces	injections	une	intense	démangeaison	des	souris.	Les	mécanismes	cellulaires	

mis	 en	 jeu	 pour	 cette	 démangeaison	 impliquent	 la	 voie	 PI3K/AKT	 (Pereira	 et	 al.,	 2015).	 Ces	

mécanismes	 de	 démangeaison	 sont	 particulièrement	 mis	 en	 jeu	 dans	 le	 prurit	 de	 patients	

atteints	de	dermatite	atopique	(Lou	et	al.,	2017).	

	

6. Rôle	de	GRPR	dans	le	cancer	
L’étude	de	l’expression	de	GRPR	dans	de	nombreux	cancers	a	mis	en	évidence	une	surexpression	

dans	de	très	nombreux	cas	tels	que	le	neuroblastome,	le	cancer	du	poumon,	le	cancer	du	sein,	le	

cancer	du	pancréas,	le	cancer	colorectal	ou	par	exemple	le	cancer	de	la	prostate	(Cornelio	et	al.,	

2007).	 L’étude	 du	 rôle	 de	 GRPR	 dans	 ces	 cancers	 a	 majoritairement	 été	 menée	 in	 vitro	

accompagnée	d’études	à	partir	de	greffes	de	cellules	dans	des	souris	et	montre	un	rôle	en	faveur	

de	 la	 croissance	 et	 de	 l’invasion	 cellulaires.	 GRPR	 n’a	 pas	 été	 étudié	 dans	 des	 modèles	

transgéniques	en	cancérologie.	Les	effets	retrouvés	dans	les	cancers	les	plus	étudiés	vont	être	

détaillés	ci-dessous.	

	

a. Cancer	du	poumon	

Des	 analyses	 de	 carcinomes	 ont	montré	 une	 présence	 de	 GRPR	 dans	 62,5%	 des	 cancers	 du	

poumon	non	à	petites	cellules	et	dans	52%	des	cas	de	cancer	du	poumon	à	petites	cellules	(Mattei	

et	al.,	2014).	L’expression	est	augmentée	dans	les	carcinomes	non	à	petites	cellules	de	stades	
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avancés	(Mattei	et	al.,	2014).	In	vitro,	l’activation	de	GRPR	induit	la	migration	cellulaire	(Jaeger	

et	al.,	2017).	L’inhibition	de	GRPR	induit	une	diminution	de	la	croissance	cellulaire.	Cet	effet	est	

retrouvé	 in	 vivo	 dans	 des	 xénogreffes	 de	 cellules	 de	 cancer	 du	 poumon	 traitées	 par	 un	

antagoniste	de	GRPR	(Moody	et	al.,	2003).	Une	des	hypothèses	expliquant	cet	effet	tiendrait	de	

la	transactivation	du	récepteur	à	l’EGFR	et	du	récepteur	HER2	(Moody	et	al.,	2017).	Des	essais	

cliniques	utilisant	des	anticorps	ciblant	GRPR	ont	été	réalisés,	mais	n’ont	pas	montré	d’effet	sur	

la	 croissance	 tumorale	 (Kelley	 et	 al.,	 1997).	 En	 revanche,	 l’usage	 de	 GRPR	 pour	 rediriger	 le	

système	immunitaire	vers	 la	 tumeur	a	été	 fait	 à	 l’aide	d’un	antagoniste	de	GRPR	couplé	à	un	

anticorps	monoclonal	 liant	 le	 CD3.	 Une	 réduction	 de	 la	 croissance	 de	 l’ordre	 de	 40%	 a	 été	

montrée	in	vivo	(Zhou	et	al.,	2006).	De	façon	intéressante,	l’expression	de	GRPR	semble	liée	à	

l’historique	du	patient	en	matière	de	tabagisme	(Shriver	et	al.,	2000)	

	

b. Cancer	du	sein	
Dans	le	cancer	du	sein,	GRPR	a	été	retrouvé	surexprimé	dans	75%	des	cas	(Morgat	et	al.,	2017).	

Comme	dans	le	cadre	du	cancer	du	poumon,	l’activation	de	GRPR	a	été	reliée	à	l’induction	de	la	

migration	cellulaire	(Chao	et	al.,	2009).	In	vivo	et	in	vitro	le	traitement	de	cellules	de	cancer	du	

sein	par	des	inhibiteurs	de	GRPR	induit	une	diminution	de	la	croissance	(Yano	et	al.,	1992,	1994).	

De	façon	intéressante,	l’expression	de	GRPR	a	été	liée	à	l’expression	du	récepteur	aux	estrogènes	

(ER)	(Morgat	et	al.,	2017).	GRPR	est	 fortement	exprimé	dans	83.2%	des	tumeurs	ER	positive	

mais	seulement	dans	12%	des	tumeurs	ER-négatives	(Morgat	et	al.,	2017).	L’expression	élevée	

de	GRPR	est	inversement	corrélée	avec	la	formation	des	métastases	du	cancer	du	sein	(Morgat	

et	 al.,	 2017).	 Ce	 cancer	 est	 actuellement	 particulièrement	 étudié	 pour	 le	 développement	

d’approche	théranostique	–	une	approche	qui	permet	de	diagnostiquer	et	de	soigner	le	patient	

en	même	temps	–	utilisant	GRPR	comme	agent	ciblant.	La	combinaison	d’un	ligand	de	GRPR	avec	

un	dérivé	d’anthracycline	a	permis	de	réduire	la	croissance	tumorale	in	vivo	(Engel	et	al.,	2005).	

D’autres	 approches	 utilisant	 des	 radionucléides	 ont	 permis	 de	 localiser	 les	 tumeurs	 et	

métastases	de	patients	atteints	de	cancer	du	sein	(Zhang	et	al.,	2018).	

	

c. Cancer	de	la	prostate	
GRPR	est	exprimé	dans	environ	3	cancers	de	la	prostate	sur	4	(Körner	et	al.,	2014).	Son	activation	

a	été	associée	à	l’induction	de	l’EMT	(Elshafae	et	al.,	2016).	GRPR	induit	également	la	croissance	

des	cellules	de	carcinome	et	d’adénome	de	la	prostate	ainsi	que	l’invasion	et	la	motilité	cellulaire	

(Elshafae	et	al.,	2016;	Patel	et	al.,	2007;	Aprikian	et	al.,	1997;	Elshafae	et	al.,	2016).	L’activation	

de	 GRPR	 sur	 les	 cellules	 de	 carcinomes	 prostatiques	 va	 induire	 la	 sécrétion	 par	 celles-ci	 de	
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facteurs	pro-angiogéniques	(Levine	et	al.,	2003).	In	vivo,	l’inhibition	de	l’activité	de	GRPR	dans	

des	cellules	de	prostate	PC-3	exprimant	GRPR	réduit	la	croissance	tumorale	(Pinski	et	al.,	1993).	

	

d. Mélanome	
Une	étude	a	montré	l’expression	de	GRPR	dans	82%	des	mélanomes	(Marrone	et	al.,	2013).	Une	

équipe	 a	 également	 vacciné	 des	 souris	 contre	 la	 GRP	 par	 le	 biais	 d’un	 vaccin	 à	 ADN.	 Cette	

vaccination	a	réduit	la	croissance	de	cellules	de	mélanome	B16F10	ainsi	que	l’angiogenèse	au	

niveau	du	site	tumoral	(Fang	et	al.,	2009).	Ce	vaccin	a	également	réduit	l’invasion	des	poumons	

après	injection	des	cellules	dans	la	veine	de	la	queue	de	souris	C57BL/6	(Fang	et	al.,	2009).		
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Objectif	de	la	thèse	
	
	

Le	mélanome	est	un	 cancer	 cutané	agressif	qui	malgré	une	prévalence	bien	moindre	que	 les	

carcinomes	 est	 responsable	 de	 la	 majorité	 des	 décès	 de	 cancers	 de	 la	 peau.	 Les	 nouvelles	

thérapies	 apportées	 dans	 le	 courant	 des	 années	 2010	 ont	 montré	 leurs	 limites,	 échouant	 à	

obtenir	une	réponse	objective	chez	tous	les	patients	et	n’empêchant	que	partiellement	la	rechute	

chez	les	répondeurs.	Pour	ces	nombreux	patients	en	détresse	thérapeutique,	de	nouvelles	voies	

thérapeutiques	doivent	être	développées.	Elles	passent	par	une	meilleure	caractérisation	des	

processus	cellulaires	et	moléculaires	mis	en	jeu	lors	de	la	mélanomagenèse	et	notamment	dans	

une	meilleure	connaissance	de	la	cascade	métastatique.	

	

Au	 cours	 de	ma	 thèse,	 je	me	 suis	 intéressé	 principalement	 à	 évaluer	 le	 rôle	 d’une	 protéine	

d’adhérence	 cellulaire,	 la	 E-cadhérine	 dans	 la	 mélanomagenèse.	 La	 E-cadhérine	 régule	

l'homéostasie	des	mélanocytes	dans	la	peau,	elle	est	la	molécule	d'adhésion	cellulaire	principale	

contrôlant	 les	 interactions	 mélanocytes-kératinocytes.	 Le	 gène	 codant	 pour	 la	 E-cadhérine,	

CDH1,	est	considéré	comme	un	gène	suppresseur	de	tumeurs	dans	de	nombreux	carcinomes	et	

sa	 perte	 favorise	 la	 progression	 tumorale.	 Dans	 le	 mélanome,	 très	 peu	 d’études	 ont	 évalué	

l’importance	de	la	E-cadhérine	dans	l’initiation	et	la	progression	tumorale.	Seules	des	analyses	

de	corrélation	proposent	qu’une	expression	de	la	E-cadhérne	est	diminuée	dans	les	mélanomes	

métastatiques.	De	par	son	rôle	essentiel	dans	l’homéostase	du	mélanocyte	et	dans	la	signature	

EMT	 liée	 à	 la	 progression	 tumorale,	 il	 nous	 a	 paru	 essentiel	 d’évaluer	 la	 fonction	 de	 la	 E-

cadhérine,	ou	plus	exactement	de	sa	perte,	dans	le	mélanome.		

	

L’expression	 de	 la	 E-cadhérine	 est	 perdue	 au	 fur	 et	 à	 mesure	 des	 passages	 en	 culture	 des	

mélanocytes,	l’étude	de	la	perte	de	E-cadhérine	ne	nous	semblait	pas	pertinente	d’être	réalisée	

in	 vitro,	 sachant	 que	 son	 expression	 pouvait	 être	 réprimée	 dans	 des	 lignées	 de	 mélanome	

uniquement	 par	 des	 conditions	 de	 culture	 et	 non	 par	 des	 processus	 oncogéniques.	 En	

conséquence,	nous	avons	abordé	cette	problématique	in	vivo	et	avons	généré	un	nouveau	modèle	

murin	 génétiquement	 modifié	 pour	 évaluer	 l’importance	 de	 la	 E-cadhérine	 dans	 toutes	 les	

étapes	de	la	mélanomagenèse.	Au	cours	de	cette	étude,	nous	avons	mis	en	évidence	que	la	perte	

de	 la	 E-cadhérine	 n’influençait	 pas	 l’initiation	 du	 mélanome,	 mais	 favorisait	 de	 manière	

importante	la	formation	des	métastases.		
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Des	 analyses	 transcriptomiques	 ont	 montré	 qu’un	 récepteur	 couplé	 aux	 protéines-G,	 GRPR,	

montrait	 une	 expression	 très	 importante	 uniquement	 dans	 les	 mélanomes	 déficients	 en	 E-

cadhérine.	A	partir	de	ces	données,	nos	objectifs	étaient	doubles	:	1-	valider	l’expression	de	GRPR	

dans	 les	métastases	de	mélanomes	chez	l’humain	et	2-	établir	une	preuve	de	concept	pour	 le	

ciblage	de	GRPR	dans	les	métastases.		
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Résultats	
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J.H.	Raymond1,2,3,	M.	Pouteaux1,2,3,	V.	Petit1,2,3,	Z.	Aktary1,2,3,	F.	Luciani1,2,3,	M.	Wehbe1,2,3,	

F.	Mahuteau-Betzer4,	B.	Vergier5,	L.	Larue1,2,3,	V.	Delmas1,2,3	
	

(1)	 Institut	 Curie,	 PSL	 Research	 University,	 INSERM	 U1021,	 Normal	 and	 Pathological	 Development	 of	
Melanocytes,	Orsay,	France,	(2)	Univ	Paris-Saclay,	CNRS	UMR	3347,	Orsay,	France,	(3)	Equipe	Labellisée	Ligue	
Contre	le	Cancer	(4)	UMR9187,	CNRS,	INSERM,	Institut	Curie,	PSL	Research	University,	Université	Paris-Saclay,	
F-91405,	Orsay,	France.	(5)	Department	of	Pathology,	University	Hospital	of	Bordeaux,	Pessac,	France.	
	
	

Abstract	

	
While	 tremendous	 progress	 has	 been	 made	 in	 the	 understanding	 of	 the	

mechanisms	 leading	 to	 cancers,	 the	 understanding	 of	 the	 mechanisms	 governing	 the	

formation	 of	 metastases	 remains	 poorly	 understood.	 E-cadherin	 (Ecad)	 is	 a	 cell-cell	

adhesion	molecule	essential	for	the	homeostasis	of	epithelial	cells	and	melanocytes	in	the	

skin.	A	large	number	of	studies	have	established	that	CDH1	(encoding	for	Ecad)	is	a	tumor	

suppressor	gene	in	carcinomas.	However,	in	melanoma,	only	correlative	studies	link	its	

reduced	expression	to	metastatic	potential.	Here,	using	a	novel	mouse	model	expressing	

the	oncogenic	form	NRASQ61K	in	melanocyte,	we	show	that	the	conditional	deletion	of	

Cdh1	 does	 not	 influence	 melanoma	 initiation	 but	 dramatically	 promotes	 metastases.	

Interestingly,	 loss	 of	 Cdh1	 induces	 intensely	 the	 expression	 of	 the	 Gastrin-releasing	

peptide	receptor	(Grpr).	GRPR,	which	belongs	to	the	G	protein-coupled	receptor	family,	is	

overexpressed	 in	 several	 types	 of	 cancers,	 including	 carcinomas.	 In	 humans,	 we	 have	

shown	an	anti-correlation	of	expression	between	CDH1	and	GRPR	in	several	carcinomas	

and	 in	melanomas.	From	a	 functional	point	of	 view,	we	have	 shown	 in	 vitro	 that	Grpr	

expression	 promotes	 crucial	 cellular	 processes	 required	 for	 metastasis,	 such	 as	 cell	

growth,	clonogenicity,	migration	and	invasion.	In	vivo,	overexpression	of	GRPR	in	mouse	

or	human	melanoma	cells	induces	metastasis	after	allograft	and	xenograft,	respectively.	

Metastasis	of	cells	overexpressing	GRPR	is	strongly	affected	in	the	presence	of	the	GRPR	

antagonist	RC-3095.	GRPR	signals	through	Gaq	leading	to	activation	of	YAP1	signaling,	

which	explains	 the	molecular	and	cellular	 characteristics	of	melanoma	expressing	 this	

receptor.	 This	 study	 highlights	 the	 importance	 of	 the	 Ecad-GRPR	 axis	 in	 melanoma	

metastases	and	provides	proof-of-concept	that	GRPR	is	a	therapeutic	target	for	metastatic	

melanoma.		
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Introduction	

	

Recent	 therapeutic	 advances	 have	 made	 it	 possible	 to	 combat	 metastases,	 but	

several	 major	 problems	 remain.	 In	 addition	 to	 non-responsive	 patients	 or	

innate/acquired	resistance	to	therapies,	prevention	of	metastasis	is	still	very	limited.	The	

metastatic	process	is	complex,	requiring	multiple	steps	such	as	escape	of	cells	from	the	

primary	tumor,	survival	in	the	bloodstream	or	lymphatic	circulation,	proliferation,	and	

adaptation	of	cells	to	new	environments	that	are	not	always	favorable.	Unfortunately,	the	

identification	of	 the	probably	numerous	drivers	of	 the	metastatic	processes	capable	of	

orchestrating	all	 the	steps	 leading	 to	the	 colonization	of	distant	organs	by	 tumor	cells	

remains	 limited.	 Cutaneous	 melanoma	 is	 an	 aggressive	 cancer	 with	 high	 metastatic	

potential	that	results	in	the	death	of	half	of	the	patients	despite	new	therapies	(Carlino	et	

al.,	2021;	Luke	et	al.,	2017).	Melanoma	is	very	heterogeneous	among	patients	and	in	the	

tumor	 itself,	 it	 develops	 through	 the	 acquisition	 of	 genetic	 and	 epigenetic	 changes	 of	

oncogenes	 and	 tumor	 suppressors,	 without	 forgetting	 the	 particular	 process	 of	 the	

phenotypic	 switch.	However,	 the	metastatic	 pathways	 are	 partially	 identified,	 as	most	

mechanistic	studies	are	performed	with	cell	cultures	(Rebecca	et	al.,	2020).	The	incidence	

of	 metastatic	 melanoma	 continues	 to	 increase	 with	 each	 decade	 and	 new	 treatment	

options	must	be	developed	to	combat	the	progression	of	the	disease.	

The	first	step	in	tumor	progression	is	the	loss	of	cell-cell	interactions	and	matrix	

adhesion.	 The	 cell-cell	 adhesion	 molecule,	 E-cadherin	 (E-cad),	 regulates	 melanocyte	

homeostasis	 in	 the	 skin	 and	 is	 the	 primary	 adhesion	molecule	mediating	melanocyte-

keratinocyte	interactions	(Delmas	and	Larue,	2019;	Wagner	et	al.,	2015).	Loss	of	Ecad	is	

the	key	protein	of	epithelial	mesenchymal	transition	(EMT)	and	loss	or	reduction	of	Ecad	

is	a	hallmark	of	carcinomas	(Kaszak	et	al.,	2020;	Larue	and	Bellacosa,	2005;	Mendonsa	et	

al.,	 2018).	 E-cad	 is	 considered	 a	 suppressor	 gene	 in	 many	 carcinomas	 and	 its	 loss	

promotes	carcinoma	progression.	In	melanoma,	the	role	of	Ecad	is	not	clearly	proven	in	

the	metastatic	process.	However,	its	loss	is	observed	in	40%	of	primary	melanoma	and	is	

correlated	with	metastasis	(Danen	et	al.,	1996;	Pećina-Slaus	et	al.,	2007;	Tucci	et	al.,	2007;	

Venza	et	al.,	2016).	At	this	point,	the	function	of	Ecad	during	melanomagenesis	relies	on	

correlative	studies.	Surprisingly,	how	the	loss	of	E-cad	can	affect	the	signaling	network	

and	cellular	properties	in	melanoma	has	never	really	been	addressed.		

Here,	we	show	that	loss	of	Ecad	in	melanocytes	does	not	impact	tumor	initiation	
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but	promotes	tumor	progression,	in	particular	metastases.	We	identified	an	increase	in	

the	level	of	the	Gastrin	releasing	peptide	receptor	(Grpr)	in	melanoma	lacking	Ecad.	This	

seven	transmembrane	receptor	is	coupled	to	Gaq	and,	upon	ligand	induction	with	GRP	

ligand,	stimulation	of	YAP1	signaling	is	observed.	GRPR	acts	as	a	driver	of	the	metastatic	

process,	being	able	 to	 confer	 to	melanoma	cells	 a	new	capacity	 for	growth,	migration,	

invasion	 and	 colonization	 of	 organs,	 all	 of	which	 are	 abolished	 in	 the	 presence	 of	 the	

RC3095	antagonist.	
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Results	

	

	

Loss	 of	 E-cadherin	does	not	 affect	melanoma	 initiation	but	 increases	metastatic	

potential.	

To	decipher	the	role	of	E-cadherin	 in	melanomagenesis	we	established	a	mouse	

model	with	a	 conditional	deletion	of	Cdh1	 in	melanocytes	 (Tyr::CreA/°;	Cdh1F/F).	Even	

after	2	years,	no	melanoma	developed,	showing	that	loss	of	Cdh1	alone	is	insufficient	to	

induce	 melanoma	 formation.	 Analysis	 of	 the	 TCGA	 database	 revealed	 that	 CDH1	

expression	 is	 lower	when	associated	with	an	NRAS	 rather	 than	BRAF	mutation	with	a	

median	of	17	TPM	versus	46	TPM	(p=0.0344).	To	initiate	melanoma,	we	therefore	crossed	

the	 Tyr::CreA/°;	 Cdh1F/F	 mice	 to	 the	 well-characterized	 Tyr::NRASQ61K/°;	 Cdkn2a+/-	

melanoma	model	(Ackermann	et	al.,	2005).	The	Tyr::NRASQ61K/°;	Cdkn2a+/-;	°/°;	Cdh1F/F	

(called	Ecad	from	hereon)	and	Tyr::NRASQ61K/°;	Cdkn2a+/-;	Tyr::CreA/°;	Cdh1F/F	(called	

∆Ecad	from	hereon)	mice	were	followed	for	melanoma	development.	The	loss	of	Cdh1	did	

not	modify	the	time	of	the	apparition	of	the	primary	melanoma	(Figure	1A).	The	median	

of	onset	(Supplementary	Figure	1A)	and	the	frequency	of	the	apparition	(Supplementary	

Figure	1B)	are	similar	between	Ecad	and	∆Ecad	mice.	No	differences	were	observed	when	

comparing	mice	by	Ecad	status	and	gender	(Supplementary	Figure	1C-F).	However,	the	

incidence	of	lung	melanoma	metastasis	was	significantly	higher	with	loss	of	Cdh1,	with	

18%	 and	 49%	 in	 Ecad	 and	 ∆Ecad	 mice,	 respectively	 (Figure	 1D).	 The	 number	 of	

metastases	per	lung	was	also	approximately	7	times	higher	in	the	∆Ecad	group	compared	

with	the	Ecad	group	(Figure	1E).	Analysis	of	metastasis	occurrence	by	gender	revealed	

that	 the	 frequency	of	 lung	metastasis	was	32%	and	62%	for	∆Ecad	males	and	females,	

respectively	(Figure	1F).	In	∆Ecad	mice,	the	number	of	lung	metastases	was	significantly	

higher	 in	 females	 than	 in	 males,	 2401	 and	 579	 respectively	 (Figure	 1G).	 Both	

micrometastasis	 and	macrometastasis	were	 increased	 in	 female	 ∆Ecad	 than	 in	males	

(Figure	1H-I).		

	

Loss	of	E-cadherin	up-regulates	GRPR	expression		

To	characterize	the	consequences	of	Ecad	loss,	tumor	RNA-seq	was	performed	with	eight	

samples	per	genotype	and	sex.	The	analysis	revealed	that	the	Gastrin	releasing	peptide	

receptor,	Grpr,	was	dramatically	up-regulated	in	the	∆Ecad	female	melanoma	compared	

to	all	other	genotype	including	∆Ecad	male	(Figure	2A).	No	other	striking	difference	(up	
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or	down)	with	p-value	<	0.05	was	observed	comparing	male	and	female	and	Ecad	versus	

∆Ecad	melanoma.	These	results	were	confirmed	by	quantitative	PCR,	Grpr	being	highly	

expressed	only	in	∆Ecad	female	tumors	(Figure	2B).	Grpr	expression	is	not	dependent	of	

the	 Tyr::Cre	 line	 used	 since	 Grpr	 was	 expressed	 in	 the	 Tyr::NRASQ61K;	 Cdkn2a+/-;	

Tyr::CreB;	Cdh1F/F	female	melanomas.	 In	addition,	Tyr::CreA	expression	did	not	 induce	

Grpr	expression	in	other	genetically	engineered	mouse	like	the	Tyr::NRASQ61K;	Tyr::CreA;	

PtenF/F	mouse	(Figure	2C).		

	 We	next	analyzed	the	TCGA	database	and	compared	the	overall	survival	and	the	

progression-free	 survival	 of	 patients	 with	 a	 melanoma	 expressing	 GRPR	 (>1TPM)	

compared	to	melanoma	not	expressing	GRPR	(≤1TPM).	Results	showed	that	GRPR	could	

impact	women	overall	surviving	(p=0.076)	and	particularly	the	progression-free	survival	

(p=0.018)	confirming	a	role	of	Grpr	 in	disease	progression	in	women	(Figure	2E,G).	No	

effect	was	observed	when	considering	the	whole	population	(Figure	2D,F).	Moreover,	the	

analysis	of	tumor	transcriptomic	data	showed	that	GRPR	expression	correlated	with	an	

invasive	phenotype	(r=0.45)	(Figure	2H-I)	and	GRPR	expression	was	highly	enriched	in	

tumors	with	 low	CDH1	 expression	 (p=0.002)	 (Figure	2I).	Out	of	 the	strong	correlation	

with	 the	 invasive	 phenotype,	 GRPR	 expressing	 melanomas	 are	 clustered	 with	 the	

neuronal	crest	cells	(NCSC)	like	phenotype	(r=0.25)	and	inversely	with	the	pigmentation	

phenotype	(r=	-0.21)	(Figure	2I).	The	clustering	in	NCSC	is	not	too	surprising	since	GRPR	

is	expressed	in	neurons	where	it	regulates	itch	in	the	skin	(Chen,	2021).	This	may	reflect	

the	 common	 origin	 and	 plasticity	 of	 neural	 crest-derivatived	 cells,	 which	 is	 observed	

during	embryonic	development	and	may	occur	during	oncogenesis.	

	 GRPR	 expression	was	 evaluated	 in	 lung	melanoma	metastasis	 from	patients	 by	

immunohistochemistry	(Figure	2J-K).	74%	of	the	lung	metastases	were	expressing	GRPR,	

with	the	most	frequent	profile	being	Ecadneg	/	GRPRpos	(Figure	2L).	This	indicates	that	

mouse	model	developed	here	was	pertinent	and	reflects	the	human	pathology.	The	lung	

melanoma	samples	were	 from	male	or	 female	patients	with	NRAS	or	BRAF	mutations,	

suggesting	that	GRPR	expression	can	be	induced	in	the	lung	under	different	circumstances	

(Figure	2M).	

	 The	anticorrelation	between	CDH1	and	GRPR	was	assessed	in	carcinoma	as	well	as	

melanoma	 using	 the	 TCGA	 database.	 Clear	 anticorrelation	 was	 visible	 in	 melanoma	

(SKCM)	 and	 in	 carcinoma	 as	 breast	 cancer	 (BRCA),	 kidney	 cancer	 (KIRC),	 lung	 cancer	
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(LUSC)	and	stomach	cancer	(STAD)	indicating	that	the	regulation	of	GRPR	expression	by	

Ecad	could	be	common	to	many	cancers	(Figure	2N).	

	

GRPR	 expression	 promotes	 cellular	 mechanisms	 essential	 for	 melanoma	

progression		

To	assess	whether	the	mechanism	leading	to	lung	colonization	by	∆Ecad	melanoma	

cells	 was	 cell-autonomous	 or	 due	 to	 only	 cell	 adhesion	 defects	 related	 to	 Ecad	 loss,	

primary	tumors	were	dissociated	and	cells	were	injected	into	the	tail	vein	of	C57BL6/J	

mice.	∆Ecad	female	melanoma	cells	were	able	to	colonize	lungs	within	30	days	in	contrast	

to	 Ecad	 melanoma	 cells	 (Supplementary	 Figure	 3A).	 Thus,	 ∆Ecad	 melanoma	 cells	

expressing	GRPR	were	able	to	colonize	the	lungs	very	efficiently	and	adapted	immediately	

to	the	lung	environment.	We	established	melanoma	cell	lines	in	culture	from	the	mouse	

primary	melanoma	 tumors	 (described	 in	Table	1).	We	noticed	 that	 tumor	growth	 into	

C57BL/6J	mouse	was	significantly	more	efficient	for	∆Ecad	female	tumors	compared	to	

Ecad	 tumors	 (Supplementary	 Figure	 3B).	 Thus,	 efficient	 lung	 colonization	 and	 rapid	

growth	 after	 grafting	 support	 the	 aggressiveness	 of	 ∆Ecad	 female	melanomas.	 As	 the	

GRPR	endogenous	 ligand,	GRP,	was	particularly	expressed	 in	the	 lungs	of	humans	and	

rodents,	GRP	could	favor	colonization	of	melanoma	cells	expressing	GRPR	in	the	lung.	We	

next	evaluated	the	effect	of	GRP	stimulation	on	GRPR	for	fundamental	cellular	processes	

required	for	the	metastatic	pathway.		

	 After	 the	 establishment	 in	 culture,	 only	 the	 ∆Ecad	 female	 melanoma	 cell	 lines	

expressed	 GRPR	 among	 all	 established	 melanoma	 cells,	 in	 agreement	 with	 gene	

expression	observed	in	mouse	primary	melanomas	(to	show	or	to	refer	to	table	1).	GRP	

stimulation	induced	cell	growth	of	mouse	(1057)	and	human	(MDA-MB-435S)	melanoma	

cell	lines	expressing	GRPR	(GRPRpos)	(Figure	3A,B).	Co-treatment	of	these	cells	with	the	

agonist	GRP	and	antagonist	RC-3095	(RC)	blocked	the	GRP-induced	growth	(Figure	3A,B).	

Note	that	RC	is	a	partial	agonist	acting	as	antagonist	in	presence	of	an	agonist	(GRP)	and	

as	a	weak	agonist	without	GRP,	explaining	the	slight	growth	induction	of	cell	treated	with	

RC	alone	(Szepeshazi	et	al.,	1997).	Cellular	growth	regulation	by	GRP	was	confirmed	with	

another	cell	line,	1064,	expressing	GRPR	(Supplementary	Figure	3D).	As	expected,	GRP	

treatment	 had	 no	 effect	 on	 GRPR-negative	 (GRPRneg)	 mouse	 (1181	 and	 1014)	 and	

human(501mel)	 melanoma	 cell	 lines	 (Figure	 3C,D;	 Supplementary	 Figure	 3E).	 The	

specificity	of	GRPR	induction	by	GRP	was	addressed	by	transfecting	GRPR	into	GRPRneg	
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1181,	 1014	 and	 501mel	 melanoma	 cells.	 Both	 murine	 and	 human	 melanoma	 cells	

transfected	 with	 Grpr	 responded	 to	 GRP	 induction	 and	 RC	 inhibition	 (Figure	 3E,F;	

Supplementary	 Figure	 3F).	 We	 have	 never	 been	 able	 to	 CRISPR-inactivate	 or	 reduce	

dramatically	 the	 expression	 of	 GRPR	 in	 GRPRpos	 cells	 in	 a	 constitutive	 or	 inducible	

manner.	However,	we	could	target	one	allele	but	never	both.	This	may	suggest	that	GRPR	

is	required	for	survival/proliferation	of	the	cells	expressing	it.	

GRPRpos	(1049,	1057,	1069,	and	1064)	mouse	melanoma	cells	are	able	to	grow	at	

low	concentration	in	culture	while	GRPRneg	(1007,	1014,	1034,	1039,	1058,	and	1181)	

cells	do	not	(Figure	3G).	GRPR	ectopic	expression	in	GRPRneg	mouse	(1181	and	1014)	or	

human	(501mel)	melanoma	cells	was	able	to	significantly	promoted	clonogenic	growth	

(Figure	3H,I;	Supplementary	Figure	3C).		

	 We	 next	 evaluated	 the	 resistance	 of	 the	 cells	 to	 anoïkis,	 an	 important	 cellular	

mechanism	required	for	efficient	metastatic	process.	Cells	were	seeded	on	poly-HEMA-

coated	plates	at	low	serum	concentration	and	harvested	after	48h.	Resistance	of	anoikis	

was	 evaluated	 by	 the	 number	 of	 apoptotic	 (Annexin	 V	 positive)	 and	 necrotic	 (7-AAD	

positive)	 cells	 found	 in	 the	 various	 conditions.	 GRP	 induction	 promotes	 resistance	 to	

anoïkis	of	murine	and	human	GRPRpos	 cells	 (Figure	3J,N,L,P)	but	not	 to	 the	GRPRneg	

melanoma	cell	lines	(Figure	3K,O,M,Q).	Upon	RC	inhibition,	cells	loose	their	resistance	to	

anoïkis	(Figure	3J,N,L,P).	

	 Bioinformatic	 analyses	 of	 TCGA	 database	 revealed	 that	 GRPR	 expression	

correlates	 with	 an	 invasive	 signature	 (Figure	 2H,I).	 Thus,	 the	 invasion	 capacity	 of	

melanoma	cells	was	evaluated	on	Matrigel®.	GRP	induction	promoted	GRPRpos	mouse	

(1057)	and	human	(MDA-MB-435S)	melanoma	cell	invasion,	an	effect	blocked	by	treating	

the	 cell	 with	 RC	 (Figure	 3R,S).	 No	 effect	 was	 observed	 on	 mouse	 (1181)	 or	 human	

(501mel)	GRPRneg	melanoma	cells	unless	ectopically	transfected	with	Grpr	(Figure	3T-

W).	 All	 these	 results	 were	 confirmed	 using	 other	 melanoma	 GRPRpos	 (1064	 and	

1014+GRPR)	and	GRPRneg	(1014)	cell	lines	(Supplementary	Figure	3G-I).		

	

GRPR	signals	through	Gq	to	activate	YAP1	signaling	

In	other	type	of	cells,	mainly	carcinoma,	it	was	found	that	GRPR	signals	through	

the	 Gαq	 subunit.	 The	most	 direct	way	 to	 estimate	 the	 activity	 of	 the	 receptor	 and	 its	

coupling	with	Gαq	 is	 to	measure	 the	 production	 of	 IP3-IP1	 after	 GRP	 induction.	 GRPR	

activation	by	GRP	induced	production	of	IP1	in	GRPRneg	(1057)	melanoma	cells	revealing	
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an	activation	of	Gaq	and	blocked	by	RC	(Supplementary	Figure	4A).	No	IP1	production	was	

observed	 in	GRPRneg	 (1181)	melanoma	 cells	but	was	 induced	 after	 GRPR	 expression	

(1181+GRPR)	 (Supplementary	 Figure	 4A).	 In	 non-melanoma	 models,	 Gaq	 coupled-

receptors	have	been	associated	with	YAP1	activation	(Fa-Xing	Yu	cell	2012).	In	cutaneous	

melanoma,	 analysis	 of	 the	 TCGA	 transcriptome	 revealed	 a	 correlation	 between	 GRPR	

expression	 and	 YAP1	 activation	 score	 (Figure	 4A	 r=0.35).	 Transcriptomic	 analysis	 of	

GRPRpos	(1057	and	1181+GRPR)	melanoma	cell	lines	showed	that	YAP1	activation	score	

is	significantly	 increased	upon	GRPR	activation	(Figure	4C;	Supplementary	Figure	4D).	

The	localization	of	YAP1	by	immunofluorescence	revealed	that	GRPR	activation	by	GRP	

induced	 the	 nuclearization	 of	 YAP1	 in	 GRPRpos	 cells,	 which	 was	 not	 the	 case	 in	 the	

presence	 of	 RC	 (Figure	 4B).	 This	 nuclearization	 of	 YAP1	 was	 also	 observed	 by	

overexpressing	GRPR	in	the	GRPRneg	1181	melanoma	cell	line.	The	activation	of	YAP1	

was	 confirmed	 since	 CYR61,	 a	 YAP1	 target,	 was	 induced	 after	 GRP	 stimulation	 and	

repressed	in	the	presence	of	GRP	and	RC	(Figure	4D,	Supplementary	Figure	4E).		

	

GRPR	expression	promotes	lung	melanoma	metastasis	

The	 cellular	processes	 regulated	by	GRPR	are	 important	 for	 the	 colonization	of	

distant	 organs	 by	 tumor	 cells.	 To	 assess	 the	 capacity	 of	 GRPR	 to	 promote	metastasis,	

injection	 of	 mouse	 1181-parental,	 1181-Ctrl	 and	 1181+Grpr	 melanoma	 cells	 were	

performed	in	the	tail-vein	of	immunocompetent	C57BL/6J	mice.	Only	GRPR	expressing	

cells	 (1181+Grpr)	 were	 able	 to	 lung	 colonized	 (Figure	 5A).	 All	 mice	 injected	 with	

1181+Grpr	cell	lines	showed	melanoma	metastases	in	the	lungs	with	approximately	50	

visible	 foci	 (Figure	5B,C).	The	presence	of	1181+Grpr	metastatic	 cells	 in	 the	 lung	was	

shown	by	RNAscope,	using	Dct	as	a	marker.	No	Dct-positive	cells	were	found	in	the	lung	

after	injection	of	1181-Ctrl	cells.	Similarly,	the	human	501mel-parental,	501mel-Ctrl,	and	

501mel+GRPR	cells	were	injected	into	the	tail	vein	of	immunodeficient	(NSG)	mice;	only	

the	 501mel+GRPR	 injected	 mice	 (6/6)	 presented	 lung	 metastasis	 (Figure	 5D,E).	

Moreover,	the	only	501mel-Ctrl	with	metastasis	in	the	lung,	had	only	one	metastatic	spot	

compared	to	an	average	of	30	in	the	501mel+GRPR	injected	mice	(Figure	5F).	All	501mel-

injected	mice	(parental,	Ctrl,	and	GRPR)	showed	liver	and	kidney	metastases	but	only	the	

GRPR	 expressing	 cells	 were	 able	 to	 colonize	 the	 lung	 efficiently.	 In	 addition,	 GRPR	

expression	 in	 501mel	 decreased	 survival	 (20	 days	 vs.	 30	 days)	 of	 mice	 compared	 to	

parental	and	control	mice,	likely	due	to	overall	more	aggressive	tumors.	



 116 

	

GRPR-targeted	drug	reduces	lung	melanoma	metastasis		

GRPR	belongs	to	the	drug-targetable	G	protein-coupled	receptor	family.	As	a	proof-

of-concept,	we	followed	the	effect	of	the	RC	antagonist	on	lung	colonization	by	GRPRpos	

1057	 in	 vivo	 by	 bioluminescent	 imaging	 (IVIS).	 First,	 in	 order	 to	 visualize	 lung	

colonization	 by	 melanoma	 cells,	 the	 GRPRpos	 1057	 was	 infected	 with	 a	 reporter	

CMV::firefly-luciferase	to	produce	1057Luc	melanoma	cell	line.	The	1057Luc	cells	are	able	

to	 colonize	 the	 lungs	 of	 C57BL/6J	mice;	 numerous	macro-	 and	micro-lung	metastases	

were	observed	(Figure	6A).	Lung	melanoma	foci	are	pigmented	and	expressed	both	Dct	

and	 Grpr	 as	 revealed	 by	 RNAscope	 experiments	 (Figure	 6B).	 One	 day	 after	 tail-vein	

injection,	mice	were	randomized	in	two	groups	(Supplementary	Figure	6A,B)	and	treated	

with	either	vehicle	or	RC.	Luminescence	in	the	thorax	was	first	detected	around	day	24	

and	 expand	 exponentially	 (Supplementary	 Figure	 6C).	 To	 avoid	 signals	 from	 other	

metastasis	 sites,	mice	were	placed	 in	 a	 custom	box	with	 shutters	blocking	 signals	not	

originating	from	the	thorax.	Targeting	GRPR	with	RC	induced	a	strong	inhibition	of	lung	

colonization	(Figure	6C-F).	At	day	24	luminescence	was	detected	at	the	thorax	level	only	

in	 vehicle-treated	 and	 not	 in	 RC-treated	 mice.	 The	 low	 level	 of	 lung	 colonization	 by	

1057Luc	cells	was	confirmed	at	sacrifice.	Right	after	the	sacrifice,	ex	vivo	luminescence	of	

the	lungs	was	evaluated	and	results	showed	that	the	values	were	higher	in	vehicle-treated	

compared	to	RC-treated	mice	with	a	p-value	of	0.0079	(Figure	6D-E	and	Supplementary	

6D).	Luminescence	values	were	 consistent	with	 the	number	of	 visible	 lung	metastasis	

found	at	sacrifice	with	a	p-value	of	0.0476	(Figure	6F).	 In	conclusion,	 treatment	of	 the	

mice	by	RC	strongly	limits	colonization	of	the	lungs	by	GRPR-expressing	melanoma	cells.	

	

	

	

	

	 	



 117 

Discussion	

	

Metastasis	is	the	leading	cause	of	cancer	death	and	remains	the	major	challenge	in	cancer	

treatment.	Cutaneous	malignant	melanoma	is	one	of	the	most	devastating	types	of	cancer	

(Sung	 et	 al.,	 2021).	 Melanoma	 is	 a	 highly	 heterogeneous	 tumor	 whose	 dynamic	

phenotypic	 changes	 are	 controlled	 by	 a	 network	 of	 factors	 regulating	 the	

invasive/proliferative	 state.	 Down	 regulation	 of	 E-cadherin	 (Ecad)	 expression	 is	 a	

hallmark	of	the	EMT-phenotype	change	and	is	associated	with	restructuring	of	cell-cell	

interaction	 and	 metastasis.	 However,	 the	 consequences	 of	 the	 loss	 of	 Ecad	 in	 the	

metastatic	cascade	have	never	been	characterized	in	vivo.	Our	result	provides	the	first	link	

between	the	 loss	of	Ecad	and	the	activation	of	 the	expression	of	a	G-coupled	receptor,	

GRPR,	with	aggressiveness	properties.		

GRPR	has	been	identified	as	the	G	protein-	coupled	receptor	most	frequently	ectopically	

expressed	 or	 overexpressed	 on	 an	 extremely	 large	 number	 of	 tumors,	 including	

carcinoma	such	as	 lung,	prostate,	and	breast	cancers	(Patel	et	 al.,	2006).	However,	 the	

molecular	mechanisms	underlying	the	high	level	of	expression	of	GRPR	remains	totally	

unknown.	Here,	we	connected	that	both	 loss	of	Ecad	and	female	gender	 is	required	to	

GRPR	 expression	 in	 melanoma	 context.	 A	 very	 recent	 link	 between	 the	 presence	 of	

estrogen	and	the	activation	of	GRP	and	GRPR	transcription	in	the	process	of	ichthyosis	in	

women	has	been	demonstrated	(Takanami	et	 al.,	2021).	This	 finding	may	explain	why	

activation	of	GRPR	transcription	 is	observed	only	 in	 females	and	not	 in	males,	but	 the	

requirement	of	E-cad	loss	for	GRPR	expression	is	not	known.	Consistent	with	our	results,	

GRPR	 is	 often	 overexpressed	 in	 most	 carcinomas	 when	 Ecad	 is	 downregulated.	 The	

correlation	between	the	loss	of	Cdh1	and	the	upregulation	of	the	Grpr	that	we	established	

in	our	genetically	well-defined	ΔEcad	mouse	model	may	represent	a	general	mechanism	

and	conserved	during	evolution.	 It	 should	be	pointed	out	 that	 in	non-tumoral	 context,	

during	embryonic	development,	inactivation	of	E-cad	leads	to	profound	changes	in	gene	

expression	(Larue	et	al.,	1996).	Preliminary	experiments	using	the	GRPR	promoter	placed	

upstream	 of	 the	 luciferase	 reporter	 gene	 revealed	 no	 difference	 in	 E-cad	 or	 ΔE-cad	

melanoma	cells	(data	not	shown).	A	full	regulatory	study	is	required	to	understand	the	

regulation	 of	 GRPR	 since	 it	 is	 probably	 more	 complex	 than	 expected	 at	 the	 origin.	

Nevertheless,	 the	 anti-correlation	 between	 GRPR	 and	 E-cad	 that	 we	 observed	 in	
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melanoma	is	also	present	and	other	cancers	like	breast	and	gastric	carcinoma.		

In	this	study	we	highlighted	a	new	axis	for	melanoma	metastasis	involving	E-cad-GRPR-

YAP1.	 Despite	 multiple	 studies	 suggesting	 the	 importance	 of	 YAP1	 in	 cutaneous	

melanoma	progression	(Zhang	et	al.,	2020;	Zhao	et	al.,	2021),	our	study	provides	the	first	

molecular	mechanism	of	YAP1	activation	independent	of	mutation.	It	is	more	likely	that	

much	of	metastatic	 behavior	due	 to	GRPR	 expression	 is	 driven	 by	 YAP1	 transcription	

factor	in	particular	anoikis	resistance	and	invasion.	The	importance	of	YAP1	signaling	in	

uveal	melanoma	was	revealed	by	the	presence	of	the	Gaq	mutation,	which	is	also	found	in	

blue	 nevus	 melanoma	 (Van	 Raamsdonk	 et	 al.,	 2009).	 The	 YAP1	 signaling	 may	 be	

particularly	activated	 in	metastases,	 especially	 in	 the	 lung,	where	GRP	and	endothelin	

(ET)	 ligands	 are	 produced	 and	 can	 activate	 Gaq-coupled	 receptor	 such	 as	 GRPR	 and	

EDNRB.		

Currently	melanoma	metastases	are	 treated	by	 inhibitors	of	 the	MAPK	pathway	or	by	

immune	checkpoint	inhibitors	but	the	patient	5-year	survival	rate	hardly	exceeds	50%	

for	 the	best	 therapies	(Carlino	et	al.,	2021).	Metastasectomy	can	also	be	considered	 in	

patients	 on	 systemic	 therapies	 but	 the	 consequences	 on	 patient-survival	 is	 quite	 low	

(Okereke,	 2015).	 Targeting	 metastatic	 drivers	 could	 constitute	 an	 interesting	 option.	

GRPR	is	over-expressed	in	a	variety	of	cancers	contrasting	with	its	limited	and	only	weak	

expression	in	normal	human	adult	tissues.	It	is	therefore	a	very	attractive	potential	target.	

Targeting	GRPR	has	the	advantage	also	to	inhibit	the	identified	oncogenic	downstream	

signaling	 and	 some	 resistance	 pathways.	 In	 a	 proof	 of	 concept	 experiment,	 we	

demonstrate	that	targeting	of	GRPR	with	the	RC-3095	decreased	lung	metastasis	in	mice.	

However,	 GRPR	 antagonists	 have	 to	 be	 improved	 since	 injections	 of	 RC-3095	 during	

phase	 I	 clinical	 trials	 induce	 side	 effects	 (Schwartsmann	 et	 al.,	 2006).	 Moreover,	 we	

evaluated	the	half-life	of	RC-3095.	This	compound	has	a	very	short	half-life.	

GRPR	 targeting	 can	also	be	associated	with	 theranostic	 approaches.	These	approaches	

combine	 the	 therapeutic	 effect	 of	 targeting	 GRPR	 with	 a	 diagnostic	 by	 detecting	

metastases	 and	 have	 been	 recently	 assessed	 in	 prostate	 and	 breast	 cancer	 in	 humans	

(Haendeler	 et	 al.,	 2021;	 Zang	 et	 al.,	 2018).	 This	 strategy	 using	 the	 [177Lu]-NeoB	

antagonist	has	shown	a	good	effect	on	tumor	growth	inhibition	of	gastrointestinal	stromal	

tumors	 in	 vivo	 and	 is	 currently	 assessed	 in	 clinical	 trials	 (Advanced	 Accelerator	
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Applications,	2021;	Montemagno	et	 al.,	 2021).	Finally,	Targeted	 radiotherapy	 is	highly	

relevant	for	the	treatment	of	disseminated	lesions	and	overcoming	tumor	heterogeneity	

through	cross-fire	irradiation	with	b-radionuclides	characterized	by	a	decay	spectrum	of	

between	a	few	nanometers	and	2	mm.		
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Material	&	Methods	

	

Chemicals.	GRP	was	purchased	from	Bachem	(H-3120).	RC-3095	was	purchased	from	

Sigma-Aldrich	 (#R9653).	 Blasticidin	 and	 geneticin	 were	 purchased	 respectively	 from	

Gibco	 (ant-bl-1)	 and	 ().	 Fetal	 bovine	 serum	 (FBS),	 Penicillin/streptomycin	 (100	 U/ml	

penicillin	 and	 100	 μg/ml	 streptomycin	 (PS)	 and	 culture	medium	F-12	Ham	 and	RPMI	

were	 purchased	 from	 GIBCO	 (respectively	 #10270106,	 #115140,	 #11765054,	

#11875101).	 Proteinase	 K	 originates	 from	 Roche	 (#11	 243	 233	001).	 Xenolight	 D-

luciferin	was	 purchased	 from	Perkin-Elmer	 (#122799).	 Triton™	X-100	was	 purchased	

from	Merck-Millipore	 (#1122981001).	 Paraformaldehyde	 (PFA)	was	 ordered	 at	 VWR	

(#15714-S).	

	

Mouse	models.	Mice	were	 bred	 and	maintained	 in	 the	 specific	 pathogen-free	mouse	

colony	of	the	Institut	Curie,	in	accordance	with	the	institute’s	regulations	and	French	and	

European	Union	laws.	The	transgenic	Tyr::CreA	(B6.Cg-Tg(Tyr-cre)1Lru/J),	Tyr::NRASQ61K,	

Cdkn2a-/+	 and	 the	 Cdh1F/F	 (B6.129-Cdh1tm2Kem/J)	 mice	 have	 been	 described	 and	

characterized	 previously	 in	 Larue	 laboratory	 and	 elsewhere	 (Ackermann	 et	 al.,	 2005;	

Boussadia	et	al.,	2002;	Delmas	et	al.,	2003).	The	different	mouse	lines	were	backcrossed	

onto	a	C57BL/6J	background	for	more	than	ten	generations.	Mice	were	crossed	to	obtain	

the	desired	genotypes.	Mice	were	born	with	the	expected	ratio	of	Mendelian	inheritance	

and	no	changes	in	gender	ratios	were	observed.	Mice	were	housed	in	a	certified	animal	

facility	with	a	12-hour	light/dark	cycle	in	a	temperature-controlled	room	(22 ± 1 °C)	with	

free	access	to	water	and	food.	Mice	were	checked	weekly	seeking	for	the	appearance	of	

new	 tumors.	 Tumors	 were	 let	 grown	 until	 reaching	 a	 volume	 of	 2000mm3	 and	 then	

autopsied	to	analyze	the	presence	of	metastasis	in	lymph	nodes	and	distant	organs.	

	

Ethical	 rules.	 Animal	 care	 and	 all	 experimental	 procedures	 were	 conducted	 in	

accordance	 with	 recommendations	 of	 the	 European	 Community	 (86/609/EEC)	 and	

Union	(2010/63/UE)	and	the	French	National	Committee	(87/848).	Animal	care	and	use	

were	 approved	 by	 the	 ethics	 committee	 of	 the	 Curie	 Institute	 in	 compliance	with	 the	

institutional	guidelines.	Experimental	procedures	were	carried	out	under	the	approval	of	

ethics	committee	of	the	Institut	Curie	CEEA-IC	#118	(CEEA-IC	2016-001)	in	compliance	

with	the	international	guidelines.	
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Genotyping.	Genomic	DNA	was	extracted	from	melanoma	cell	and	tumors	and	purified	

using	the	QIAamp	Kit	and	protocol	(Qiagen).	Mice	were	genotyped	from	biopsies.	Biopsies	

were	 digested	 overnight	 at	 55°C	 using	 200 ng	 proteinase	 K	 in	 500 µL	 lysis	 buffer	

containing	16 mM	[NH4]2	SO4,	67 mM	Tris-HCl	[pH	8.8	at	25 °C],	0.01%	[v/v]	Tween-20,	

in	 deionized	 H2O.	 Proteinase	 K	was	 inactivated	 for	 20 min	 at	 95 °C.	 Primers	 and	 PCR	

conditions	are	described	in	Supplementary	Tables	2	and	3.	PCR	products	were	separated	

by	agarose	(Invitrogen,	#15510027)	gel	electrophoresis.		

	

Establishment	 of	melanoma	 cell	 lines	Mouse	melanoma	 cell	 lines	were	 established	

from	melanoma	arising	transgenic	mice.	Small	pieces	of	tumors	(2mm3)	were	washed	in	

PBS,	 and	 re-implanted	 in	 the	 neck	 of	 C57BL/6J	 mice.	 Once	 the	 re-implanted	 tumors	

reached	 1cm3,	 tumors	 were	 dissociated	 to	 single-cells	 and	 established	 as	 described	

(Gallagher	et	al.,	2011).	1014	murine	melanoma	cell	line	was	previously	established	in	the	

laboratory	 (Petit	 et	 al.,	 2019).	MDA-MB-435S	and	 501Mel	 human	melanoma	 cell	 lines	

were	previously	established	in	other	laboratories	(Cailleau	et	al.,	1978;	Marincola	et	al.,	

1994).	1057-luciferase	melanoma	cell	lines	were	generated	by	infecting	the	1057	parental	

cells	 with	 the	 pLenti	 PGK	 Blast	 DEST	 V96_luc2	 (LL#1231).	 Cell	 were	 selected	 with	

4.5µg/mL	 Blasticidin	 for	 a	 week.	 1014	 and	 1181	 GRPR	 and	 corresponding	 Ctrl	 were	

obtained	after	transfection	of	the	murine	Grpr/tGFP	plasmid	(#MG224721,	Origen)	and	

tGFP	plasmid.	Cells	were	transfected	with	2	µg	of	plamid	and	lipofectamine2000	following	

the	manufacturer	protocol.	1014	and	1181	transfected	cells	were	selected	by	respectively	

25	and	150µg/mL	of	geneticin.	

	

Cell	 culture.	 Murine	 melanoma	 cell	 lines	 were	 cultured	 in	 Ham's	 F12	 medium	

supplemented	with	10%	FBS	and	1%	PS.	Human	melanoma	cell	lines	were	cultivated	in	

RPMI	 1640	 media	 supplemented	 with	 10%	 FBS	 and	 1%	 PS.	 All	 the	 cell	 lines	 were	

maintained	at	37°C	in	a	humidified	atmosphere	with	5%	CO2.	The	genetic	status	and	the	

level	of	expression	of	key	genes	of	these	cell	lines	are	given	in	Supplementary	Table	1.	

	

Cell	growth	and	clonogenic	assay.	Six-well	tissue	culture	plates	were	seeded	with	3.105	

melanoma	cells	in	complete	medium.	24hours	later,	cells	were	incubated	in	low-serum	

conditions	(0.5%	for	murine	melanoma	cell	lines	and	1%	for	human	melanoma	cells)	for	
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18h	 and	 stimulated	 with	 10nM	 GRP	 and/or	 1µM	 RC-3095	 for	 48h.	 The	 plates	 were	

trypsinized	 right	 after	 stimulation	 or	 48h	 later	 and	 cells	 were	 counted.	 All	 the	

experiments	 were	 made	 with	 3	 technical	 replicates	 and	 3	 biological	 replicates.	 For	

clonogenic	assay	six-well	 tissue	culture	plates	were	seeded	with	500	cells	 in	complete	

medium.	 After	 10	 days,	 colonies	were	 fixed	with	 4%	 PFA	 (paraformaldehyde)	 for	 15	

minutes	and	stained	with	10%	Crystal	violet	in	ethanol	for	20	minutes	and	counted	on	

images	using	ImageJ	software.	

	

Matrigel	 invasion	assay.	Matrigel	 invasion	assays	were	performed	on	 transwell	with	

8.0µm	pore	(Corning)	coated	with	100µL	of	200µg/mL	Matrigel.	Cells	were	seeded	in	low	

serum	–	0.5%	FBS	for	murine	cells	and	1%	for	human	cell	lines	with	10nM	GRP	and/or	

1µM	RC-3095	as	attractant.	Complete	medium	was	used	as	positive	 control.	24h	after	

stimulation,	inserts	were	washed	with	PBS	and	cells	that	have	not	invaded	were	removed.	

Cells	were	fixed	in	methanol	at	-20°C	overnight.	Methanol	was	rinsed	and	the	membrane	

was	carefully	removed	from	the	insert	with	a	sharp	scalpel.	Membrane	was	mounted	in	

prolong	glass	DAPI	(1.5µg/mL).	The	assays	were	performed	in	triplicate,	the	entire	filter	

was	counted	using	the	Image	J	software.	

	

Anoïkis	assay.	Six-well	plates	were	coated	with	poly-HEMA	to	avoid	cell	attachment	to	

the	 well	 surface.	 Cells	 were	 seeded	 in	 low	 serum	 conditions	 treated	 with	 10nM	 GRP	

and/or	1µM	RC-3095.	48h	after	cell	seeding,	cells	were	harvested	and	washed	with	ice-

cold	PBS	and	resuspended	in	Annexin	V	binding	buffer	and	incubated	at	R.T.	in	the	dark	

with	7-AAD	and	Annexin-V	FITC.	FACS	analysis	determined	the	percentage	of	Annexin-V	

and/or	7-AAD	positive	cell	using	488	and	675nm	lasers.	

	

RNA	 extraction	 and	 transcriptomic	 analysis.	 RNA	 was	 extracted	 from	 mouse	

melanoma	cells	lines	and	mouse	tumors	using	the	miRNeasy	kit	(Qiagen,	#217004).	RNA	

integrity	(RIN)	was	measured	using	an	Agilent	Bioanalyser	2100	(Agilent	Technologies).	

The	minimum	 threshold	 for	RNA	 integrity	was	 assessed	 using	 an	Agilent	 BioAnalyser	

2100	 (Agilent	Technologies,	 Les	Ulis,	 France),	 only	RNA	with	 a	RNA	 integrity	 number	

(RIN)	>	7	were	kept	for	the	analysis.	This	threshold	led	to	the	sequencing	of	12	melanoma	

cell	lines	controls	and	32	tumors.	RNA	concentrations	were	measured	using	a	NanoDrop	

(NanoDrop	Technologies,	Wilmington,	DA,	USA).	RNA	sequencing	libraries	were	prepared	
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from	1	μg	of	total	RNA	using	the	Illumina	TruSeq	Stranded	mRNA	Library	preparation	kit	

that	allows	to	perform	a	strand	specific	sequencing.	A	first	step	of	polyA	selection	using	

magnetic	 beads	 is	 done	 to	 focus	 sequencing	 on	 polyadenylated	 transcripts.	 After	

fragmentation,	cDNA	synthesis	was	performed	and	resulting	fragments	were	used	for	dA-

tailing	 followed	 by	 ligation	 of	 TruSeq	 indexed	 adapters.	 PCR	 amplification	was	 finally	

achieved	to	generate	the	final	barcoded	cDNA	libraries	(12	amplification	cycles).	The	12	

and	32	libraries	were	equimolarly	pooled	and	subjected	to	qPCR	quantification	using	the	

KAPA	library	quantification	kit	(Roche).	Sequencing	was	carried	out	on	the	NovaSeq	6000	

instrument	from	Illumina	based	on	a	2×100	cycles	mode	(paired-end	reads,	100	bases)	

using	an	S1	flow	cell	in	order	to	obtain	around	35	million	clusters	(70	million	raw	paired-

end	 reads)	 per	 sample.	 Reads	 were	 mapped	 to	 the	 mouse	 reference	 genome	 mm10	

(gencode	m13	version-GRCm38.p5)	using	STAR	(Dobin	et	al.,	2013).	STAR	was	also	used	

to	 create	 the	 expression	 matrixes.	 Expressions	 were	 batch-corrected	 using	 combat	

(Johnson	et	al.,	2007).	

Differential	gene	expression	was	performed	with	R	following	the	limma-voom	pipeline	

using	 the	 limma	 package	 (Ritchie	 et	 al.,	 2015).	 edgeR	 and	 limma	 packages	 are	 both	

available	 from	Bioconductor	 (http://www.bioconductor.org)	 (accessed	on	 June	2020).	

The	threshold	for	significantly	differentially	expressed	genes	was	set	as	an	absolute	fold-

change	>	two	times	the	standard	deviation	of	the	fold-change	and	an	adjusted	p-value	<	

0.05.	The	volcano	plot	depicting	the	results	was	generated	using	the	R	package	ggplot2	

(Wickham,	2016).	Gene-set	enrichment	analysis	(GSEA)	was	performed	using	signatures	

from	the	literature	described	in	Supplemental	Table	4.	One	thousand	permutations	gene	

set-based	were	made	per	analysis.	The	enrichment	score	(ES)	reflects	the	degree	to	which	

a	given	gene	set	is	represented	in	a	ranked	list	of	genes.	Calculation	of	the	ES	is	based	on	

walking	down	a	ranked	list	of	genes	and	adjusting	a	running-sum	statistic	based	on	the	

presence	of	absence	of	a	gene	in	the	gene	set.	The	magnitude	of	the	increment	represents	

the	correlation	of	the	gene	with	the	phenotype.	p-values	were	estimated	by	gene-based	

permutation.	GSEA	normalizes	the	enrichment	score	for	each	gene	set	to	account	for	the	

variation	in	set	sizes,	yielding	a	normalized	enrichment	score	(NES).	Only	gene	sets	with	

an	NES	>	1.7	and	an	FDR	<	0.01	were	considered.	

	

RNA	 quantification	 by	 RT-qPCR.	 RNA	 was	 extracted	 from	melanoma	 cell	 lines	 and	

tumors	 using	 miRNeasy	 Kit.	 M-MLV	 reverse	 transcriptase	 (Invitrogen)	 was	 used	
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according	 to	 the	manufacturer's	 protocol	 to	 synthesize	 cDNA	 from	 2	 µg	 total	 RNA	 in	

combination	with	random	hexamers.	The	newly	synthetized	cDNA	was	used	as	template	

for	the	Real-time	quantitative	PCR	(qPCR)	which	was	performed	using	iTaq™	Universal	

SYBR	Green	Supermix.	Each	sample	was	run	 in	technical	 triplicates	and	the	quantified	

RNA	 normalized	 against	 TBP	 (human)	 or	 Hprt	 (mouse)	 as	 housekeeping	 transcripts	

(Supplementary	Tables	2	and	3).	Yap	scoring	was	obtained	by	averaging	the	fold	change	

of	each	Yap1	target.	

	

Immunofluorescence.	 Cells	 were	 seed	 on	 coverslip	 and	 cultivated	 until	 100%	

confluence	was	achieved.	After	24h	starvation	in	0.5%	FCS	for	murine	melanoma	cell	lines	

and	1%	FBS	for	human	melanoma,	medium	was	complemented	with	10nM	GRP	and/or	

1µM	RC-3095	for	1	hour.	Cells	were	fixed	with	4%	PFA	for	15	minutes,	and	non-specific	

antigen	were	block	by	incubating	with	a	blocking	solution	composed	of	5%	normal	goat	

serum	and	0.3%	Triton™	X-100	 in	PBS.	Cells	were	 incubated	overnight	at	4°C	with	the	

anti-YAP	D8H1X	antibody	(#14074,	cell	signaling,	1/100	dilution)	in	1%	BSA	and	0.3%	

Triton™	X-100	followed	by	incubation	for	1.5	hours	at	R.T	with	goat	anti-rabbit	Alexa	fluor	

594	(#A-11012,	Invitrogen,	1/500	dilution).	Coverslip	were	mounted	with	Prolong®	Gold	

with	 1.5µg/mL	 DAPI.	 Image	 were	 acquired	 with	 an	 inverted	 SP8	 Leica	 confocal	

microscope	(Leica	Microsystem).	YAP1	localization	was	evaluated	using	ImageJ	Software.	

	

TCGA	data	mining.	Transcriptome	and	corresponding	clinical	data	of	 the	TCGA-SKCM	

data	sets	(n = 473),	were	retrieved	from	the	National	Cancer	Institute	(NCI)	Genomic	Data	

Commons	(GDC)	repository	using	the	TCGAbiolinks	R	package	in	august	2021	(Colaprico	

et	al.,	2016).	mRNA	levels	were	calculated	from	RNA	sequencing	read	counts	using	RNA-

Seq	V2	RSEM	and	normalized	to	transcripts	per	million	reads	(TPM).	Survival	analyses	

were	made	by	 separating	 the	 cohort	 in	 two	groups	based	on	gene	expression.	The	set	

threshold	was	1	TPM,	commonly	admitted	as	limit	to	have	a	sufficient	protein	expression	

of	the	transcript.	The	negative	group	was	set	with	expression	<0.1	TPM	to	have	a	clear	

separation	in	term	of	expression	(factor	10)	from	the	positive	group.	YAP	and	melanoma	

phenotypic	 states	 scores	were	 obtained	 by	 averaging	 the	 expression	 of	marker	 genes	

detailed.	Pigmentation	 states	was	defined	by	 the	expression	of	MITF,	MLANA,	TRPM1,	

DCT	and	TYR;	SMC	phenotype	was	defined	by	the	expression	of	CD36,	DLX5,	IP6K3,	PAX3	

and	TRIM67;	the	invasive	state	was	based	on	the	expression	on	AXL,	CYR61,	TCF4,	LOXL2,	
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TNC	and	WNT5A	and	the	NCSC	like	phenotypic	state	was	based	on	the	expression	of	AQP1,	

GFRA2,	L1XAM,	NGFR,	SLC22A17	and	TMEM176B.	The	scoring	of	YAP1	activation	was	

made	from	the	expression	of	CYR61,	CTGF,	TEAD4,	LATS2	and	CRIM1.	

	

Tail	 vein	 injection.	 C57BL/6J	 mice	 were	 purchased	 from	 Charles	 River	 laboratories	

(France).	 NSG	 mice	 originated	 from	 our	 in-house	 breeding.	 All	 animals	 were	 housed	

under	specific	pathogen-free	conditions	in	the	animal	facility	and	had	access	to	food	and	

water	 ad	 libidum.	 Animal	 care,	 use,	 and	 experimental	 procedures	 were	 conducted	 in	

accordance	 with	 recommendations	 of	 the	 European	 Community	 (86/609/EEC)	 and	

Union	(2010/63/UE)	and	the	French	National	Committee	(87/848).	The	ethics	committee	

of	the	Curie	Institute	in	compliance	with	the	institutional	guidelines	approved	animal	care	

and	use.	5.105	of	mouse	and	human	melanoma	cell	lines	were	injected	in	200µL	PBS	into	

the	tail-vein	of	8-week-old	C57BL/6J	mice	and	NSG	respectively.	For	each	experiment,	6	

mice	per	group	were	injected	per	group.	Mice	were	followed-up	daily	and	weighted	twice	

a	week.	Mice	were	euthanized	and	autopsied	when	mice	had	lost	20%	of	their	maximal	

weight.		

	

In	vivo	inhibition	of	GRPR	activity.	Mice	were	shaved	3	days	before	cell	injection	and	

then	every	other	week.	5.105	Grpr	pos	1057	mouse	melanoma	cell	lines	were	injected	in	

200µL	PBS	into	the	tail-vein	of	8-week-old	C57BL/6J	mice.	5	mice	per	group	were	injected	

with	cell	lines	and	then	treated.	10	minutes	after	cell-injection,	mice	were	imaged	by	IVIS	

(IVIS	 spectrum,	 #124262,	 Perkin-Elmer).	 Briefly,	 mice	 were	 injected	 with	 300µg	 of	

Xenolight	 D-luciferin	 and	 anesthetized	 immediately	 with	 isoflurane.	 10	 minutes	 after	

luciferin	injection	mice	were	placed	in	an	opaque	box	with	adaptable	shutters	to	image	

only	the	thorax	in	the	IVIS	apparatus.	Luminescence	from	the	whole	mouse	and	the	mouce	

thorax	was	acquired	successively	for	2	minutes	each.	Luminescence	was	acquired	at	day	

0,	day	1	and	then	twice	a	week.	The	day	after	cell	injection	mice	were	randomized	into	

two	groups	according	to	their	weight	and	to	the	luminescence	in	the	lung	at	Day	0.	The	

treated-group	were	treated	twice	a	day	with	10µg	RC-3095	and	the	mock	group	received	

only	the	vehicle	(PBS/DMSO).	Mice	were	treated	for	1	month	and	were	followed-up	by	

both	IVIS	and	weight	 twice	a	week.	After	sacrifice,	 lungs	were	carefully	removed	from	

mice	thorax,	quickly	rinsed	in	R.T.	PBS.	Right	lungs	were	separated	from	the	left	lobes	and	

then	 incubated	 in	 a	 black	 opaque	 12	well	 plate	with	 300µg/mL	 Xenolight	 D-luciferin	
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diluted	in	PBS	for	two	minutes	and	luminescence	was	acquired	for	1	minute.	Left	mouse	

lungs	were	washed	in	ice-cold	PBS	and	then	fixed	for	48h	in	4%	PFA	at	4°C	and	incubated	

in	30%	sucrose	and	30%	sucrose/50%	OCT	solution	for	48	hours	each	and	embedded	in	

OCT.	 OCT-embedded	 mouse	 lungs	 were	 sectioned	 into	 7-μm-thick	 coronal	 sections.	

Section	were	stained	for	Dct	and	Grpr	mRNA	and	counterstained	with	using	the	RNAscope	

manufacturer	 protocol.	 RNAscope	 probes	 are	 listed	 in	 Supplementary	 Table	 5.	 Image	

were	acquired	with	an	inverted	SP8	Leica	confocal	microscope	(Leica	Microsystem).	

	

Lung	imaging.	Right	lungs	were	washed	in	PBS	and	both	faces	were	imaged	with	a	Leica	

MZFLIII	 binocular	 scope	 equipped	with	 a	 Scion	 camera.	Metastasis	were	 enumerated	

using	 ImageJ.	 Macro-metastasis	 was	 defined	 by	 a	 diameter	 >	 0.1	 mm	 and	 micro-

metastasis	<	0.1	mm.	

	

Software.	GraphPad	 PRISM,	 R	 version	 4.0.2	 (R	 Foundation	 for	 Statistical	 Computing,	

Vienna,	Austria),	ImageJ,	Adobe	Illustrator	and	Adobe	Photoshop	software	were	used	to	

analyze	data	and	generate	all	graphs	and	figures.	

	
Statistical	analysis.	Cell	culture-based	experiments	were	performed	in	at	least	biological	

triplicate	and	validated	three	times	as	technical	triplicates.	Significance	of	the	effects	were	

calculated	 using	 the	 Mann-Whitney	 test	 for	 the	 comparison	 of	 two	 groups	 or	 with	

Kruskall-Wallis	when	comparing	3	or	more	conditions.	Comparison	of	categorical	data	

were	made	using	Fisher’s	exact	 test	when	2	groups	were	compared	or	Chi2	otherwise.	

Significance	of	difference	of	Kaplan–Meier	curves	were	calculated	using	the	log-rank	test.	

All	P	values	were	reported	as	computed	by	Prism	6.		
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Figures	

	

	
Figure	1:	Ecad	loss	in	primary	melanoma	promotes	lung	melanoma	metastasis.	

Appearance	of	the	E-cad	and	∆E-cad	melanoma.	The	Kaplan-Meier	curves	between	E-cad	(66)	and	∆E-cad	(57)	
are	not	significantly	different	(A).	Representatives	pictures	of	the	lung	of	E-cad	(B)	and	∆Ecad	(C)	mice	with	

primary	 melanoma.	 Yellow	 hexagons	 show	 micrometastases	 (30µm-100µm	 size),	 white	 circles	 show	
macrometastase>100µm,	scale	bar	500µm	.	Frequency	of	mice	with	lung	metastasis	(D)	and	mean	number	of	
lung	melanoma	metastases	(E)	in	mice	according	to	E-cad	status.	Frequency	of	mice	with	lung	metastases	(F)	
and	mean	number	of	lung	melanoma	metastases	(G),	micro-	(H)	and	macro-metastases	(I)	in	mice	according	
to	their	E-cad	status	and	gender.	Macro	and	micro	metastases	are	defined	as	metastases	that	can	be	seen	with	
the	naked	eye	and	under	the	binocular,	respectively.
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Figure	2:	Loss	of	Cdh1	induces	Grpr	expression.
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Volcano	plot	depicting	the	differential	expression	between	E-cad	and	∆E-cad	tumors	with	Grpr	indicated	in	red	
(A).	mRNA	levels	of	Grpr	as	measured	by	quantitative	reverse	transcriptase-PCR	(q-RT-PCR)	in	∆E-cad	and	E-
cad	melanoma,	in	male	and	female	(B)	mRNA	levels	of	Grpr	as	measured	by	q-RT-PCR	in	tumors	expressing	no	
recombinase	(lane	1),	Tyr::CreB	transgene	(lane	2),	the	Tyr::CreA	transgene	(lane	3-5),	E-cad	(lane	1,	4,	5),	
Ink4a	(lane	5),	Pten	(lane	1-4)	(C).	Kaplan-Meïer	of	the	overall	survival	of	all	patients	(D)	and	women	only	(E)	
according	to	GRPR	expression	(low/absent	≤	0.1TPM	and	expressed	>	1TPM).	OS:	overall	survival.	Kaplan-
Meïer	of	the	progression-free	survival	of	all	patient	(F)	and	(G)	women	patients	according	to	GRPR	expression	
(low/absent	≤	0.1TPM	and	expressed	>	1TPM).	PFS:	Progression-free	 survival.	 Invasive	 score	according	 to	
GRPR	expression	level	in	the	tumors	from	the	TCGA-SKCM	database.	Spearman	coefficient	r	=0.35	(H).	Heatmap	
clustering	TCGA-SKCM	samples	according	to	 the	main	phenotype	 signatures	expressed	 “Pigmented”,	 “SMC”	
(starved-like	melanoma	cells),	“Invasive”,	“NCSC-like”	(neuronal	crest	cells-like).	GRPR	and	CDH1	expression	
are	indicated	as	color	gradient	from	dark-colored	(higher	expression,	red	for	GRPR	and	green	for	CDH1)	to	
white	 (lower	 expression)	 (I).	 Immunohistochemistry	 staining	 for	 CDH1	 (J)	 and	 GRPR	 (K)	 in	 human	 lung	
melanoma	metastasis.	Metastasis	classification	according	to	the	CDH1	and	GRPR	expression	status	(L)	and	to	
the	BRAF	and	NRAS	status	of	the	metastasis	samples	(M).	*Bronchia	as	internal	control	for	ECAD	staining	and	
**&***	smooth	muscle	for	GRPR.	Heatmap	of	CDH1	and	GRPR	expression	extracted	in	the	TCGA	database	in	
melanoma	 and	 in	 different	 carcinoma.	 SKCM	 means	 skin	 cutaneous	 melanoma,	 BRCA,	 breast	 invasive	
carcinoma,	 KIRC	 kidney	 renal	 clear	 cell	 carcinoma,	 LUSC	 lung	 squamous	 cell	 carcinoma	&	 STAD	 stomach	
adenocarcinoma.
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Figure	3:	GRPR	promotes	growth,	survival	and	invasiveness	of	melanoma	cells.	
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(A-F)	GRPR	activation	promotes	cell	growth	in	vitro.	48h	after	the	stimulation	in	low	serum	conditions	–	0.5%	
FBS	for	murine	and	1%	for	human	cell	lines	(lane	1),	10	nM	GRP	(lane	2),	1µM	RC-3095	(lane	3),	both	(lane	4)	
and	10%	Serum	(FBS,	lane	5)	were	supplemented	in	the	medium	of	mouse	1057	(A),	1181+GRPR	(E)	and	human	
MDA-MB-435S	(B)	501mel+GRPR	(F)	GRPRpos	cells,	and	mouse	1181	(C)	human	501mel	(D)	GRPRneg	cells.	
(G-I)	 GRPR	 expression	 induces	 the	 clonogenic	 growth.	 Formation	 of	 colonies	 20	 days	 after	 seeding	 500	
melanoma	cells	in	the	presence	of	GRP.	(G)	Cells	producing	E-cadherin	(Ecad)	or	not	(ΔEcad).	Mouse	(H,	1181)	
and	 human	 (I,	 501mel)	 melanoma	 cells	 expressing	 (Grpr)	 or	 not	 (parental	 and	 Ctrl)	 GRPR.	 (J-Q)	 GRPR	
expression	and	GRP	induction	induce	anoïkis	necrosis	resistance.	Percentage	of	apoptotic	(J-M)	and	necrotic	
(N-Q)	mouse	(J,K,N,0)	and	human	(L,M,P,Q)	melanoma	cells	expressing	(J,L,N,P)	or	not	(K,M,O,Q)	GRPR	that	
were	not	treated	(lane	1)	or	treated	with	10	nM	GRP	(lane	2),	1µM	RC-3095	(lane	3),	both	(lane	4).	1057	(J,N),	
1181	(K,O),	MDA-MB-435S	(L,P),	and	501mel	(M,Q).	(R,W)	GRPR	expression	and	GRP	induction	induce	Matrigel	
invasion.	Number	(Nb)	of	invading	(invad.)	cells	producing	(R	[1057],	S	[MDA-MB-435S],	V	[1181+GRPR],	W	
[501mel+GRPR])	or	not	(T	[1181],	U	[501mel])	that	were	not	treated	(lane	1),	treated	with	10	nM	GRP	(lane	
2),	1µM	RC-3095	(lane	3),	both	(lane	4),	and	10%	FBS.	At	least	three	independent	biological	experiments	were	
performed	 for	each	 test	 except	 for	the	Anoïkis	assay	yet.	Statistical	analysis	was	performed	using	Kruskall	
wallis	tests.	Data	are	represented	as	mean	�	sd.	*p	<	0.05,	**p	<	0.01,	and	***p	<	0.001.	Data	are	presented	as	
mean	values	±	sd.	
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Figure	4:	GRPR	activation	by	GRP	promotes	YAP1	transcriptional	program.	

(A)	YAP1	activation	score	according	to	GRPR	expression	level	in	the	tumors	from	the	TCGA-SKCM	study.	TPM	
means	transcripts	per	million.	(B)	Percentage	of	cells	with	nuclear	 localization	of	YAP1	in	GRPRpos	mouse	
melanoma	cell	 line	(1057)	after	stimulation	by	10	nM	of	GRP	(lane	2,4)	and	treatment	by	1�M	of	RC-3095	
(lane	 3,4).	 (C)	 Enrichment	 by	GSEA	 of	 the	 YAP1	 signature	 after	 GRP	 stimulation	 of	 1057	 (left),	 1181-Ctrl	
(middle)	and	1181+GRPR	(right)	murine	melanoma	cell	lines.	(D)	Induction	of	YAP1	target	Cyr61	in	1057	(left),	
1181-Ctrl	(middle)	and	1181+GRPR	(right)	mouse	melanoma	cell	lines.	
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Figure	5:	GRPR	expression	induces	lung	melanoma	metastasis.		

(A,D)	Representative	images	of	the	lungs	after	tail-vein	injection	of	mouse	1181-parental	(Par.),	1181-Ctrl	and	
1181+GRPR,	and	human	501mel-Par.,	501mel-Ctrl	and	501mel+GRPR	melanoma	cells	observed	35	and	20	days	
after	injection,	respectively.	Arrows	are	pointing	metastatic	foci.	Scale	bar	represents	200µm.	In	(A)	Insets	are	
enlargements.	(B,E)	Percentage	of	mice	and	(C,F)	mean	number	of	metastasis	foci	per	mouse	(n=6)	presenting	
lung	metastasis	from	mouse	(B,	[1181-Par.,	1181-Ctrl	and	1181+GRPR])	and	human	(E,	[501mel-Par.,	501mel-
Ctrl	and	501mel+GRPR])	melanoma	cells.	Data	are	represented	as	median	±	95%	CI.	Statistical	analysis	for	the	
percentage	comparison	was	performed	using	the	Chi-square	test.	Statistical	analysis	for	the	count	comparison	
was	performed	using	Kruskall	Wallis	tests.	
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Figure	6:	RC	antagonist	inhibits	the	growth	and	number	of	lung	GRPR	positive	melanoma	metastasis.	

C57BL/6	 female	 mice	 were	 intra-veinously	 injected	 with	 5x105	 1057Luc	 (GRPRpos)	 melanoma	 cells.	 (A)	
Melanoma	metastasis	present	at	the	surface	of	the	lung	on	day	28	Scale	bar	=	2mm.	(B)	RNAscope	of	1057Luc	
injected-lung.	GRPR	(green)	and	Dct	(red)	mRNA	colocalized	in	lung	melanoma	metastasis.	Scale	bar	=	50µM.	
Luminescence	of	mice	(C)	and	lungs	after	sacrifice	and	dissection	(D)	that	were	treated	(+RC)	or	not	(-RC)	with	
RC-3095.	(E)	Evaluation	of	the	luminescence	and	(F)	estimation	of	the	visible	superficial	metastasis	from	five	
isolated	 independent	 lungs	 treated	 or	 not	 with	 RC-3095.	 Note	 that	 four	 and	 one	 lung	 did	 not	 have	 any	
superficial	met	when	they	were	treated	or	not	with	RC-3095,	respectively.	Statistical	analysis	was	performed	
using	the	two-tailed	Mann	Whitney	test.	Data	are	presented	as	mean	values	+/-	SD	(E)	and	SEM	(F).	
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Supplementary	Figures	
 

	

Figure	1S:	Cdh1	inactivation	has	not	effect	on	melanoma	initiation	in	mice.		

Median	of	the	tumor-free	(A)	and	percentage	of	mice	with	primary	melanoma	(B).	Kaplan-Meier,	median	and	
frequency	of	tumor-free	mice	by	genotype	and	sex.	DEcad	tumors	male	versus	female	(C),	Ecad	tumors	male	
versus	female	(D),	female	tumors	DEcad	versus	Ecad	(E),	male	tumors	DEcad	versus	Ecad	(F).	
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Figure	3S:	GRPR	promotes	growth	and	invasiveness	of	melanoma	cells	

Tail-vein	injection	of	melanoma	cells	after	dissociation	from	2	Ecad	and	3	∆Ecad	independent	tumors	(A).	
Lung	mets	were	observed	in	0/6	mice	injected	with	Ecad	cells	and	12/13	mice	injected	with	∆Ecad	cells.	
Statistical	analysis	was	performed	using	a	two-sided	Fisher’s	exact	test.	Time	after	melanoma	neck-grafting	
to	reach	a	volume	of	1000mm3	with	female	Ecad	and	∆Ecad	tumors	(B)	Statistical	analysis	was	performed	
using	a	two-tailed	Mann-Whitney	test.	Clonogenic	growth	of	1014	GRPRneg	melanoma	cell	line,	left	parental	
cells,	middle	control	cell	line,	right	Grpr	ectopic	expression	(C).	Data	are	represented	as	mean+/-sd.	Effect	of	
GRPR	stimulation	on	GRPRpos	1064,	1014-Grpr	(D,	F,	G,	I)	and	GRPRneg	1014-Ctrl	(E,H)	melanoma	cells	on	
growth	(D,E,F)	and	invasion	(G,H,I).	Cell	number	after	starvation	followed	by	10nM	GRP	(lane	2,4),	1µM	RC-
3095	(3,4)	and	10%SVF	(lane	6)	supplementation	for	48h.	Data	are	represented	as	mean+/-sd.	Number	of	
invasive	cells	in	presence	of	200µg/mL	Matrigel,	with	10nM	GRP	(lane	2,4),	1µM	RC-3095	(3,4)	and	10%SVF	
(lane	6)	supplementation	for	48h.	Data	are	represented	as	mean+/-sd.	Statistical	analysis	for	C-I	were	
performed	using	a	two-tailed	Kruskall-Wallis	test.	
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Figure	4S:	GRPR	activation	by	GRP	promotes	YAP1	transcriptional	program.	

IP1	concentration	(A)	of	1057	(left),	1181-Ctrl	(middle)	and	1181-Grpr	(right)	with	10nM	GRP	(lane	1),	1µM	
RC-3095	(lane	2)	or	both	(lane3).	Data	represented	as	mean	±	SD.	Induction	of	Yap1	targets	(B)	Tead4	(left),	
Lats2	(middle)	in	the	1057	GRPRpos	melanoma	cell	line	after	stimulation	with	10	nM	GRP	(lane	1),	1µM	RC-
3095	(lane	2)	or	both	(lane3).	Quantification	of	Yap1	score	(C)	in	1057	GRPRpos	melanoma	cell	line	after	
stimulation	with	10	nM	GRP	(lane	1),	1µM	RC-3095	(lane	2)	or	both	(lane3).	Enrichment	by	GSEA	of	the	YAP1	
signature	(D)	after	GRP	stimulation	of	1014-Ctrl	(left)	and	1014-Grpr	(right)	murine	melanoma	cell	lines.	
Induction	of	the	Yap1	target	Cyr61	(E)	in	the	1014-Ctrl	(left)	and	1014-Grpr	(right)	murine	melanoma	cell	
lines.	Data	are	represented	as	mean	±	SD.	
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Figure	6S:	RC	antagonist	inhibits	the	growth	and	number	of	lung	GRPR	positive	melanoma	
metastasis.	

Randomization	in	2	groups	according	to	the	weight	(A)	and	to	the	radiance	(B)	Representative	images	of	
C57BL/6	mice	injected	intravenously	with	1057Luc	melanoma	cells	analyzed	with	the	IVIS	Spectrum	
Imaging	System	at	different	time	points	(C).	d	means	day.	Note	that	at	day	31,	signal	was	detected.	After	
dissection,	metastasis	can	occur	in	the	liver	and	in	the	kidney	(see	signal	appearing	at	day	31	out	of	the	lung.	
Detection	of	luminescence	of	the	lungs	after	sacrifice	and	dissection	of	RC	treated	(n#6	to	#10)	or	not	(n#1	to	
#5)	mice.	Lum	means	luminescence,	Dir	means	direct.		
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Supplementary	Tables	
 

Table S1: Description of the cell lines 

 
 
 
Table S2: Primer used for the PCR & RT-qPCR 

 
	

 
Table S3:PCR & qPCR conditions 

 

Cell line Sex Genotype Grpr expression (TPM) Cdh1 expression (TPM)
1057 Female Tyr::NRAS

Q61K
; Cdkn2a

+/-
; TyrCreA/°; Cdh1

F/F
327 0

1064 Female Tyr::NRAS
Q61K

; Cdkn2a
+/-

; TyrCreA/°; Cdh1
F/F

1190 0

1181 male Tyr::NRAS
Q61K

; Cdkn2a
+/-

; °/°; Cdh1
F/F

0 17

1181-CTRL male Tyr::NRAS
Q61K

; Cdkn2a
+/-

; TyrCreA/°; Cdh1
F/F

; CMV::tGFP 0 16

1181-Grpr male Tyr::NRAS
Q61K

; Cdkn2a
+/-

; TyrCreA/°; Cdh1
F/F

;CMV::Grpr/tGFP 18 14

1014 Female Tyr::NRAS
Q61K

0 6

1014-CTRL Female Tyr::NRAS
Q61K

; CMV::tGFP 0 7

1014-Grpr Female Tyr::NRAS
Q61K

;CMV::Grpr/tGFP 880 5

MDA-MB-435S Female BRAFV600E ; CDKN2AV51A; TP53G266E 3 0

501-mel Female BRAFV600E ; CDKN2A-/-; PTEN-/- 0 3

501-Mel-CTRL Female BRAFV600E ; CDKN2A -/-; PTEN -/- ; CMV::eGFP ; PGK::HygroR 0 3

501-mel-GRPR Female BRAFV600E ; CDKN2A -/-; PTEN -/- ; CMV::GRPR/eGFP ; PGK::HygroR 380 3.5

RT-qPCR quantification
Gene Name Sequence nName Sequence Product size Concentration PCR conditions
Grpr LL2955 AGTGGGGGTGTCTGTCTTCACACT LL2956 TCAGGGCATGGGATGCCTGGAT 95bp 150nM Standard RT-qPCR
Cdh1 LL1267 AGCCATTGCCAAGTACATCC LL1268 GCAACGAATCCCTCAAAGAC 147bp 300nM Standard RT-qPCR
Cyr61 LL2914 TTCTTTTCAACCCTCTGCAC LL2915 GACTGGTTCTGGGGATTTCT 239bp 600nM Standard RT-qPCR
Tead4 LL3241 TGATGCAGAGGGTGTATGGA LL3242 TTCCCTGTCCTGAGCTTGAT 533bp 900nM Standard RT-qPCR
Lats2 LL3245 GAGTATCGAAGCTGCCTTGG LL3246 TGGTAGGATGGGAGTGCTTC 98bp 600nM Standard RT-qPCR
Gapdh LL1615 CAAGCTTGCTGGTGAAAAGGA LL1616 TGCGCTCATCTTAGGCTTTGTA 186bp 300nM Standard RT-qPCR
GRPR LL3234 CTGATCCAGAGTGCTTACAA LL3235 CGGTACAGGTAGATGACATGA 152bp 600nM Standard RT-qPCR
TBP LL521 CACGAACCACGGCACTGATT LL522 TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC 89bp 300nM Standard RT-qPCR

Primer forward Primer reverse

Classic 58
Temperature time number of cycle

94°C 05:00 1X
94°C 01:00
58°C 01:00
72°C 01:00
94°C 00:45
58°C 00:30
72°C 00:30
72°C 10:00 1X

Classic 56
Temperature time number of cycle

94°C 05:00 1X
94°C 01:00
56°C 01:00
72°C 01:00
94°C 00:45
56°C 00:30
72°C 00:30
72°C 10:00 1X

Standard RT-qPCR 
Temperature time number of cycle

50°C 02:00 1X
95°C 10:00
95°C 00:15
60°C 01:00
95°C 00:15
60°C 01:00
95°C 00:15 1X

3X

30X

40X

3X

30X
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Table S4 : Genesets used fot the GSEA analysis 

 

Pigmentation NCSC like Invasion MSC
From Rambow et 

al.Cell, 2018
From Rambow et 

al.Cell, 2018
From Rambow et 

al.Cell, 2018
From Rambow et 

al.Cell, 2018
GJA5 TUFT1 SNAI2 SEMA3B VCAN SLC7A8

AL844908.5 GADD45B RAB27A IGF1 TNC DLX5
CCN1 SYT1 TYR ATP1A2 BCAT1 TRIM67
ITGB2 NTNG1 GPR143 VCAN FOSL2 ARMC7

RP11-799O21.1 NTNG2 TYRP1 NGFR UNC5B CD36
SH3RF2 SLFN12 MLPH ITGA6 CCL2 PAX3
S1PR1 LYPD6 MLANA SLC22A17 COL1A1 RNF121
VGLL3 DNAJC6 APOE PDGFB SH2B3 SLC25A48

RP11-688I9.1 HSD17B7 TRPM1 PLAT MGP IP6K3
RP11-16M8.2 HSD17B7P2 EDNRB TMEM176B VEGFA UBXN10

RP11-463H12.2 CAVIN1 KIT COL1A1 LOX MYORG
NGF SH2D5 SLC45A2 CNN3 FGF1 LSMEM1

THBS1 DSE FABP7 ADGB PDGFRB FRAT2
KRTAP2-3 PRKCA PMEL ATP1B2 IGFBP5 ATP6AP1L

RP11-320G24.1 CLCF1 SLC24A5 MATN2 ERRFI1
GREM1 STAMBPL1 SYT11 PRDX1

ZNF804A RRAS2 ANXA1 TGFBI
AJUBA TSC22D2 LAMC1 IL13RA2
NRG1 HMGA2 GFRA3 SOX4

SLC6A11 FSTL3 RSPO3 NES
ZNF542P CTC-529P8.1 GFRA1 LOXL2

TGFB2 RP11-274J7.2 ADAMTS4 SPRY2
WTIP HMGA2-AS1 MPZ CDH13

BCAS1 AC063955.1 GFRA2 LMO4
IL6 B3GALT2 PRIMA1 RGS5

CCN2 F2R A2M RGS16
FGF1 SNAPC1 NRXN1 DLX1

AC079145.4 SMURF2 CADM1 SLIT2
TTC9 AC017002.1 SLITRK6 GPC3
BDNF ARHGAP23 THBS2 ADM

RP11-224O19.2 SMAD3 COL4A1 EDNRA
ADRB2 LIMA1 IL1RAP CYSLTR2

FST STC2 S100A4 DDAH1
WWC1 PM20D2 NLGN3 PLXDC1

RP11-131L23.1 FOSL1 L1CAM VSNL1
ZNF404 PAWR ITGA1 COL1A2
PLEKHA7 CTNNAL1 AQP1 DLC1

ADM PALLD AXL
CDC42EP2 DUSP14 ANGPTL4

HBEGF WWC2 IGFBP6
AC009237.1 FAM53A COL3A1

RP3-399L15.3 NUDCD1 FABP4
AOX1 UAP1 CDH2

5_8S_rRNA.3 COL12A1 PTGER4
CNN2 CCL2 NDNF

ANKRD30B FLRT2 NR2F1
DDAH1 PLOD2 BGN

ATP6V0A4 TES TGM2
FJX1 PLAUR TMSB4X
DLC1 BICC1

DLEC1 MAFF
DYNLL1 ADAMTS1

PDCD1LG2 RP11-79I23.2
SLC8A1 ABL2

IL11 CDR2
AC006213.1 CYTH3

ZNF714 FMN2
CRIM1 PDLIM1

IL7R BCL9L
GPR176 SYDE1
AMOTL2 PNPLA3
PLSCR4 DRAM1
NAV3 METRNL
BEX1 TGM2
FAT4 RFTN1
DKK1 RP11-21M7.1
CCL20 TIGD2

ANKRD1 FSTL1
RND3 EVA1C

SERPINB2 ELL2
NUAK1 RBMS2
LATS2 ARID5B
TPM1 NEDD4L
EPHA2 RAI14
SYNPO CHML
SYDE2 RBMS3
IRS1 MARCHF3

ZNF620 POLR1G
AC069292.6 LIMCH1
RP5-862P8.2 MYO1B

JDP2 CYTOR
MYBL1 CNN3
HHEX SRGAP1
CXCL8 CCDC80

LINC01505 EFNA5
TEAD4 SERTAD4-AS1

GADD45A AC068491.4
LOXL2 RAB30
ZNF45 RDH10

From Zhang et al. Oncogene 2020
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Discussion	
	

A. Importance	de	la	E-cadhérine	dans	le	mélanome	

	

E-cadhérine	avait	été	décrite	dans	de	nombreux	cancers	comme	le	cancer	du	sein	ou	le	cancer	

gastrique	comme	étant	un	gène	suppresseur	de	métastases	(Corso	et	al.,	2013,	2018).	Dans	le	

mélanome,	seules	des	corrélations	cliniques	avaient	été	établies	(Danen	et	al.,	1996;	Pećina-Slaus	

et	al.,	2007;	Tucci	et	al.,	2007;	Venza	et	al.,	2016).	Le	modèle	murin	de	mélanome	développé	dans	

cette	thèse	est	le	premier	modèle	adressant	le	rôle	de	Cdh1	dans	toutes	les	étapes	de	la	formation	

du	mélanome.	Ce	modèle	montre	que	la	perte	d’E-cad	induit	un	risque	accru	de	produire	des	

métastases	d’environ	3	 fois	 sans	 correction	par	 le	 sexe.	La	production	de	 ces	métastases	est	

également	 largement	 favorisée	 par	 la	 perte	 d’E-cad	 avec	 presque	 7	 fois	 plus	 de	métastases	

produites	par	poumon	envahi.	Nos	résultats	sont	confortés	par	les	résultats	de	Shields	et	coll.	

qui	 ont	montré	 que	 l’induction	 de	 l’expression	 de	 CDH1	 dans	 les	 cellules	 B16	 induisait	 une	

diminution	de	la	formation	de	métastases	pulmonaires	(Shields	et	al.,	2019).		

Quel	que	soit	le	contexte	génétique	(notre	cohorte	de	métastases	pulmonaires	de	mélanome	ou	

la	 cohorte	du	TCGA),	une	anti-corrélation	d’expression	CDH1/GRPR	est	présente.	Par	 contre,	

nous	avons	noté	un	dimorphisme	sexuel	dans	le	modèle	de	mélanome	quant	à	la	formation	de	

métastases.	 En	 effet,	 la	 perte	 d’E-cad	 augmente	 le	 risque	 de	 formation	 de	 métastases	

pulmonaires	de	presque	4	lorsque	les	souris	sont	femelles,	mais	seulement	de	1,6	lorsque	les	

souris	sont	mâles.	Le	sexe	impacte	aussi	le	nombre	des	foyers	métastatiques	augmentant	à	la	

fois	la	formation	des	micro-	et	des	macro-métastases.	Ces	considérations	inédites	ne	sont	pas	

observées	dans	la	base	de	données	du	TCGA,	mais	le	faible	nombre	de	cas	de	tumeurs	primaires	

ne	permet	pas	de	réaliser	des	statistiques	sur	la	survie	et	la	rechute	des	patientes	atteintes	de	

mélanome	 ayant	 perdu	 l’expression	 d’E-cadhérine.	 Cette	 information	 est	 d’autant	 plus	

compliquée	 à	 obtenir	 étant	 donné	 que	 l’expression	 d’E-cadhérine	 est	 très	 forte	 dans	 les	

kératinocytes	 de	 l’épiderme	 et	 les	 prélèvements	 sont	 souvent	 contaminés	 par	 des	 résidus	

épidermiques.	 Les	 données	 du	TCGA,	 issues	 de	 bases	 de	 données	 obtenues	 par	méthode	 de	

RNAseq	«	bulk	»,	sont	donc	contaminées	par	des	cellules	qui	vont	perturber	l’établissement	de	

seuil	d’expression	pour	définir	les	statuts	E-cad	haut	et	E-cad	bas.	La	généralisation	de	l’étude	

menée	 sur	 notre	 petite	 cohorte	 de	 patients	 atteints	 de	 mélanome	 pourrait	 aider	 à	 valider	

l’importance	de	l’analyse	des	données	en	fonction	du	genre	comme	recommandé	par	le	NIH	pour	
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éviter	le	biais	dans	l’interprétation	des	données.	Ces	dimorphismes	n’ont	pas	été	identifiés	dans	

la	littérature,	car	bien	au	contraire	les	femmes	semblent	avoir	des	mélanomes	moins	agressifs	

(Bellenghi	et	al.,	2020;	Mervic	et	al.,	2011;	Nosrati	and	Wei,	2014;	Schwartz	et	al.,	2019).	Les	

raisons	avancées	sont	doubles	:	(i)	les	hommes	cumulent	généralement	les	facteurs	de	risque	ce	

qui	participent	à	la	dégradation	de	leur	qualité	de	vie,	leur	capacité	à	résister	au	mélanome	et	au	

développement	tumoral	(ii)	une	action	du	microenvironnement,	particulièrement	des	hormones	

où	notamment	les	estrogènes	réguleraient	négativement	la	croissance	tumorale	et	favoriserait	

l’immunité	sur	site	tandis	que	les	androgènes	favoriseraient	la	formation	de	métastases	(Chen	

et	 al.,	 2018;	McQuade	 and	Davies,	 2018;	Wang	 et	 al.,	 2017;	 Zhao	 et	 al.,	 2018).	Nos	 résultats	

semblent	donc	aller	à	l’encontre	de	ces	données.	Ceci	peut	être	dû	au	fait	que	nos	modèles	sont	

épurés	de	nombreux	facteurs	de	risques	externes	(UVs,	tabagisme,	alcoolisme,	exposition	à	des	

xénobiotiques,	…).	Il	est	à	souligner	que	le	prognostique	de	survie,	en	fonction	de	l’expression	de	

GRPR	est	nettement	défavorable	chez	les	femmes	et	pas	chez	les	hommes.	

L’effet	de	l’expression	de	la	E-cadhérine	sur	la	sensibilité	à	l’anoïkis	est	en	faveur	de	l’effet	de	sa	

perte	 sur	 la	 progression	 tumorale.	 La	 présence	 de	 nombreuses	 métastases	 montre	 que	 les	

cellules	sont	capables	de	ne	pas	entrer	en	apoptose.	Cette	résistance	à	l’anoikis	est	probablement	

dûe	à	l’expression	de	GRPR.	

Enfin,	la	capacité	des	cellules	à	pousser	à	faible	densité	est	historiquement	liée	à	l’expression	

d’E-cad	(Li	et	al.,	2010a;	Padmanaban	et	al.,	2019).	Nos	résultats	in	vitro	suggèrent	totalement	

l’inverse	avec	une	absence	quasi-totale	de	 la	 capacité	de	 cloner	de	nos	 lignées	de	mélanome	

murin	 exprimant	 E-cad.	 A	 l’inverse,	 les	 lignées	 de	mélanome	 ∆E-cad	 ont,	 elles,	 une	 capacité	

clonogénique	avec	une	pénétrance	de	100%.	

Le	modèle	développé	est	assez	rigide	dans	le	sens	où	il	ne	permet	pas	de	moduler	l’expression	

d’E-cad	comme	elle	pourrait	l’être	normalement	lorsqu’elle	est	régulée	par	la	méthylation.	Les	

conséquences	 d’une	 réactivation	 d’E-cad	 dans	 les	 métastases	 pulmonaires	 seraient	

intéréssantes	 à	observer,	mais	 difficile	 à	mette	 en	 place	 techniquement.	 Ce	modèle	 ne	 serait	

pertinent	qu’à	une	condition,	que	la	réexpression	d’E-cad	in	vitro	n’impacte	pas	l’expression	de	

GRPR.	
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B. Rôle	de	GRPR	dans	la	progression	du	mélanome	

	

Notre	 étude	 a	 montré	 que	 l’expression	 de	 GRPR	 est	 capable	 par	 elle-même	 d’induire	 les	

métastases	 de	 mélanome.	 Nous	 avons	 identifié	 également	 l’action	 de	 GRPR	 sur	 différents	

processus	cellulaires	importants	de	la	progression	tumorale	comme	la	croissance	cellulaire,	la	

résistance	à	 l’anoïkis,	 la	clonogénicité,	 l’invasion	cellulaire.	Nos	résultats	montrent	également	

que	l’expression	de	GRPR	est	exclusive	chez	les	souris	femelles	∆E-cad.	Cette	expression	de	GRPR	

chez	les	femelles	est	notre	explication	principale	au	dimorphisme	sexuel	quant	à	la	formation	

des	métastases	pulmonaires	de	mélanome.	L’importance	de	ce	dimorphisme	est	vérifiée	dans	les	

données	de	l’étude	TCGA	où	les	patientes	qui	portent	des	mélanomes	exprimant	fortement	GRPR	

ont	 tendance	à	décéder	plus	rapidement	et	surtout	avec	une	progression	est	plus	rapide.	Ces	

données	viennent	de	patients	non-traités	(ou	traités	avec	des	molécules	inefficaces	comme	la	

dacarbazine)	 donc	 ici	 le	 terme	de	 progression	 ne	 se	 fait	 pas	 par	 référence	 à	 la	 rechute	 d’un	

patient	sous	thérapie,	mais	à	la	réapparition	de	nouvelles	métastases	après	la	chirurgie	et/ou	

l’enrôlement	du	patient	dans	l’essai	clinique.	Cela	indique	que	l’expression	de	GRPR	favorise	la	

formation	des	métastases	de	mélanome	chez	la	femme	en	cohérence	avec	nos	données.	L’effet	

chez	les	hommes	est	diamétralement	opposé,	semblant	diminuer	la	progression	tumorale.	Cet	

effet	n’est	pas	vu	dans	nos	modèles	murins,	car	les	cellules	Ecad	dans	les	cellules	GRPRneg	1181	

sont	mâles	et	produisent	quand	même	des	métastases	après	l’expression	ectopique	de	GRPR.	Il	

faut	également	adresser	un	point	à	propos	de	la	base	de	données	du	TCGA,	en	particulier	dans	le	

cas	du	mélanome.	Celle-ci	a	été	réalisée	avant	l’arrivée	des	nouvelles	thérapies	au	tournant	des	

années	2010	et	donc	les	patients	inclus	ne	représentent	pas	du	tout	l’état	de	la	clinique	actuel	du	

mélanome.	 De	 plus,	 sa	 composition	 est	 biaisée	 vers	 les	 métastases	 ganglionnaires	 et	 loco-

régionales	cutanées	qui	sont	loin	d’être	les	plus	délétères	pour	la	survie	du	patient.	La	base	de	

données	est	donc	peu	informative	sur	la	biologie	des	métastases	à	distance.	La	réalisation	d’un	

TCGA	«	bis	»,	composé	de	patients	traités	et	de	métastases	des	organes	profonds	pourrait	être	

particulièrement	intéressante	pour	améliorer	les	connaissances	sur	le	mélanome.	L’absence	de	

cette	base	de	données	contenant	un	grand	nombre	de	métastases	pulmonaires	ou	dans	d’autres	

organes	ne	nous	permet	pas	de	conclure	in	silico	sur	la	prévalence	de	l’expression	de	GRPR	dans	

les	métastases	non	pulmonaires.		

	

Pour	vérifier	si	GRPR	est	le	seul	déterminant	dans	la	capacité	acquise	des	cellules	à	former	des	

métastases,	le	croisement	des	lignées	utilisées	avec	des	lignées	de	souris	invalidées	pour	Grpr	
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(Hampton	et	al.,	1998)	ou	Grp	(Barry	et	al.,	2020)	nous	permettrait	de	statuer	clairement	sur	le	

rôle	de	GRPR	dans	la	mélanomagenèse.	On	s’attend	à	voir	une	nette	diminution	de	la	formation	

de	métastases	dans	les	souris	femelles.	

	

GRPR	induit	la	croissance	cellulaire,	comme	dans	de	nombreux	autres	cancers	(Elshafae	et	al.,	

2016;	Li	et	al.,	2010b;	Moody	et	al.,	2003;	Yano	et	al.,	1992)	(Elshafae	et	al.,	2016;	Li	et	al.,	2010b;	

Moody	et	al.,	2003;	Yano	et	al.,	1992).	L’effet	de	cette	croissance	est,	il	est	vrai	modéré,	20-25%	

de	cellules	en	plus	après	2	jours	de	stimulation	en	culture.	Il	serait	intéressant	de	connaître	les	

déterminants	 de	 cette	 croissance	 et	 différencier	 un	 effet	 pro-prolifératif	 d’effets	 anti-

apoptotique.	Nos	résultats	préliminaires	semblent	aller	majoritairement	vers	une	résistance	à	

l’apoptose	plutôt	qu’une	action	en	faveur	de	la	prolifération.	Cet	effet	sur	la	survie	est	également	

à	mettre	en	parallèle	de	l’effet	sur	la	capacité	à	cloner	des	cellules.	L’induction	de	l’expression	de	

GRPR	 est	 suffisante	 pour	 permettre	 aux	 cellules	 GRPRneg	 1181	 qui	 n’avaient	 cette	 capacité	

clonogénique	 de	 l’acquérir.	 Dans	 des	 modèles	 déjà	 capables	 de	 cloner	 (501-Mel,	 1014),	

l’induction	de	GRPR	augmente	 significativement	 cette	 capacité	 clonogénique.	L’impact	de	 ces	

deux	processus	cellulaires	sur	 la	 formation	du	mélanome	expliquerait	notamment	 le	nombre	

très	 important	 de	micro-métastases.	 Ces	 cellules	 auraient	 leur	 survie	 augmentée	 et	 seraient	

capables	de	s’implanter	très	efficacement	dans	les	poumons.		

	

GRPR	induit	l’invasion	cellulaire	dans	le	mélanome	comme	cela	avait	été	montré	précédemment	

dans	d’autres	 cancers	ou	modèles	 cellulaires	 (Clarimundo	et	 al.,	 2017;	Elshafae	et	 al.,	 2016).	

Cette	 invasion	 peut	 expliquer	 l’invasion	 de	 la	 tumeur	 primaire	 vers	 l’environnement,	 mais	

également	l’invasion	des	organes	cibles.	Cependant,	concernant	la	sortie	des	cellules	de	la	peau,	

il	faut	noter	deux	éléments	qui	peuvent	contrecarrer	cette	hypothèse	:	(i)	la	peau	n’exprime	pas	

de	GRP	et	donc	pas	de	ligand	à	même	d’activer	GRPR	et	donc	d’attirer	les	cellules	de	mélanome	

exprimant	 GRPR	 (Fagerberg	 et	 al.,	 2014;	 The	 Cancer	 Genome	 Atlas	 Network,	 2015).	 (ii)	 les	

concentrations	sanguines	de	GRP	sont	bien	en	deçà	de	l’EC50	du	récepteur.	En	effet	GRPR	a	une	

EC50	autour	de	0,5	nM	alors	que	les	concentrations	sanguines	sont	plus	de	l’ordre	de	0.05nM	

maximum	 (Grimsholm	 et	 al.,	 2005;	 Jönsson	 et	 al.,	 2006).	 Cette	 différence	 d’un	 log10	 est	

probablement	 trop	 faible	 pour	 induire	 l’activation	 du	 récepteur.	 Ainsi	 le	 rôle	 de	 GRPR	 est	

principalement	dans	la	croissance	des	cellules	de	mélanome	GRPRpos	dans	les	poumons.		
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GRPR	 favorise	 la	 résistance	 à	 l’anoïkis.	 Ces	 résultats	 sont	 encore	 préliminaires	 et	 n’ont	 pas	

encore	été	répliqués	3	fois,	mais	le	fait	que	les	cellules	humaines	et	murines	montrent	les	mêmes	

effets	nous	encourage	à	croire	en	ses	résultats.	Dans	le	processus	métastatique	du	mélanome,	

cet	effet	de	résistance	à	l’anoïkis	se	situe	probablement	lors	de	la	circulation	des	cellules	dans	

les	vaisseaux	et	l’arrivée	des	cellules	dans	le	poumon.	

	

GRPR	 active	 la	 signalisation	 YAP1.	 Cette	 signalisation	 a	 été	 associée	 dans	 le	mélanome	 avec	

l’invasion,	l’anoïkis	et	la	formation	de	métastases	(Ma	et	al.,	2021;	Nallet-Staub	et	al.,	2014;	Zhang	

et	al.,	2020c;	Zhao	et	al.,	2021).	Les	effets	sur	la	croissance	sont	encore	discutés,	mais	ils	semblent	

qu’ils	soient	réservés	aux	mélanomes	uvéaux	uniquement	(Ma	et	al.,	2021;	Zhang	et	al.,	2020c).	

Ces	processus	cellulaires	régulés	par	YAP1	sont	en	parfaite	adéquation	avec	 les	observations	

faites	 sur	 l’activation	 de	 GRPR	 ce	 qui	 suggère	 que	 l’activité	 oncogénique	 de	 GRPR	 passe	

principalement	 par	 YAP1.	 Cette	 hypothèse	 mérite	 néanmoins	 d’être	 testée	 en	 utilisant	

l’inhibiteur	de	YAP1,	 la	vertéporfine	ou	 l’inhibition	génétique	de	 l’expression	de	YAP1	sur	les	

processus	cellulaires	décrits	plus	haut	après	activation	de	GRPR	par	la	GRP.	Des	tests	inverses	

dans	 le	but	de	vérifier	que	YAP1	régule	 tous	 ces	processus	dans	notre	modèle	de	mélanome	

pourront	également	être	entrepris	à	l’aide	de	l’expression	du	quintuple	mutant	YAP5A	insensible	

à	la	dégradation	induite	par	la	phosphorylation	par	la	voie	Hippo.		

	

Notre	modèle	de	mélanome	est	l’un	des	premiers	à	proposer	un	mécanisme	d’activation	de	YAP1	

dans	le	mélanome	cutané	et	le	premier	à	proposer	un	mécanisme	en	dehors	de	l’apparition	de	

mutation	 dans	 cette	 même	 pathologie.	 L’autre	 mécanisme	 est	 l’apparition	 de	 mutations	

somatiques	ciblant	les	sérines	cibles	des	kinases	LAST1/2,	derniers	effecteurs	de	la	voie	Hippo.	

Ces	 sérines	 sont	mutées	 en	 alanine	 (mutations	 S61A,	 S127A,	 S164A	 et	S397A)	 (Zhang	 et	 al.,	

2019).	Ce	mécanisme	en	dehors	de	 l’apparition	de	mutations	permet	une	meilleure	plasticité	

cellulaire	et	donc	une	plus	grande	adaptation	de	la	cellule	cancéreuse	à	son	environnement	et	

aux	traitements	même	si	l’effet	observé	sera	moins	intense	comparé	aux	mutations.	

	

D’autres	 signalisations	 sont	mises	 en	 jeu.	Des	 résultats	 préliminaires	 ont	montré	 une	 légère	

suractivation	 de	 la	 voie	 MAPK	 en	 réponse	 à	 la	 GRP	 dans	 nos	 lignées	 murines.	 Nous	 avons	

également	 pu	 écarter	 l’activation	 d’AKT	 par	 GRP.	 Des	 tests	 kinases	 réalisés	 à	 l’aide	 de	 la	

technologie	 de	 PamChip®	 sont	 en	 cours	 de	 réalisation	 pour	 définir	 quelles	 sont	 les	 kinases	

activées.	Ces	tests	seront	mis	en	relation	avec	les	signatures	transcriptomiques	obtenues	dans	
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nos	 lignées	 pour	 identifier	 les	 voies	 de	 signalisations	 cellulaires	 induites	 par	 l’activation	 de	

GRPR.	Ces	voies	pourront	identifier	de	nouvelles	protéines	clefs	de	la	progression	tumorale	du	

mélanome.	 Les	 voies	 activées	 pourront	 également	 être	 ciblées	 en	 complément	 ou	 en	

remplacement	de	l’inhibition	de	GRPR	pour	le	traitement	du	mélanome.	

Notre	modèle	est	également	le	deuxième	modèle	de	mélanome	cutané	à	proposer	un	ciblage	de	

la	localisation	des	métastases	par	des	ligands	endogènes.	Ce	mécanisme	avec	déjà	été	suggéré	

avec	un	autre	RCPGs	dans	le	mélanome	cutané.	En	effet	CCR4	est	capable	de	diriger	le	mélanome	

vers	des	métastases	cérébrales	(Klein	et	al.,	2017).	 Il	serait	 intéressant	de	vérifier	 l’action	de	

GRPR	 sur	 la	 formation	 de	 métastases	 dans	 d’autres	 organes	 et	 plus	 particulièrement	 ceux	

exprimant	la	GRP	comme	le	cerveau	que	nos	cellules	GRPR	pos	sont	capables	de	coloniser	à	faible	

fréquence	après	injection	des	cellules	dans	la	veine	de	la	queue	des	souris	(<10%).	L’utilisation	

d’injection	stéréotaxiques	directement	dans	le	cerveau,	permettrait	de	vérifier	si	l’on	retrouve	

les	mêmes	mécanismes,	nos	modèles	cellulaires	étant	trop	agressifs	pour	des	injections	autres	

ou	 pour	 étudier	 la	 formation	 de	 métastases	 spontanées,	 ce	 qui	 ne	 laisse	 pas	 le	 temps	 à	

d’éventuelles	métastases	cérébrales	de	s’établir.	Il	faut	néanmoins	savoir	que	la	GRP	dans	le	tissu	

nerveux	est	un	neurotransmetteur	(Barry	et	al.,	2020)	dont	l’expression	est	certainement	limitée	

aux	synapses	et	n’est	pas	libre	en	dehors	de	la	survenue	de	potentiel	d’action	(et	encore	cette	

libération	 reste	 limitée	 à	 l’espace	 inter-synaptique).	 Il	 n’est	 donc	 pas	 certain	 que	 la	 GRP	 du	

cerveau	soit	disponible	pour	attirer	ou	favoriser	la	survie	des	cellules	de	mélanomes.		

	

C. Importance	de	l’inhibition	de	GRPR	dans	la	progression	du	mélanome	

	

Notre	étude	a	mis	en	lumière	l’effet	de	l’inhibition	de	GRPR	sur	la	formation	des	métastases,	le	

traitement	par	le	RC-3095	diminuant	dramatiquement	le	nombre	de	foyers	métastatiques.	Ces	

résultats	 poussent	 en	 faveur	 de	 l’utilisation	 d’antagoniste	 de	 GRPR	 dans	 le	 traitement	 du	

mélanome,	mais	 ont	 aussi	 permis	de	 valider	 le	 rôle	 de	 l’activation	GRPR	par	 la	 GRP	dans	 la	

formation	 des	 métastases	 pulmonaires.	 Il	 faut	 néanmoins	 discuter	 de	 l’efficacité	 de	 ces	

molécules	dans	la	prise	en	charge	du	mélanome.	Pour	 l’instant	nous	avons	seulement	mis	en	

évidence	l’impact	sur	la	formation	des	métastases	avec	une	prise	en	charge	précoce.	Il	faudrait	

tester	l’effet	d’antagoniste	de	GRPR	sur	des	métastases	déjà	bien	établies.	Néanmoins,	si	le	profil	

toxicologique	et	pharmacocinétique	des	inhibiteurs	est	correct,	les	inhibiteurs	pourraient	être	

utilisés	 comme	 adjuvant	 en	 plus	 de	 la	 résection	 tumorale	 afin	 de	 protéger	 les	 poumons	 de	
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colonisation	métastatique	ou	de	la	réduire,	les	poumons	étant	particulièrement	impactés	par	la	

formation	des	métastases	de	mélanome	(Barth	et	al.,	1995;	Zekri	et	al.,	2017).	

	

Il	 y	 a	 cependant	 un	 écueil	 important	 à	 l’utilisation	 des	 antagonistes	 de	 GRPR	 en	 cliniques	:	

actuellement	 aucune	 des	 molécules	 disponibles	 n’est	 réellement	 adaptée.	 Le	 RC-3095	 est	

rapidement	 dégradé	 in	 vivo,	 ce	 qui	 oblige	 à	 multiplier	 les	 injections	 pour	 avoir	 un	 profil	

pharmacologique	intéressant	(González	et	al.,	2009;	Szepeshazi	et	al.,	1997).	De	plus,	du	fait	de	

son	activité	en	tant	qu’agoniste	partiel,	le	RC-3095	a	montré	une	grande	toxicité	dans	un	essai	

clinique	de	phase	I	(Schwartsmann	et	al.,	2006).	

Un	autre	antagoniste	de	GRPR	a	été	utilisé,	le	PD-176252,	mais	il	est	inutilisable	en	clinique,	car	

trop	 lipophile,	 impossible	 d’être	 absorbé,	 y	 compris	 après	 injection	 intra-parentérale.	 Cette	

donnée	remet	en	question	une	partie	de	la	littérature	qui	lui	trouve	notamment	un	effet	anti-

tumoral	in	vivo	même	si	l’on	peut	toujours	imaginer	qu’il	est	en	fait	une	pro-drogue	métabolisée	

par	les	bactéries	digestives.	Il	faudrait	donc	générer	de	nouvelles	molécules.	Deux	techniques	

complémentaires	 s’offrent	à	nous	:	 (i)	un	 criblage	pour	permettre	de	 trouver	des	«	Hits	»	qui	

serviront	de	base	structurale	pour	des	pharmacomodulations	ultérieures.	(ii)	la	cristallographie	

du	 récepteur	 pour	 comprendre	 les	 déterminants	 à	 l’échelle	 de	 la	molécule	 définissant	 l’état	

activé	ou	inactivé	de	GRPR	et	d’identifier	les	acides	aminés	interagissant	avec	les	ligands.	Cette	

cristallisation	sera	également	d’une	grande	aide	pour	la	pharmacomodulation	des	«	hits	»	afin	

de	l’orienter.	Ces	«	hits	»	pharmacomodulés	deviendront	des	«	leads	»	qui	pourront	être	testés	

sur	les	modèles	in	vitro	et	in	vivo	que	nous	avons	générés.	Ces	molécules	au-delà	de	leur	aspect	

anti-tumoral,	 pourraient	 avoir	 une	 action	 anti-prurit	 et	 être	 utilisées	 dans	 de	 nombreuses	

pathologies	courantes	de	la	peau	comme	le	psoriasis	ou	l’eczéma.		

Au-delà	de	l’utilisation	d’antagonistes	de	GRPR	pour	leur	action	directe	anti-tumorale,	celle-ci	

peut	 être	 couplée	 avec	 d’autres	molécules,	 voir	 un	 radio-ligand	 pour	 augmenter	 l’effet	 anti-

tumoral	ou	avoir	une	approche	diagnostique.	Cette	approche	a	été	beaucoup	développée	pour	

GRPR	en	le	couplant	avec	des	radionucléides.	Le	couplage	avec	des	radionucléides	comme	le	68Ga	

permet	de	détecter	 les	cellules	par	PET/CT	dans	 l’organisme	ou	avec	 le	177Lu	entrainant	une	

action	 anti-tumorale	 par	 irradiation.	 Cette	 approche	 a	 déjà	 été	 réalisée	 chez	 des	 patientes	

atteintes	 de	 cancers	 du	 sein	ou	 de	 la	 prostate	 avec	 de	 bons	 résultats	 (Advanced	Accelerator	

Applications,	2021;	Zang	et	al.,	2018,	2020;	Zhang	et	al.,	2018).	Le	couplage	peut	également	être	

fait	avec	des	molécules	qui	vont	exercer	une	action	thérapeutique,	on	peut	notamment	citer	l’AN-

215	 combinant	un	 antagoniste	 de	GRPR	 et	 une	 anthracycline	 (Engel	 et	 al.,	 2005).	 Pour	 finir,	
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l’utilisation	 d’agoniste	 de	 GRPR	 peut	 permettre	 de	 cibler	 les	 cellules	 cancéreuses	 et	 induire	

l’internaliser	de	vésicules	contenant	des	molécules	thérapeutiques	(Akbar	et	al.,	2019).	

La	signalisation	de	l’endothéline	a	été	associée	avec	la	résistance	aux	inhibiteurs	de	MAPK	dans	

le	mélanome	(Asundi	et	al.,	2014;	Schäfer	et	al.,	2021;	Smith	et	al.,	2017b).	GRPR	partage	la	même	

signalisation	Gaq	en	aval	que	le	récepteur	à	l’endothéline.	Il	est	donc	possible	de	GRPR	possède	

également	 ce	même	 effet	 en	 faveur	 de	 la	 résistance	 au	 traitement	 par	 inhibiteurs	de	 la	 voie	

MAPK.	De	premiers	résultats	obtenus	au	laboratoire	vont	dans	ce	sens.	La	stimulation	par	la	GRP	

augmentant	d’un	 facteur	environ	4	 l’IC50	de	 la	binimétinib	mesurée	en	test	de	viabilité	MTT	

(Figure	37).	

	

Figure	37:	Croissance	des	cellules	de	mélanome	GRPR	pos	1057	stimulées	par	la	GRP	et	traitées	par	la	binimétinib	

La	binimétinib	est	un	inhibiteur	de	MEK1/2.	Les	IC50	ont	été	calculées	par	l’application	d’un	modèle	de	régression	logique	à	4	
paramètres.	N=2	

	

D. Mécanismes	moléculaires	conduisant	à	l’expression	de	GRPR	

	

Les	mécanismes	qui	conduisent	à	l’expression	de	GRPR	après	la	perte	d’expression	de	E-cad	ne	

sont	pas	encore	connus.	Les	études	transcriptomiques	des	tumeurs	et	des	cellules	murines	ont	

pu	identifier	des	corrélations	avec	l’expression	de	Notch3	et	du	récepteur	aux	estrogènes	Esr1.	

Pour	ce	dernier	nous	avons	pu	identifier	qu’il	existe	deux	populations	:	(i)	une	population	E-cad	

neg	/	Grpr	pos	/	Esr1	pos	et	(ii)	une	population	E-cad	pos	/	Grpr	neg	/	Esr1	neg	(Figure	38).	Son	

profil	 d’expression	 permettrait	 d’expliquer	 l’expression	 de	 GRPR	 uniquement	 dans	 les	

mélanomes	∆E-cad	chez	 la	 femme	et	donc	 le	dimorphisme	observé	quant	à	 la	 formation	des	

métastases	et	l’expression	de	GRPR.		
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Figure	38:	Expression	de	Grpr	et	d'Esr1	dans	les	lignées	cellulaires	de	mélanomes	murins	établies	au	laboratoire.		

On	distingue	2	populations	(i) une population E-cad neg / Grpr pos / Esr1 pos cerclée de rouge et (ii) une population E-cad pos / Grpr 
neg / Esr1 neg cerclée de bleu.	

Cette	expression	de	Esr1	est	très	intéressante	lorsque	mis	en	parallèle	avec	les	récents	travaux	

menés	 dans	 des	 neurones	 dans	 le	 cadre	 de	 la	 démangeaison.	 Takanami	 et	 ses	 collègues	ont	

montré	que	 le	 récepteur	aux	 estrogènes	alpha,	 codé	par	Esr1	 se	 fixe	au	promoteur	de	GRPR	

(Takanami	et	al.,	2021).	Cette	fixation	entraine	l’augmentation	de	l’expression	de	GRPR.	Il	est	

également	 intéressant	 de	 noter	 par	 ailleurs	 que	 les	 estrogènes	 augmentent	 également	

l’expression	de	la	GRP	dans	leurs	modèles,	mais	de	manière	probablement	indirecte.	Selon	ces	

résultats,	 la	 perte	 d’E-cadhérine	 dans	 le	 mélanome	 en	 présence	 d’ESR1	 chez	 les	 femmes	

activerait	l’expression	de	GRPR.	Dans	cette	idée,	il	serait	intéressant	de	comparer	les	niveaux	

d’expression	 de	 Grp	 dans	 les	 poumons	 des	 souris	 mâles	 et	 femelles.	 On	 peut	 imaginer	 que	

l’expression	de	Grp	dans	les	poumons	de	souris	femelles	soit	plus	élevée	et	donc	favorise,	du	côté	

du	ligand	également,	cette	interaction	GRP-GRPR	pro-métastatique.	

D’autres	facteurs	de	transcription	ont	été	corrélés	avec	l’expression	de	GRPR	comme	RUNX2	ou	

BACH1,	mais	à	ce	jour	aucune	corrélation	exacte	n’a	été	faite.	Il	est	intéressant	de	noter	que	la	

liaison	 de	 ces	 facteurs	 de	 transcription	 sur	 les	 régions	 régulatrices	 d’ESR1	 et	 de	GRPR	 a	 été	

montrée	 par	 expérience	 de	 ChIP-seq	 en	 dehors	 du	 contexte	 du	mélanome	 (Lachmann	 et	 al.,	

2010).	La	régulation	de	GRPR	pourrait	donc	être	due	à	l’action	conjuguée	de	ces	facteurs.	

Les	 seuls	 éléments	 que	 l’on	 peut	 dès	 à	 présent	 écarter	 sont	 des	mutations	 de	 gènes	 ou	 des	

différences	de	méthylations	du	promoteur	de	GRPR.	La	régulation	de	l’expression	de	GRPR	par	

b-caténine,	qui	aurait	pu	être	envisagée	dans	le	cadre	de	la	perte	d’E-cad,	semble	exclue,	car	il	

n’a	pas	été	retrouvé	de	signature	b-caténine	associée	à	GRPR	aussi	bien	dans	 les	mélanomes	

murins	que	dans	les	mélanomes	humains.	
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Conclusion	
	

	
	

La	perte	d’E-Cadhérine	conduit	à	la	formation	des	métastases	de	mélanome	via	l’expression	de	

GRPR.	L’activation	de	GRPR	va	conduire	à	l’activation	de	processus	cellulaires	très	importants	

dans	la	progression	tumorale	qui	vont	engendrer	la	formation	des	métastases	de	mélanome	dans	

les	poumons.	Ce	récepteur	couplé	aux	protéines-G	peut	être	ciblé	et	son	inhibition	provoque	une	

diminution	drastique	de	la	formation	des	métastases	pulmonaires	de	mélanomes.	Ces	résultats	

montrent	que	GRPR	pourrait	être	une	cible	intéressante	dans	le	traitement	du	mélanome	malin.	
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Annexes	

A. Participation	à	d’autres	projets	

	

I. C57BL/6	congenic	mouse	NRAS	Q61K	melanoma	cell	lines	are	highly	sensitive	
to	the	combination	of	Mek	and	Akt	inhibitors	in	vitro	and	in	vivo	

	

	

Article	publié	en	novembre	2019	

	

Résumé	:	

Les	mutations	NRAS	sont	 fréquentes	dans	 le	mélanome,	mais	difficiles	à	 traiter.	Les	patients	

porteurs	de	mélanomes	mutés	NRAS	n’ont	pas	de	thérapies	spécifiques	à	leur	disposition.	Nous	

avons	établi	des	cellules	de	mélanome	et	de	mélanocyte	de	souris	à	partir	d’un	modèle	murin	

C57BL/6	NRASQ61K.	Ces	lignées	cellulaires	peuvent	être	utilisées	ensuite	pour	des	études	pré-

cliniques	 et	 fondamentales	 de	mélanome	 porteur	 de	mutation	 NRAS.	 Le	 fait	 que	 ces	 lignées	

soient	syngéniques	C57BL/6	permet	de	travailler	dans	un	environnement	 immunocompétent	

plus	proche	de	la	réalité	immunologique	du	patient.	Pour	faire	la	preuve	de	concept	de	l’intérêt	

de	nos	cellules,	nous	avons	analysé	 le	protéome	et	 identifier	une	activation	des	voies	AKT	et	

MAPK.	Nous	avons	montré	ensuite	que	la	co-inhbition	de	ces	deux	voies	a	un	effet	additif	sur	la	

croissance	cellulaire	in	vitro	et	in	vivo.	

	

Ma	participation	à	ce	projet	a	été	dans	la	réalisation	d’analyse	bio-informatique	d’une	part	en	

analysant	le	transcriptome	des	lignées	établies	pour	observer	les	différences	entre	mélanocytes	

et	mélanomes	et	pour	caractériser	les	cellules,	mais	aussi	en	analysant	le	RPPA	en	identifiant	des	

déficits	 de	 phophorylation	d’AKT	 et	 de	 ERK	 lors	 de	 l’inhibition	génétique	 de	NRAS	dans	 ces	

lignées.	J’ai	également	pris	une	part	active	dans	les	expériences	in	vivo	en	assurant	une	partie	

des	traitements	et	des	analyses	des	souris	et	du	suivi	des	tumeurs.	
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1  | INTRODUC TION

Skin melanoma is a malignant tumor that develops from melano‐
cytes, the cells that produce melanin, which are responsible for skin 
pigmentation. Skin melanoma is a multifactorial disease; risk factors 
are related to the environment, lifestyle and conditions (chronic or 
intermittent sun exposure), and individual risk factors (ethnicity, ge‐
netic factors, skin pigmentation, abundant nevi). Cutaneous melanoma 
ranks 9th among all cancers of men and women combined, account‐
ing for 15,404 and 287,723 new cases in France in 2017 (68 million 

inhabitants) and worldwide in 2018, respectively (Bray et al., 2018; 
Jéhannin‐Ligier et al., 2017). Its incidence has been steadily increas‐
ing in most Caucasian populations over the last 50 years. Various clas‐
sifications of melanoma have been implemented based on clinical, 
anatomical, histopathological, and, more recently, molecular genetic 
criteria. Cutaneous melanoma is currently molecularly classified into 
four major classes: (a) “BRAF mutated” (50% of patients), (b) “NRAS 
mutated” (25% of patients), (c) “NF1 mutated” (10% of patients), and 
(d) “others” for approximately 15% (Cancer Genome Atlas Network, 
2015).
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Abstract
RAS is frequently mutated in various tumors and known to be difficult to target. 
NRASQ61K/R are the second most frequent mutations found in human skin melanoma 
after BRAFV600E. Aside from surgery, various approaches, including targeted thera‐
pies, immunotherapies, and combination therapies, are used to treat patients carry‐
ing NRAS mutations, but they are inefficient. Here, we established mouse NRASQ61K 
melanoma cell lines and genetically derived isografts (GDIs) from Tyr::NRASQ61K 
mouse melanoma that can be used in vitro and in vivo in an immune‐competent en‐
vironment (C57BL/6) to test and discover novel therapies. We characterized these 
cell lines at the cellular, molecular, and oncogenic levels and show that NRASQ61K 
melanoma	is	highly	sensitive	to	the	combination	of	Mek	and	Akt	inhibitors.	This	pre‐
clinical model shows much potential for the screening of novel therapeutic strategies 
for patients harboring NRAS mutations that have limited therapeutic options and 
resulted in poor prognoses.
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Surgery is still the primary treatment for most skin cancers but 
is ineffective in advanced melanoma cases, in which tumors have 
spread beyond the skin to the lymphatic system, blood circulation, 
or other parts of the body. Chemotherapy and radiation have been 
routinely used without objective responses.

In recent years, two parallel approaches have been successful. 
The first is immunotherapy with ipilimumab or nivolumab/pem‐
brolizumab	(monoclonal	antibodies	directed	against	CTLA4	or	PD1	
proteins, respectively) or the two in combination. This approach 
can be very effective, but a maximum of 60% of patients respond 
to this type of treatment for reasons that are unknown. The second 
approach consists of targeted therapy for molecular abnormalities 
involved in cancer initiation/progression. This therapeutic approach 
emerged directly from major advances in our understanding of the 
biology of melanoma, knowledge of signaling pathways, and dissec‐
tion of the molecular genetics of the disease. In particular, mutated 
BRAF inhibitors, such as Vemurafenib®, have demonstrated their 
ability to inhibit the very high activity of the BRAFV600X form. These 
inhibitors are effective in patients whose melanoma is mutated for 
this kinase, but not when the melanoma is mutated for NRAS or NF1.

Melanomas	carrying	mutations	for	NRAS	are	aggressive	tumors,	
with thick lesions, a high mitotic index, and a high rate of metastases 
in lymph nodes. To date, there is no targeted therapy for NRAS, mainly 
due to the nature of this protein. Here, we established and charac‐
terized mouse NRASQ61K melanoma cell lines and genetically derived 
isografts (GDIs) from Tyr::NRASQ61K mouse melanoma. We then eval‐
uated	their	sensitivity	to	a	combination	of	Mek	and	Akt	inhibitors.

2  | MATERIAL S AND METHODS

2.1 | Establishment of cell lines

RAS90	[McNRAS1]	and	RAS91A	[McNRAS2]	melanocyte	cell	 lines	
were obtained from Tyr::NRASQ61K transgenic mice that were 
backcrossed to C57BL/6 and established as previously described 
(Ackermann et al., 2005; Delmas et al., 2007; Longvert et al., 2011). 
The	 Melan‐a,	 9v	 [McWT1],	 and	 14d	 [McWT2]	 C57BL/6	 melano‐
cyte cell lines have been previously described (Bennett, Cooper, & 
Hart,	 1987;	Delmas	 et	 al.,	 2007).	 The	1007	 [MaNRAS1]	 and	1014	
[MaNRAS2]	melanoma	cell	 lines	were	established	 from	melanoma	
arising from a male and female Tyr::NRASQ61K transgenic mouse, re‐
spectively.	Small	pieces	(≈10	mm3) of Tyr::NRASQ61K primary tumors 
were	 cleaned,	washed	 in	 PBS,	 and	 subcutaneously	 implanted	 into	
the neck pad of C57BL/6 mice. Once the implanted tumor reached 
a	volume	of	≈1	cm3, it was removed from the mouse, tumors were 
dissociated as single cells prior to establishing them in culture as pre‐
viously described (Gallagher et al., 2011).

2.2 | Cell culture

Melanoma	cell	lines	were	maintained	at	37°C	in	complete	medium,	
consisting of Ham's F12 medium supplemented with 10% fetal calf 

serum,	5	mM	 l‐glutamine,	 and	 antibiotics	 (100	U/ml	penicillin	 and	
100 μg/ml streptomycin), in a humidified atmosphere containing 5% 
CO2.	Melanocyte	cell	lines	were	maintained	under	the	same	condi‐
tions	in	the	presence	of	200	nM	TPA	(tetradecanoyl	phorbol	acetate,	
Sigma).	The	Melan‐a	and	Melan‐c	mouse	melanocyte	and	melanoma	
cell lines were kindly provided by Dr. D. Bennett (Bennett et al., 
1989, 1987).

2.3 | DNA genotyping

Genomic DNA was extracted from melanocyte and melanoma cell 
lines and column‐purified with the QIAamp Kit (Qiagen). The presence 
of the Tyr::NRASQ61K transgene was determined after amplifying and 
genotyping the appropriate DNA. Fragments containing the NRAS 
Q61K	human	sequence	were	amplified	by	PCR	with	primers	LL1086	
(5′‐GAT	CCC	ACC	ATA	GAG	GAT	/	T3′)	and	LL1087	(5′‐CTG	GCG	TAT	
TTC	TCT	TAC	C‐3′).	This	PCR	consisted	of	35	cycles	at	94°C	for	45	s,	
56°C	for	30	s,	and	72°C	for	30	s,	and	generated	a	product	of	399	bp.	
The gender of the cells (XX or XY) was determined using a combined 
Smcy	and	Smcx	PCR	with	primers:	LL362	(5′‐TGA	AGC	TTT	TGG	CTT	
TGA	G‐3′)	and	LL363	(5′‐CCG	CTG	CCA	AAT	TCT	TTG	G‐3′).	This	PCR	
consisted	of	35	cycles	at	94°C	for	1	min,	55°C	for	30	s,	and	72°C	for	
30 s, and generated products of 280 and 310 bp for males (XY) but 
only	310	bp	for	females	(XX)	(Pla	et	al.,	2004).

2.4 | Growth curves and clonogenic assays

Growth curves were established by seeding six‐well tissue culture 
plates with 105	cells	 in	complete	medium	with	or	without	200	nM	
TPA.	Three	 images	were	 taken	per	well	 at	24,	48,	and	72	hr	after	
seeding. Images were also taken just after cell attachment to deter‐
mine the exact number of seeded cells per well. Cells were manually 
counted from images (cell counter plugin—ImageJ). For the growth 
curves established in the presence of the inhibitors, binimetinib, 
PD‐0325901,	 or	MK‐2206	 2HCl,	 the	 inhibitors	were	 added	 24	 hr	
after seeding. The doubling time (Dt) was determined using the for‐
mula Dt = (t2	−	t1) × (log(2)/log(q2/q1), with q1 = to the quantity of cells 
at time t1 and q2 = to the quantity of cells at time t2.

For clonogenic assays, six‐well tissue culture plates were seeded 
with 500 cells in complete medium. The medium was changed 24 hr 

Significance
The establishment of novel congenic mouse melanoma cell 
lines and GDIs mutated for NRAS is a key step toward eval‐
uating various therapies, as RAS tumors are still difficult to 
target.	Proper	use	of	these	models	will	limit	the	number	of	
therapies that enter clinical phase 1 trials to increase the 
success rate and thereby reduce the astronomical financial 
costs of phase 3.
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after cell seeding and replaced with complete medium containing the 
indicated	concentrations	of	binimetinib,	PD‐0325901,	or	MK‐2206	
2HCl. This medium was left on the cells for either 1 hr and replaced 
with new complete medium or left unchanged. After 15 days of 
incubation,	 colonies	 were	 fixed	 with	 4%	 PFA	 (paraformaldehyde),	
stained with crystal violet in 10% ethanol, and counted on images. 
Experiments were performed in triplicate.

2.5 | Melanin determination

To determine the amount of melanin per cell line, cells were counted, 
pelleted,	and	solubilized	by	incubation	in	1	ml	1	M	NaOH	for	2	hr	at	
80°C.	Samples	were	then	centrifuged	at	15,300	g for 10 min at room 
temperature and the absorbance of the supernatants measured at 
470	 nm.	 Melanin	 content	 was	 determined	 by	 comparison	 with	 a	
standard curve generated for synthetic melanin (Sigma).

2.6 | Western blot analysis

Whole‐cell lysates were prepared from melanocytes and melanoma 
cell	 lines	in	ice‐cold	RIPA	buffer	supplemented	with	complete	pro‐
tease	inhibitor	cocktail	and	PhosStop	phosphatase	inhibitor	cocktail	
(Roche). For Western blotting, 20 μg total protein was separated on 
a	15%	denaturing	acrylamide	SDS‐PAGE	gel	and	the	proteins	trans‐
ferred	 to	 a	 nitrocellulose	membrane.	Membranes	were	blocked	 in	
5% non‐fat milk in Tris‐buffered saline supplemented with 0.01% 
Tween‐20 (TBST) and probed with primary antibodies overnight. 
The signal was detected using peroxidase‐conjugated anti‐mouse or 
anti‐rabbit secondary antibodies and enhanced chemiluminescence 
(ECL; Thermo Fisher). The primary antibodies used were against Erk 
(Cell Signaling, 9102), p‐Erk (Thr202/Thr204, Cell Signaling, 9106), 
Akt (Cell Signaling, 2938), p‐Akt (Ser473, Cell Signaling 3787), S6 
(Cell Signaling, 2317), pS6 (Ser235/236, Cell Signaling, 4857), and 
β‐actin (Sigma, A5441). All antibodies were used at a dilution of 
1/1,000, except β‐actin (1/10,000). For NRAS siRNA knockdown 
experiments, proteins were extracted with Laemmli sample buffer, 
resolved	 by	 SDS‐PAGE,	 and	 transferred	 to	 PVDF	 membranes.	
Immunoreactivity	 was	 detected	 using	 HRP‐conjugated	 secondary	
antibodies	 (Calbiotech)	 and	 chemiluminescence	 HRP‐recognizing	
substrates	(Thermo	Scientific)	on	a	VersaDoc	Multi‐Imager.	The	pri‐
mary antibodies used were against NRAS (Santa Cruz, sc‐519, dilu‐
tion 1/1,000) and actin (Sigma‐Aldrich, A2066, dilution 1/5,000).

2.7 | Mice and iso‐/xenografts

C57BL/6 and Swiss nude mice were purchased from Charles River 
Laboratories (France). All animals were housed under specific 
pathogen‐free conditions in the animal facility. Animal care, use, 
and experimental procedures were conducted in accordance with 
recommendations of the European Community (86/609/EEC) and 
Union	(2010/63/UE)	and	the	French	National	Committee	(87/848).	
The ethics committee of the Curie Institute in compliance with the 

institutional guidelines approved animal care and use. Xenograft 
experiments were performed as previously described (Grille et al., 
2003). The 1014 melanoma cells were injected subcutaneously ei‐
ther in the flank of female Swiss nude mice, at a concentration of 
8 × 105 cells per flank, or in the flank of female C57BL/6 mice at 
a concentration of 105 cells per flank. The 1007 melanoma cells 
were injected subcutaneously in the flank of male C57BL/6 mice 
at a concentration of 105 cells per flank. Tumor size was meas‐
ured by caliper every 2–3 days and the volume (v) estimated as 
(length × width × height)/2.

2.8 | Gene expression RT‐PCR

RNA was extracted from mouse melanocyte (9v, 14d, R90, and R91a) 
and mouse melanoma (1007 and 1014) cell lines using the miRNe‐
asy	Kit	(Qiagen,	#217004).	M‐MLV	reverse	transcriptase	(Invitrogen)	
was used according to the manufacturer's protocol to synthesize 
cDNA from 1 μg total RNA in combination with random hexamers. 
The	 cDNA	was	used	 as	 template	 for	PCR	with	 the	NRAS	primers	
LL1086	(5′‐GAT	CCC	ACC	ATA	GAG	GAT	/	T3′)	and	LL1087	(5′‐CTG	
GCG	TAT	TTC	TCT	TAC	C‐3′),	amplified,	and	revealed	with	ethidium	
bromide.

2.9 | Transcriptomic analysis

RNA was extracted from mouse melanocyte (9v, 14d, R90, and 
R91a) and mouse melanoma (1007 and 1014) cell lines using the 
miRNeasy kit (Qiagen, #217004). RNA integrity (RIN) was meas‐
ured using an Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies). The 
minimum	 threshold	 for	RNA	 integrity	was	 fixed	 at	RIN	≥	9.	RNA	
concentration was measured using a NanoDrop (ND‐2000, Thermo 
Fischer). Complementary RNA (cRNA) was synthesized using the 
GeneChip	 3′IVT	 Plus	 Reagent	 Kit	 (Thermo	 Fisher,	 #902415),	 ac‐
cording to the manufacturer's protocol. In brief, total RNA was 
first reverse‐transcribed using a T7‐Oligo(dT) promoter primer for 
first‐strand cDNA synthesis. After RNaseH treatment and second‐
strand cDNA synthesis, the double‐stranded cDNA was purified 
and served as template for subsequent in vitro transcription (IVT). 
The IVT reaction was carried out in the presence of T7 RNA poly‐
merase and a biotinylated nucleotide analog/ribonucleotide mix for 
cRNA amplification and biotin labeling. The biotinylated cRNA tar‐
gets were then cleaned up, fragmented, and 11 μg cRNA hybridized 
to	a	single	GeneChip®	Mouse	Genome	430	2.0	Array	(Affymetrix,	
#900495). After washing and staining, using the Affymetrix 
Fluidics Station 450 (Affymetrix, # 00‐0079), the probe arrays were 
scanned using an Affymetrix GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix, 
#	00‐0210).	Microarray	analysis	was	conducted	using	R	and	pack‐
age available on Bioconductor (http://www.bioco nduct or.org). 
Data were normalized using the robust multichip average algorithm 
(RMA)	 from	 package	oligo (Carvalho & Irizarry, 2010) and anno‐
tated using a4PreProc (Talloen & Verbeke, 2018) and mouse4302.
db. The principal component analysis was performed using the 

http://www.bioconductor.org
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packages Factominer (Le, Josse, & Husson, 2008) and Factoextra 
(Kassambara	 &	 Mundt,	 2017).	 The	 differential	 analysis	 (D.A.)	 to	
compare NRAS melanocytes and NRAS melanomas was performed 
using the limma package (Ritchie et al., 2015). A heatmap to display 
the results of the D.A was generated using the PheatmaP (Kolde, 
2018) and gPlots packages. Genes with an adjusted p‐value under 
.01 and absolute log2 fold change over 3 were chosen for drawing 
the heatmap. The volcano plot depicting the D.A. results was gen‐
erated using the ggPlot2 (Wickham, 2016) and ggrePel packages. 
Gene ontology and enriched pathway analysis were performed 
using the clusterProFiler package (Yu, Wang, Han, & He, 2012).

2.10 | Reverse‐phase protein array (RPPA) analysis

Cell	lysates	were	prepared	and	analyzed	by	RPPA,	as	previously	de‐
scribed (Tibes et al., 2006), with 304 antibodies. Triplicate normal‐
ized	RPPA	data	were	transformed	for	use	with	Gene	Set	Enrichment	
Analysis (GSEA) software using gene ontology gene sets available 
from	MSigDB	 (Cambridge,	MA),	 as	 previously	 described.	 A	 storey	
value <0.05 and log2 fold change >0.32193 were used as cutoffs for 
determining	significance.	Unsupervised	and	supervised	hierarchical	

clustering heatmaps were produced using log2‐transformed sam‐
ple expression data for antibody lists constructed from either sig‐
nificance cutoffs or a priori pathway information. Calculations were 
performed	using	MATLAB®	(v2017b).

2.11 | RNA interference

Cells (200,000) were plated in six‐well plates and transfected for 
4 hr with chemically synthesized siRNA at a final concentration of 
25	 nmol/L	 using	 Lipofectamine™	 RNAiMax	 (Invitrogen).	 The	 me‐
dium	was	then	replaced	with	TPA‐free	medium	and	replenished	at	
day 3 if the experiments lasted for more than 3 days. Cell growth 
was monitored using the Incucyte® system for an additional 5 days 
post‐transfection.	 NRAS	 siRNA	 #1	 (5′‐CAC	 CAU	 AGA	 GGA	 UUC	
UUA	CUU‐3′)	 and	NRAS	 siRNA	#2	 (5′‐GCA	AGU	GUG	AUU	UGC	
CAA	CA‐3′)	were	purchased	from	Dharmacon	Inc.

2.12 | Inhibitor treatment in vitro and in vivo

PD‐0325901,	binimetinib,	and	MK‐2206	2HCl	were	purchased	from	
Selleckchem. For the in vitro studies, the drugs were dissolved in 

F I G U R E  1   General morphology of 
the melanocyte and melanoma cell lines. 
Phase	contrast	images	of	melanocyte	
and	melanoma	cell	lines.	(a)	Melan‐a	cells,	
(b) 9v cells, (c) R90 cells, (d) R91a cells, 
(e) 1007 melanoma cells, and (f) 1014 
melanoma cells. Scale bar = 50 μm

50 µm

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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DMSO	as	10	mM	stock	solutions,	stored	at	−20°C,	and	adjusted	to	
the	final	concentration	with	culture	medium.	DMSO	was	used	as	the	
vehicle control for the in vitro studies. For the in vivo studies, the 
drugs	were	resuspended	in	1%	CMC	(carboxymethyl	cellulose)	plus	
0.5% Tween‐80 and administrated by oral gavage. Binimetinib was 
used	at	 a	dose	of	10	mg/kg	per	day	and	MK‐2206	2HCl	at	 a	dose	
of	15	mg/kg	per	day.	The	resuspension	solution	(1%	CMC	plus	0.5%	
Tween‐80) was used as the vehicle control (mock). Injected mice were 
treated	daily	from	day	21	post‐injection	for	21	consecutive	days.	Mice	
were sacrificed when the tumor volume reached more than 2 cm3.

3  | RESULTS

We established melanocyte cell lines in culture from one‐day‐old 
C57BL/6 wild‐type and Tyr::NRASQ61K pups. Tyr::NRASQ61K trans‐
genic mice express the human NRAS protein mutated on amino 
acid 61, driven by the mouse tyrosinase promoter (Ackermann 
et al., 2005). The rate of success in establishing these cell lines 
was similar (approximately 30%), indicating that the presence of 
the NRAS mutation does not influence immortalization of these 
cells in culture. The morphology of the two novel NRASQ61K mel‐
anocyte	cell	lines	McNRAS1	[90]	(or	R90)	and	McNRAS2	[91a]	(or	
R91a)	is	similar	to	that	of	wild‐type	Melan‐a,	McWT1	[9v]	(or	9v),	
and	McWT2	[14d]	(or	14d)	melanocyte	cell	lines,	dendritic	and	pig‐
mented (Figure 1a‐d; Figure S1a; Table 1). These results suggest 
that these cells retained their principal melanocytic characteris‐
tics. The R90 and R91a melanocyte cell lines contain and express 
the human NRASQ61K oncogene (Figure S1b,c). Tumors arising from 
1‐year‐old Tyr::NRASQ61K mice were engrafted into 2‐month‐old 
C57BL/6 mice and collected after growth. They were divided into 
10‐mm3 cubes prior to either freezing in liquid nitrogen in the 
presence	of	FCS/DMSO	to	generate	GDIs	or	establishing	them	in	
culture	in	the	presence	of	medium	containing	TPA.	The	morphol‐
ogy	 of	 the	melanoma	 cell	 lines	 (MaNRAS1	 [1007]	 (or	 1007)	 and	

MaNRAS2	[1014]	(or	1014)	is	similar	to	melanocyte	cell	lines,	and	
they are pigmented (Figure 1e,f; Figure S1a). The 1007 and 1014 
melanoma cell lines contain and express the human NRASQ61K on‐
cogene (Figure S1b,c). The 9v, R90, R91a, and 1007 melanocyte/
melanoma cell lines were established from male mice and the 14d 
and 1014 melanocyte/melanoma cell lines from female mice; the 
sex	of	these	cell	lines	was	confirmed	by	PCR	(Table	1).

It is well established that the growth of mouse melanocytes re‐
quires mitogenic factors in addition to the standard medium con‐
ditions	(Bennett	et	al.,	1987;	Larue	&	Mintz,	1990).	TPA,	a	phorbol	
ester	 that	activates	PKC	signaling,	 is	used	 to	promote	melanocyte	
growth	in	vitro.	As	PKC	activates	Mapk	signaling,	we	evaluated	the	
requirement	of	TPA	for	the	growth	of	9v	wild‐type	melanocytes,	R90	
and R91a NRASQ61K melanocytes, and 1007 and 1014 NRASQ61K 
melanoma cells (Figure 2). As expected, wild‐type 9v melanocytes 
did	not	grow	without	TPA	and	their	doubling	time	in	the	presence	of	
TPA	was	approximately	40	hr.	The	R90	and	R91a	NRASQ61K melano‐
cytes	were	unable	to	grow	without	TPA,	suggesting	that	NRASQ61K 
did	not	sufficiently	activate	the	MAP	kinase	pathway	to	promote	cell	
growth. The doubling times of R90 and R91a NRASQ61K melanocytes 
were similar to that of wild‐type 9v melanocytes, both in the pres‐
ence	or	absence	of	TPA.	Based	on	this	criterion,	R90	and	R91a	me‐
lanocytes are not transformed. The 1007 and 1014 melanoma cell 
lines	were	able	to	grow	both	 in	the	presence	and	absence	of	TPA.	
However, the doubling time of 1007 cells appeared to be higher in 
the	absence	of	TPA	(40	hr	vs.	50	hr),	which	was	not	true	of	1014	cells.

We injected 1014 melanoma cells into female C57BL/6 and nude 
mice to evaluate their potential to grow in vivo. The injection of 105 
1014 cells in 2‐month‐old female C57BL/6 mice was sufficient to 
reproducibly generate melanomas (Figure 3a). However, injection of 
the same number of 1014 cells (105) into nude mice resulted in very 
few mice presenting tumors. The optimal number of cells to obtain 
reproducible growth in nude mice was 8 × 105 (Figure 3b). We did 
not evaluate the cause of this difference between C57BL/6 and 
nude mice, but it may be due to the action of NK cells, as they are 

Name of the 
cell line Abbreviation Genotype Gender Reference

McWT1	[9v] 9v WT Male Delmas et al. 
(2007)

McWT2	[14d] 14d WT Female Delmas et al. 
(2007)

McNRAS1	[90] R90 Tyr::NRASQ61K/° Male This article

McNRAS2	
[91A]

R91a Tyr::NRASQ61K/° Male This article

MaNRAS1	
[1007]

1007 Tyr::NRASQ61K/° Male This article

MaNRAS2	
[1014]

1014 Tyr::NRASQ61K/° Female This article

Melan‐a Melan‐a WT Female Bennett et al. 
(1987)

Note: The official names of the established cell lines are given with their genotypes and genders.

TA B L E  1   Characteristics of C57BL/6 
cell lines of the melanocyte lineage
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more robust and potent in nude mice than C57BL/6 mice. We per‐
formed similar experiments with 1007 melanoma cells. They were 
able	to	grow	in	C57BL/6	mice,	but	took	longer	to	appear,	≈45	days	
for	1007	versus	≈30	days	 for	1014	 (Figure	3c).	Finally,	1014	mel‐
anoma cells could form lung, ovary, liver, and brain metastases 

when 5 × 105 cells were injected in the tail veins of C57BL/6 mice 
(Figure 3d). 1007 melanoma cells were unable to colonize the lungs 
when injected in the tail vein of nude mice (5‐month follow‐up). 
Four million R90 or R91a cells were injected into six C57BL/6 mice; 
none presented tumors after 5 months.

F I G U R E  2   Growth dependence of the 
melanocyte and melanoma cell lines on 
TPA	in	vitro.	(a‐e)	In	vitro	growth	curves	
of the various cell lines over 3 days in 
the presence (red) or absence (black) of 
200	nM	TPA.	a,	9v	cells;	b,	R90	cells;	c,	
R91a cells; d, 1007 cells; and e, 1014 cells. 
Results are expressed as the ratio of the 
number of cells at each timepoint over the 
number of cells plated at the beginning of 
the experiment (time 0) and represent the 
average ± SD of three to five independent 
experiments. (f) Doubling time (in hours) 
of each cell population during exponential 
growth in the presence (red) or absence 
(black)	of	200	nM	TPA.	Each	bar	
represents the mean ± SD of at least three 
independent measurements
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Overall, these results show that the NRAS melanocyte cell lines 
(R90 and R91a) are not transformed, which is not true of the two 
NRAS melanoma cell lines (1007 and 1014). However, 1007 mela‐
noma cells appear to be less aggressive than 1014 melanoma cells, 
based	on	these	criteria	(dependence	on	TPA,	growth,	and	metastasis	
formation in mice).

We next performed transcriptomic analysis of the wild‐type (9v 
and 14d) and NRAS (R90 and R91a) melanocyte cell lines and NRAS 
melanoma (1007 and 1014) cell lines (Table S1). We first evaluated 
the levels of the seven key transcription factors for human melano‐
cyte/melanoma (Rambow et al., 2015). The levels of the common 
melanocytic	mRNAs	(Mitf,	Pax3,	Sox10,	and	Tfap2a)	were	similar	in	
these cell lines and validated the melanocytic origin of all the cell 
lines, whereas the levels of Lef1 and Dlx2 were barely detectable. 
However, the level of Gas7 was significantly higher (adjusted p‐
value = 4.75 10–3 with a log2 fold change of 3.00) in the melanoma 
than melanocyte cell lines (Figure S2a‐g). We validated the induction 
of Gas7 mRNA synthesis in the melanoma cell lines relative to that in 
melanocyte	cell	lines	by	RT‐qPCR	(Figure	S2h).	PCA	analysis	showed	
the melanocyte cell lines (9v, 14d, R90, and R91a) to cluster together, 
distant from the 1007 and 1014 melanoma cell lines (Figure S3a). 
The most differentially expressed genes (log2 fold change >3), with 

an adjusted p‐value < .01 between melanocytes and melanoma, are 
given as a heatmap (Figure S3b). As expected, Gas7, Chd4, Fscn1, 
Tubb5,	Igfbp4,	and	Pik3cd	emerged	were	induced	and	Mecom,	Atrx,	
Nrcam, and Nfix repressed in the melanoma cells. We generated a 
volcano plot after comparing the NRAS melanocyte (R90 and R91a) 
and melanoma (1007 and 1014) cell lines (Figure S3b). GO, KEGG, 
and	MSigDB	analysis	was	performed	on	889	differentially	expressed	
genes defined from the differences between NRASQ61K melano‐
cyte and NRASQ61K melanoma cell lines (FC > 1 and adjusted p‐
value < .05). These analyses revealed the main differences between 
the NRASQ61K melanocyte and NRASQ61K melanoma cell lines to be 
associated with chromatin organization, the mRNA machinery, and 
cytoskeleton modifications (Figure S4).

The	second	dimension	of	 the	PCA	showed	the	1007	and	1014	
melanoma cells to be different (Table S2). These results were not 
surprising, as Tyr::NRASQ61K melanoma could be divided into two 
classes by transcriptomic analysis (data not shown). GO analysis 
showed that the 1007 melanoma cells express higher levels of genes 
associated with sugar metabolism, including that of glucose, carbo‐
hydrates, hexose, and monosaccharide, than 1014 melanoma cells.

NRAS	controls	the	Mapk	and	PI3K	signaling	pathways.	We	thus	
evaluated the level of proteins of these two pathways (Erk, p‐Erk, 

F I G U R E  4   Analysis of signaling 
pathways by Western blotting. (a) Cells 
were grown in the presence or absence 
of	200	nM	TPA	and	lysed	48	hr	after	
seeding. Total cell extracts were subjected 
to Western blot analysis using the 
mentioned antibodies. Actin was used 
as a loading control. (b) 1007 and 1014 
cells (200,000) were transfected with 
non‐targeting or NRAS‐targeting siRNAs 
and	grown	in	TPA‐free	media	for	48	hr.	
Lysates were collected and analyzed by 
western blotting. 1007 (c) and 1014 (d) 
cells (200,000) were transfected with 
non‐targeting (siCtl) or NRAS‐targeting 
siRNAs	and	grown	in	TPA‐free	media	for	
144 hr. A non‐transfected control was 
also included. Growth was monitored 
using the IncuCyte® system (n = 4; error 
bars indicate the standard error; * p < .05, 
** p < .01; p‐values were determined by 
comparing the area under the curve). 
(e)	Reverse‐phase	protein	array	(RPPA)	
analysis of the indicated cell lines 
transfected with non‐targeting or NRAS‐
targeting	siRNAs	and	grown	in	TPA‐free	
media for 48 hr. Expression levels are 
presented as the NormLog2 median‐
centered z‐score
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Akt, p‐Akt, S6, and p‐S6) in the melanocyte and melanoma cell lines 
in	the	presence	or	absence	of	TPA	(Figure	4a).	The	levels	of	Erk	and	
Akt	were	similar	in	the	cell	lines	in	the	presence	or	absence	of	TPA.	
An increase in the levels of p‐Akt and p‐Erk was not induced by 
TPA	treatment	of	the	melanoma	cells.	However,	the	level	of	S6	was	
higher	in	the	melanocyte	cell	lines	in	the	presence	of	TPA,	but	this	
induction was modest or not observed in the melanoma cell lines. 
The mechanism by which the level of S6 protein in melanocytes is in‐
duced	in	the	presence	of	TPA	is	still	unknown.	The	level	of	p‐S6	was	
higher	in	the	presence	of	TPA	in	all	cell	lines	as	expected	(Trevillyan,	
Kulkarni, & Byus, 1984). p‐S6 and p‐Akt were barely detectable in 
the	9v,	R90,	and	R91a	melanocyte	cell	lines	in	the	absence	of	TPA.

Next, we evaluated the requirement for NRAS on cell growth 
in the NRAS melanoma cell lines. We knocked down NRAS in both 
the 1007 and 1014 cells at 48 hr using two independent siRNAs 
(Figure 4b). Knockdown was associated with a reduction in cell con‐
fluency relative to control knockdowns (Figure 4c,d). siRNA #2 led to 
a	larger	reduction	in	cell	growth	than	siRNA	#1.	We	then	used	RPPA	
to examine the signaling changes with >300 phospho‐ and total pro‐
tein antibodies. The levels of nine epitopes were affected after re‐
ducing the level of NRAS in both the 1007 and 1014 melanoma cells 
(Figure	4e;	Figure	S5).	Upon	knockdown	of	NRAS,	there	was	a	signif‐
icant reduction in the NRAS effectors p‐S6 (S235–236), p‐p90 RSK 
(T573), and insulin receptor in both cell lines. The reduction in NRAS 

F I G U R E  5  The	Mek	inhibitor	
binimetinib inhibits the growth of the 
1014 melanoma cell line in vitro. (a) 
Western blot analysis of 1014 cells 
exposed to binimetinib at the indicated 
concentrations for 1 hr before lysis, using 
the antibodies mentioned at the right of 
the panel. (b, c) Growth curves of 1014 
melanoma cells cultivated in the absence 
(b)	or	presence	(c)	of	200	nM	TPA,	with	or	
without	the	Mek	inhibitor	binimetinib	at	
the indicated concentrations. The inhibitor 
was added 24 hr after plating. Results 
are expressed as the ratio of the number 
of cells for each timepoint over the 
number of cells plated at the beginning 
of the experiment (time 0). (d) Clonogenic 
growth of 1014 cells in the presence or 
absence	of	the	Mek	inhibitor	binimetinib.	
Cells were seeded at cloning density (500 
cells per six‐well dish) at day 0. Binimetinib 
was added 24 hr after plating, at the 
indicated concentrations, in complete 
medium and the medium left either for 
14 days or 1 hr and then replaced by 
complete medium. Crystal violet‐stained 
colonies were counted on images. 
Representative images of the colonies 
of three experiments are shown. Results 
are expressed as the relative amount 
compared with the vehicle control‐treated 
samples and represent the average ± SD 
of three independent experiments
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levels can also induce a reduction in the level of phosphorylation of 
Akt (T308 and S473), CDC2‐pY15, CYCLIN E1, and S6‐pS240/S244 
and	an	increase	in	the	level	of	LRP6‐pS1490.	Thus,	the	Mapk	and	Akt	
signaling pathways are dependent on the presence of the activated 
form of human NRASQ61K in these melanoma cell lines.

We	evaluated	 the	action	of	binimetinib	 (a	Mek	 inhibitor)	 and	
MK‐2206	2HCl	(an	Akt	inhibitor)	on	1014	melanoma	cells	in	vitro	
and in vivo. As expected, binimetinib had a dose‐dependent effect 
on the phosphorylation of Erk and no effect on the phosphoryla‐
tion of Akt (Figure 5a). We evaluated the growth of 1014 mela‐
noma	cells	in	the	presence	or	absence	of	TPA	and	in	the	presence	

of various doses of binimetinib (Figure 5b,c). A minimum of 10–

3 μM	binimetinib	was	required	to	affect	the	growth	of	1014	mel‐
anoma	cells	in	the	presence	or	absence	of	TPA.	We	evaluated	the	
cytotoxicity of binimetinib against 1014 melanoma cells using a 
colony‐forming assay. Binimetinib was added to the cells 1 hr be‐
fore	allowing	them	to	form	colonies	for	15	days	(Figure	5d).	Under	
these conditions, 1 μM	binimetinib	was	 sufficient	 to	 reduce	 the	
number	 of	 colonies	 by	 approximately	 90%.	 Moreover,	 0.01	 μM	
binimetinib had a similar effect when the drug was present for the 
entire period of growth. We obtained similar results with another 
Mek	inhibitor,	PD‐0325901	(Figure	S6).	Similarly,	MK‐2206	2HCl	

F I G U R E  6  The	Akt	inhibitor	MK‐2206	
2HCl inhibits the growth of the 1014 
melanoma cell line in vitro. (a) Western 
blot analysis of 1014 cells exposed 
to	MK‐2206	2HCl	at	the	indicated	
concentrations for 1 hr before lysis, using 
the antibodies mentioned at the right of 
the panel. (b, c) Growth curves of 1014 
melanoma cells cultivated in the absence 
(b)	or	presence	(c)	of	200	nM	TPA,	with	
or	without	the	Akt	inhibitor	MK‐2206	
2HCl at the indicated concentrations. The 
inhibitor was added 24 hr after plating. 
Results are expressed as the ratio of the 
number of cells at each timepoint over the 
number of cells plated at the beginning 
of the experiment (time 0). (d) Clonogenic 
growth of 1014 cells in the presence or 
absence	of	the	Akt	inhibitor	MK‐2206	
2HCl. Cells were seeded at cloning 
density (500 cells per six‐well dish) at day 
0.	MK‐2206	2HCl	was	added	24	hr	after	
plating, at the indicated concentrations in 
complete medium, and the medium left 
either for 14 days or 1 hr and replaced 
by complete medium. Crystal violet‐
stained colonies were counted on images. 
Representative images of the colonies 
of three experiments are shown. Results 
are expressed as the relative amount 
compared with the vehicle control‐treated 
samples and represent the average ± SD 
of three independent experiments
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had a dose‐dependent effect on the phosphorylation of Akt and 
no effect on the phosphorylation of Erk (Figure 6a). We evaluated 
the growth of 1014 melanoma cells in the presence or absence of 
TPA	and	in	the	presence	of	various	doses	of	MK‐2206	(Figure	6b,c).	

In	the	absence	of	TPA,	the	action	of	MK‐2206	on	the	growth	of	the	
cells was observable at a very low dose (10–3	nM).	However,	10	nM	
MK‐2206	was	required	to	block	the	growth	of	these	cells.	 In	the	
presence	of	TPA,	the	effect	of	MK‐2206	on	1014	melanoma	cells	
was slightly less than in its absence. We evaluated the cytotoxicity 
of	MK‐2206	against	1014	melanoma	cells	using	a	colony‐forming	
assay.	MK‐2206	was	 added	 to	 the	 cells	 for	 1	 hr	 before	 allowing	
them	to	form	colonies	for	15	days	 (Figure	6d).	Under	these	con‐
ditions,	10	nM	MK‐2206	was	sufficient	to	reduce	the	number	of	
colonies by approximately 90%.

We	then	evaluated	the	action	of	MK‐2206	and	binimetinib	on	the	
growth of 1014 melanoma cells in vitro and in vivo in C57BL/6 mice 
(Figure 7; Figure S7). In vitro, the action of the two compounds on 
1014 cell growth after 3 days of treatment was additive (Figure 7a). 
In	vivo,	MK‐2206	did	not	affect	the	growth	of	melanoma	cells	at	a	
dose of 15 mg/kg, whereas binimetinib efficiently inhibited tumor 
growth at a dose of 10 mg/kg. Importantly, the combination of 
MK‐2206	and	binimetinib	was	remarkably	efficient	in	stopping	the	
growth of NRAS melanoma in vivo (Figure 7b).

4  | DISCUSSION

The establishment of genetically coherent mouse, tumor, and cell 
line (transformed and non‐transformed) models is of great impor‐
tance for better understanding the physiology, physiopathology, 
and cell and molecular biology associated with genetic and/or micro‐
environmental and/or environmental modifications in an immune‐
competent	 environment.	 Moreover,	 such	 coherent	 models	 are	 of	
importance for the testing of novel therapies (Figure 8).

In the case of melanoma, various mouse cell lines have been 
established for years, including Cloudman S‐91 and B16 cells 
(Cloudman,	 1941;	Harding	&	Passey,	 1930).	 Today,	 B16	 is	 still	 the	
most popular mouse melanoma cell line and is used throughout the 
world. Indeed, B16 melanoma cells have been cited approximately 
7,000 times, according to the Web of Science (January 2019), and 
in 2018, B16 melanoma cells appeared in at least 320 publications. 
Several B16 melanoma subclones have been derived from the origi‐
nal one, including B16.F1, B16.F10, and B16.C3. B16 melanoma cell 
lines have the advantage of being syngeneic to C57BL/6, growing 
subcutaneously in C57BL/6 or nude mice, forming metastasis in the 
lung, being amenable to genetic manipulation, and remaining pig‐
mented. However, this model was generated after multiple aggres‐
sive	treatments	(B.	Mintz,	personal	communication).	Thus,	the	B16	
melanoma cell model is not relevant to human skin melanoma, as the 
mutations do not reflect the human mutations and the key signal‐
ing pathways involved in melanomagenesis are profoundly different 
between this cell line and human melanoma. However, despite its 
shortcomings, it should not be forgotten that the B16 melanoma 
cell line has allowed researchers to shed light on numerous crucial 
processes.

The generation of transgenic mice has allowed the estab‐
lishment of mouse melanoma models (for review see (Aktary, 

F I G U R E  7   In	vivo	tumor	growth	in	the	presence	of	Mek	and/or	
Akt inhibitors. (a) Growth curves of 1014 melanoma cells cultivated 
with	the	Akt	inhibitor	MK‐2206	2HCl,	Mek	inhibitor	binimetinib,	or	
both at the indicated concentrations or no inhibitor. Inhibitors were 
added 24 hr after plating. Results are expressed as the ratio of the 
number of cells at each timepoint over the number of cells plated at 
the beginning of the experiment (time 0). These experiments were 
performed	in	the	absence	of	TPA.	(b)	Established	1014	melanoma	
cells were injected subcutaneously in the flanks of female C57BL/6 
mice (105 cells per side). At day 21, the mice were assigned to 
four treatment groups (12 mice per group): vehicle only (mock), 
binimetinib	only,	MK‐2206	2HCl	only,	and	binimetinib	and	MK‐2206	
2HCl.	Mice	were	treated	by	oral	gavage	for	21	consecutive	days	
with	binimetinib	at	10	mg/kg	per	day	and/or	MK‐2206	2HCl	at	
15 mg/kg per day. Tumor size was measured by caliper every 
2–3 days and calculated as (length × width × height)/2. Arrows 
indicate the beginning and end of treatment. Results are expressed 
as mean tumor volumes ± SEM for each treatment group. Growth 
curves for each individual tumor are shown in Figure S6
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Mcmahon,	&	Larue,	2018;	 Larue	&	Beermann,	2007)).	Melanoma	
cell lines have already been established from some of them. For 
example,	 the	 groups	 of	 Constance	 Brinckerhoff	 and	 Marcus	
Bosenberg established a series of BrafV600E melanoma cell lines, 
known	 as	 D4M	 and	 YUMM	 (Jenkins	 et	 al.,	 2014;	Meeth,	Wang,	
Micevic,	Damsky,	&	Bosenberg,	2016),	and	that	of	Thomas	Tüting	
established melanoma cell lines expressing the oncogenic form of 
CDK4R24C (Bald et al., 2014).

We decided to focus on the NRAS mutation, as this mutation 
is frequently found in human melanoma and involved in melanoma 
initiation. Furthermore, no targeted therapy for NRAS mutations is 
yet available nor C57BL/6 congenic mouse NRAS melanoma cells. 
Recently, it was shown that the compound ZT‐12‐037‐01 can inhibit 
the serine–threonine kinase STK19, which phosphorylates NRAS on 
serine S89, leading to its activation (Yin et al., 2019). This new target 
and compound are promising and may constitute a way to inhibit 

NRAS activation in melanoma. The Tyr::NRASQ61K mouse melanoma 
line was previously generated by the group of Friedrich Beermann 
(Ackermann et al., 2005). We backcrossed the initial Tyr::NRASQ61K 
mice to male and female C57BL/6J mice more than 12 times to 
achieve a minimum of 99.95% C57BL/6J, allowing the establishment 
of a C57BL/6J congenic Tyr::NRASQ61K mouse line (Longvert et al., 
2011). Here, we established and characterized a coherent C57BL/6 
mouse NRAS melanoma model, including melanocyte cell lines, mel‐
anoma cell lines, GDIs, and the transgenic mouse melanoma model 
that was already available. We characterized this model at the cellu‐
lar, molecular, and oncogenic levels.

In	vitro,	we	evaluated	the	action	of	Mek	and	Akt	inhibitors	in	
the	presence	and	absence	of	TPA,	as	this	phorbol	ester	is	known	to	
modify various cellular activities, including proliferation, differen‐
tiation, migration, and invasion (Denning, 2012). At the molecular 
level,	TPA	activates	diacylglycerol	 (DAG),	which	 in	turn	activates	

F I G U R E  8   Establishment of the mouse 
NRAS melanoma model and functional 
tests.	(a)	Mouse	melanocyte	(Mc)	and	
melanoma	(Ma)	cell	lines	were	established	
in	culture	from	P1	newborn	transgenic	
(tg) pups and primary melanomas, 
respectively.	Mouse	melanocyte	and	
melanoma cell lines were subcutaneously 
injected into C57BL/6 mice to evaluate 
their	ability	to	grow	in	vivo.	Melanoma	
tumors were frozen in liquid nitrogen 
(LN2) in the presence of fetal calf serum/
DMSO	(90/10,	v/v)	prior	to	thawing,	
washing, and implantation in C57BL/6 
mice to generate genetically derived 
isografts (GDIs). One hundred thousand 
established 1007 and 1014 melanoma 
cells were injected subcutaneously in 
the flanks of C57BL/6 mice to generate 
tumors in approximately 1 month. (b) 
Tg	animals,	Mc,	Ma,	and	GDIs	can	be	
subjected to physical, chemical, and 
biological treatment. Various readouts can 
be performed
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multiple	PKC	isoforms,	triggering	Mapk/Mek/Erk	signaling,	as	well	
as GSK3‐beta and IKK‐beta signaling. Aside from the activation of 
proliferation,	 PKC	 enzymes	 profoundly	 influence	 actin	 cytoskel‐
eton	organization	and	several	PKC	isoforms	have	been	shown	to	
colocalize with various specific components of the actin, vimentin, 
and/or tubulin cytoskeleton (Szalay et al., 2001). The activation of 
these	 PKC	 isoforms	 and	 subsequent	 cytoskeletal	 reorganization	
may	strongly	influence	the	efficacy/availability	of	Mek	inhibitors.	
However,	our	results	did	not	show	the	mixture	of	TPA	and	Mek/
Akt inhibitors to have much of an effect on the growth of these 
cells.

The	action	of	the	combination	of	Mek	and	Akt	inhibitors	on	this	
mouse NRAS melanoma model was very efficient. Nonetheless, it 
is	highly	probable	that	the	combination	of	Mek	and	Akt	inhibitors	
on NRAS melanoma patients is not sufficient. Indeed, trametinib 
and GSK2141795 were used in combination on NRAS and “WT” 
human	 melanoma	 patients	 to	 inhibit	 Mek	 and	 Akt,	 respectively	
(Algazi et al., 2018). However, no clinical benefit in NRAS‐met‐
astatic patient was observed. These results may reveal different 
issues: (a) These drugs were not sufficiently specific, (b) the proto‐
col of administration was suboptimal, and/or (c) the strategy was 
not ideal. Indeed, human melanoma is highly genetically and epi‐
genetically unstable (Goodall et al., 2008; Hoek & Goding, 2010; 
Lawrence et al., 2013). Targeting these two signaling pathways 
may not be sufficient in this context, as these tumors may carry 
other abnormalities (genetic or not) that induce natural neo‐resis‐
tance to these inhibitors. Complementary (combinatory) therapies, 
including immune therapy, NRAS targeted therapy, or even radio‐
therapy, could be beneficial for patients. Better molecular knowl‐
edge of the patients and their tumors would also be beneficial to 
optimally adapt treatment (Najem et al., 2017). For example, the 
immune	 checkpoint	 inhibitors,	 anti	 CTLA‐4	 and	 anti‐PD1/PDL1,	
can	 be	 used	 in	 combination	 with	 Mek	 inhibitors	 with	 a	 certain	
level	of	 success	on	NRAS‐mutated	melanoma	 in	vivo.	Moreover,	
the	 combination	 of	 Mek	 inhibitor,	 trametinib,	 and	 radiotherapy	
on NRAS‐mutated melanoma prolonged G1 arrest and premature 
senescence in vitro, is well‐tolerated, and reduces tumor growth 
in	vivo.	Furthermore,	the	combination	of	a	Mek	inhibitor	and	the	
reactivation of p53 NRAS‐mutated melanoma cells show a strong 
synergistic effect. Overall, we provide the proof of concept that 
this NRAS melanoma model can be used to test novel therapies.

In conclusion, we have no doubt that the proper use of the mouse 
NRASQ61K melanoma mouse model (cell lines and GDI) will allow the 
scientific community to better evaluate melanoma progression and 
efficiently test novel therapies.
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Résumé	:	

Le	facteur	de	transcription	BRN2	est	associé	à	la	progression	dans	la	mélanomagenèse,	mais	

son	rôle	dans	l’initiation	est	peu	connu.	Nous	avons	généré,	au	laboratoire,	modèle	murin	de	

mélanome	haplo-insuffisant	pour	BRN2	dans	un	contexte	BrafV600E	PtenF/+.	Nous	avons	

montré	que	l'haplo-insuffisance	de	BRN2	favorise	l'initiation	et	la	progression	du	mélanome.	

Nous	avons	montré	à	l’échelle	moléculaire	que	BRN2	induit	directement	l'expression	de	PTEN	

et	réprime	en	conséquence	la	signalisation	PI3K.	Nous	avons	également	montré	un	rôle	dans	

l’invasion	cellulaire	de	l'haplo-insuffisance	de	BRN2.	

	

Ma	participation	à	cette	étude	a	concerné	toutes	les	analyses	transcriptomiques	réalisées	aussi	

bien	sur	les	tumeurs	que	sur	les	cellules.	J’ai	pu	mettre	en	évidence	que	l'haplo-insuffisance	de	

BRN2	induit	l’expression	de	signature	d’invasion,	validée	ensuite	in	vitro.	Cet	effet	pro-invasif	

explique	la	formation	de	métastases	ganglionnaires	observée	in	vivo.	Cet	effet	pro-invasif	peut	

être	dû	à	l’expression	d’Axl,	car	ce	gène	est	surexprimé	dans	les	mélanomes	et	les	cellules	

établies	en	culture	haplo-insuffisantes	pour	Brn2.	
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Göran B. Jönsson9, Robert A. Cornell4, Irwin Davidson 4,12, Colin R. Goding 8✉ & Lionel Larue 1,2,3✉

While the major drivers of melanoma initiation, including activation of NRAS/BRAF and loss

of PTEN or CDKN2A, have been identified, the role of key transcription factors that impose

altered transcriptional states in response to deregulated signaling is not well understood. The

POU domain transcription factor BRN2 is a key regulator of melanoma invasion, yet its role in

melanoma initiation remains unknown. Here, in a BrafV600E PtenF/+ context, we show that

BRN2 haplo-insufficiency promotes melanoma initiation and metastasis. However, metastatic

colonization is less efficient in the absence of Brn2. Mechanistically, BRN2 directly induces

PTEN expression and in consequence represses PI3K signaling. Moreover, MITF, a BRN2

target, represses PTEN transcription. Collectively, our results suggest that on a PTEN het-

erozygous background somatic deletion of one BRN2 allele and temporal regulation of the

other allele elicits melanoma initiation and progression.
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Cancer initiation is triggered by the activation of oncogenic
signaling combined with senescence bypass. Yet while
many typical oncogenes and tumor suppressors that affect

cancer initiation have been identified, cancer initiation is likely to
be modulated by additional genetic events. Understanding how
non-classical driver mutations may impact cancer initiation is a
key issue that has been relatively underexplored. Melanoma, a
highly aggressive skin cancer, arises through the acquisition of
well-defined genetic and epigenetic modifications in oncogenes
and tumor suppressors and represents an excellent model system
to address this key question.

As a highly genetically unstable cancer type, the initiation of
melanoma requires the induction of melanocyte proliferation,
which is mediated by several major founder mutations, the most
common of which are BRAFV600E and NRASQ61K/R1,2. However,
activation of BRAF or NRAS is insufficient to promote melanoma
initiation without senescence bypass mediated by additional
founder mutations or expression changes of several genes
including p16INK4A, CTNNB1, PTEN, or MDM43–7.

The transcription factor BRN2, also known as POU3F2 and N-
OCT3, plays a critical role in neurogenesis and drives prolifera-
tion in a range of cancer types with neural or neuroendocrine
origins, including glioblastoma, neuroblastoma, small cell lung
cancer, and neuroendocrine prostate cancer8–10. In the melano-
cyte lineage, BRN2 is not detected in melanoblasts in vivo but is
heterogeneously expressed in naevi and melanoma11–14. In vitro
studies have shown that BRN2 expression is induced by a range of
melanoma-associated signaling pathways including activation of
the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway down-
stream from BRAF, the PI3K pathway, the LEF-β-catenin axis,
as well as FGF, TNF-α, EDN3, and SCF signaling14–17. Consistent
with BRN2 being expressed in a predominantly mutually exclu-
sive pattern with the Microphthalmia-associated transcription
factor (MITF)13 that plays a crucial role in melanoma
proliferation18, BRN2 is repressed by MITF via miR-21119.
However, the relationship between MITF and BRN2 is complex.
For example, BRN2 was recently found to be regulated by E2F1, a
cell cycle-regulated transcription factor that is also a target for
MITF, and both BRN2 and MITF are regulated by PAX3 and
WNT/β-catenin15,16,20–24. Indeed, both BRN2 and MITF can
regulate expression of AXL21,25, with BRN2 repressing AXL
expression, thus enabling some cells in human melanoma to
adopt an AXLHigh, MITFLow and BRN2Low state25. The activation
of BRN2 expression in a specific subset of melanoma cells in
response to all three major signaling pathways (MAPK, PI3K/
PTEN, and β-catenin) linked to melanoma initiation (early pro-
liferation and bypass/escape senescence) and progression
(including late proliferation and metastatic dissemmination)
suggests that Brn2 is likely to have a critical role in disease
progression26. Most notably, BRN2 has been associated with
MITFLow senescent or slow-cycling cells11, and identified as a key
regulator of melanoma invasion and anoikis in vitro13,27,28 and in
in vivo xenograft experiments20,29,30. Mechanistically, the ability
of BRN2 to promote invasion has been linked to its ability to
control expression of PDE5A-mediated cell contractility, phos-
phorylation of myosin light chain 2, repression of MITF and
PAX3, and cooperation with bi-allelic loss of CDKN2A13,20,27,30.
However, despite abundant information linking BRN2 to mela-
noma proliferation and invasiveness in vitro and in xenograft
experiments, the impact of BRN2 on melanoma initiation and
progression in vivo has never been assessed.

In this work, we show that BRN2 acts as a tumor suppressor
during melanoma initiation and progression in a BRAF-PTEN
context since BRN2 and MITF regulate positively and negatively
the transcription of PTEN, respectively.

Results
BRN2 loss or low expression correlates with reduced survival
and worse prognosis. Although BRN2 has been implicated in
melanoma invasiveness, and its expression is highly regulated,
whether and how it may contribute to melanoma initiation or
incidence is not understood. To evaluate the prevalence of BRN2
loss in human skin cutaneous melanoma (SKCM), we retrieved
copy-number alteration (CNA) data for BRN2 in SKCM metas-
tases (stage IV) from the Cancer Genome Atlas (TCGA, https://
cancergenome.nih.gov/). The BRN2 locus showed mono-allelic
loss in 53% and bi-allelic loss in 2.7% of all patient samples (n=
367, Fig. 1A). Only a minority (n= 29 of 367, corresponding to
7.9%) of SKCM samples showed a copy-number gain (n= 27)/
amplification (n= 2) for BRN2. We did not further analyze these
samples since the expression of BRN2 was slightly increased but
not statistically different (p= 0.26, test of Kruskall-Wallis with a
Dunn correction) between tumors that gained and/or amplified
this locus compared to the normal situation. We screened a panel
of human melanoma cell lines available in our laboratory (n= 23)
for deletions that affect the BRN2 locus by comparative genomic
hybridization. The BRN2 locus showed mono-allelic loss in 48%
(11 out 23) of the human melanoma cell lines and no bi-allelic
loss, comparable to the TCGA-data (Supplementary Fig. 1A,
Supplementary Data 1). Notably, BRN2 mRNA levels were sig-
nificantly lower in SKCM metastases with bi-allelic BRN2 loss
(Supplementary Fig. 1B). The mono- and bi-allelic loss of BRN2
was frequently associated with a large segmental deletion of the
long arm of chromosome 6 (Chr.6q) in SKCM metastases and in
our cell line panel (Fig. 1B, Supplementary Fig. 1C, Supplemen-
tary Data 2). From the TCGA, patients carrying the monoallelic
loss of BRN2 in metastases displayed a trend to have a shorter
overall survival than those with diploid status (Fig. 1C). These
results were validated using an independent cohort of 108
regional metastases previously described31 (Fig. 1D). Moreover,
we evaluated the number of BRN2 alleles in nevi and melanoma
that arose from these nevi using publically available data32. It
appears that 28% (5 out of 18) or 22% (4 out of 18) of melanomas
presented either a mono-allelic loss or a gain of BRN2 respectively
compared to nevi (Supplementary Fig. 1D). The situation is
clearly complex, but we may conclude that BRN2 mono-allelic
loss can occur during the early steps of melanomagenesis.

We next assessed the correlation between BRN2 mRNA levels
and overall patient survival to evaluate the effect of BRN2 mono-
allelic loss on melanoma progression. We established “BRN2-
high” and “BRN2-low” patient groups based on RNA-seq data
available from the TCGA (BRN2 subgroups defined as BRN2-low
(≤1 transcript per million reads [TPM]) and BRN2 expressed/
high [>1 TPM]). Patients in the “BRN2-low” group displayed
significantly shorter overall survival than those of the “BRN2-
high” group (Fig. 1E). Overall, the BRN2 locus, frequently
associated with a large segmental deletion, is lost (mono- and bi-
allelic) in ≈60% of human SKCM metastases and correlates with
significantly reduced overall survival. Since CCNC, ROS1 and
ARID1B loci are distal to BRN2 on chromosome 6, and are
known to be involved in melanomagenesis, we evaluated the
overall survival of these patients according to the presence and
the level of mRNA expression of the corresponding genes. We
observed no significant difference between the presence or
absence of these three genes or their expression (Supplementary
Fig. 1E–L). Finally, we compared the loss of 6q with the mono-
allelic loss (MAL) of BRN2 (Supplementary Fig. 1M) and found
that 6q loss is associated with a worse prognostic than BRN2
mono-allelic loss. This result indicates, as suspected, that other
gene(s) located on 6q are of importance in melanomagenesis.
Taken together, these data indicate that in human melanoma
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BRN2 loss/low expression is associated with an adverse outcome
for the patient.

Co-occurrence of BRN2 loss with mono-allelic loss of PTEN.
We next determined whether BRN2 loss co-occurs with mela-
noma driver mutations by examining the TCGA CNA-data set
and human melanoma cell-line panel. There was no significant
correlation between BRAF or NRAS mutation and BRN2 loss
(mono- or bi-allelic), neither in human melanoma samples nor
the human cell-line panel (Supplementary Fig. 2A,B). We then
searched for co-occurring CNAs of other known melanoma-
associated genes and found that mono-allelic loss of BRN2 co-
occurred with mono-allelic loss of PTEN in approximately 40% of
the human melanoma samples in TCGA and in the human cell-
line panel (Supplementary Fig. 2C,D). We next evaluated the
concomitant BRN2 locus alterations, BRAF/NRAS mutations, and
CDKN2A/PTEN alterations and found the most frequent genetic
constellation that co-occurs with BRN2 loss in melanoma to be
BRAFV600X mutation together with mono-allelic PTEN loss
(Supplementary Fig. 2E). Finally, we compared the overall sur-
vival of human patients with a loss of one allele of PTEN who also
had a loss of BRN2 (monoallelic loss=MAL) with a loss of one
allele of PTEN and no loss of BRN2 (BRN2-normal). In this
context, patients with loss of BRN2 showed significantly lower
overall survival than BRN2-normal patients (Supplementary
Fig. 1N).

In conclusion, in human melanoma, the loss of BRN2 is
preferentially associated with BRAF mutation together with
PTEN loss.

Loss of BRN2 drives melanomagenesis in vivo. These data
suggesting that the loss of BRN2 might be of importance in
melanoma prompted us to evaluate the potential causal role of
BRN2 in melanomagenesis in vivo by examining whether het-
erozygous (het) or homozygous (hom) loss of Brn2 affects mel-
anoma initiation and/or progression in a mouse model. Note
however, that while genetic loss of BRN2 might be important, the
complex regulation of BRN2 expression driven by melanoma-
associated signaling pathways might also play a major role,
especially given that melanoma cells within a single tumor can
exhibit both high and very low BRN2 expression13,20. We
therefore developed an inducible genetically engineered mouse
model system for generating Brn2-deficient melanoma driven by
the most common alterations in human SKCM (BrafV600E and
Pten loss). Specifically, we used Tyr::CreERt2/°-Lar; BrafV600E/+

(called Braf from hereon) and Tyr::CreERt2/°-Lar; BrafV600E/+;
PtenF/+ (called Braf-Pten from hereon) mice carrying a
tamoxifen-inducible Cre-recombinase under the control of the
tyrosinase promoter33–35. This model system allows melanocyte
lineage-specific induction of a BRAFV600E mutation and mono-
allelic deletion of Pten for Braf-Pten mice. Cre-mediated deflox-
ing leads to activation of the BrafV600E oncogene, inducing nevus
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Fig. 1 One BRN2 allele is frequently lost in human melanoma and reduced BRN2 mRNA level correlates with reduced overall survival. A Bar graph
showing the status of the BRN2 locus in human skin cutaneous melanoma (SKCM) metastases (stage IV). Copy-number alterations (CNAs) were
estimated using the GISTIC algorithm. Two alleles (2a in black), one allele (1a in red), no allele (0a in orange), and gain and/or amplification (G/Aa in blue)
of the BRN2 locus are given. B Pictogram showing the extent of segmental deletions (red or orange vertical lines) that affect the BRN2 locus on Chr.6q16
(dashed blue horizontal line) in SKCM metastases. C Kaplan–Meier curves comparing 10-year overall survival of SKCM patients diploid for BRN2 (black
line, n= 106) or those with mono-allelic (red n= 156). The TCGA CNA-data set was analyzed (n= 309). Diploid vs. Mono-allelic loss: log-rank (Mantel-
cox) test (p= 0.067). Data were retrieved from TCGA on August 8, 2019. D Kaplan–Meier curves comparing melanoma patients with diploid status or
mono-allelic loss of BRN2 in 108 regional metastatic melanoma patients (p= 0.001, log-rank test)31 and unpublished data. E Kaplan–Meier curves
comparing 30-year overall survival of SKCM patients to BRN2 mRNA levels. Log-rank (Mantel-Cox) test (p= 0.03). Data were retrieved from TCGA on
August 8, 2019. Significance was defined as * (p < 0.05) and *** (p≤ 0.001).

NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-021-23973-5 ARTICLE

NATURE COMMUNICATIONS |         (2021) 12:3707 | https://doi.org/10.1038/s41467-021-23973-5 | www.nature.com/naturecommunications 3

www.nature.com/naturecommunications
www.nature.com/naturecommunications


and spontaneous melanoma formation in Braf mice, reproducing
many of the cardinal histological and molecular features of
human melanoma36. Bi-allelic and mono-allelic loss of PTEN
reduces tumor latency in BrafV600E- and NRASQ61K-driven
mouse melanoma models3,37.

Using these models, we studied the effect of Brn2 insufficiency
(het and hom) on in vivo melanomagenesis by introducing the
floxed Brn2 locus into the genome by appropriate crossings
(Supplementary Fig. 3A)38. Specifically, we generated the mouse
lines Tyr::CreERT2/°; BrafV600E/+; Brn2+/+ (Braf-Brn2-WT), Tyr::
CreERT2/°; BrafV600E/+; Brn2F/+ (Braf-Brn2-het), Tyr::CreERT2/°;
BrafV600E/+; Brn2F/F (Braf-Brn2-hom), Tyr::CreERt2/°; BrafV600E/+;
PtenF/+; Brn2+/+ (Braf-Pten-Brn2-WT), Tyr::CreERt2/°; BrafV600E/+;
PtenF/+; Brn2F/+ (Braf-Pten-Brn2-het) and Tyr::CreERt2/°;
BrafV600E/+; PtenF/+; Brn2F/F (Braf-Pten-Brn2-hom). Cre-
mediated defloxing of Braf, Pten, and Brn2 loci was induced by
topical application of tamoxifen during the first 3 days after birth
(Supplementary Fig. 3B). All mice were monitored for the
appearance and growth rate of the first tumor, as well as for the
number of tumors/mouse. Note that the ability to generate either
homo- or heterozygous Brn2 KOs will mimic not only mono or
biallelic loss in humans, but also reflect the variable levels of
BRN2 observed within human tumors13,20. In the absence of
PTEN (PtenF/F) on a BrafV600E background, the appearance of the
tumors was too rapid to observe any difference between Brn2+ /+,
Brn2 F/+ or Brn2 F/F mice.

Braf-Brn2-WT/het/hom mice showed no differences in the
appearance of the first tumor, number of tumors/mouse or the
tumor growth rate from those of Braf-WT mice (Fig. 2,
Supplementary Fig. 3C). However, compared to Braf-Pten-Brn2-
WT, Braf-Pten-Brn2-het/hom mice significantly increased the
number of tumors/mouse and the tumor growth rate, but not the
timing of the appearance of the first tumor (Fig. 2, Supplementary
Fig. 3D). We verified that Brn2, Braf, and Pten were correctly
defloxed in the resulting melanomas (Supplementary Fig. 3E,F). In
summary, our data show that Brn2 acts as a tumor suppressor
in vivo. As it has been shown in humans and mice, induction of
early proliferation induced by the presence of the BRAFV600E

mutation leads to senescence, but it can be bypassed when the level
of Pten is reduced3,37,39,40. It is important to note that in the
absence of Pten in the physiological context, proliferation of
melanoblasts and melanocytes is not induced as the reduction/lack
of Pten promotes proliferation once the cells are transformed3,41.
On a Braf-Pten context the loss/reduction of Brn2 appears to induce
melanoma initiation after promoting proliferation and bypass/
escape of senescence, and then allows the tumor growth as was
previously showed in vivo3,37.

Reduction of BRN2 levels increases proliferation in vivo and
in vitro. The effect of Brn2 loss on tumor growth prompted us to
investigate whether Brn2 loss increases intra-tumor proliferation.
Staining sections for Ki-67, a marker of cycling cells, revealed that
melanomas from Braf-Pten-Brn2-het/hom mice displayed a sig-
nificantly higher number of Ki-67+ cells than Braf-Pten-Brn2-WT
melanomas (Fig. 3A,B). To confirm this result, we injected Braf-
Pten-Brn2 mice with bromodeoxyuridine (BrdU) two hours prior
to euthanization, to determine whether melanoma cells were slow
or fast-dividing. Braf-Pten-Brn2 melanomas had a significantly
higher number of BrdU+ cells when Brn2 was heterozygous or
homozygous (Fig. 3C,D). These results indicated that heterozygous
loss of Pten combined with heterozygous/homozygous loss of Brn2
promotes melanoma proliferation in vivo.

We next assessed whether Brn2 knockdown favors prolifera-
tion in vitro and whether this mechanism is conserved (i)
between human and mouse and (ii) between transformed and

non-transformed cells using Dauv-1 human melanoma cell line,
and the Melan-a mouse melanocyte cell line. These cell lines
express both Pten and Brn2 mRNA and protein (Supplementary
Table 1). Dauv-1 cells carry a BRAFV600E/+ mutation identical to
that used in the mouse melanoma model system, and Melan-a
cells are WT for Braf. siRNA-mediated knockdown of
Brn2 significantly increased cell number 72 h after transfection
of both cell lines (Fig. 3E–G). Brn2 knockdown, assessed by
western blot, led to an increase in cyclin D1 protein levels in both
cell lines, but did not alter cyclin D1 mRNA levels, suggesting a
regulation of cyclin D1 at the protein level (Fig. 3F–H). Overall,
the reduction of the Brn2 protein induces cell proliferation of the
melanocytic lineage in vivo and in vitro.

Colony formation assays in vitro are classically used to show
the importance of a gene in tumorigenesis, and indicate that a
single cell may survive in vitro and proliferate to form a colony.
Previous work has demonstrated that a reduction in Brn2 levels
in melanoma cells has no effect on colony formation42,43.
However, to test this in our model, mouse melanoma cell lines
were established and characterized from the different indepen-
dent Braf-Pten-Brn2 C57BL/6 J mouse melanoma; the m50 and
m6 cell lines were Brn2-WT, m59, and m36 were Brn2-het, and
m82 and m8 were Brn2-hom (Supplementary Fig. 4A–F). The
presence or absence of Brn2 did not decrease the ability of these
melanoma cell lines to grow in syngeneic mice (Supplementary
Table 2). In other words, it appears that the absence of Brn2 in
these melanoma cells does not affect the implantation of the cells
on the body wall, the proliferation after their transformation or
the induction of angiogenesis in an immunocompetent environ-
ment. We evaluated the capacity of the m50 (Brn2 WT), m59
(het), and m82 (hom) cells to generate colonies and observed, in
agreement with previous observations obtained using BRN2
depletion, that the three cell lines have similar abilities to form
colonies (Supplementary Fig. 4G). Moreover, re-expression of
Brn2 using lentivirus infection in two independent m8 and m82
Braf-Pten-Brn2-hom mouse melanoma cell lines, also indicated
that BRN2 does not affect their capacity to form colonies under
these conditions (Supplementary Fig. 4H, I). In conclusion, as
shown in human cell lines, the number of colony forming units is
independent of the presence or absence of Brn2 and consequently
this assay is uninformative regarding the role of Brn2 in
melanomagenesis.

We also evaluated the activity of BRAFV600 (PLX4720), MEK
(Binimetinib), and PI3K (LY294002) inhibitors on the capacities of
m50, m59 and m82 mouse melanoma cell lines to form CFU and
determined the IC50 of these drugs (Supplementary Fig. 4J-O).
Consistent with observations suggesting that BRN2 may suppress
cell death43, Brn2-het/hom cells are more sensitive than WT cells
to these three drugs. We also evaluated the cooperativity of
PLX4720 and LY294002 using various concentrations of each
drug, but we did not observe any cooperation/synergy of these
two drugs.

Mono-allelic loss of Brn2 induces melanoma metastasis. We
next evaluated the effects of Brn2 on metastasis formation in vivo.
Since human SKCM is known to spread to proximal lymph nodes
(LNs), we assessed the presence of pigmented cells in the inguinal
LNs of tumor-bearing Braf-Pten-Brn2 mice. Specifically, we esti-
mated the volume of the various metastases present in LNs and
the number of pigmented areas after haematoxylin & eosin (HE)
staining of LN sections (Fig. 4A–C). All Braf-Pten-Brn2 mice,
irrespective of BRN2 status, showed the presence of pigmented
cells in both inguinal LNs. However, the LN volume of Braf-Pten-
Brn2-het mice was significantly higher than that of Braf-Pten-
Brn2-WT and Braf-Pten-Brn2-hom (Fig. 4A, B). Similarly, Braf-

ARTICLE NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-021-23973-5

4 NATURE COMMUNICATIONS |         (2021) 12:3707 | https://doi.org/10.1038/s41467-021-23973-5 | www.nature.com/naturecommunications

www.nature.com/naturecommunications


Pten-Brn2-het LNs showed a higher number of pigmented areas
per mm2 than Braf-Pten-Brn2-WT/hom mice (Fig. 4C).

To verify that the pigmented cells in the lymph nodes did not
arise from cells in which the Cre recombinase had not worked
efficiently, we tested whether these pigmented cells were properly
defloxed for Brn2. The targeted Brn2-flox allele, used in our
mouse model, has an eGFP-cassette inserted downstream of the
floxed Brn2 locus (Fig. 4D). Thus the production of eGFP occurs
once the upstream Brn2 gene is defloxed. Consistent with correct
defloxing of Brn2, pigmented areas of LNs expressed GFP in Braf-
Pten-Brn2-het/hom mice, but not Braf-Pten-Brn2-WT mice
(Fig. 4E). The pigmented cells present in Braf-Pten-Brn2-WT
and Braf-Pten-Brn2-het LNs also expressed Sox10, a melanocytic
marker (Fig. 4E), that co-localized with eGFP-expression in Braf-
Pten-Brn2-het mice confirming the melanocytic origin of the
pigmented cells observed.

To get a better understanding of melanomagenesis in the
various Brn2-WT/het/hom situations, we performed a transcrip-
tomic analysis of the various Brn2 tumors and cell lines
(Supplementary Data 3 and 4). The ontology enrichment analysis
indicated that the Braf-Pten-Brn2-het tumors were more inflamed
than the Braf-Pten-Brn2-WT tumors with increased neutrophil-

associated gene expression (Supplementary Fig. 5A). It also
suggests that the extracellular-matrix was actively remodeled and
that these Braf-Pten-Brn2-het tumors were more subject to
angiogenesis (Supplementary Fig. 5A). Pathway enrichment
analysis supported these results as inflammatory gene expression
signatures are enriched from both the WikiPathways and KEGG
databases (Supplementary Fig. 5B,C). Significantly, the PI3K/AKT
pathway was enriched in the Braf-Pten-Brn2-het tumors com-
pared to the Braf-Pten-Brn2-WT in both WikiPathways and
KEGG databases (Supplementary Fig. 5B,C), suggesting that AKT
could be more phosphorylated in the Braf-Pten-Brn2-het tumors.
This assumption was verified by Western-blot analysis where
phosphorylation of AKT on S473, a surrogate of the AKT activity,
and the phosphorylation of S6 on S235/236 were significantly
increased in Braf-Pten-Brn2-het/hom tumors compared to Braf-
Pten-Brn2-WT tumors (Supplementary Fig. 5D).

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) using the melanoma
invasive signature from Verfaillie44 indicated that Braf-Pten-
Brn2-het tumors and cell lines were more invasive than Braf-
Pten-Brn2-hom tumors and cell lines (Fig. 4F). Moreover, from
the GO, WikiPathways and KEGG 2019 analyses of the mouse
melanoma tumors, the immune system (cytokine, neutrophil,
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macrophage) and angiogenesis are induced in Braf-Pten-Brn2-het
tumors compared to Braf-Pten-Brn2-WT tumors (Supplementary
Fig. 5A–C). This information suggests that Braf-Pten-Brn2-het
cells have more potential to metastasize than Braf-Pten-Brn2-WT
and Braf-Pten-Brn2-hom cells. In this respect, we tested the
capacity of Braf-Pten-Brn2-hom (m82) mouse melanoma cell
lines re-expressing or not Brn2 (m82 and m82+ Brn2) to invade
matrigel in 3D. In the presence of ectopic Brn2, the m82 Brn2 KO
melanoma cell lines have more ability to invade (Fig. 4G and
Supplementary Fig. 4I). Since AXL, a receptor tyrosine kinase
(RTK), is associated with melanoma metastasis45, we also
evaluated the level of Axl in mouse melanoma tumors and cells.
Braf-Pten-Brn2-het cells produce slightly more Axl mRNA than
Brn2-WT/hom (Fig. 4H). This upregulation does not affect genes
that are in Cis of Axl suggesting a specific regulation of Axl in a
Braf-Pten-Brn2-het context (Supplementary Fig. 5E–G). More-
over, when the levels of both BRN2 and MITF are reduced in
human melanoma cell lines, the level of AXL mRNA is induced
(Supplementary Fig. 6D,H,L,P,T). More precisely the level of AXL
is slightly, but significantly, higher in Gerlach and DAUV-1 cell

lines in which the level of AXL is already very high, and is higher
in SK28 and 501Mel cell lines in which the level of AXL is much
lower than in Gerlach and DAUV-1 cell lines.

In conclusion, compared with Braf-Pten-Brn2-WT mice,
melanoma initiation is promoted in both Braf-Pten-Brn2-het/
hom mice, but metastasis is promoted only in Braf-Pten-Brn2-het
mice. These observations are consistent with the fact that on a
Brn2-het/hom background melanoma initiation (proliferation
and bypass/escape of senescence) is induced and melanoma
invasion and/or survival is inhibited on a Brn2-hom background.

BRN2 binds to the PTEN promoter and BRN2 loss leads to the
reduction of PTEN transcription. The PI3K-AKT pathway is
induced in melanoma and its induction abrogates BRAFV600E-
induced senescence46,47. The loss of Pten, a suppressor of the
PI3K pathway, induces melanoma initiation and proliferation
in vivo3,37. Since our Braf-Pten mouse melanoma model retained
one functional allele of Pten, we hypothesized that Brn2 loss
would induce less expression from the WT Pten allele, leading to
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the increased PI3K-AKT signaling observed (Supplementary
Fig. 5D) and consequent melanoma initiation and proliferation.
We therefore evaluated the number of Pten positive cells in the
various Braf-Pten tumors by immunohistochemistry and found
that Braf-Pten-Brn2-het/hom tumors showed fewer Pten-pos cells
than Braf-Pten-Brn2-WT tumors (Fig. 5A). This result was ver-
ified by western blotting of Braf-Pten tumor samples. The
reduction of Brn2 correlates with the reduction of Pten in Braf-
Pten-Brn2-het tumors compared to the Braf-Pten-Brn2-WT
tumors (Fig. 5B). In accordance with the reduced protein levels,
the mRNA levels of Brn2 and Pten were significantly lower in
Braf-Pten-Brn2-het/hom tumors than in Braf-Pten-Brn2-WT
tumors, suggesting regulation of Pten at the transcriptional level
(Fig. 5C).

Next, we evaluated the mechanism of Pten repression mediated
by reduced levels of Brn2 in the human Dauv-1, Gerlach, SK28,
and 501Mel melanoma cell lines and in the non-transformed
mouse Melan-a cell line. siRNA-mediated BRN2 knockdown led
to significantly reduced PTEN protein and mRNA levels in cell

lines having high BRN2 expression (Fig. 5D, E and Supplemen-
tary Fig. 6). In cells with lower level of BRN2 (501Mel), the
reduction of PTEN was not observed.

We examined the PTEN promoter for BRN2 binding sites
conserved between humans and mice to determine whether
BRN2 acts directly on PTEN and detected two potential Brn2
binding sites (BS1 and BS2) at the positions—2049 and +761
(numbering relative to TSS). Chromatin-immunoprecipitation
(ChIP) for BRN2, performed on Dauv-1 melanoma cell extracts,
followed by qPCR, revealed quantitative BRN2 binding to both
binding sites, comparable to BRN2 binding on the PAX3
promoter (Fig. 5F–H). IgG was used as a negative control.

To evaluate Pten promoter activity in response to BRN2, we
cloned a 3.2-kb-human Pten promoter fragment containing the two
BRN2 binding sites upstream the luciferase gene to generate the
hsPten::Luciferase reporter construct (Fig. 5H). The analysis of
human PTEN promoter activity showed an intrinsic activity of
hsPten::Luciferase in human melanoma cells (Supplementary
Fig. 7A, B). A consistent repression of PTEN transcription was
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observed when a smart-pool of siBRN2 was added. In contrast,
PTEN transcription was activated following co-transfection of a
BRN2 expression vector compared to empty vector in Dauv-1 and
SK28 cell lines in luciferase assay (Fig. 5I–L). We performed similar
experiments with the mouse PTEN promoter, which was cloned
upstream of the luciferase construct (Supplementary Fig. 7C–F);
Brn2 activated Pten transcription in three mouse melanoma cell

lines (m82, m59, and m50) (Fig. 5M, N). In conclusion, BRN2
directly induces PTEN transcription.

MITF binds the PTEN locus and represses PTEN transcription.
The MITF gene encodes a key transcription factor that plays a
major role in melanocyte and melanoma biology18. Several
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studies have reported that MITF transcription is directly repres-
sed by BRN2 whereas a reduction in BRN2 levels leads to
increased MITF levels13,27,48, while another study showed that
BRN2 induces MITF49. Likely both results are correct due to the
versatile role of BRN2 as a transcription regulator whose activity
may be dependent on context including genetic status and/or the
environment21,26,27.

Knowing the importance of MITF in the melanocyte lineage,
we analyzed the consequences of modulation of MITF expression
on PTEN. Using siRNA-mediated MITF knockdown in three
human melanoma cell lines expressing high levels of MITF
(501mel, SK28, HBL) led to a significant increase of PTEN
protein and mRNA levels (Fig. 6A, B). In cells expressing lower
levels of MITF, such as Gerlach and Dauv-1, we did not observe
an increase of PTEN (Supplementary Fig. 6C, G). Next, to
determine if MITF directly regulates PTEN expression through
proximal enhancers we performed Cleavage Under Targets and
Release Using Nuclease (CUT&RUN) with antibodies to MITF,
as previously described,50 and to H3K27Ac, revealing active
chromatin, and against H3K4me3, revealing active and poised
promoters, in SK28 cell lines that were wild type for MITF
(MITF-WT) or had loss of function mutations in all alleles of it
(ΔMITF) (Fig. 6C)50. An MITF peak is present within the gene
body of PTEN (intron 4), and a second one is 114 kb downstream
of the PTEN transcriptional start site (TSS) (i.e., +114 kb). Both
MITF peaks were centered on an M-box motif (5ʹ-TCATGTG-3ʹ).
At both intron-4 and +114 kb MITF peaks, the H3K27Ac signal
was unchanged in ΔMITF mutant cell lines. However, six distal
enhancers (painted light blue) exhibited a twofold greater
H3K27ac signal in MITF mutant cell lines compared to wild-
type cell lines (+140 kb, +210 kb, +230 kb, +253 kb, +301 kb
and +317 kb), suggesting increased transcription of PTEN in the
former. We confirmed the +140 kb MITF peak after performing a
quantitative ChIP experiments on 501Mel cells expressing MITF-
HA (Fig. 6D, E), using Tyrosinase (TYR) and PRM1 as positive
and negative controls respectively. Overall, reduction of MITF
results in an increase in PTEN mRNA expression. As such, it is
plausible that Brn2 induces Pten transcription through two
different, but concurrent mechanisms: (i) directly through BRN2
binding to the PTEN promoter to induce its transcription and (ii)
indirectly via BRN2 modulating (repressing/inducing depending

of the situation) MITF expression, with MITF binding to the 3ʹ
end of PTEN to inhibit its transcription. In the absence of BRN2,
these mechanisms are disrupted and PTEN transcription is
downregulated in our conditions. In conclusion, MITF represses
directly PTEN transcription.

Overall, our results are consistent with a model in which
reduction of BRN2 reduces PTEN transcription in vitro and
in vivo, thus ramping up PI3K signaling and inducing both the
initiation of melanoma and the formation of metastases.

Discussion
A well-established principle of cancer biology is that tumors are
initiated by a combination of oncogene activation together with
loss of tumor suppressor expression or activity. In melanoma, key
oncogenic drivers, such as BRAF and NRAS, have been well
defined. Loss of P16 or PTEN tumor suppressor activity is
required to bypass oncogene-induced senescence and permit
melanoma initiation. However, while inactivation of tumor sup-
pressors by mutation has been extensively studied, it is less well
understood how their activity may be modulated by changes in
their mRNA expression mediated by key melanoma-associated
transcription factors. At this point, it is important to note that
factors involved in melanoma initiation will not automatically
reflect/translate into overall survival. Here, we identify BRN2, a
key transcription factor lying downstream of three melanoma-
associated signaling pathways (WNT/β-catenin, MAPK, and
PI3K), as a tumor suppressor that functions to regulate PTEN
expression. Thus, monoallelic loss of Brn2 promotes melanoma
initiation in a BrafV600E/PtenF/+ background where mono-allelic
loss of Pten sensitizes cells to loss of Brn2.

Previous work has primarily linked BRN2 to melanoma migra-
tion and invasion in vitro and in xenograft experiments13,20,42,51,
but its role during melanoma initiation and proliferation in vivo
and in normal melanocytes had not been determined. We report
that, consistent with BRN2 playing a key role as a tumor suppressor
in melanomagenesis, its locus is frequently lost in human skin
cutaneous melanoma (SKCM) metastases, independently of their
NRAS or BRAF status, and that BRN2 status contributes to overall
patient survival. Significantly, the overall survival of patients with a
mono-allelic loss of PTEN is higher when the BRN2 locus is intact.

Fig. 5 Brn2 binds to the Pten promoter and Brn2 loss leads to Pten transcription reduction. A Representative photomicrographs of
immunohistochemistry staining of Pten (red) in Braf-Pten-Brn2-WT and Braf-Pten-Brn2 mouse melanomas are shown. Scale bar= 40 µm. Three
independent tumors for each genotype were used for these experiments and three independent sections were used for each tumor. A 2-way ANOVA with
Dunnett’s multiple comparisons tests were performed. The percentage of Pten+ cells in WT and mutant tumors is shown. B Western blot analysis of Brn2,
Pten and actin for Braf-Pten-WT and Braf-Pten-Brn2 from at least three tumors of each genotype. One representative example is presented, raw data are
presented in Supplementary Fig. 8. The relative intensities of the band were estimated with ImageJ. C RT-qPCR of Brn2 and Pten from Braf-Pten-WT and
Braf-Pten-Brn2 melanomas. Three independent mouse melanomas per genotype were analyzed. Data were normalized against the values of Gapdh. au=
arbitrary unit. D Western blot analysis of BRN2, PTEN and ACTIN from Dauv-1 human melanoma cells and Melan-a mouse melanocytes after siRNA
mediated knockdown. A representative western blot is shown, raw data are presented in Supplementary Fig. 8. Scr= Scramble. E RT-qPCR of BRN2 and
PTEN from human melanoma cells (Dauv-1) and mouse melanocytes (Melan-a) after siRNA-mediated knockdown. Specific primers were used for human
and mouse samples. Dauv-1 (n= 6), Melan-a (n= 4), independent experiments. Data were normalized against the values for TBP (Dauv-1) or Gapdh
(Melan-a). F ChIP assays of BRN2 binding to the PTEN promoter in Dauv-1 melanoma cells. All data shown are representative of at least three independent
assays. G Quantification of the ChIP-qPCR, plotted and normalized against IgG as the reference. au= arbitrary unit. n= 6, 3, 4, and 3 for BRN2 CDS, PAX3
prom, BS1 and BS2, respectively. H Scheme of the human PTEN promoter containing two BRN2 binding sites (BS) represented as colored circles. Note that
BS are conserved between humans and mice. TSS= transcription start site. Exons (X) 1 and 2 are shown as horizontal rectangles. The translation start site
(ATG) and the end of exon 1 are indicated. All numbering is relative to the TSS (+1). Representation of the reporter luciferase (luc) construct with or
without PTEN promoter. I–N Human and mouse PTEN promoter activities were evaluated in human Dauv-1 (I, K), SK28 (J, L), and in mouse m82 [Brn2-
hom], m59 [Brn2-het], and m50 [Brn2-WT] (M, N) melanoma cell lines either in the presence of siScr (scramble) or siBrn2 (smart-pool) (I, J,M) or in the
presence of expression vector of BRN2 (CMV::BRN2) (L, N). The experiments were independently performed four (I, J, K) and three (L) times. They were
performed three independent times for m82 and m50, seven for m59 (M), and seven times for m82, six for m59 and four for m50 (N). Statistical analysis
was performed using the two-tailed unpaired t test for (C), (E), (G) and paired t test for (I–N). Data are presented as mean values ± SEM for (C), (E), (G),
I–M Box and whiskers (median, min to max) for N. ns= non-significant, *p < 0.05, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.
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Although these observations are consistent with BRN2 affect-
ing human melanoma initiation and progression, loss of the
BRN2 locus is frequently associated with large segmental dele-
tions that affect the long arm of chromosome 6 (6q) as it was
observed in 14 out of 53, and 9 out of 32 out of primary mela-
noma and in 17 out of 21 melanoma cell lines52–54, and con-
firmed in this study on a total of 205 out of 338 melanomas, and
11 out of 25 melanoma cell lines. It has already been shown that
the loss of 6q was associated with a worse prognosis52. According
to our observations, the loss of 6q is more detrimental for the
overall survival than the focal loss of the BRN2 locus (Fig. 1 and
Supplementary Fig. 1). Moreover, in vitro studies have shown
that several genes are linked to melanomagenesis in the co-
deleted region, including ARID1B, CCNC, and ROS1, although
none have yet been shown to be functionally important in mel-
anoma in vivo48,55–61. Similarly, we analysed the SKCM TCGA
study to evaluate the overall survival comparing the mono allelic
loss and the diploid state for CCNC, ROS1 and ARID1B (Fig. S1).

There is no statistical significance for CCNC (p= 0.086), ROS1
(p= 0.27), or ARID1B (p= 0.66).

Thus, it might be argued that any of the genes located in this
frequently deleted region may be acting to modulate melanoma
initiation or progression. However, our functional mouse mole-
cular genetics models show conclusively that the heterozygous or
homozygous loss of Brn2 promotes melanoma initiation and
initial growth. Similarly, our transcriptomic analysis showed that
the mRNA levels of the seven genes in the region co-deleted in
humans (Arid1b, Mchr2, Ccnc, Cdk19, Dll1, Ros1, and Crybg1/
Aim1) were not affected in the mouse tumors (Braf-Pten-Brn2-
WT, Braf-Pten-Brn2-het and Braf-Pten-Brn2-hom). Collectively,
these results strongly suggest that the reduction/loss of Brn2
levels is a critical event that cooperates with heterozygous Pten to
promote the initiation and growth of melanoma, independently
of the co-deleted genes in melanoma. Finally, independent
initiation events are promoted when the level of Brn2 is lower
than normal -heterozygous or homozygous- since the number of
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independent melanoma is higher in Braf-Pten-Brn2-het/hom
mice than in Braf-Pten-Brn2-WT mice (Fig. 2B). Our observa-
tions are therefore consistent with BRN2 acting as a tumor
suppressor in melanoma, and are in full agreement with the
predominantly mutually exclusive pattern of BRN2 and Ki-67
in situ staining of invasive melanoma20.

The presence of BrafV600E promotes proliferation prior to
inducing senescence and the loss of Pten results in senescence
bypass3,34,37. As such, we believe that the increased proliferation
and tumor-initiation frequency observed in our BrafV600E/PtenF/+

model arising as a consequence of the reduction of Brn2, is likely
to occur as a consequence of the ability of Brn2 to activate Pten
expression and suppress PI3K signaling either directly or poten-
tially indirectly via Mitf repression during early melanomagenesis.
In other words, inactivation of Brn2 or a reduction in its
expression would lead to low expression of the remaining Pten
allele and as a consequence increase the probability of senescence
bypass. This explanation fits with the fact that in the absence of
Pten on a BrafV600E background, the appearance of the tumors is
too rapid to observe any difference between Brn2+ /+, Brn2 F/+
or Brn2 F/F. According to our model the transcription regulation
by Brn2 and Mitf would not affect the level of Pten since it is
already lost. Moreover, in a context in which Pten is diploid (WT)
and Brn2 is reduced (het or hom), the downregulation of Pten
would be limited and not sufficient to act efficiently as a tumor-
suppressor.

Although it might be argued that the increase in visible tumor
number in a Braf-Pten-Brn2-het and -hom might be a con-
sequence of the increased proliferation caused by reduction/loss
of Brn2, as evidenced by the increased proportion of Ki-67
positive cells within tumors, we feel this is unlikely. For welfare
reasons the Braf-Pten-Brn2-WT mice were euthanized with
tumors (total volume 2 cm3) after 4 weeks with about 8 tumors
per mouse; by contrast the Braf-Pten-Brn2-het/hom mice were
euthanized after 1.3 weeks with about 17 tumors per mouse of a
similar size to the WT. Since tumor size is similar in the WT and
Brn2 mutants, this indicates that the total number of cells in the
WT and mutant tumors is similar and have undergone a similar
number of cell divisions (though this occurred in a shorter time in
the mutant). Since the WT and mutants have undergone a similar
number of cell divisions, if proliferation were responsible for any
increase in number of visible tumors then at 4 weeks the numbers
of tumors in the WT should be the same as in the mutant at
1.3 weeks, whereas in fact, the tumor numbers in the WT were

around 50% of those in the Brn2 mutants. Although we do not
want to rule out a contribution of proliferation, the more likely
explanation is that the reduction of BRN2 promotes the bypass
of senescence (by reducing the level of Pten) or/and promotes
survival of proliferating melanoma cells at the early stages of
initiation.

Our in vivo data therefore reveal that melanocyte-specific Brn2
reduction in Braf-Pten mice promotes the initiation and pro-
gression of melanoma. Melanoma initiation is promoted after
proliferation is induced through various proteins including Mitf
and senescence bypassed in this case through reduction of the
level of Pten. Melanoma progression is induced by promoting
invasion when the level of Brn2 is intermediate after inducing Axl
and modulating the immune system. In the future, we will have to
evaluate the kinase activity of Axl in this context, and the con-
sequences of its inhibition in cellulo and in vivo to understand the
Mitf/Brn2/Axl ménage à trois. Altogether, we establish Brn2 as a
central tumor suppressor, acting at different steps of melano-
magenesis, and complement numerous other studies showing the
effect of Brn2 on invasion13–15,20,29,51.

Brn2 heterozygous mice were more prone to form LN metas-
tases efficiently than mice that were Brn2 WT when Pten was
already heterozygous. The efficiency of the metastasis process
depends on the status of Brn2 as the number and size of each
micro-metastasis was greater in Brn2 heterozygous than Brn2
wild-type melanoma. This is important as mono-allelic loss of
BRN2 in human, corresponding to BRN2 heterozygous mela-
noma, occurs in 53% of human melanoma. In Brn2 wild-type
melanoma, the change of the level/activity of Brn2 is possible but
the amount of protein found in Brn2 wild-type melanoma
absorbs better transient Brn2 depletion than in Brn2 hetero-
zygous melanoma.

Some residual Brn2 activity might be required for efficient
melanoma progression. On one hand, Braf-Pten-Brn2-het and
Braf-Pten-Brn2-hom melanomas proliferate faster, and on the
other hand, according to our results (Fig. 4F,G) Braf-Pten-Brn2-
hom melanomas have a reduced ability to invade compared to
Braf-Pten-Brn2-het melanomas. Moreover, the lack of BRN2
reduces migration and increases the rate of apoptosis and/or
anoikis20,28,43. In a more speculative way, one may think that
optimal melanoma progression may be associated with a series of
proliferative and invasive phases. In the absence of BRN2, cells
are “fixed” in one stage and cannot switch from “proliferative” to
“invasive” states. These cells are mainly proliferative and poorly

Fig. 6 MITF binds downstream of PTEN gene, MITF loss induces its transcription, and enhancers flanking PTEN are activated in MITF-depleted cells. A
Western blot analysis of MITF and PTEN from human melanoma cells (501mel, SK28, and HBL) after siRNA-mediated knockdown. Actin was used as a
loading control. A representative western blot is shown, raw data are presented in Supplementary Fig. 8. The molecular weight is indicated in kDa. Scr=
Scrambled. B RT-qPCR of MITF and PTEN from human melanoma cells (501mel and SK28) after siRNA-MITF and Scr knockdown. All values were
normalized against TBP. The analysis was performed on three independent experiments with technical triplicates, au= arbitrary unit. C Screenshot of IGV
genome browser (GRCH37/hg19) visualization of MITF, H3K27Ac and H3K4me3 binding to the PTEN locus in SkMel28 cell lines that are MITF-WT or
mutant (i.e., MITF-ΔX6=ΔMITF). Blue boxes below MITF and H3K27Ac tracks: signal above IgG background (i.e., peaks) called by MACS2. PTEN and
downstream regions are shown, blue arrows indicate strand orientation and horizontal rectangles the exons. Y-axes are scaled per antibody sample. Anti-
MITF CUT&RUN peaks present in WT cells that harbor an M-Box binding motif are painted gray. Six distal enhancers (painted light blue) exhibited a
twofold greater H3K27ac signal in MITF mutant cell lines compared to wild-type cell lines. At least two CUT&RUN biological replicates were performed for
MITF, H3K27ac, and H3K4me3. D ChIP assays of MITF binding downstream of PTEN in 501mel human melanoma cells stably expressing HA-Tagged MITF
(location+ 140 kb). ChIP assays are performed using an antibody against HA and analyzed after a 30-cycle PCR (exponential phase). The tyrosinase
promoter (TYR) and PRM1 were used as positive and negative controls, respectively. Input represents approximately 3% of the input used for the ChIP
assay. H3 (histone H3) and IgG (Immunoglobulin G) were used as positive and negative technical controls for each region of interest, respectively. The
oligonucleotides, their positions on the genome, and sizes of the amplified fragments are shown in Supplementary Tables 3 and 4. All data shown are
representative of three independent assays. * corresponds to the remaining oligonucleotides. E Quantification of the ChIP–qPCR presented in (D) is plotted
and normalized against IgG as a reference. au= arbitrary unit. PRM1 (−): PRM1 (negative control), TYR (+): tyrosinase promoter (positive control).
Statistical analysis was performed using the two-tailed unpaired t test. Data are presented as mean values ± SD. ns= non-significant, *p < 0.05, **p < 0.01,
and ***p < 0.001.
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invasive as we observed in Braf-Pten-Brn2-hom situation. In the
presence of Brn2 as WT [two alleles] or heterozygous [one allele],
the corresponding mRNA and protein concentrations can be
positively and negatively modulated by external/internal factors.
The modulation of the level of Brn2 is more sensitive on a
heterozygous background than on a WT background.

Altogether, one may understand that melanoma grows faster
and forms melanoma when Brn2 expression is not too high
(proliferation handicap) but at the same time not too low
(migration/invasion/survival handicap). Indeed, on the one
hand, Brn2-het and Brn2-hom melanomas proliferate faster,
and on the other hand, Brn2-hom melanomas are handicapped
to invade (Fig. 4F,G), to migrate20 and to die by anoikis28.

The formation of metastases is a multistep process in which
cells proliferating in the primary tumor, and surviving the
metastatic process, must undergo a switch to an invasive phe-
notype prior to a switch to a proliferative phenotype on site. Since
the switch from proliferation to invasion, and back, has been
associated with the activity of MITF, it is possible that for efficient
metastatic colonization cells must be able to modulate MITF
expression via BRN2. In this respect, it is especially important to
note that BRN2 has been identified as a key regulator of
MITF13,49. Consistent with the observation that MITF and BRN2
are frequently observed in mutually exclusive populations in
melanoma, and that BRN2 may act in vivo as an MITF
repressor13, we have observed that in a non-tumoral context, the
specific knock-out of Brn2 in vivo in melanocytes increases the
level of Mitf (publication in preparation). Importantly, during
progression of mouse Braf-Pten melanoma Mitf levels are
modulated. During the initial phase of growth, melanoma cells
are pigmented, indicative of Mitf activity, but later in situ they
lose pigmentation and ability to produce Mitf62. Although the
reduction of Brn2 in Braf-Pten-Brn2 primary melanoma is not
sufficient to re-induce Mitf mRNA and pigmentation in all cells
of these primary melanomas, the Braf-Pten melanoma cells that
formed LN metastases were pigmented and re-expressed Sox10, a
key transcription activator of Mitf. Thus, during progression of
Braf-Pten melanomas Mitf is produced during initial growth and
subsequently repressed during the second phase, before being re-
expressed in LN metastases. It seems therefore likely that one role
of the residual BRN2 in the heterozygotes may be to facilitate the
modulation of MITF expression during metastatic spread.

It has been shown that BRAF and PI3K induce BRN215,16. In
consequence, it was expected that the level of BRN2 would
decrease in the presence of such inhibitors. In addition, in the
presence or absence of BRN2, melanoma cells are either more
resistant or more sensitive to BRAF inhibitors, respectively28,43.
This sensitivity would be associated with the function of BRN2 in
DNA repair43.

Although here we have focused on the role of BRN2 in mel-
anoma, BRN2 is also expressed in a number of other cancer types
including small cell lung cancer, neuroblastoma, glioblastoma and
neuroendocrine prostate cancer8–10. While BRN2-mediated reg-
ulation of MITF is not likely to be important for non-melanoma
cancers that do not express MITF, the ability of BRN2 to mod-
ulate PTEN expression uncovered here may play an equally
important role in promoting the initiation and progression of
these cancer types. In this respect the inducible knockout mice
described here may represent an important tool to examine the
role of BRN2 in non-melanoma cancers.

In conclusion, our results identify Brn2 as a key tumor sup-
pressor through its ability to modulate Pten expression that, given
the high prevalence of monoallelic mutations, is likely to play a
key role in initiation of human melanoma and likely other BRN2-
expressing cancer types. Since BRN2 expression is activated by
PI3K signaling via PAX316, its ability to suppress PI3K signaling

by increasing PTEN expression may also provide cells with a
negative feedback loop to control the PI3K pathway. Moreover
activation of BRN2 by MAPK signaling downstream BRAF15 as
well as WNT/β-catenin signaling14, may also permit coordination
between these pathways and the PTEN/PI3K axis. Finally, given
the importance of BRN2 in melanomagenesis identified here as
well as its frequent heterozygosity, it may be important to further
explore whether tumors with low BRN2 expression may be more
susceptible to PI3K pathway inhibition, as it was shown for
MAPK inhibitors. In this respect, this mouse model of BRN2-
deficient melanoma could be useful for the pre-clinical testing of
inhibitors for clinical development especially since it has been
shown that BRN2 is involved in DNA repair43.

Methods
TCGA data mining. All TCGA data sets for somatic mutations, copy number
alterations (CNAs), RNA levels, and clinical data for skin cutaneous melanoma and
other cancers were retrieved from http://www.cbioportal.org on August, 2019.
CNAs were calculated using the GISTIC algorithm. Samples with GISTIC copy-
number values of “−1” were considered to have mono-allelic loss and those with
GISTIC copy number values of “−2” to have bi-allelic loss. GISTIC copy number
values > ”+1” were considered as amplification. The TCGA datasets used were the:
CNA-data set (n= 367), Seq-Data set (n= 473), Clark level data set (n= 461), and
Breslow index data set (n= 316). mRNA levels were calculated from RNA
sequencing read counts using RNA-Seq V2 RSEM and normalized to transcripts
per million reads (TPM).

Copy number analysis. Copy number data for the regional metastatic cohort used
in Fig. 1D was obtained from a previous study63. Briefly, DNA sequencing data of
1,500 cancer genes were used to generate copy number data. Copy number log
ratios of sequenced exons were generated from bam files of tumor–normal pairs
using CONTRA 2.0364, with default parameters. Exons with insufficient coverage
in the normal sample were removed. Copy number data were segmented using
GLAD65. We used cut-off of −0.3 to determine mono-allelic loss of BRN2.

Copy number data with matched nevus-melanoma pairs used in Supplementary
Fig. 1D was obtained from a previous study32. Log2 copy ratio values were
processed using the PureCN R package66 to estimate tumor purity and copy
number.

Level of expression of BRN2 mRNA in melanoma patients. BRN2 mRNA levels
were obtained from RNA sequencing data analyzed using the RNA Seq V2 RSEM
pipeline as transcripts per million reads (TPM).

Mouse models. Mice were bred and maintained in the specific pathogen-free
mouse colony of the Institut Curie, in accordance with the institute’s regulations
and French and European Union laws. Mice were bred and maintained in the
specific pathogen-free mouse colony of the Institut Curie, in accordance with the
institute’s regulations and French and European Union laws. The transgenic Tyr::
CreERT2 (031281—B6N.Cg-Tg(Tyr-cre/ERT2)1Lru/J), BrafV600E/+, Pten (006440 -
B6.129S4-Ptentm1Hwu/J) and Brn2 mice have been described and characterized
elsewhere33–35,38,67. All mouse lines were backcrossed onto a C57BL/6 background
for more than ten generations. All desired combinations of genotypes were
obtained through crosses. Mice were born with the expected ratio of Mendelian
inheritance and no changes in gender ratios were observed. Experimental mice
were of both genders and no apparent phenotypic differences between genders
were observed. No statistical methods were used to predetermine sample size. The
sample size was sufficient to measure the effect size for all experiments presented in
this study. The experiments were not randomized, and the investigators were not
blinded to allocation during the experiments and outcome assessment. Mice were
housed in a certified animal facility with a 12-hour light/dark cycle in a
temperature-controlled room (22 ± 1 °C) with free access to water and food.

Growth of the mouse melanoma cell lines in syngeneic mice. C57BL/6 mice
were purchased from Charles River Laboratories. Twenty-four C57BL/6 mice were
injected with Brn2+ /+ [m6 and m50], Brn2 F/+ [m36 and m59], and Brn2 F/F
[m8 and m82] mouse melanoma cell lines. The cells were resuspended in PBS and
105 cells (100 μL) subcutaneously implanted into the flanks of seven-week-old
C57BL/6 mice using a 27-gauge needle. Presence of tumors was detected from day
15 to 50, it was independent of the genotypes.

Ethical rules. Animal care, use, and experimental procedures were conducted in
accordance with recommendations of the European Community (86/609/EEC) and
Union (2010/63/UE) and the French National Committee (87/848). Animal care
and use were approved by the ethics committee of the Curie Institute in compliance
with the institutional guidelines. Experimental procedures were specifically
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approved by the ethics committee of the Institut Curie CEEA-IC #118 (CEEA-IC
2016-001) in compliance with the international guidelines.

Mouse genotyping. Mouse biopsies were digested overnight at 55°C using 200 ng
proteinase K (Roche, #11 243 233 001) in 500 µL lysis buffer containing 16 mM
[NH4]2 SO4, 67 mM Tris-HCl [pH 8.8 at 25 °C], 0.01% [v/v] Tween-20, in deio-
nized H2O. Proteinase K was inactivated for 20 min at 95 °C. Primers and PCR
conditions are described (Supplementary Tables 3 and 4). PCR products were
separated by agarose (Invitrogen, #15510027) gel electrophoresis. Genotyping were
performed accordingly (Supplementary Tables 3 and 4).

In vivo gene activation/deletion and melanoma monitoring. Newborn mice
were treated dorsally with 20 µL/day/mouse tamoxifen (Sigma, T5648, working
concentration 20 μg/mL in DMSO) for the first three consecutive days after
birth. Non-tamoxifen-induced mice of the same genotype were used as controls.
After the application of tamoxifen, the mice were evaluated for the appearance of
tumors and their progression once per week or more frequently if required.
Developing skin excrescences > 3 mm diameter were considered to be melano-
mas, and validated after growth. Mice were euthanized and autopsied four weeks
after tumor appearance or once the tumors reached 2 cm3. Melanoma-specific
survival curves were estimated from the day of euthanasia. Mouse melanomas
were excised, rinsed in cold phosphate-buffered saline (PBS, Euromedex, ET330-
A) and divided into four parts, two snap-frozen in liquid nitrogen for subsequent
transcriptomic and western blot analysis and two fixed in 4% paraformaldehyde
(PFA, Euromedex, 15714-S) and embedded in paraffin or OCT (VWR,
#00411243) for histological analysis and immunostaining. Inguinal lymph nodes
were fixed in 4% PFA and embedded in paraffin or OCT for histological analysis
and immunostaining.

Detection of defloxing from mouse melanoma tissue. DNA extraction from
paraffin-embedded melanoma sections (10 μm) was performed using the
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, #56404), according to the manu-
facturer’s instructions. A PCR using DNA extracted from each tumor was per-
formed to verify the mouse genotype and proper defloxing of the modified genes
(see Key Resource Table and Supplementary Tables 3 and 4 for PCR conditions
and primers sequences).

Immunohistochemistry of mouse melanoma and inguinal lymph nodes.
Paraffin-embedded mouse melanomas were sectioned into 7-μm-thick transverse
sections and stained with hematoxylin/eosin (H&E), as previously described68. For
immunostaining, sections were deparaffinized, rinsed in Tris-buffered saline (TBS;
20 mM Tris (Sigma: T-1503) pH7.6), 150 mM NaCl (OSI, A4321152), containing
0.1% [v/v] Tween-20 (VWR 8221840500) (TBST), depigmented with H2O2 (Sigma,
H1009) for 15 min, boiled for 20 min in 10 mM sodium citrate (VWR,
1120051000), and blocked with TBST containing 3% bovine serum albumin (BSA,
Sigma A9418). Sections were incubated overnight at 4 °C in TBST containing 3%
BSA with antibodies against Ki-67 (Nova-Costra, NCL-Ki67p), BrdU (BD Bios-
ciences, #555627), or PTEN (Cell signaling, #9559). The sections were then incu-
bated in secondary biotinylated anti-rabbit or anti-mouse antibodies for 2 h at
room temperature (RT). AEC (Sigma-Aldrich, A6926) was used to reveal bound
antibody according to the manufacturer’s instructions. All sections were counter-
stained with hematoxylin. Images were captured using a ZEISS Axio Imager 2 with
Axiocam 506 color cameras. Image analysis was performed using ZEISS ZEN,
Adobe Photoshop, and ImageJ software. Quantifications of Ki-67 and BrdU
stainings were determined as a percentage. The percentage of Ki-67+ and BrdU+

cells from three fields (1000–2000 cells/field) from three independent tumors per
genotype was determined and normalized.

Immunofluorescence of mouse inguinal lymph nodes. OCT-embedded lymph
nodes were sectioned into 7-μm-thick transverse sections and rinsed in TBST,
depigmented with H2O2 (Sigma, H1009) for 15 min, boiled for 20 min in 10 mM
sodium citrate (VWR, 1120051000) and blocked with TBST containing 3% BSA
(Sigma A9418). Sections were incubated overnight at 4 °C in TBST containing 3%
BSA with antibodies against SOX10 (Abcam, ab155279). Sections were then
incubated in secondary donkey anti-mouse 647 (Abcam, ab150107) and goat anti-
rabbit IgG (H&L)-Affinity Pure, DyLight® 650 Conjugate (GtxRb-003-E650NHSX)
antibodies for 2 h at RT. All sections were counterstained with DAPI (0.5 μg/mL in
ethanol, Sigma, D9542). Images were captured using a ZEISS Axio Imager 2 with
Axiocam 506 color cameras. Image analysis was performed using ZEISS ZEN,
Adobe Photoshop, and ImageJ software.

Protein extraction from tumors. All steps were performed at 4 °C. Tissues were
transferred to a tube containing 2.8-mm stainless steel beads and 1 mL RIPA buffer
supplemented with sodium orthovanadate (Sigma, S6508), Complete protease
inhibitor (Roche, #11873580001) and Phostop (Roche, #04906837001) were added.
Tissues were homogenized three times for 3 min using the BeadBug™ homogenizer
at 4 °C, followed by a brief centrifugation at 17,949 g for 1 min at 4 °C. Super-
natants were transferred and centrifuged for 20 min at 15,294 × g. Supernatants

were collected and incubated with 200 µL previously PBS-washed G-Sepharose
beads (GE Healthcare, #17-0618-01) for 2 h. Samples were centrifuged at 15,294 × g
for 5 min and quantified using the Bradford assay.

Microarray analysis. Only one tumor per mouse was considered and corre-
sponding to the biggest one. Tumors had the same size since we harvested tumors
for transcriptomic analyses when they reached a size of 1cm3. RNA from mouse
melanomas (5 Braf-Pten-Brn2-WT, 10 Braf-Pten-Brn2-het, and 10 Braf-Pten-
Brn2-hom) and mouse melanoma cell lines (4 Braf-Pten-Brn2-WT, 2 Braf-Pten-
Brn2-het, and 3 Braf-Pten-Brn2-hom) established from the mouse melanoma
tumors was extracted using the miRNeasy Kit (Qiagen, #217004). RNA Integrity
was assessed using an Agilent BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies), only RNA
with a RIN > 7 were kept for the analysis. RNA concentrations were measured
using a NanoDrop (NanoDrop Technologies). Complementary RNA (cRNA) was
synthesized using the GeneChip 3′IVT Plus reagent Kit (Thermofisher, #902415),
according to the manufacturer’s protocol. In brief, total RNA was first reverse
transcribed using a T7-Oligo(dT) promoter primer for first-strand cDNA synth-
esis. After RNase H treatment and second-strand cDNA synthesis, the double-
stranded cDNA was purified and served as template for subsequent in vitro
transcription (IVT). The IVT reaction was carried out in the presence of T7 RNA
polymerase and a biotinylated nucleotide analog/ribonucleotide mix for cRNA
amplification and biotin labeling. The biotinylated cRNA targets were then cleaned
up, fragmented, and 11 μg cRNA hybridized to mouse MOE430 gene expression
Affymetrix microarrays (Affymetrix, #900443). After washing and staining, using
the Affymetrix fluidics station 450 (Affymetrix, # 00-0079), the probe arrays were
scanned using an Affymetrix GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix, # 00-0210).

The microarray data were normalized using the RMA (Robust Multichip
Average) function of the edgeR package69. For genes targeted by multiple
probesets, only the most variant probeset was kept. Differentially expressed gene
analysis was performed with R, for the cell lines and the tumors using the limma
package70 available from Bioconductor (http://www.bioconductor.org). An
enriched gene-ontology (Gene-Ontology Biological-Process, 2018) and pathway
(WikiPathways human, 2019 & KEGG human, 2019) analysis was performed on
the 296 genes found overexpressed in the Braf-Pten-Brn2-het compared to the
Braf-Pten-Brn2-WT using Enrichr71. Gene-set enrichment analysis (GSEA) was
performed using the “Verfaillie” signature44. These signatures originally containing
too much genes (>1,000) were reduced to fit to the GSEA algorithm by selecting the
most differentially expressed genes based on their fold change, a threshold of
4 standard deviation was selected. For the tumors analysis the GSEA was ran with
one thousand permutations gene set based. For the analysis of the cell lines, the run
pre-ranked function of the GSEA software was used using one thousand
permutations gene set based. The genes were ranked according to their statistic t
coming from the differential analysis results. The enrichment score (ES) reflects the
degree to which a given gene set is represented in a ranked list of genes. Calculation
of the ES is based on walking down a ranked list of genes and adjusting a running-
sum statistic based on the presence of absence of a gene in the gene set. The
magnitude of the increment represents the correlation of the gene with the
phenotype. P values were estimated by gene-based permutation. GSEA normalizes
the enrichment score for each gene set to account for the variation in set sizes,
yielding a normalized enrichment score (NES). Only gene set with a NES
absolute > 1.7 and a FDR < 0.01 were considered.

Cell lines. Melan-a and C57BL/6 9 v cells were grown in Ham’s F12 media
(GIBCO 11765054) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, GIBCO,
10270106), 1% Penicillin-Streptomycin (GIBCO, 15140), and 200 nM TPA (Sigma,
P 8139)4. 501mel, 501mel-MITF-HA, HBL, SK-Mel-28, SK-Mel-28 Δex6, and
Dauv-1 cells were grown in RPMI 1640 media (GIBCO, 11875101) supplemented
with 10% FCS (GIBCO, 10270106) and 1% Penicillin-Streptomycin (GIBCO,
15140)50,72–74. SK28Δex6 melanoma cells lacking Mitf was previously produced50.
Cells are routinely tested for the absence of mycoplasmas using MycoAlert (Lonza).
Mouse melanoma cell lines were established as previously described75. The genetic
status and the level of expression of key genes of these cell lines is given in
Supplementary Table 1.

Genomic DNA extraction from cell culture. Genomic DNA was extracted from
melanoma cell lines using the AllPrep DNAMini Kit (Qiagen, #80204) or
QIAamp Kit (QIAGEN) according to manufacturer’s instructions. The DNA
region for BRAF and NRAS was amplified by PCR and submitted for sequencing
(see for primers and conditions in the Key Resource Table and Supplementary
Tables 3 and 4).

siRNA-mediated knock-down. siRNA targeting human BRN2 and MITF was
purchased from Dharmacon as a SMART-pool mix of four sequences. siRNA
targeting PTEN was purchased from Santa Cruz Biotech. Si Scramble (siSCR), with
no known human or mouse targets, was purchased from Eurofins Genomics
(Supplementary Table 5). All sequences and product references are listed in Sup-
plementary Table 6. Briefly, cells were transfected with Lipofectamin2000 with 200
pmol siRNA or siSCR and assayed for mRNA expression or protein content 48 or
72 h post-transfection.
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Cell counting. Phase-contrast pictures of cells were taken using a Zeiss Axiovert
135 microscope with an Axiocam MRC camera. Cells were counted using a LUNA
automated cell counter (L10001) and cell-counting slides (L12001).

Clonogenic assays. For clonogenic assays, six-well tissue culture plates were
seeded with 500 cells in complete medium. The medium was changed 24 h after cell
seeding and replaced with complete medium containing the indicated concentra-
tions of Binimetinib (Selleck), MK-2206 2HCl (Selleck), LY294002 (Calbiochem) or
PLX4720 (Axon Medchem). After 9 days of incubation, colonies were fixed with
4% PFA (paraformaldehyde), stained with Crystal violet in 10% ethanol, and
counted on images. IC50 were determined for each pharmacological agent and for
each cell line using the number of colonies in mock treated condition as the top
response. Cell lines have been treated with Binimetinib from 10−3 to 100 μM, with
PLX4720 from 10−3 to 100 μM, with LY294002 from 5.10−3 to 50 μM and with
MK-2206 from 10−3 to 10 μM. We used the resulted sigmoidal curves to calculate
the IC50 with Graphpad Prism. Experiments were performed at least in triplicate.

Western blotting and detection. Whole-cell lysate was prepared from human
melanoma cell lines using RIPA buffer supplemented with sodium orthovanadate
(Sigma S 6508), complete inhibitor (Roche, #11873580001), and Phostop (Roche,
#04906837001). SDS-PAGE was carried out on homemade 10% polyacrylamide
protein gels. Following the transfer of the proteins, the nitrocellulose membranes
were blocked in TBST with 5% non-fat dry milk for 1.5 h at RT and then probed
with antibodies against BRN2 (Cell signaling, #12137), MITF (Abcam, ab12039), β-
actin (Sigma, A5441), cyclin D1 (Cell signaling, #2926), PTEN (Cell signaling,
#9559), phospho-S6 (Cell signaling, #4857), S6 (Cell signaling, #2317), phospho-
AKT (Cell signaling, #3787), AKT (Cell signaling, #4685), or vinculin (Sigma,
V9131). Primary antibodies were applied in TBST/5% non-fat dry milk overnight
at 4 °C and visualized using secondary antibodies (HRP-conjugated goat anti-rabbit
IgG, Jackson, 111-035-003 and HRP-conjugated goat anti-mouse IgG, Jackson,
115-035-003) in TBST/5% non-fat dry milk for 1 h at RT. Blots were incubated in
ECL (Pierce, #34075) and revealed in the dark using ECL hyperfilm (GE Health-
care, RPN3103K). All primary antibodies were used at a dilution of 1/1,000, except
β-actin and vinculin (1/5,000). All secondary antibodies were used at a dilution of
1/20,000. Pageruler (ThermoFisher, #26616) was used as the molecular marker.
Quantification of the western blots was performed using ImageJ software. Quan-
tification of the western blots was performed using ImageJ software. See Supple-
mentary table 7.

Chromatin immunoprecipitation. ChIP experiments were performed as pre-
viously described4, and see Supplementary Table 6. ChIP assays of BRN2
binding to the PTEN promoter. ChIP assays were performed using an antibody
against BRN2 and analyzed after 30-cycle PCR in exponentially growing phase of
Dauv-1 melanoma cells. PAX3 promoter (prom.) and Brn2 coding sequences
(CDS) were used as positive and negative controls, respectively. Input represents
approximately 0.4% of the input used for the ChIP assay. H3 (histone H3) and
IgG (Immunoglobulin G) were used as positive and negative controls for each
region of interest, respectively. The oligonucleotides, their position on the
genome, and the sizes of the amplified fragments are given in Supplementary
Tables 3 and 4.

RNA extraction and (ChIP) RT-qPCR. Tissues were crushed with a mortar and
pestle, and stainless steel beads. Qiazol was used to homogenize the samples prior
extracting RNA using the miRNeasy Kit. Purified RNA was reversed transcribed
using M-MLV Reverse Transcriptase. Real-time quantitative PCR (qPCR) was
performed using iTaq™ Universal SYBR Green Supermix. Each sample was run in
technical triplicates and the quantified RNA normalized against TBP (human) or
Gapdh (mouse) as housekeeping transcripts (Supplementary Tables 3 and 4).

CUT&RUN. Anti-MITF, anti-H3K27Ac and anti-H3K4Me3 Cleavage Under Tar-
gets and Release Using Nuclease (CUT&RUN) sequencing was performed in SK28
melanoma cell lines that are MITF-WT or null (ΔMITF) as described76, with
minor modifications. Cells (~75–80% confluent) were harvested by cell scraping
(Corning), centrifuged at 600 × g (Eppendorf, centrifuge 5424) and washed in
calcium-free wash-buffer (20 mM HEPES, pH7.5, 150 mM NaCl, 0.5 mM sper-
midine and protease inhibitor cocktail, cOmplete Mini, EDTA-free Roche). Pre-
activated Concanavalin A-coated magnetic beads (Bangs Laboratories Inc) were
added to 100uL cell suspensions (2 × 105 cells) and incubated at 4 oC for 15 min.
Antibody dilution buffer (wash-buffer with 2 mM EDTA and 0.03% digitonin)
containing anti-MITF (Sigma, HPA003259, 1:100), anti-H3K27Ac (Millipore, 07-
360, 1:100), anti-H3K4Me3 (Millipore, 05-745 R, 1:100) and Rabbit IgG (Millipore,
12-370, 1:100) was added and cells were incubated at 4 oC overnight. The next day,
cells were placed on a magnetic rack and washed twice in dig-wash buffer (wash
buffer containing 0.025% digitonin). pAG-MNase at a concentration of 500 μg/ mL
was added and cells were incubated at 4oC for 30 mins (pAG-MNase was purified
in Dr. Robert Cornell’s research group at the University of Iowa). The pAG-MNase
reactions were quenched with 2X Stop buffer (340 mM NaCl, 867 20 mM EDTA, 4
mM EGTA, 0.05% Digitonin, 100 μg/ mL RNAse A and 50 μg/ mL Glycogen).
Released DNA fragments were Phosphatase K (1 μL/mL, Thermo Fisher Scientific)

treated at 50oC for 1 hr and purified by phenol/chloroform-extracted and ethanol-
precipitated. Fragment sizes were analyzed using a 2100 Bioanalyzer (Agilent). All
CUT&RUN experiments were performed in duplicate.

Library preparation and data analysis. CUT&RUN-seq libraries were prepared
using the KAPA Hyper Prep Kit (Roche). Quality control post-library amplifi-
cation was conducted using the 2100 Bioanalyzer (Agilent). Fragment analysis and
fragments sizes were compared pre- and post-library amplification to insure
correct size selection. Libraries were pooled to equimolar concentrations and
sequenced with paired-end 100 bp reads on an Illumina HiSeq X platform. Paired-
end FastQ files were processed through FastQC (Babraham Bioinformatics) for
quality control. Reads were trimmed using Trim Galore Version 0.6.3 (Developed
by Felix Krueger at the Babraham Institute), Bowtie2 version 2.1.077 was
used to map the reads against the hg19 genome assembly and MACS2 Version
2.1.1.20160309.6 was used to call peaks. The mapping parameters and peak calling
analysis was performed as previously described76,78 using IgG samples as back-
ground control. The Deeptools function “BAMcoverage”79 was used to generate
normalized (–RPKM) BigWigs files for visualization on Integrative Genomics
Viewer (IGV)80.

Luciferase assays. Human (−2,375 to +840) and murine (−2136 to +936) Pten-
promoter fragments were cloned upstream 56 bp of CMV promoter conferring a
very weak basal activity upstream luciferase (miniCMV::Luc, VectorBuilder) to
generate hsPTEN::Luc (#1282) and mmPten::Luc (#1283) reporter vectors. Cells at
70% confluence were transiently transfected in twelve-well plates, using 2μL of
Lipofectamin2000 (Invitrogen), 500 ng of total plasmid DNA 200 ng Pten::Luc
reporter plasmids (#1282 or #1283) or miniCMV::Luc reporter (#1281), 200 ng of
the expression vectors CMV::EGFP-Brn2 (#896) or CMV::EGFP (#1042) (equi-
molar) as a control27; 100 ng of the HSV-TK::renilla luciferase construct (#894) in
Opti-MEM medium (Gibco). Luciferase activity and renilla luciferase activity were
determined 48 h after transfection. Luciferase activity was normalized against
renilla luciferase activity.

Software. GraphPad PRISM, R version 3.6.3 (R Foundation for Statistical Com-
puting, Vienna, Austria), Adobe Illustrator, Adobe Photoshop, and Microsoft
Power Point software were used to analyze data and generate all graphs and figures.

Quantification and statistical analysis. Cell culture-based experiments were
performed in at least biological triplicate and validated three times as technical
triplicates. P values for the comparison of two groups were calculated using the
unpaired Student t-test or Mann-Whitney test. P values for the comparison of
multiple groups were calculated using the analysis of variance (ANOVA) and
Fisher’s least significant difference tests. P-values for categorical data were calcu-
lated using the Chi-square test. P-values for the comparison of Kaplan–Meier
curves were calculated using the log-rank (Mantel–Cox) or Gehan-Breslow-
Wilcoxon test giving weight to the early events. P values were reported as com-
puted by Prism 6.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
Microarray gene expression data that support the findings of this study have been
deposited in Gene Expression Omnibus (GEO) with the accession codes GSE126524 and
GSE163085. The TCGA Skin Cutaneous Melanoma data referenced during the study are
available in a public repository from the National Cancer Institute (NCI) Genomic Data
Commons (GDC) website (https://portal.gdc.cancer.gov). Cut&Run assay data that
support the findings of this study have been deposited in Gene Expression Omnibus
(GEO) with the accession codes GSE153020. The accession number for the sequencing
data reported in this paper is dbGaP: phs001550.v1.p1. All the other data supporting the
findings of this study are available within the article and its supplementary information/
data files and from the corresponding author upon reasonable request. A reporting
summary for this article is available as a Supplementary Information file. The data that
support the findings of this study are available from the corresponding author upon
reasonable request. All details concerning antibodies, chemicals, critical commercial
assays, cell lines, model organisms, oligonucleotides, and software and algorithms can be
found in Supplementary Table 7a–g. Source data are provided with this paper.
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mélanome.	Ils	ont	également	montré	que	le	radiotraceur	était	capable	de	réduire	la	croissance	
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Simple Summary: Targeted radionuclide therapy (TRT) aims to selectively deliver radioactive
molecules to tumor cells. For this purpose, we deliver iodine-131 ([131I]) to melanoma cells by
using our laboratory-developed melanin specific radiotracer, the ICF01012. Approximately 50% and
20%–30% of human melanomas have activating mutation in BRAF or NRAS genes, respectively.
These mutations lead to a constitutive activation of the MAPK/ERK pathway, which is known to be
involved in tumor cells’ radioresistance. In this work, we showed using 3D in vitro tumor models,
an additive efficiency of combining [131I]ICF01012-TRT and MAPK/ERK inhibitors in BRAF- and
NRAS-mutant melanoma cells. In mice bearing NRASQ61K-mutated melanoma, TRT induced an
impressive decrease in tumor growth, as well as a highly extended survival. Additionally, we showed
that TRT reduces the metastatic capacity of melanoma, especially through lymph-node dissemination.
These results are therefore of great interest, especially for patients with NRAS-mutant metastatic
melanoma who currently lack specific efficient therapies.

Abstract: Purpose: To assess the efficiency of targeted radionuclide therapy (TRT), alone or in
combination with MEK inhibitors (MEKi), in melanomas harboring constitutive MAPK/ERK ac-
tivation responsible for tumor radioresistance. Methods: For TRT, we used a melanin radiotracer
([131I]ICF01012) currently in phase 1 clinical trial (NCT03784625). TRT alone or combined with MEKi
was evaluated in three-dimensional melanoma spheroid models of human BRAFV600E SK-MEL-3,
murine NRASQ61K 1007, and WT B16F10 melanomas. TRT in vivo biodistribution, dosimetry, ef-
ficiency, and molecular mechanisms were studied using the C57BL/6J-NRASQ61K 1007 syngeneic
model. Results: TRT cooperated with MEKi to increase apoptosis in both BRAF- and NRAS-
mutant spheroids. NRASQ61K spheroids were highly radiosensitive towards [131I]ICF01012-TRT.
In mice bearing NRASQ61K 1007 melanoma, [131I]ICF01012 induced a significant extended sur-
vival (92 vs. 44 days, p < 0.0001), associated with a 93-Gy tumor deposit, and reduced lymph-node
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metastases. Comparative transcriptomic analyses confirmed a decrease in mitosis, proliferation,
and metastasis signatures in TRT-treated vs. control tumors and suggest that TRT acts through
an increase in oxidation and inflammation and P53 activation. Conclusion: Our data suggest that
[131I]ICF01012-TRT and MEKi combination could be of benefit for advanced pigmented BRAF-
mutant melanoma care and that [131I]ICF01012 alone could constitute a new potential NRAS-mutant
melanoma treatment.

Keywords: targeted radionuclide therapy; MEK inhibitors; BRAF mutation; NRAS mutation;
melanoma spheroid model

1. Introduction

Cutaneous malignant melanoma is one of the most lethal forms of skin cancer. It de-
velops from epidermal melanocytes responsible for melanin synthesis [1]. These pigments
protect melanocytes and neighboring keratinocytes from deoxyribonucleic acid (DNA)
double-strand breaks by forming a shield that absorbs reactive oxygen species (ROS)
induced by ultraviolet (UV) radiation. The main signaling pathway involved in melanoma-
genesis is that of mitogen-activated protein kinases (MAPK), along with the associated
Rat sarcoma GTPase (RAS)/rapidly accelerated fibrosarcoma protein(RAF)/mitogen-activated
extracellular signal-regulated kinase kinase (MEK)/extracellular signal-related kinase (ERK
proteins) [1,2]. Somatic mutations in genes encoding protein actors of this phosphorylation
cascade constitutively activate the MAPK pathway: mutations in BRAF, neurofibromin 1
(NF1), NRAS, and c-KIT are the most frequent, representing 50, 20, 20, and 2% of melanomas,
respectively [3]. Most (70 to 90%) mutations in BRAF lead to the substitution of valine
by glutamic acid at position 600 in BRAF (V600E). Mutations in NRAS gene occur in
20–30% of melanomas, at codon 61 for ≈90% of the cases, resulting in a change in amino
acid Q61K (45%) and Q61R (35%) while Q61L and Q61H modifications were lower (20%).
Other genetic alterations in NRAS gene G12R/D/A/V occurred at a low rate (≈10%) [3,4].

Based on these molecular characteristics of the melanoma, specific BRAF (V600E)
ATP-competitive inhibitors, such as vemurafenib [5] or dabrafenib [6] have been devel-
oped and have shown remarkable clinical efficacy in BRAF(V600E) melanoma tumors.
Despite the initial positive effects on melanoma progression, these selective inhibitors
often lead to the development of rapid neo/acquired resistance, resulting in either reac-
tivation of the MAPK signaling pathway or activation of PI3K signaling pathway [2,7,8],
usually within 6 to 8 months of treatment [9]. Several mechanisms involved in resistance
to BRAF inhibitors have been identified and a number of strategies combining them with
MEK inhibitors have been tested in multiple phase 3 trials. For example, the COMBI-d and
COMBI-v trials studied the efficiency of combining dabrafenib with a MEK inhibitor, tram-
etinib, compared to dabrafenib or vemurafenib alone [9]. Five-year pooled analyses [10]
showed that this combination leads to a progression free survival (PFS) rate of 19%, with
a median PFS of 11.1 months, and an overall survival (OS) rate of 34%, with median OS
of 25.9 months. For patients receiving only dabrafenib or vemurafenib, the 5-year PFS
rate was 13% and 9%, respectively; the 5-year OS rate was 27% and 23%, respectively,
confirming the long-term interest of combining BRAF and MEK inhibitors. The phase 3
coBRIM [11] trial compared vemurafenib and cobimetinib vs. placebo and vemurafenib
and obtained a median PFS of 12.6 months for the combination vs. 7.2 months for vemu-
rafenib alone. The overall response rate (ORR) was 70% vs. 50% and median OS was
22.5 vs. 17.4 months. The most recent trial [12,13] (COLUMBUS) assessed the combination
of binimetinib (MEK inhibitor) with encorafenib (BRAF inhibitor). This study showed the
best efficiency for a BRAF/MEK combination versus vemurafenib alone and a very low
number of adverse events, such as photosensitivity or fever. The combination showed
an ORR of 64% and median PFS of 14.9 vs. 7.3 and 9.6 months for vemurafenib and
encorafenib, respectively [13]. OS was 33.6 months for the combination vs. 16.9 months
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for vemurafenib (p ≤ 0.0001) [13]. Moreover, the number of secondary cutaneous cancers
was lower with combination therapy in both trials. These significant clinical benefits have
made combined BRAF and MEK inhibitors the new standard for advanced and metastatic
V600E BRAF-mutated melanoma treatment. There are no clinically approved inhibitors for
NRAS mutant melanomas. Initial clinical trials have tested farnesyl transferase inhibitors
(FTIs), which block the lipid post-translational modification of RAS required for its activity.
One such FTI (tipifarnib) was clinically tested but showed no significant clinical benefit [14].
The NRAS inhibitor salirasib, which modifies RAS-GTP binding to cell membranes by com-
petition, has not been assessed in a clinical trial for melanoma [15]. MEK inhibitors have
been tested in preclinical and clinical studies with promising results. However, the phase 3
NEMO trial, which compared binimetinib to dacarbazine, failed to show a benefit on OS
(11 vs. 10 months, hazard ratio (HR) 1.00 (95% CI (0.75–1.33)); one-sided p = 0.50) although
there was an extension of PFS (2.8 vs. 1.5 months, HR 0.62 (95% CI [0.47–0.80]); one-sided
p < 0.001) [16]. Recruiting has been halted due to poor results. Thus, immune checkpoint
inhibitors [9] are currently the sole treatment available for patients with NRAS melanoma.

Targeted radionuclide therapy (TRT) consists in delivering radiopharmaceuticals to
tumor cells by targeting specific characteristics [17]. [131I]ICF01012 is a melanin-targeting
compound that has already shown its efficiency by reducing tumor growth and enhancing
survival in various syngeneic and xenograft pigmented melanoma models with wild-type
or mutant BRAF [18–21], whereas injection of [131I] alone or of non-labeled ICF01012
in mice bearing B16 melanomas did not modify mice survival and tumor growth [21].
In addition, biodistribution studies and secondary ion mass spectrometry (SIMS) tech-
nique have confirmed a specific accumulation of [131I]ICF01012 in pigmented tissues/cells
and in acidic organelles [18–23]. [131I]ICF01012 can also reduce melanoma metastases,
mainly by modifying pseudo-epithelial-mesenchymal transition mechanisms, in vitro and
in vivo, in murine and human melanoma cell lines [24]. We have also shown that TRT
using [131I]ICF01012 induces first a decrease and then an insignificant increase in ERK
phosphorylation [18], suggesting a mechanism of radioresistance through activation of the
MAPK pathway.

The association of targeted therapies and radiation has already shown positive results
in preclinical [25,26] and clinical studies [27]. Indeed, BRAF and MEK inhibitors have
been shown to increase melanoma-cell radiosensitivity [25]. Hecht et al. have confirmed
that combined radiotherapy and administration of BRAF inhibitors is tolerable, with an
acceptable increase in toxicity [27]. We developed a three-dimensional (3D) melanoma
spheroid approach for in vitro studies of TRT to mimic tumor architecture and better model
the consequences of irradiation [24]. Here, we investigated the effect of combining MEK
inhibitors with [131I]ICF01012-TRT in an in vitro 3D spheroid model. We further studied
the efficiency of [131I]ICF01012-TRT in vivo using the syngenic NRASQ61K 1007-mutant
melanoma allograft model corresponding to the human NRASQ61K mutation [28].

2. Materials and Methods
2.1. Cell Lines, Culture Conditions and Spheroid Collection

Human SK-MEL-3 and murine B16F10 melanoma cell lines were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC). SK-MEL-3 cells were maintained as mono-
layer using culture medium consisting of McCOY’S 5A medium (Invitrogen, Cergy Pon-
toise, France) supplemented with 15% fetal calf serum (FCS) (Eurobio, Les Ulis, France),
and 4 µg µL−1 gentamycin (Invitrogen) at 37 ◦C in a humidified incubator containing
5% CO2. B16F10 cells were maintained as monolayer using culture medium consist-
ing of DMEM-Glutamax medium (Invitrogen) supplemented with 10% FCS (Eurobio),
and 4 µg µL−1 gentamycin (Invitrogen) at 37 ◦C in a humidified incubator containing 5%
CO2. The NRASQ61K 1007 (also named NRAS 1007) murine cell line was cultured as previ-
ously described [28]. Melanoma spheroids were generated as previously described [24].
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Spheroids were harvested between 1 and 72 h post-[131I]ICF01012 removal, frozen in
N2, and stored at −80 ◦C during the radioactive decay (80 days; 10 times the half-life of the
iodine-131 isotope) for Western blot analysis or fixed in 70% ethanol for cell-cycle studies.

2.2. [131I]ICF01012 TRT and MEK Inhibitor Treatment of Spheroids

[131I] iodine was purchased from Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) or Izotop (Bu-
dapest, Hungary). Radiolabeling of ICF01012 was performed as previously described [23].
For the [131I]ICF01012 alone experiments, each spheroid was irradiated at day 6 of culture
with 37 kBq of [131I]ICF01012/100 µL of cell culture medium (without FCS). The addition
of medium alone was used as a control. After 1 h of incubation, the irradiation medium
was removed and replaced by complete medium supplemented with 0.5% methylcellulose.
For the [131I]ICF01012 and MEK inhibitors (MEKi) combinations, each spheroid was pre-
treated for 2 h with cobimetinib (GDC-0973) (Selleckchem (Houston, TX, USA), 100 nM,
SK-MEL-3 spheroids), GDC-0623 (Selleckchem, 50 nM, B16F10, and NRAS 1007 spheroids),
or dimethyl sulfoxide (DMSO) (control and [131I]ICF01012 alone groups) on day 6 of culture.
Then, each spheroid was irradiated according to the above-mentioned protocol with cell
culture medium containing the corresponding MEKi (MEKi alone or TRT + MEKi groups)
or DMSO (control DMSO or TRT alone groups). Spheroids were then incubated from 1 to
72 h.

2.3. Colony Formation Assay

Twenty-four hours after irradiation in combination with MEKi (as described above
for the combination [131I]ICF01012 and MEKi), 60 spheroids/condition were collected and
centrifuged (50 g, 5 min). Supernatants were removed and spheroids were dissociated with
500 µL collagenase IV (0.2%; Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) during 30 min
at 37 ◦C. Cells were re-suspended, counted, and seeded in 6 well plates with a 2 mL final
volume of complete culture medium containing the corresponding MEKi (TRT + MEKi
and MEKi groups) or DMSO (TRT and control groups). SK-MEL3 cells were seeded at
7200 cells/well, NRAS 1007 at 5000 cells/well, and B16F10 at 400 cells/well. After 3 days
of incubation, culture medium was removed and replaced by complete culture medium
without DMSO or MEKi. After 18 days of incubation for SK-MEL3, 15 days for NRAS
1007, and 8 days for B16F10 cells, medium was removed and colonies were rinsed once
with PBS. Colonies were then fixed by methanol absolute during 3 min then revealed
with 0.5% crystal violet aqueous solution. The counting of colonies was realized using
the ImageJ software. Plating efficiency (PE) and survival fraction (SF) were determined as
described [29].

2.4. Apoptosis Assay

Apoptosis was measured by the detection of cytoplasmic soluble nucleosomes using
a colorimetric assay, Cell Death Detection ELISAPLUS (Sigma Aldrich) according to the
manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 405–490 nm dual wavelengths.

2.5. Cell Cycle Analysis

Spheroids were dissociated with collagenase IV (0.2%; Sigma Aldrich) during 30 min at
37 ◦C. Cells were then fixed in 70% ethanol and stored at −20 ◦C. After complete radioactive
decay, cells were washed twice with PBS then 50µL of Ribonuclease A (100 µg mL−1;
Sigma-Aldrich) and 450 µL of propidium iodide (50 µg mL−1; Sigma-Aldrich) were added.
After 15 min of incubation in the dark at room temperature, cell cycle was analyzed using
a flow cytometer (BD Accuri C6 Plus, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).

2.6. Western Blotting

Western blot analysis was carried out as previously described [30]. The following
primary antibodies (Abs) were used: anti-phospho-H2A.X (S139) (1/2000), anti-H2A.X
(1/1000), anti-phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (1/2000), anti-ERK1/2 (1/2000), anti-
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phospho-MEK1/2 (Ser217/221) (1/2000), and anti-MEK1/2 (1/2000) from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA), and anti-PARP-1 (1/200; Santa Cruz Biotechnology,
(Dallas, TX, USA)) and anti-Actin (1/10,000; Sigma-Aldrich). The following secondary
Abs were used: anti-rabbit-HRP (1/5000) and anti-mouse-HRP (1/5000 and 1/10,000 for
actin) from SouthernBiotech (Nanterre, France). The Western blots were scanned using
ChemiDoc imaging system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). The densitometric
analyses were performed using an ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) (accessed on 11 November 2020).

2.7. Murine Models

This investigation conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health (8th edition, 2011). All experiments
were conducted in accordance with the relevant guidelines and regulations and approved
by both the local ethics committee of Clermont-Ferrand (C2E2A n◦002) and the French
Ministry of Education and Research (approval n◦12211-2017111613576925). NRAS 1007
melanoma cells (1 × 105) in 100 µL of saline solution were injected subcutaneously in the
right flank of five-week-old C57BL/6J male mice purchased from Charles River Laborato-
ries (Ecully, France). Three different in vivo experiment using [131I]ICF01012 were realized:
a biodistribution and dosimetry study using 3 animals per time (n = 15), a survival study
(n = 28), and a mechanistic study (n = 15) including single-photon emission computed
tomography (SPECT-CT) imaging, melanin quantification, lymph nodes, and transcrip-
tomic analyses.

2.8. Biodistribution Study

Thirty-six days following tumor implantation, 15 mice received an intra-venous (i.v.)
injection of 0.37 MBq [131I]ICF01012. Three mice were sacrificed per timepoint (1, 3, 6, 24,
and 72 h) prior to removing and weighing the organs and tumors. Their radioactivity was
analyzed using a γ-counter (Wizard 1480, Perkin Elmer) and the gamma counting data
were corrected for physical decay and background. The percentage of injected activity in
tumors was determined by the ratio of counted activity per organ divided by the organ
weight (% IA/g).

2.9. Dosimetry

The dose was assessed from organ activity measured at each timepoint (1, 3, 6, 24,
and 72 h, n = 3 per timepoint).

The percentage of injected activity curves %IA(t) = Activity(t)
weight.Activityinjected

were calculated
for each organ. Curves were adjusted using MatLab software (TheMathWorks, Natick,
MA, USA): tumor: y = a

(
1 − exp−bt

)
exp−ct ; eyes: y = a

(
1 − exp−bt

)
exp−λphysiquet with

λphysique =
ln 2

Tphysique(h)
; other organs (bi-exponential): y = a.exp−bt + c.exp−dt.

The MatLab adjustment parameters were: Method: NonlinearLeastSquare; Robust:
Bisquare; Algorithm: Trust-Region. Cumulative activity confidence intervals were assessed
by bootstrapping (adjustment with a 153-fit simulation and the leave-one-and-two-out
method) and 95% CI, with the 2.5 and 97.5 percentiles. Mouse and human doses were
calculated with MIRD21 formalism, using S factors from Perrot et al. [31] for mice and
Olinda factors and organ weights for humans [32].

2.10. [131I]ICF01012 Treatment

C57BL/6J mice were injected intravenously with either 18.5 MBq/100 µL of [131I]ICF01012
(TRT groups) or 100 µL saline (control groups) 36 days after tumor implantation. Mice were
sacrificed before the tumor volume reached 1500 mm3 for survival study or 10 days after
TRT injection for mechanistic analyses (including SPECT-CT imaging, melanin quantifica-
tion, lymph nodes and transcriptomic analyses). Mice were homogeneously randomized
between control and treated groups according to mice weight and tumor size, seven days
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after cells injection (survival study: TRT: n = 14, control: n = 14; mechanistic study: TRT:
n = 8, control: n = 10).

Body weight and tumor volume were measured three times a week until tumor
volume reached 1000 mm3 and then, daily (For mice weight and tumor volume at start
of experiment and endpoint for survival and mechanistical studies, see Supplementary
Table S1). Potential toxicities were evaluated daily with a scoring grid, exploring general
condition, behavior changes, and skin toxicities. Mice were sacrificed when tumor volume
reached approximately 1500 mm3 or at experiment time.

Tumor volume was calculated from the measurement of two perpendicular diameters
using a caliper according to the formula L × S2/2, where L and S are the largest and
smallest diameters, respectively, expressed in millimeters.

The doubling time was calculated individually for each animal. Tumor growth has an
exponential function (N = N0.eat), the doubling time (DT) is calculated using the formula
DT = Ln2/a, where “N” represents the volume of the tumor, “N0” represents the volume
of the tumor at time 0, “a” represents the slope of the exponential phase, and “t” the time
(in days).

2.11. SPECT-CT Imaging

Multimodal SPECT-CT imaging was performed using a NanoScan SPECT/CT camera
(Mediso Ltd., Budapest, Hungary) equipped with four detectors and multi pinhole collima-
tion (APT62). Mice were placed in a Multicell Mouse L bed (Mediso Ltd.) with temperature
control (37 ◦C). SPECT-CT imaging was performed on representative mice (n = 2 at 1 h and
6 h and n = 5 at 24 h, 72 h, and 168 h) of each group at different time points (i.e., 1 h, 6 h, 24 h,
72 h and 168 h) after the injections of [131I]ICF01012. Nucline software (Mediso Ltd.) was
used for image acquisitions and reconstructions (Nucline 3.00.018). CT parameters were as
follows: helical scan with 480 projections (300 ms per projection), 50 kV, 590 uA, pitch 1.0,
binning 1:4, and field of view: max. SPECT images were acquired within the CT scan
range, with a standard resolution. The time per projection was determined in accordance
to the detected radioactivity (most frequently used: 30 s). SPECT image reconstruction
was conducted using TeraTomo3D (Nucline v3.00.018) with high dynamic range. Regular-
ization filters, reconstruction resolution and iterations were set to “medium”. Additional
corrections were performed during reconstruction: Monte Carlo correction quality was set
to “high”; attenuation: based on CT attenuation map and scatter corrections; activity decay
correction: during acquisition time lapse.

2.12. Melanin Determination

For melanin assays, tumors were excised 10 days after [131I]ICF01012 irradiation,
frozen in N2, and stored at −80◦C for radioactive decay (80 days; 10 times the half-life
of the iodine-131 isotope). Eumelanin and pheomelanin analyses were performed as
previously described [33].

2.13. RT-qPCR Analyses

Inguinal and axillar lymph nodes (LNs) were collected 10 days after [131I]ICF01012
irradiation, frozen in N2, and stored at −80 ◦C. After complete radioactive decay, ribonu-
cleic acid (RNA) was extracted (RNA Extraction Kit, Macherey Nagel) and the amounts
measured by spectrophotometry (MultiskanGo, ThermoFisher, FisherScientific, Illkirch,
France). Complementary DNA (cDNA) was synthesized from 250 ng RNA using the
Thermoscript kit (ThermoFisher). Quantitative PCR (qPCR) reactions were performed in
triplicate with Master Mix SybrGreen using an Applied BioSystems StepOne Plus device.
Primers and annealing conditions are described in Supplementary Table S2. Results are
expressed according to the ∆∆CT method after normalization against the glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene.
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2.14. Transcriptomic Analysis

According to Petit et al. [28], RNA from mouse melanomas (Control: n = 6, TRT: n = 6)
was extracted using the miRNeasy Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France, #217004). RNA in-
tegrity was assessed using an Agilent BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, Les Ulis,
France), only RNA with a RNA integrity number (RIN) > 7 were kept for the analysis.
This threshold led to the sequencing of 6 controls and 3 treated tumors. RNA concentra-
tions were measured using a NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DA, USA).
RNA sequencing libraries were prepared from 1 µg of total RNA using the Illumina TruSeq
Stranded mRNA Library preparation kit that allows to perform a strand specific sequenc-
ing. A first step of polyA selection using magnetic beads is done to focus sequencing on
polyadenylated transcripts. After fragmentation, cDNA synthesis was performed and re-
sulting fragments were used for dA-tailing followed by ligation of TruSeq indexed adapters.
PCR amplification was finally achieved to generate the final barecoded cDNA libraries
(12 amplification cycles). The 9 libraries were equimolarly pooled and subjected to qPCR
quantification using the KAPA library quantification kit (Roche). Sequencing was carried
out on the NovaSeq 6000 instrument from Illumina based on a 2 × 100 cycles mode (paired-
end reads, 100 bases) using an S1 flow cell in order to obtain around 35 million clusters
(70 million raw paired-end reads) per sample. Reads were mapped to the mouse reference
genome (gencode m13 version-GRCm38.p5) using STAR [34]. STAR was also used to deter-
mine the expression matrix. Expression matrix was first filtered by expression level to keep
only sufficiently expressed genes using the edgeR package [35]. Principal component analy-
sis (PCA) was performed using FactomineR [36]. 3D PCA animated gif was made with the
help of the pca3d package (https://cran.r-project.org/web/packages/pca3d/index.html)
(accessed on June 2020). The significance of the clustering was evaluated using PERMAN-
NOVA. The deconvolution was conducted using the R-package mcp-counter [37]. To the
gene set distributed with the package have been added two gene sets containing genes re-
spectively specific of melanocytes (Mitf, Pax3, Mc1r, Rxrg, and Tspan10) and of keratinocytes
(Flg, Krt1, Dsc1, Sprr1b, and Krt14) in the skin. Differential gene expression was performed
with R following the limma-voom pipeline using the limma package [38]. edgeR and
limma packages are both available from Bioconductor (http://www.bioconductor.org)
(accessed on June 2020). The threshold for significantly differentially expressed genes was
set as an absolute fold-change > two times the standard deviation of the fold-change and
an adjusted p-value < 0.05. The volcano plot depicting the results was generated using
the R package ggplot2 [39]. The interactive volcano plot was made with the plotly R pack-
age [40]. Gene-ontology and enriched pathway analysis were performed using Enrichr [41]
on genes found overexpressed by the differential analysis either in the TRT-treated tumors
or in the control tumors (also designed as CTRL-treated tumors. Gene-set enrichment
analysis (GSEA) was performed using three collections from the Molecular Signatures
Database (MSigDB v7.2): H (Hallmark), C2 (curated gene sets), and C5 (ontology gene sets),
and a gene set describing the different sub-population in melanoma [42]. One thousand
permutations gene set-based were made per analysis. The enrichment score (ES) reflects
the degree to which a given gene set is represented in a ranked list of genes. Calculation
of the ES is based on walking down a ranked list of genes and adjusting a running-sum
statistic based on the presence of absence of a gene in the gene set. The magnitude of
the increment represents the correlation of the gene with the phenotype. p-values were
estimated by gene-based permutation. GSEA normalizes the enrichment score for each
gene set to account for the variation in set sizes, yielding a normalized enrichment score
(NES). Only gene sets with an NES > 2 and an FDR < 0.01 were considered.

2.15. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed with GraphPad (Addinsoft, New York, NY, USA)
and StatView (Abacus concepts, Southfield, MI, USA) software using Log-rank for sur-
vival analyses, Student’s t tests for animal experiments, and two-way analysis of variance

https://cran.r-project.org/web/packages/pca3d/index.html
http://www.bioconductor.org
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(ANOVA) associated with post-hoc Tukey’s multiple comparison test for in vitro experi-
ments. A p-value < 0.05 was considered to represent statistically significant differences.

3. Results

3.1. MEKi Radio-Sensitizes BRAF- and NRAS-Mutant Melanoma Spheroids for [131I]ICF01012
by Increasing Apoptosis

We first defined a 100-nM dose of cobimetinib to treat human melanoma SK-MEL-3
spheroids and a 50-nM dose of GDC-0623 for both the NRAS 1007 and B16F10 murine
melanoma spheroids (Supplementary Figure S1). We further assessed the efficiency of
combining TRT with MEKi using apoptosis assay. We showed that combining TRT with
MEKi increased the apoptotic ratio of SK-MEL-3 spheroids by nearly 2-fold at 4 hours (h)
post-irradiation and 22-fold at 24 h relative to either treatment alone: DMSO (p = 10−4),
MEKi (p = 5 × 10−4), or TRT (p = 5 × 10−4) (Figure 1A). These results also showed a
supra-additive mechanism. This effect was confirmed by Western blot analysis of cleaved
poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) protein expression (Figure 1B). At 24 h post-
irradiation, apoptotic ratio of NRAS 1007 spheroids (Figure 1A) treated with TRT + MEKi
was nearly 15-fold higher than those treated with DMSO (p < 0.0001), MEKi alone (p < 10−4),
or TRT alone (p < 10−4). Cleaved PARP-1 analysis also showed such radiosensitization,
with increased levels of cleaved PARP-1 protein expression at 4 and 24 h post-irradiation
(Figure 1B). These results highlight the high radiosensitivity of NRAS 1007 spheroids
to TRT, which can be enhanced using MEKi. Consistent with our previous findings [18],
a small percentage of B16F10 cells entered into apoptosis following TRT. As expected, MEKi
did not induce significant apoptosis in these wild-type BRAF/NRAS spheroids (Figure 1A).
These results were also confirmed by Western blot analysis, showing the absence of PARP-1
cleavage induction (Figure 1B).

1 
 

 

Figure 1. Apoptosis assays (n = 3) on melanoma spheroids after treatment with [131I]ICF01012-targeted radionuclide
therapy (TRT), MEK inhibitors (MEKi), or both. Results are presented as mean +/− SD (A). (A) Apoptosis was assessed by
quantification of soluble nucleosomes in cells using an ELISA cell death for SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10. (B) Western
blot analysis of cleaved PARP-1 in SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10 spheroids treated with TRT, MEKi, or both. Actin was
used as a protein-loading control. For Western blot, spheroids from 3 different experiments were pooled. For Western blot
graphs, y-scales are not identical between cell lines. (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

These data suggest that, except for B16F10 spheroids, MEKi and TRT can cooperate to
increase apoptosis in melanoma cells with a constitutively activated MAPK pathway (SK-
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MEL-3 and NRAS 1007). Nonetheless, we were not able to confirm this radiosensitization
effect with clonogenic assays (Supplementary Figure S2). This could be explained by the
selection of MEKi-resistant cells and/or the loss of apoptotic cells initiated after spheroid
dissociation prior to cell seeding. However, it should be noted that NRAS 1007 spheroids
demonstrated very high radiosensitivity to [131I]ICF01012, with the complete extinction
of clonogenic survival for spheroids treated with TRT (compared to control: p < 0.0001,
Supplementary Figure S2). The low apoptotic ratios with TRT are probably linked to the
fact that TRT efficiency relies on mitotic catastrophe [18], characterized by a phase G2/M
cell-cycle arrest. Cell-cycle arrest was indeed observed for SK-MEL-3 cells treated by TRT
(Supplementary Figure S3), whereas a decrease in the S-phase was observed with MEKi
treatment. The association of MEKi and TRT decreased the G2/M arrest due to fewer
proliferating cells in S phase.

3.2. MEKi Inhibits [131I]ICF01012-Induced ERK1/2 Phosphorylation in BRAF- and NRAS-Mutant
Melanoma Spheroid Models

We assessed the levels of constitutive and [131I]ICF01012-induced phosphorylated
ERK1/2 (p-ERK) by Western blot analysis. All spheroids displayed high basal levels of
p-ERK. For SK-MEL-3 and 1007 spheroids, such high basal p-ERK levels are likely due
to BRAF and NRAS mutations. B16F10 spheroids are wild-type for BRAF and NRAS.
Thus, the high basal level of p-ERK is most likely due to the 3D spheroid cell-culture
model. Indeed, it has been described that cell-cell contacts and interactions between
cells are enhanced by the 3D spatial organization of the cells, which influences the signal
transduction pathways and biological functions [43]. This hypothesis was confirmed by
comparing the basal p-ERK expression in B16F10 spheroids to that of cells grown in 2D
monolayer culture system (Supplementary Figure S4). In addition, it has been shown that
increased cell-cell contact or hypoxia could activate the MAPK pathway [44]. TRT treatment
of SK-MEL-3 spheroids slightly increased the level of p-ERK protein at 4 h and then at
72 h post-irradiation (Figure 2A). However, treatment with MEKi resulted in complete
and maintained inhibition of constitutive and TRT-induced p-ERK. Treatment of NRAS
1007 spheroids with TRT increased p-ERK expression at 24 h post-irradiation, whereas
MEKi alone or combined with [131I]ICF01012 completely inhibited constitutive and TRT-
induced p-ERK expression (Figure 2A). This increase of p-ERK at 24 h post-irradiation
could be explained by the high radiosensitivity of NRAS 1007 cells growing in spheroids,
which could lead to cell death and selection of resistant cells. TRT did not increase p-ERK
levels in B16F10 spheroids, except for a slight increase at 24 h post-irradiation (Figure 2A).

3.3. MEKi Enhances the Radiosensitivity of BRAF- and NRAS-Mutant Melanoma Spheroids,
Leading to Increased DNA Double-Strand Breaks

We investigated whether the radio-sensitizing effect of MEKi was also due to DNA
damage by performing Western blot analysis of the phosphorylated form of H2A histone
family member X (γH2A.X) protein levels. The irradiation of SK-MEL-3 spheroids by
[131I]ICF01012 induced an increase in the level of γH2A.X Serine 139 (Ser139) protein, indi-
cating an increase in DNA double-strand breaks from 1 to 48 h post-irradiation (Figure 2B).
Combining MEKi with TRT induced an increase in the level of γH2A.X(Ser139) after 24
(1.1-fold increase) and 48 h (1.1-fold increase) of irradiation relative to that with TRT alone.
Treatment of SK-MEL-3 spheroids with MEKi alone also increased the level of γH2A.X at
24 and 48 h post-treatment. This can be explained by the induction of apoptosis in these
spheroids and confirms the results obtained with the apoptosis assay and Western blot
analysis of the cleaved PARP-1 protein (Figure 1A,B). Combining MEKi and TRT enhanced
the level of γH2A.X(Ser139) in NRAS 1007 spheroids after 1 h of irradiation (0.8-fold in-
crease) relative to TRT treatment alone and they remained higher up to 48 h post-irradiation
(3.4-fold increase) (Figure 2C). In accordance with our previous data [24], [131I]ICF01012-
TRT alone induced increased levels of γH2A.X in B16F10 spheroids. However, combining
MEKi with TRT failed to radio-sensitize BRAF and NRAS wild-type B16F10 spheroids
(Figure 2B).
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Figure 2. Quantification of p-ERK expression and analysis of DNA damage in melanoma spheroids following treatment with [131I]ICF01012-TRT, MEKi, or both. (A) West-
ern blot analysis of P-ERK1/2 and ERK1/2 of total cellular protein extracted from SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10 spheroids treated or not with TRT, MEKi, or both for 
the indicated times. The density of each P-ERK1/2 band was corrected using the density of the corresponding total ERK1/2 band. All values were normalized to the control 
(1 h). (B) The expression of phospho-H2A.X (γH2A.X) and total H2A.X were analyzed by Western blotting for SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10 spheroids treated or not 
with TRT, MEKi, or both for the indicated times. The density of each γH2A.X band was corrected using the density of the corresponding total H2A.X band. For Western 
blot, spheroids from 3 different experiments were pooled. In graphs, y-scales are not identical between cell lines. 

 

Figure 2. Quantification of p-ERK expression and analysis of DNA damage in melanoma spheroids following treatment with [131I]ICF01012-TRT, MEKi, or both. (A) Western blot analysis
of P-ERK1/2 and ERK1/2 of total cellular protein extracted from SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10 spheroids treated or not with TRT, MEKi, or both for the indicated times. The density
of each P-ERK1/2 band was corrected using the density of the corresponding total ERK1/2 band. All values were normalized to the control (1 h). (B) The expression of phospho-H2A.X
(γH2A.X) and total H2A.X were analyzed by Western blotting for SK-MEL-3, NRAS 1007, and B16F10 spheroids treated or not with TRT, MEKi, or both for the indicated times. The density
of each γH2A.X band was corrected using the density of the corresponding total H2A.X band. For Western blot, spheroids from 3 different experiments were pooled. In graphs, y-scales are
not identical between cell lines.
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3.4. [131I]ICF01012 Accumulates in NRAS 1007 Tumors, with a Favorable Dosimetry for TRT

SPECT-CT imaging (Figure 3A) showed rapid and persistent accumulation of
[131I]ICF01012 in tumors, which was maximal at 6 h post-injection. As expected, non-saturated
thyroid showed intense fixation from 6 to 72 h post-injection. Specific [131I]ICF01012 fix-
ation was observed in the eyes, which contain both types of melanin. One hour after
injection, [131I]ICF01012 accumulated in the bladder and was completely eliminated af-
ter 24 h. The biodistribution in the tumor showed rapid and persistent accumulation of
[131I]ICF01012 over 72 h (16.1% IA/g) (Figure 3B), which was maximal at 6 h post-injection
(28.5% IA/g).
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Figure 3. [131I]ICF01012 biodistribution and efficiency in an NRAS-mutant murine model. Results are presented as mean
+/− SD (D,F) and as median, 1st quartile, and 3rd quartile (E). (A) Maximum intensity projection from SPECT-CT imaging
of the same mouse from 1 h post-injection to 168 h shows tumor (Tu), eyes (E), thyroid (Th), and bladder (Bl) fixation of
[131I]ICF01012. (B) Biodistribution of [131I]ICF01012, expressed as the percentage of injected activity/gram, was determined
for each timepoint and each non-target organ by activity count (n = 3 mice per timepoint). (C,D) Survival curve (C) and
tumor growth (D) were determined using 14 animals for each group. (E) Tumor weight for 10 control mice and eight
TRT-treated mice, sacrificed 10 days after treatment, illustrated by 2 tumors representative of observed differences between
control and TRT tumors. (F) Pheomelanin (PM) and eumelanin (EM) were quantified for nine control tumors and 10 TRT
tumors. (* p < 0.05, *** p < 0.001).

We determined the absorbed dose for NRAS 1007 tumors and non-targeted organs
from biodistribution studies (Figure 3B and Supplementary Table S3) after i.v. injection of
0.37 MBq [131I]ICF01012 and calculated the dosimetry for certain organs using S-values
(Supplementary Table S4). The dose used for the therapeutic injection (18.5 Gy) showed
high delivery of [131I]ICF01012 to the tumor (93.2 Gy) relative to the other organs. A low
absorbed dose was deposited in excretion organs, such as the kidneys and liver (1.8 Gy
and 4.3 Gy, respectively). The absorbed dose for the thyroid was very high (228.1 Gy),
as potassium iodide was not used to block iodine absorption by the thyroid. As we used
C57BL/6 mice, the dose delivered to the pigmented eyes was also very high (137.5 Gy),
as expected.
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An injected activity of 3.7 GBq is classically considered as a standard therapeutic
dose in human iodine-TRT protocols. Based on this activity, [131I]ICF01012 dosimetry for
humans extrapolated using Olinda S-values (Table 1) did not show toxic levels for the
studied organs. Total body irradiation was evaluated to be 0.021 Gy.

Table 1. Extrapolated [131I]ICF01012 dosimetry for humans: absorbed dose (Gy/MBq) and dose (Gy)
for 3.7 GBq extrapolated using Olinda S-values.

Organ/Tissue Absorbed Dose
(Gy·GBq−1)

Dose for 3.7 GBq
(Gy)

Adrenals 0.006 0.023
Brain 0.007 0.025

Gall bladder 0.010 0.037
Lower large intestine 0.021 0.079

Small Intestine 0.048 0.176
Stomach 0.043 0.159

Upper large intestine 0.021 0.078
Heart 0.012 0.044

Kidneys 0.055 0.203
Liver 0.064 0.238
Lungs 0.028 0.105
Muscle 0.003 0.009
Ovaries 0.007 0.026
Pancreas 0.008 0.028

Red Marrow 0.003 0.010
Skin 0.001 0.004

Spleen 0.062 0.229
Testes 0.012 0.044

Thymus 0.002 0.007
Thyroid 0.044 0.163

Urinary Bladder 0.184 0.682
Total body 0.006 0.021

3.5. [131I]ICF01012 Induces Significant Tumor Regression and Extended Survival for Mice
Bearing NRAS 1007 Tumors

[131I]ICF01012 significantly prolonged the survival of mice bearing NRAS mutant
tumors relative to the control group (Figure 3C, median survival: 92 vs. 44 days, p < 10−4).
This was associated with slowed tumor growth from day 5 post-[131I]ICF01012 injection
(Figure 3D). The doubling time of treated tumors was five-times longer than that of the
control group (DT = 26.23 vs. 5.177 days−1, p < 10−4). Ten days post-[131I]ICF01012
treatment, the tumor weight was significantly lower in the treated group (Figure 3E,
0.208 vs. 0.598 g, p = 7 × 10−4). Consistent with our previous finding using SK-MEL-3
tumors [24], [131I]ICF01012-TRT induced a significant 1.5-fold increase of both pheome-
lanin (control: 4.39 vs. TRT: 7.19 µg/mg) and eumelanin (33.97 vs. 53.05 µg/mg) levels
(Figure 3F). However, the proportion of pheomelanin (11.71% vs. 12.52%) and eumelanin
(88.29% vs. 87.48%) positive tumors was similar for control and TRT-treated animals,
respectively. Interestingly, we did not evidence significant loss of weight, alterations of
general condition, vitiligo, or changes in behavior that could suggest any ocular toxicity.

3.6. [131I]ICF01012 Reduces Lymph-Node Metastases in the NRAS 1007 Model

We observed macroscopic melanin-pigmented LN metastases. [131I]ICF01012 treat-
ment decreased the number of macroscopically invaded LNs in mice (Figure 4A,B: 0.875
vs. 1.70, p = 0.0310). Indeed, all mice presented at least one metastatic LN in the control
group, whereas 37.5% of the mice in the TRT-treated group did not (Figure 4C). The pro-
portion of mice with two invaded LNs was also higher in the control group (Figure 4C,
70% vs. 25%). Concerning the topography, 62% of inguinal and 25% of axillary right
LNs were metastatic in the treated mice versus 90% and 80% in the control group, respec-
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tively (Figure 4D, p = 0.0306). Assessment of the biodistribution and SPECT-CT imaging
(Figure 4E,F) confirmed that [131I]ICF01012 was present in the LNs. [131I]ICF01012 uptake
was significantly higher in metastatic LNs, which was maximal at 6 h post-[131I]ICF01012
injection, corresponding to the highest uptake of the tumor and confirming the presence
of melanin in the metastatic LNs. We assessed specific molecular melanoma markers by
RT-qPCR analysis to assess the presence of melanoma cells in the LNs [45]. The expression
of melanin biosynthesis-related genes, such as premalenosome gene (pMel), dopachrome
tautomerase (Trp2 (Dct)), and tyrosinase (Tyr) was significantly higher in metastatic LNs
(Figure 4G) (p = 0.0062, p = 0.0428, p = 0.0115, respectively). The levels of mRNA corre-
sponding to these genes in the metastatic LNs were similar between the TRT-treated and
control groups. These results provide evidence for [131I]ICF01012 uptake by metastatic
LNs and its efficiency to reduce the spread of melanoma throughout the lymphatic system.
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Figure 4. [131I]ICF01012 decreases lymph-node dissemination. Results are presented as mean +/− SD (A,E) and as median,
1st quartile, and 3rd quartile (G). (A–E) The numbering and topographic location of metastatic LNs (N+) were determined
for each mouse 10 days after treatment (10 control, 8 TRT): number of N+ per mouse (A), typical N+ (B), proportion of mice
presenting 0 (N−), 1, or 2 N+ (C), repartition of invaded LNs (D). The radioactivity present in (T) tumors and (N+) (E) was
determined during biodistribution studies on three mice per timepoint (1, 3, 6, 24, and 72 hours after injection): 24 LNs
were macroscopically metastatic (N+) and 32 were non-metastatic (N−). (F) Visualization of an N+ by SPECT-CT imaging
(T: tumor, N: lymph node, Bl: bladder). (G). Trp2, pMel, and Tyr gene expression in axillary and inguinal draining LNs was
measured by RT-qPCR in 18 N+ (control group: n = 13 and TRT group: n = 5) and 7 N− (control group: n = 3 and TRT
group: n = 4). LNs were considered to be metastatic when they showed a ≥ 2-fold change for at least two genes. (* p < 0.05,
** p < 0.01).

3.7. [131I]ICF01012 Modifies Oxidative Stress, Inflammatory, and P53 Signatures

We next performed transcriptomic analysis of TRT-treated and control tumors. First,
deconvolution analyses showed the TRT-treated tumors to contain fewer melanocytes
(Figure 5A) and more keratinocytes (Figure 5B) than control tumors, demonstrating the
antitumoral activity of [131I]ICF01012. Intriguingly, we observed a significant enrichment of
dendritic cell-related genes in TRT-treated tumors relative to the control group (Figure 5C).
These modifications were not present for other cell types, such as, for example, neutrophils,
(Figure 5D and Supplementary Figure S5). Principal component analysis (PCA) showed
that TRT-treated tumors form a significant cluster (p = 0.014) separate from the controls
(Figure 5E) as PCA plots (Supplementary Video S1). We performed differential analysis
to compare TRT-treated and control tumors. In total, 316 genes were upregulated and
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331 downregulated in TRT-treated vs. control tumors with a fold-change > 2SD and an
adjusted p-value < 0.05 (Figure 5F).
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Figure 5. Bioinformatics analysis of treated and non-treated tumors. (A–D) Deconvolution results comparing the enrichment
of various cell populations between six control-treated tumors and three TRT-treated tumors. Results for the three
significantly enriched cell populations: melanocytes (A), keratinocytes (B), and myeloid dendritic cells (C) and one of
the non-modified populations, (neutrophils) (D), are depicted. (E) Principal component analysis (PCA) showing a clear
demarcation between TRT-treated tumors and mock-treated tumors. (F) Volcano-plot depicting the differential analysis
results between TRT-treated tumors and control tumors. Differentially expressed genes were defined as genes with an adjusted
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p-value < 0.05 and a fold-change > 2 SD of the fold change (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=
GSE162536) (accessed on June 2020). In total, 316 genes were enriched in TRT-treated tumors vs. 331 in mock-treated
tumors. An interactive volcano plot is presented in Supplementary Figure S6. (G–L) Gene-set enrichment results from
gene-set enrichment analysis (GSEA). The gene sets enriched in TRT-treated tumors were related to antioxidant activity (G),
an inflammatory response (H), and activation of the P53 pathway (I). The gene sets enriched in control tumors were related
to proliferation (J), mitosis (K), and melanoma metastasis (L).

An interactive volcano plot is presented in Supplementary Figure S6. The differen-
tially expressed genes are also listed in Supplementary Table S5. Pathway and ontology
enrichment analysis by over-representation were conducted on the BioPlanet (BioPlanet
2019) and Gene Ontology (GO-Biological Pathways 2018) databases, respectively, using the
316 and 331 differentially expressed genes. The 331 genes enriched in the control tumors
mapped to pathways and ontologies involved in the cell cycle, cell proliferation, and
cell replication (Supplementary Figure S7A,B). Interestingly, the 316 genes significantly
overexpressed in TRT-treated tumors mapped to pathways related to lipid and folate
metabolism (Supplementary Figure S7C). The ontologies enriched in TRT-treated tumors
were related to lipid metabolism and the presence of more keratinocytes in the samples
(Supplementary Figure S7D). Gene-set enrichment analysis (GSEA) was conducted to doc-
ument the mechanism of action of [131I]ICF01012. The results suggest the involvement
of oxidative stress pathways (Figure 5G) and inflammation (Figure 5H) and activation
of the p53 signaling pathway (Figure 5I). The gene sets enriched in the control tumors
reflected the effect observed during the follow-up of tumor growth in mice, with an en-
richment of proliferation (Figure 5J) and mitosis (Figure 5K) signatures. A signature of
metastatic melanoma was also significantly enriched in control tumors relative to TRT
tumors (Figure 5L). These bioinformatics data indeed correlate perfectly with our in vivo
observations.

4. Discussion

MAPK pathway activation has been shown to play a role in external beam radiation
therapy (EBRT) radioresistance [46] but is still poorly documented in TRT. We have pre-
viously shown that [131I]ICF01012 induces an initial decrease in p-ERK levels and then a
non-significant increase in a B16BL6 model, suggesting potential radioresistance mecha-
nisms [18]. Here, we evaluated the potential of combining TRT with an MEK inhibitor
to overcome MAPK-mediated radioresistance in a panel of melanoma 3D spheroid mod-
els that mimic tumor architecture. We used the SK-MEL-3 (BRAFV600E) and NRAS 1007
(NRASQ61K) cell lines, which exhibit a constitutively activated MAPK pathway, and the
B16F10 cell line (wild-type BRAF/NRAS).

Here, we show that combining TRT with MEKi can overcome such activation by
reducing ERK phosphorylation in BRAF- and NRAS-mutant melanoma. In addition,
the inhibition of ERK phosphorylation significantly enhanced apoptosis in BRAF- and
NRAS-mutant melanoma spheroids, but not the wild-type BRAF/NRAS spheroid model.
However, combining MEKi with TRT did not modify the clonogenic capacity and subse-
quently the survival fraction of BRAF mutant spheroids. Such a residual survival fraction
may indicate that the process selected a number of MEKi- and/or TRT-resistant cells.
However, colony forming assay showed that [131I]ICF01012-TRT alone was able to induce
complete inhibition of the clonogenic survival capacity of NRAS 1007 cells, highlighting
their high radiosensitivity. Furthermore, aside from the total melanin content being similar
(Supplementary Figure S8B), [131I]ICF01012 uptake by NRAS 1007 spheroids was signifi-
cantly lower than that of B16F10 spheroids (Supplementary Figure S8A), reinforcing the
hypothesis of the intrinsic radiosensitivity of these cells. Complementary studies on other
NRAS mutant melanoma cell lines are required to show that such high TRT radiosensitivity
is related to NRAS mutation, although previous EBRT studies have reported increased
radiosensitivity in vitro [47] and in vivo [48] when NRAS is mutated. As expected, com-
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bining MEKi with TRT had no effect on the clonogenic capacity or apoptosis of BRAF and
NRAS wild-type B16F10 spheroids.

It has been shown that MEKi (trametinib)-induced EBRT radiosensitization is related
to the acquisition of senescence and perturbation of the cell cycle, with a decrease in the
proportion of cells in S phase and a blockade in the G1 phase [25]. However, no effect
on apoptosis, delayed DNA damage repair, or mitotic catastrophe has been described.
Our results demonstrate that combining MEKi with TRT induces a similar decrease in
the proportion of cells in S phase in BRAF spheroids and an increase in DNA double-
strand breaks in NRAS spheroids. However, we showed that combining MEKi with TRT
induces a marked increase in apoptosis of BRAF- and NRAS-mutant melanoma cells,
which could be specific to TRT irradiation or related to the spheroid 3D architecture.
These results suggest that the addition of MEKi to TRT radio-sensitizes melanoma cells in
our spheroid model by increasing DNA damage and apoptosis in BRAF- and NRAS-mutant
cells. Although the spheroids mimic 3D tumor architecture, this model does not fully
reflect the complexity of the tumor with neoangiogenesis and the active microenvironment
(including cancer-associated fibroblast and the immune infiltrate), components that may
impact the MAPK signaling pathway. The observed radio-sensitization in BRAF- and
NRAS-mutant melanoma cells lines treated with TRT and MEKi combination will need,
in the future, to be assessed by in vivo studies using human BRAF- and NRAS-mutant
melanoma xenografts. The use of MAPK inhibitors to radio-sensitize tumors to TRT
appears to be a promising strategy in BRAF- and NRAS-mutant melanoma, although the
lack of an in vivo study to confirm the results is the main limitation of this work.

We used the syngeneic NRASQ61K 1007 model [28], which mimics the human NRAS-
mutant model [49], to address the efficiency of [131I]ICF01012-TRT in this pigmented
melanoma. NRASQ61K 1007 tumors clearly accumulate a sufficient amount of [131I]ICF01012
to improve the efficiency of TRT, with an absorbed dose in the supra-therapeutic range
(94 Gy), as the curative dose for EBRT is 50 to 60 Gy. The extrapolated dosimetry to humans
does not suggest major toxicity, as the absorbed doses of non-target organs remained
within the recommended limits, as previously reported for extrapolated doses from a rabbit
bio-distribution study [50]. The main concern with TRT using [131I]ICF01012 is poten-
tial ocular toxicity due to a high absorbed dose related to [131I]ICF01012 fixation on the
melanin present in the choroid and retinal pigment epithelium. However, [131I]ICF01012
rabbit dosimetry extrapolated to humans has shown that the absorbed dose in the eyes
remains acceptable [50]. Furthermore, the first clinical trial using a similar radiolabeled
melanin-binding molecule showed clear clinical improvement for 2 of 5 patients with
metastatic melanoma and did not report any ocular toxicity [51]. In the present NRAS-
mutant melanoma model, [131I]ICF01012-TRT dramatically increased mouse survival and
reduced tumor growth. These observations clearly have to be confirmed using other NRAS-
mutant tumors. There are several possible explanations for such high radiosensitivity
compared to our previous results on B16 tumors [18,20,21]. One is that the proportion of
pheomelanin in NRAS mutant tumors (11.67% in the control tumors) is clearly higher than
that in the B16BL6 tumor (1.61%) [33], which could considerably increase TRT-induced
oxidative stress [52]. Previously, TLDA-analysis in B16BL6 tumors showed a significant in-
crease in antioxidant enzyme expression (GPx1, heme oxygenase, SOD3) in treated tumors
three days post-TRT [18]. This is fully supported by the present transcriptomic analysis,
which emphasizes the increase in antioxidant gene expression in treated vs. control tumors.
It could also be related to the enhancement of immunogenicity by radiation, as we already
demonstrated for the B16F10 melanoma model [53], also consistent with the increased
expression of inflammatory genes shown by transcriptomics. Additional studies need to
be conducted to confirm that these pathways are involved in the NRASQ61K 1007 response
to [131I]ICF01012-TRT, as modified lipid metabolism has already been reported to alter
the efficiency of radioimmunotherapy [54]. In previous studies, we showed that TRT
reduces hematogenous dissemination, especially lung invasion [21], by modifying pseudo-
epithelial-mesenchymal transition pEMT-mechanisms [24]. Here, we demonstrate, for the
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first time, that [131I]ICF01012 penetrates the lymphatic system and limits LN metastases.
Transcriptomic analyses also support the reduction of the metastatic capacity of melanoma
by [131I]ICF01012-TRT.

5. Conclusions

In conclusion, this study reinforces the potential of [131I]ICF01012-TRT in the man-
agement of pigmented metastatic melanoma, especially its capacity to reduce metastatic
dissemination. Future experiments that aim to clarify the mechanisms underpinning such
high radiosensitivity to [131I]ICF01012-TRT will likely lead to a specific clinical trial includ-
ing patients harboring NRAS metastatic melanoma, following the ongoing dose-escalation
phase 1 study MELRIV1 (NCT03784625).

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2072-6
694/13/6/1421/s1, Figure S1: Determination of the optimal dose of MEKi (Cobimetinib and GDC-
0623) for the treatment of V600EBRAF SK-MEL-3, Q61KNRAS 1007, and WTBRAF/NRAS B16F10
melanoma spheroids. Figure S2: Colony formation (n = 3) on melanoma spheroids after treatment
with [131I]ICF01012-TRT, MEKi, or both. Figure S3: Cell-cycle analysis of SK-MEL-3 spheroids
treated with TRT alone or in combination with MEKi. Figure S4: Western blot analysis of P-ERK1/2
and ERK1/2 of total cellular protein extracted from B16F10 cells that have been cultured in a
2D monolayer culture system. Figure S5: Deconvolution analyses of major immune cells subset.
Figure S6: Interactive volcano plot depicting the differential analysis results between TRT treated
tumors and Control tumors (see HTML file). Figure S7: Pathways and gene ontology analyses.
Figure S8: [131I]ICF01012 uptake by spheroids and melanin content in spheroids. Table S1: Mice
weight and tumor volume at start of experiment and endpoint for survival and mechanistical studies.
Table S2: Primer sequences. Table S3: [131I]ICF01012 biodistribution in non-target organs in mice.
Table S4: [131I]ICF01012 dosimetry in mice. Table S5: Differential mRNA expression analysis of
treated vs. non-treated tumors. Video S1: Principal component analysis (PCA) of the three first
dimensions of treated and non-treated tumors (see mp4 file).
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Nos	collaborateurs	de	Nice	de	l’équipe	de	Thierry	Passeron	ont	identfié	un	gène	dont	le	niveau	

d’expression	 diminuait	 au	 cours	 de	 la	 formation	 du	mélanome	 primaire,	 CLEC12B,	 en	 étant	
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perte	 d’expression	 favorise	 la	 croissance	 cellulaire	 in	 vivo.	 Il	 a	 été	 montré	 que	 l’action	 de	
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régulation	négative	du	cycle	cellulaire	P53/p21/p27.		

	

	

J’ai	pris	part	à	ce	projet	en	analysant	des	bases	de	données	publiques	et	en	conseillant	sur	leur	

utilisation.	

	

	

	

	
	



CLEC12B Decreases Melanoma Proliferation by
Repressing Signal Transducer and Activator of
Transcription 3
Henri Montaudié1,2, Laura Sormani1, Bérengère Dadone-Montaudié3,4, Marjorie Heim1,
Nathalie Cardot-Leccia3, Meri K. Tulic1, Guillaume Beranger1, Anne-Sophie Gay5, Delphine Debayle5,
Yann Cheli6, Jérémy H. Raymond7,8,9, Pierre Sohier7,8,9, Valérie Petit7,8,9, Stéphane Rocchi1,
Franck Gesbert7,8,9, Lionel Larue7,8,9,10 and Thierry Passeron1,2,10

The potential role of CLEC12B, a gene predominantly expressed by skin melanocytes discovered through
transcriptomic analysis, in melanoma is unknown. In this study, we show that CLEC12B expression is lower in
melanoma and melanoma metastases than in melanocytes and benign melanocytic lesions and that its decrease
correlates with poor prognosis. We further show that CLEC12B recruits SHP2 phosphatase through its immu-
noreceptor tyrosine-based inhibition motif domain, inactivates signal transducer and activator of transcription
1/3/5, increases p53/p21/p27 expression/activity, and modulates melanoma cell proliferation. The growth of
human melanoma cells overexpressing CLEC12B in nude mice after subcutaneous injection is significantly
decreased compared with that in the vehicle control group and is associated with decreased signal transducer
and activator of transcription 3 phosphorylation and increased p53 levels in the tumors. Reducing the level of
CLEC12B had the opposite effect. We show that CLEC12B represses the activation of the signal transducer and
activator of transcription pathway and negatively regulates the cell cycle, providing a proliferative asset to
melanoma cells.

Journal of Investigative Dermatology (2021) -, -e-; doi:10.1016/j.jid.2021.05.035

INTRODUCTION
Targeted therapy and immune checkpoint inhibitors have
dramatically changed the landscape of melanoma treatment.
Nevertheless, despite such progress, melanoma still ranks

among the most aggressive and deadly human cancers. Many
patients still fail to respond to these drugs, and only a subset
of them (~50% depending on regimen) truly benefit from
these new therapies (Michielin et al., 2019). These limitations
highlight the need for a better understanding of the patho-
genesis of melanoma to provide new therapeutic targets and
strategies.

We performed a transcriptional analysis of vitiligo skin to
further characterize the pathophysiological mechanisms
involved in this disease (Regazzetti et al., 2015). By
comparing biopsies taken from lesional skin (characterized
by the total absence of melanocytes), nonlesional skin, and
skin from healthy subjects, we highlighted a strong decrease
in the expression of key enzymes involved in melanogenesis.
We found that CLEC12B, a type II transmembrane protein
(4933425B16Rik or UNQ5782), is differentially expressed
lesional skin compared with the expression in the nonle-
sional skin of these patients and that of healthy volunteers,
with a magnitude comparable with that of the major mela-
nocytic genes, including dopachrome tautomerase gene
DCT, TYRP1, and TYR. CLEC12B encodes a C lectin receptor
containing an intracellular immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif (ITIM) domain reported to be expressed by
myeloid cells (Hoffmann et al., 2007). Our laboratory
recently showed that CLEC12B in the skin is selectively and
strongly expressed by melanocytes in the epidermis and
negatively regulates melanogenesis (Sormani et al., unpub-
lished data).

In this study, we show lower expression of CLEC12B in
melanoma cell lines and in melanoma metastases than in
normal human melanocytes or benign melanocytic lesions

1Team 12, Study of the melanocytic differentiation applied to vitiligo and
melanoma: from the patient to the molecular mechanisms, Centre
Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M), Institut national de la santé
et de la recherche médicale (INSERM) U1065, Université Nice Côte d’Azur,
Nice, France; 2Department of Dermatology, Centre hospitalier universitaire
(CHU) de Nice, Université Nice Côte d’Azur, Nice, France; 3Department of
Pathology, Université Nice Côte d’Azur, Nice, France; 4Laboratory of Solid
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(nevi), and this expression correlates with significantly lower
overall survival of patients. We further show that CLEC12B,
through recruitment of SHP2 through its ITIM domain,
strongly inhibits melanoma proliferation in vitro and in a
nude-mouse xenograft model by inhibiting the phosphory-
lation of signal transducer and activator of transcription
(STAT) 1, 3, and 5. Overall, these data show that the
decreased expression of CLEC12B in melanoma cells in-
creases STATs activation and confers to those cells a prolif-
erative asset.

RESULTS
We investigated the clinical significance of CLEC12B in
melanoma by first comparing CLEC12B mRNA levels in five
human melanoma cell lines (A375, MeWo, Mel501,
Skmel28, and WM9), tumor cells were established in short-
term culture from three patient metastases (1, 2 and 3) and
normal human melanocytes. The genetic background of the
cells is presented (Supplementary Table S1). Although vari-
able in their expression, all the eight melanoma cell cultures
showed significantly lower expression of CLEC12B than
normal human melanocytes (Figure 1a). We further
compared the expression of CLEC12B in tissue samples. First,
a comparison of the differential mRNA expression of
CLEC12B in melanoma samples with that of normal skin
using the Gene Expression Profiling Interactive Analysis
database revealed a significantly decreased expression of
CLEC12B in melanoma tissues (P < 0.0001) (Supplementary
Figure S1a); the same observation was made in another RNA-
sequencing dataset (Supplementary Figure S1b). We also
evaluated the expression of CLEC12B in another public
database (Kunz et al., 2018), which confirms the decrease of
CLEC12B expression in melanoma compared with that in
nevi; interestingly, a variable expression of CLEC12B during
the different stages of melanomagenesis is observed
(Supplementary Figure S1c). We further assessed the protein
expression using benign and malignant melanocytic tumors
from patients (n ¼ 44). Immunohistochemical analysis of
CLEC12B revealed strong, diffuse cytoplasmic expression in
melanocytes of the normal skin and benign melanocytic le-
sions (junctional and dermal nevi) (Figure 1b) and moderate
to high expression in thin melanomas (Figure 1b). Conversely,
expression was weak or undetectable in thick melanomas
(Figure 1b) and in various metastases (Figure 1b). The
immunohistochemical data are summarized in
Supplementary Table S2. We used the human melanoma
dataset generated by The Cancer Genome Atlas to analyze
whether overall survival was associated with CLEC12B
mRNA levels. The Kaplan‒Meier survival analysis for patients
in this dataset showed that those with high CLEC12B
expression (red curve) had significantly higher median sur-
vival than those with low expression (blue curve, Log-rank
test, P ¼ 0.006) (Figure 1c). Overall, these correlative data
suggest that CLEC12B may play a role in melanoma
progression.

We evaluated the biological function of CLEC12B in mel-
anoma by examining the effect of its modulation on mela-
noma cell proliferation and colony formation. We established
stable melanoma cell lines with overexpressing vector (Ov)-
CLEC12B by lentiviral transduction or with silencing vector

(Sh) CLEC12B (Supplementary Figure S2a). After Ov
CLEC12B, we detected a specific 43-kDa band by western
blot analysis (Supplementary Figure S2b). This was surprising
because the theoretical molecular weight of CLEC12B is
approximately 32 kDa. We thus performed proteomic anal-
ysis, which confirmed that the upper 43-kDa band corre-
sponded to the CLEC12B protein (Supplementary Figure S2c).
Treatment of the Ov-CLEC12B A375 melanoma cell line with
tunicamycin, an inhibitor of N-glycosylation, showed a shift
from 43 to 32 kDa. These results suggest that the observed
43-kDa band corresponds to an N-glycosylated form of
CLEC12B (Supplementary Figure S2d). Because it was diffi-
cult to assess the expression of CLEC12B in melanoma cells
by western blot analysis because the basal level of CLEC12B
in the A375 and MeWo melanoma cell lines was too low,
ShCLEC12B was confirmed by RT-qPCR analysis for all ex-
periments. Ov CLEC12B by lentiviral transduction inhibited
cell proliferation by ~60%, and conversely, ShCLEC12B
promoted the proliferation of the A375 and MeWo human
melanoma cell lines by 100% and ~60%, respectively
(Figure 1d, upper panel). In accordance with these results, we
analyzed the doubling time in A375 and MeWo melanoma
cells after overexpressing or reducing CLEC12B. The
doubling time of A375 was 22 hours in empty vector con-
trols, 33 hours when Ov CLEC12B, and 16.5 hours when
repressing it. Similarly, doubling time of MeWo cells was 31
hours in controls, 99 hours when Ov CLEC12B, and 21 hours
when repressing it. We also assessed the impact of the
modulation of CLEC12B levels on the ability of melanoma
cells to form colonies. We observed ~45% fewer colonies in
Ov-CLEC12B A375 and MeWo melanoma cells than in those
carrying the control vector (Figure 1d, lower panel) and the
opposite effect after ShCLEC12B, showing ~100% more
colony-forming units for A375 and ~60% for MeWo cells
than those with control vector (Figure 1d, lower panel).
Interestingly, despite low basal levels of CLEC12B in mela-
noma cells, a further decrease of its expression using short
hairpin RNA still increased the proliferation and the colony
formation. Overall, these results show that CLEC12B inhibits
proliferation and colony formation in melanoma cell lines.

Hoffmann et al. (2007) showed that the inhibitory function
of CLEC12B is mediated by recruitment of the Y phosphatases
SHP1/2 to its ITIM domain on receptor phosphorylation in
human epithelial embryonic kidney 293T cells. Because
SHP2 has been shown to play a role in cancer, particularly in
melanoma (Cai et al., 2015; Hill et al., 2019; Zhang et al.,
2015), unlike SHP1 that is implicated in inflammatory dis-
eases (Chong and Maiese, 2007), we thus focused on SHP2.
In addition, SHP2 induces its own rapid dephosphorylation,
and after activation, SHP2 becomes dephosphorylated (Stein-
Gerlach et al., 1995). Ov-CLEC12B induced the dephos-
phorylation of SHP2 (Y542) in both A375 and MeWo cells
(Figure 2a, upper panel), and phosphorylated SHPY542 levels
were significantly higher in ShCLEC12B cells (Figure 2a,
lower panel). We further generated a point mutant of
CLEC12B by exchanging the ITIM Y with phenylalanine (Ov-
mutant). Coimmunoprecipitation assays showed an interac-
tion between CLEC12B and SHP2 in melanoma cells.
Moreover, the recruitment of SHP2 by CLEC12B dramatically
decreased when using the Ov-mutant (Figure 2b). As
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Figure 1. CLEC12B modulation shows clinical significance in melanoma, and its overexpression inhibits the proliferation and colony formation of melanoma

cell lines. (a) The relative levels ofCLEC12BmRNAwereexamined inhumanmelanoma samples (A375,MeWo,Mel501,WM9,andSkmel28) cells extracted from three

patients withmetastases (1, 2, 3) and inNHMs by qPCR. The qPCR results were normalized to those of the house-keeping gene SB34 and expressed as the fold change in

mRNA level relative to that ofNHM. (b) Immunohistochemical analysis ofCLEC12Bwas performedon nevi samples (n¼ 12, B1eB3), primitive thinmelanomas (n¼ 11,

B4eB6), primitive thickmelanomas (n¼ 9,B7eB9), andmelanomametastases (n¼ 12,B10eB15).Asterisk (*) indicates the tumorcells. Bar¼ 200mm. (c) Kaplan‒Meier

survival curves forCLEC12Bhigh tumors (n¼321, redcurve)versusCLEC12B lowtumors (n¼137,bluecurve).Datawereextracted fromtheTumorCancerGenomeAtlas

database (n¼ 458 samples fromprimary andmetastaticmelanoma).High-level expression ofCLEC12Bwas defined as�1 TPM, and low-level expressionwas defined as

<1 TPM. The humanmelanoma cell lines A375 andMeWowere transfectedwith a puromycin-resistance vector and either a lentivirusOv-CLEC12B or its control EVor a

lentivirusShCLEC12BoritscontrolEV’. (d) EffectofCLEC12BOvorShontheproliferationofA375andMeWomelanomacells (upperpanel). (d) EffectofCLEC12BOvorSh

oncolonyformationofA375andMeWomelanomacells (lowerpanel).Foreachexperiment, thenumberofcellsandthenumberofcoloniesareexpressedas thepercentage

of those transduced with the vector alone (100%). Data are shown as the mean� SD of three biological replicates. Differences between groupswere tested using the

nonparametricMann‒Whitney test and considered significantwhen P< 0.05. *P< 0.05, **P< 0.001, ***P< 0.0001. B, Breslow thickness; EV, empty vector; LN, lymph

node; NHM, normal humanmelanocyte; Ov, overexpressing; ru, relative unit; Sh, silencing vector; TPM, transcripts per million kilobases.
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Figure 2. CLEC12B recruits and activates phosphatase SHP2 in melanoma cells through its ITIM domain. (a) The effects of CLEC12B modulation (upper panel:

Ov, lower panel: Sh) on the phosphorylation status of SHP2 (Y542) were analyzed in A375 and MeWo melanoma cells. b-Actin was used as the loading control.

ShCLEC12B was confirmed by quantitative real-time reverse transcriptaseePCR, as shown in the histograms. (b) Lentiviral infection was used to Ov wt CLEC12B

or an ITIM Ov-mut of CLEC12B in A375 cells. Lysates were immunoprecipitated using control IgG or anti-CLEC12B antibodies, and the samples were analyzed

by western blotting for coimmunoprecipitated SHP-2 and total immunoprecipitated CLEC12B. (c) The effects of Ov-mut transduced A375 (upper panel) and

MeWo (lower panel) cells on the phosphorylation status of SHP2 (Y542) were analyzed by western blotting. b-Actin was used as a loading control. (d) Effect of

Ov-mut on the proliferation of A375 (left panel) and MeWo (right panel) melanoma cells lines. For each experiment, the number of cells and the number of

colonies are expressed as the percentage of those transduced with the vector alone (100%). Data are shown as the mean � SD of three biological replicates.

Differencesbetweengroupswere testedusing thenonparametricMann‒Whitney test andconsideredsignificantwhenP<0.05. *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001.

EV, empty vector; ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif; Ov, overexpressing vector; mut, mutant; Sh, silencing vector; wt, wild-type.
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Figure 3. CLEC12B inhibits the activation of STAT1, STAT3, and STAT5 and increases the expression of p21/p53 and p27. (a) The effects of CLEC12B

modulation (left panel: Ov, right panel: Sh) on the phosphorylation status of STAT1, STAT3, and STAT5 in A375 cells were analyzed by western blotting. b-Actin
was used as the loading control. ShCLEC12B was confirmed by QRT-PCR as shown in the histograms. (b) The effect of Ov-mut transduced A375 on the

phosphorylation status of STAT3 was analyzed by western blotting. b-Actin was used as a loading control. (c) Flow cytometry analysis of Ov-CLEC12B (upper

panel, histograms on the right correspond to the mean of three independent experiments) or Sh (lower panel, histograms on the left correspond to the mean of

three independent experiments) A375 cells with BrdU incorporation after cell cycle synchronization. (d) The effects of CLEC12B modulation (left panel: Ov,

right panel: Sh) on p53, p21, and p27 levels in A375 cells were analyzed by western blotting. b-Actin was used as the loading control. ShCLEC12B was

confirmed by QRT-PCR, as shown by the histograms. (e) The effects of Ov-CLEC12B on p53 and p21 after expressing STAT3 phosphorylated tyrosine (Y705E)

mimic on p53 and p21 in A375 cells were analyzed by western blotting. b-Actin was used as the loading control. Differences between groups were tested using

the nonparametric Mann‒Whitney test and considered significant when P < 0.05. *P < 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0001. EV, empty vector; mut, mutant; Ov,

overexpressing vector; QRT-PCR, quantitative real-time reverse transcriptaseePCR; Sh, silencing vector; STAT, signal transducer and activator of transcription;

wt, wild-type.
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expected, the effect on phosphorylated SHP2Y542 observed
after Ov-CLEC12B no longer occurred with the Ov-mutant,
either in A375 or MeWo cells (Figure 2c, upper and lower
panels, respectively). Ov-CLEC12B with an altered ITIM
domain had a significantly lower antiproliferative effect than
overexpression of the wild-type (WT) form (Figure 2d), both
in A375 and in MeWo melanoma cell lines. Overall, these
data show that CLEC12B directly recruits and activates SHP2
through its ITIM domain in melanoma cells.

SHP2 plays a dual role in cancer because it stimulates the
MAPK pathway but inhibits the STATs (Li et al., 2012). The
Jak/STAT signaling pathway plays a crucial role in melanoma,
and in general, it is constitutively activated during melanoma
progression (Thomas et al., 2015). SHP2 appears to play a
critical role in regulating the Jak/STAT pathway in cancer,
particularly in melanoma (Cai et al., 2015; Frankson et al.,
2017; Kim et al., 2018). We thus assessed whether modu-
lating CLEC12B levels can affect the Jak/STAT pathway.
STAT1, STAT3, and STAT5 phosphorylation were significantly
lower in Ov-CLEC12B A375 cells than in those carrying the
control vector (Figure 3a, left panel). In contrast, Sh-mediated

CLEC12B downmodulation promoted the phosphorylation of
STAT1, STAT3, and STAT5 (Figure 3a, right panel). We
observed the same effects on the activation of STATs in
MeWo cells (Supplementary Figure S3). SHP2 also appears to
regulate the MAPK pathway (Grossmann et al., 2010; Li et al.,
2012), especially in melanoma cells not harboring mutations
in BRAF or NRAS. However, we did not observe any modi-
fication of extracellular signaleregulated kinase or phos-
phorylated extracellular signaleregulated kinase when we
modulated CLEC12B expression in A375 (BRAFV600E, NRAS-
WT) or MeWo (BRAF-WT, NRAS-WT) cells (Supplementary
Figure S4). We further aimed to assess whether the inhibi-
tion of the STATs was due to the recruitment of SHP2 by
CLEC12B. Use of the altered ITIM mutant of CLEC12B
showed that the decrease of phosphorylated SHP2 observed
after Ov-CLEC12B was accompanied by lower phosphory-
lation of STAT3 (Figure 3b) and that these effects were lost
when the Ov-mutant was expressed. Overall, our results
show that the recruitment of SHP2 by CLEC12B may activate
SHP2, which in turn leads to the dephosphorylation of STATs
and lower proliferative capacity of the cells. STAT3 has a

naevus

atypical
naevus

SSM

LN
metastasis

CLEC12B pSTAT3 merge merge + DAPI

Figure 4. STAT3 phosphorylated tyrosine Y705 has an inverse expression with CLEC12B in human tumor samples. Immunofluorescence analyses of tumor

samples, showing that dermal nevus and atypical nevus with high levels of CLEC12B (green staining) are negative for pSTAT3 (red staining), whereas primary

melanoma (SSM; with Breslow thickness¼ 2 mm) and LN metastasis negative for CLEC12B express pSTAT3 (red staining). Bar ¼ 40 mm. LN, lymph node; pSTAT,

phosphorylated signal transducer and activator of transcription; SSM, superficial spreading melanoma
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demonstrated role in the regulation of p53/p21/p27. We
further studied the role of CLEC12B in the cell cycle to better
understand the mechanisms involved in its regulation of
melanoma cell proliferation. The percentage of cells in the

G0‒G1 phase of the cell cycle increased significantly in Ov-
CLEC12B A375 cells (Figure 3c, upper panel). In contrast, the
percentage of cells in the S phase decreased significantly in
ShCLEC12B cells (Figure 3c, lower panel). In accordance
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CLEC12B Represses STAT3 in Melanoma

www.jidonline.org 7

http://www.jidonline.org


with these results, western blot analysis showed elevated
levels of p21, p27, and p53 in Ov-CLEC12B A375 cells
(Figure 3d, left panel). Conversely, the level of these proteins
was reduced when CLEC12B was silenced (Figure 3d, right
panel). We also explored the effect of CLE12B modulation in
skMEL28 and M229 melanoma cell lines, which are inacti-
vated for p53 and have shown similar effects on proliferation
to those of p53 WT cells (data not shown). Furthermore, we
have shown that p21 is increased independently of p53 and,
importantly, that in cell lines mutated or not for p53, the
inhibition of phosphorylated STAT3 mediates the effects of
CLEC12B (Supplementary Figure S5). These results are in
accordance with data from literature reporting that STAT3
acts on p53 but also directly on p21 (Humbert et al., 2015).
Furthermore, using a lentivirus expressing a constitutively
active form of STAT3, we were able to rescue the effects of
Ov-CLEC12B on the levels of p53 and p21, allowing us to
conclude that the effects of CLEC12B modulation observed
are directly related to STAT3 (Figure 3e). Moreover, immu-
nofluorescence staining of tissues, including nevi, primary
melanoma, and lymph node metastases, revealed that the
phosphorylated Y Y705 levels of STAT3 were inversely
correlated with the level of CLEC12B (Figure 4). These data
strongly support that the STAT3 is the major effector of
CLEC12B regulation of proliferation.

Finally, we analyzed the tumorigenic properties of CLEC12B
in Swiss nude mice. Tumor size was monitored for 36 days after
inoculation of A375 cell lines transduced with an empty vector,
an Ov-CLEC12B, or an Sh. In accordance with the in vitro
results, tumor growth and volume in the Ov group were
significantly lower than in the vehicle control group empty
vector and the opposite was true for Sh compared with the
corresponding empty vector (Figure 5a, left and right panels,
respectively). Immunofluorescence analyses of the tumor
samples showed that CLEC12B lowered the level of phos-
phorylated STAT3 in vivo (Figure 5b, left panel, and
Supplementary Figure S6). Western blot analysis of the protein
extracted from the tumors confirmed that Ov-CLEC12B
decreased the phosphorylated STAT3 and increased p53 levels
(Figure 5c, left panel), whereas the opposite was true after
ShCLEC12B (Figure 5b and c, right panels).

DISCUSSION

CLEC12B, a C-type lectin receptor, mainly known for its role
in myeloid cells (Hoffmann et al., 2007), remains poorly
studied and characterized. CLEC12B is also a gene predom-
inantly expressed by melanocytes in the skin that has pro-
found effects on melanogenesis (Sormani et al., unpublished
data). In this study, we also show that CLEC12B plays an
important role in human melanoma. CLEC12B has a marked
effect on melanoma proliferation by activating SHP2 and
downstream STAT3 signaling. In accordance with these
antiproliferative effects, we observed a significant decrease in
CLEC12B expression in melanoma in multiple public data-
bases and confirmed this in tissues from patients with mela-
noma. The decreased CLEC12B expression is mostly
observed in the late stages of the disease and in metastases,
whereas most cells of thin melanoma still expressed
CLEC12B. This suggests that the decrease of CLEC12B is not
involved in the transformation of melanocytic cells but

confers proliferative assets in later stages when cells are
getting more dedifferentiated.

STATs mediate essential signaling pathways and are
involved in many cancers (Groner and von Manstein,
2017; Heppler and Frank, 2017). Among the STATs,
STAT3 appears to be of critical importance in several
solid cancers, including melanoma (Liu et al., 2018; Xie
et al., 2006). SHP2 is the main inhibitor of STAT3 by
inducing its dephosphorylation (Bard-Chapeau et al.,
2011; Kim et al., 2018). CLEC12B appears to be of
great interest in counteracting melanoma by recruiting
SHP2 and acting downstream of STATs, notably phos-
phorylated STAT3. Although data on the oncogenic role
of STAT3 are unambiguous, the role of SHP2 in cancer
remains uncertain, showing both oncogenic and tumor-
suppressive properties (Frankson et al., 2017; Kim
et al., 2018; Zhang et al., 2015). Most of the beneficial
effects of SHP2 are associated with its regulation of
STATs. PTPN11, which encodes SHP2, acts as an onco-
gene through its activation of the MAPK pathway in
BRAF WT melanomas (Hill et al., 2019). Furthermore,
SHP2 inhibitors have been reported to reduce tumor
growth in a xenografted mouse model of melanoma by
preventing MAPK activation (Zhang et al., 2016). How-
ever, PTPN11 shows either tumor-promoting or -sup-
pressing roles, depending on the context (Li et al., 2012).
Thus, in hepatocarcinoma, SHP2 acts as a tumor sup-
pressor gene by inhibiting the activation of STAT3 (Bard-
Chapeau et al., 2011). We observed no modification of
extracellular signaleregulated kinase or phosphorylated
extracellular signaleregulated kinase levels when
CLEC12B was overexpressed or downregulated in mela-
noma cells (WT or BRAF mutated). Importantly, CLEC12B
induced transient activation of SHP2, which rapidly
dephosphorylated itself, as previously reported (Stein-
Gerlach et al., 1995). Most PTPN11 mutations in mela-
noma are missense mutations clustered in the interacting
portions of the amino N-SH2 and phosphorylated Y
phosphatase domains, leading to a constitutively active
conformation (Tartaglia et al., 2001). It is possible that in
melanoma, in which the MAPK pathway is highly
modulated by many proteins, transient activation of SHP2
by CLEC12B may not affect the activation of the MAPK
pathway. On the other hand, phosphatases, particularly
SHP2, are the main endogenous regulators of STAT3
activation. Altogether, our data show that CLEC12B reg-
ulates melanoma growth by recruiting SHP2 that further
inactivates STAT3 and downstream induces a p53-
independent increase of p21. This is in accordance
with our in vitro but also in vivo results that show a
profound reduction of tumor growth associated with in-
hibition of phosphorylated STAT3 expression in Ov-
CLEC12B tumor cells. These marked antiproliferative
in vivo effects suggest that CLEC12B may have additional
roles in melanoma cells and in melanocytes in general,
fostering new fields of research.

Overall, we show that the recruitment of SHP2 by
CLEC12B through its ITIM domain strongly decreases STAT
activation in vitro and in vivo, thus leading to a marked
decrease in tumor growth. Thus, CLEC12B provides a
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potential marker for melanoma progression and prognosis
and appears as a potential new therapeutic target.

MATERIALS AND METHODS
A comprehensive and detailed description of all methods used in

this study is also provided in the Supplementary Materials and

Methods.

Cell lines

The human melanoma cell lines A375 (CRL-1619), MeWo (sHTB-

65), and SKMEL28 (HTB-72) were purchased from the ATCC

(Molsheim, France). M229 was a kind gift from S. Tartare-Deckert

(Université Nice Côte d’Azur, INSERM, U1065, Centre Méditerra-

néen de Médecine Moléculaire, Nice, France) (Gembarska et al.,

2012).

Normal human melanocytes were obtained from the foreskin of

young children undergoing circumcision. Patient melanoma cells

were extracted from tissues obtained from surgical waste from pa-

tients diagnosed with metastatic melanoma (Supplementary

Table S1).

Human materials

For all patient samples, written informed consent was obtained from

each patient, and the study was approved by the hospital ethics

committee (Nice Hospital Center and University of Nice, Sophia

Antipolis, France, number 210-2998).

Lentivirus production and transduction

For the overexpression of CLEC12B, we used CLEC12B Lentiviral

Vector pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro (catalog number LV796325,

Applied Biological Materials, Richmond, Canada) custom (CDS of

CLEC12B accession number NM_001129998 - transcript variant 1)

and the control plasmid pLenti-CMV-GFP-2A-Puro-Blank Vector

(Applied Biological Materials) (LV590). For the ShCLEC12B, we used

MISSION shRNA plasmid DNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). For

the overexpression of STAT3, we used the Lentiviral construct

EF.STAT3C.Ubc.GFP (gift from Linzhao Cheng, Addgene plasmid #

24983).

Site-directed mutagenesis of CLEC12B

The CLEC12B Y/F mutation was generated by site-directed muta-

genesis (QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis; Stratagene,

Agilent Technologies, Les Ulis, France), according to the kit manu-

facturer’s instructions. The following primers were used (the

substituted nucleotides are shown in bold and underlined):

CLEC12B Y/F-forward: 5’-GTCTGAAGAAGTGACCTTCGCGA-

CACTCACATTTC-3’ and CLEC12B Y/F-reverse: 5’-GAAATGT-

GAGTGTCGCGAAGGTCACTTCTTCAGAC-3’. Mutations were

verified by DNA sequencing (MWG-Eurofins; Eurofins Genomics

Germany GmbH, Ebersberg, Germany).

In vivo experiments

Animal care and use for this study were performed in accordance

with the recommendations of the European Community (2010/63/

UE) for the care and use of laboratory animals. Experimental pro-

cedures were specifically approved by the ethics committee of the

Institut Curie CEEA-IC #118 (CEEA-IC 2016-001) in compliance with

the international guidelines.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 software

(GraphPad Software, San Diego, CA). Mann‒Whitney nonparametric

analysis was used to test unpaired differences between two groups.

Statistical significance is represented in the figures as *P < 0.05,

**P < 0.001, or ***P < 0.0001.

Data availability statement

Datasets related to this article are public (GSE112509, GSE4587);

they were not generated from our laboratories and are cited

appropriately.
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Abstract 
 

G protein-coupled receptors (GPCRs) serve prominent roles in melanocyte 

lineage physiology, with an impact at all stages of development, as well as on mature 

melanocyte functions. GPCR ligands are present in the skin and regulate melanocyte 

homeostasis, including pigmentation. The role of GPCRs in the regulation of 

pigmentation and, consequently, protection against external aggression, such as 

ultraviolet radiation, has long been established. However, evidence of new functions 

of GPCRs directly in melanomagenesis has been highlighted in recent years. GPCRs 

are coupled, through their intracellular domains, to heterotrimeric G proteins, which 

induce cellular signaling through various pathways. Such signaling modulates 

essential cellular processes of melanomagenesis, such as proliferation and 

migration. GPCR-associated signaling in melanoma can be activated by the binding 

of paracrine factors to their receptors or directly by activating mutations. In this 

review, we present melanoma-associated alterations of GPCRs and their 

downstream signaling and discuss the various preclinical models used to evaluate 

new therapeutic approaches against GPCR activity in melanoma. Recent striking 

advances in our understanding of the structure, function, and regulation of GPCRs 

will undoubtedly broaden treatment options in melanoma in the future. 
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Introduction 
G protein-coupled receptors (GPCRs) participate in intercellular communication 

by receiving extracellular stimuli from the microenvironment. They then amplify and 

transduce the signal, passing it on to the nucleus, where it triggers an appropriate 

cellular response. GPCRs can bind to a wide variety of ligands (hormones, proteins, 

peptides, amino acids, lipids, nucleotides, xenobiotics, etc.) and regulate numerous 

essential physiological processes during development and in adult life. GPCRs are the 

largest receptor family in the mammalian genome, with over 800 members (Hu et al., 

2017). The GPCR family is composed of receptors that share a common structure 

consisting of seven transmembrane helices and are associated with a heterotrimeric 

G protein. These receptors are known to regulate many essential physiological 

processes and their aberrant expression or activity can contribute to human disease, 

including cancer. GPCRs are among the most common drug targets because they can 

be activated or blocked by low molecular weight molecules that have a very strong 

interaction with their receptors. Their importance in drug discovery is demonstrated by 

the fact that nearly 60% of drugs in the developmental stage and 36% of currently 

marketed drugs target human GPCRs, representing ~700 molecules (Hauser et al., 

2017). However, only 10 molecules are used in cancer therapy and none have yet 

been approved for melanoma (Usman et al., 2020).  

Melanoma is a skin cancer that arises from melanocytes, the cells responsible 

for pigmentation. It affects more than 320,000 people worldwide each year, resulting 

in the death of nearly 60,000 patients (Sung et al., 2021). According to the International 

Agency for Research on Cancer of the WHO, the incidence is expected to continue to 

rise in the coming years, reaching half a million patients by 2040. Mortality estimates 

are also on the rise, with 97,000 deaths estimated for 2040, despite the appearance of 

new therapies in the second half of the 2010s (Sung et al., 2021). These treatments 

are based on two approaches: 1) inhibition of the MAPK/ERK pathway in melanoma 

using a combination of BRAF and MEK activation inhibitors – targeted therapy (TT) - 

and 2) inhibition of immune cell exhaustion using the checkpoint inhibitors iCTL4 and 

iPD1 – immunotherapy (IT) - (Luke et al., 2017). Although these treatments have 

significantly increased patient survival, they do not prevent half of patients from 

relapsing (Carlino et al., 2021). Furthermore, despite significant recent progress in both 

targeted therapies and immunotherapies for treating advanced-stage disease, the 

long-term prognosis for patients with cutaneous melanoma is still poor. An effective, 
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reliable cure of melanoma undoubtedly requires further therapeutic innovation. 

Moreover, 40-60% patients are not responsive to current treatments. 

GPCRs play crucial roles in various physiological processes, including 

neurotransmission, cardiac and sensory function, immune responses, and regulation 

of the pigmentary system. Aside from its cosmetic role, pigmentation is a natural 

sunscreen that potently absorbs ultraviolet radiation (UVR) and is among the most 

important factors that determine UV sensitivity and melanoma risk. The melanin 

pigments responsible for the color of the skin and hair are synthesized within the 

melanosomes of melanocytes. In the epidermis, melanosomes synthesized by 

melanocytes are transferred to keratinocytes to allow homogenous pigmentation and 

protection of the entire skin against UVR. Melanocytes, keratinocytes, and dermal 

fibroblasts communicate with each other via secreted factors and cell-to-cell contact. 

The crosstalk of the various signaling pathways between these cells constitutes a 

complex network that controls pigmentation and melanocyte homeostasis. Genetics 

and in vitro studies have identified loci that regulate pigmentation, among them, certain 

key regulators belonging to the GPCR family. For example, the identification of the 

mouse extension locus (extension, recessive yellow, or Mc1r) associated with cloning 

of the melanocortin 1 receptor (MC1R) gene in human melanocytes identified this 

GPCR as the primary regulator of pigment synthesis. Apart from its effects on melanin 

production and, consequently, UVR protection, the MC1R has functions extending 

beyond pigmentation that explain how MC1R activity is directly involved in multiple 

aspects of melanomagenesis.  

In contrast to epidermal melanocytes, which have a long life span and low 

proliferative capacity during adult life, the precursor cells of melanocytes, called 

melanoblasts, proliferate and actively migrate during embryonic development to 

colonize the entire skin. Many signaling molecules/ligands are required during all 

stages of melanocyte development. These ligands educate neural crest cells (NCCs) 

to specify the melanocytic fate and instruct melanoblasts to proliferate, migrate, 

survive, and home (final destination) prior to terminal differentiation into pigmented 

melanocytes. Approximately 100 genes have been shown to be specifically involved 

in melanocyte development, among them, two GPCRs that play a key role, the 

ET3/EDNRB (endothelin 3 ligand and its receptor, endothelin receptor type B) and 

WNT/FZL/β-catenin (Wnt1/3A and frizzled receptors, with one of its mediators, β-

catenin). Of note, the molecular and cellular mechanisms involved in the proliferation 
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and migration of melanoblasts during development and those of melanoma cells during 

tumor progression are often closely related. Therefore, it is not surprising to find that 

key regulators of melanocyte development are also important players of 

melanomagenesis. The objective of this review is to provide an update on the GPCRs 

that have an important, well-identified role in melanomagenesis and to discuss the 

therapeutic strategies that have been used. 

 

1. Impact of GPCRs on melanoma initiation and progression 
 

1.a. Melanomagenesis 
During a multi-step process, known as melanomagenesis, skin melanocytes are 

transformed into melanoma. Briefly, the first steps consist of the benign proliferation of 

melanocytes to form a nevus, in which the melanocytes are grouped together and lose 

their characteristic contacts with keratinocytes. The melanocytes in the nevus 

eventually stop proliferating and become senescent. As melanomagenesis continues, 

nevus melanocytes are able to bypass senescence and enter the radial growth phase 

(RGP), where they typically superficially proliferate toward the basement membrane of 

the epidermis. These primary steps can be defined as “melanoma initiation”. Then, 

during the vertical growth phase (VGP), melanoma cells continue to actively proliferate 

and acquire migratory and invasive properties, allowing them to cross the basement 

membrane and invade the dermis. The cells eventually acquire metastatic 

characteristics as they enter the bloodstream and/or lymphatic vessels and eventually 

colonize various tissues and organs. These latter stages can be considered as the 

"progression" of the disease. Melanomagenesis is associated with changes in many 

cellular processes, such as proliferation, immortalization, pseudo-epithelial-

mesenchymal transition, migration, and invasion. Cutaneous melanomas are 

molecularly classified into four groups based on their mutations: BRAF, RAS, NF1, and 

the "triple wildtype". All four genomic subtypes of cutaneous melanoma are associated 

with aberrant activation of the MAPK and/or PI3K/AKT pathway that supports tumor 

cell growth, proliferation, survival, and anti-apoptotic signals. 

The only effective way to demonstrate the causal role of a gene in tumor 

initiation is to use animal models. Their use allows a better understanding of tumor 

progression in a physiological context. Indeed, it is very difficult, if not impossible, to 

reproduce the cell-cell organization and microenvironment in vitro. However, simple or 
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complex in vitro models are very useful for deciphering the involvement of key genetic 

elements in various cellular processes but cannot be used to determine the causal role 

of a gene in tumorigenesis because (i) established melanoma cell lines are often 

derived from metastases in which the cells have already undergone a complete 

transformation process, (ii) the cells are grown on plastic, without their 

microenvironment, and (iii) colonization of distant organs is very difficult or impossible 

to assess. Various animal models allow evaluation of the proliferation and bypass of 

senescence (initiation) and invasion and metastasis (progression). Several animal 

models have been used to better understand melanomagenesis, including mouse, 

dog, pig, horse, chicken, and zebrafish. In this review, we focus on the currently best 

studied mouse models for melanomagenesis. 

 

1.b. GPCRs in melanoma 
GPCRs regulate many key biological functions, such as cell differentiation, 

proliferation, migration, and metabolic activity. Thus, it is not surprising that they play 

a role in tumorigenesis, including melanomagenesis (Lee and Chen, 2008). There are 

four main mechanisms by which GPCRs can drive tumorigenesis: (i) excess ligand 

availability, (ii) excess GPCR expression, (iii) activating mutations in GPCRs, and (iv) 

activating mutations in Gα proteins.  

The role of certain GPCRs during melanomagenesis has been studied using 

natural (or chemically induced) mouse mutants of genes of interest or novel 

engineered gain- and loss-of-function mutants. A list of mouse mutants with 

pigmentation phenotypes is available and regularly updated 

(http://www.ifpcs.org/colorgenes/) (Baxter et al. 2019). In the case of genetically 

modified mutants, targeting of the melanocytic lineage is performed using tyrosinase 

(Tyr), tyrosinase related protein 1 (Tyrp1), dopachrome tautomerase (Dct), or 

microphthalmia-associated transcription factor (Mitf) promoters/enhancers in the 

transgenic constructs (Aktary et al., 2018). Cre recombinase is used to generate 

conditional mutants, which are required when genes are essential in other lineages 

and/or during development: Tyr::Cre, Tyr::CreERT2-Lar, and Tyr::CreERT2-Bos (Delmas 

et al, 2003; Yajima et al., 2006; Bosenberg et al., 2006).  

The known GPCRs involved in melanomagenesis are presented in the following 

section. The role of certain GPCRs in melanocyte transformation is predictable, given 

their key function in melanocyte development and homeostasis (ET/EDNRB, 
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MSH/MC1R, WNT/FZD), whereas the involvement of others in melanomagenesis was 

less expected (GLU). 

 

1.b.1. Endothelin receptor type B 
The endothelin (ET) system consists of two class A G-protein-coupled receptors, 

endothelin receptors type A and B (EDNRA and EDNRB, respectively) and their three 

similar peptide ligands, endothelin-1, -2, and -3 (ET1, 2,3). The ENDRB is the 

predominant receptor expressed by melanocytes/melanomas and binds all ETs with 

the same affinity. Edn3 and Ednrb were first found to play a major role during the 

development of melanocytes from NCCs using genetic knockout mouse models and 

then, by analogy, of the classic mouse mutants, piebald and lethal spotting (Baynash 

et al., 1994; Hosoda et al., 1994). Indeed, Ednrb and Edn3 genetically engineered mice 

(GEM) are both allelic to the spontaneous mouse mutations that occur at the piebald 

and lethal spotting loci. Recessive mutants at either of these loci give rise to similar 

phenotypes consisting of differing degrees of hypopigmentation and aganglionic 

megacolon due to the absence of enteric ganglia, which have the same neural crest 

embryonic origin as melanocytes. Reciprocally, increased expression of Edn3 in the 

epidermis leads to increased numbers of melanocytes and hyperpigmentation (Garcia 

et al.; 2008). Germline Ednrb deletion does not lead to tumorigenesis but to the 

absence of melanocytes, mainly in the dermis. The role of Ednrb in melanomagenesis 

has been evaluated in the context of oncogenic GNAQQ209L signaling (see next 

paragraph). The expression of GNAQQ209L (encoding for Gq) is not sufficient to replace 

Ednrb signaling during embryonic development, suggesting that Gq may not be the 

only G protein activated downstream of Ednrb (or other signaling pathways). Using a 

conditional knockout approach, GNAQQ209L–induced melanomagenesis is inhibited in 

the absence of Ednrb, including lung metastases (Mitf-cre/+; Rosa-fs-GNAQQ209L/+; 

EdnrbF/F background). Intriguingly, germline haploinsufficiency for Ednrb has the 

opposite effect in the RET mouse melanoma model (Metallothionein-1/RFP-RET ; 

Ednrb (+/−) mice), in which it accelerates tumorigenesis, with an increase in lung 

metastases (Kumasaka et al., 2010). These two mouse models are of interest and 

clearly show that Ednrb expression affects melanomagenesis but have the 

disadvantage of representing an uncommon oncogenic situation in cutaneous 

melanoma, consisting of haploinsufficiency or the lack of Ednrb combined with a 

GNAQQ209L driver mutation or with increased RET signaling, which is not observed in 
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human melanoma, reducing the clinical relevance of this model.  

Interest in Ednrb in melanoma stems primarily from early observations in 

humans showing that EDNBR expression was positively associated with cutaneous 

melanoma progression; EDNRB mRNA and protein levels were found to increase from 

common nevi to dysplastic nevi and from primary to metastatic melanoma (Demunter, 

2001). Consistent with this observation, in vitro experiments showed that ET promoted 

melanoma cell proliferation, migration, and invasion and that EDNRB inhibitors 

reduced melanoma cell growth and survival in culture and xenografts (Asundi 2011; 

Lahav 1999, 2004). However, overexpression of EdnrB alone or combined with driver 

mutations was not performed in mice to genetically address its role in tumorigenesis. 

Another aspect of ET signaling in melanoma is its activity in DNA repair, which 

has a role in reducing the genotoxic effect of UVR (Swope et al., 2019). Indeed, ET 

signaling increases intracellular Ca2+ mobilization, and downstream activation of the 

stress-induced MAP kinases JNK and p38, which enhances the repair of cyclobutane 

pyrimidines (CPDs), the major form of DNA photoproducts, in UV-irradiated human 

melanocytes (von Koschembahr et al., 2015). Finally, a recent study has suggested 

that ET signaling has a multifunctional role in melanoma, acting on both tumorigenic 

and stromal cells, where it mediates immunosuppression (Freitas et al., 2021). Thus, 

although the role of EDNRB signaling is relatively well understood during melanocyte 

development, its role in malignant transformation is much less clear, as it acts in 

multiple signaling pathways and is context dependent. Thus, it is not surprising that 

therapies that target EDNRB have thus far not been very successful. Small-molecule 

inhibitors of EDNRB, A-192621 and BQ788, were shown to inhibit the growth and 

survival of melanoma cells in culture and in xenografts (Bagnato et al., 2004; Lahav et 

al., 1999; 2004). However, the dual EDNRA/EDNRB antagonist, Bosentan, was tested 

in phase II clinical trials and failed to produce a robust response in cutaneous 

melanoma patients in the clinic, either alone or in combination with dacarbazine 

(Kefford et al., 2007, 2010). Similarly, A-192621 treatment of mice expressing Ednrb 

in the context of oncogenic GNAQQ209L showed no effect on tumorigenesis, whereas 

haploinsufficiency for Ednrb reduced it. Targeting EDNRB with an antibody-drug 

conjugate (DEDN6526A) is currently being tested in phase I (Sandhu S, 2020). It would 

be of great interest to generate a mouse model that reflects the human EdnRB situation 

in cutaneous melanoma: overexpression of EdnRB (human and mouse) in 
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melanocytes/melanoma combined with oncogenic BRAFV600E or NRASQ61K/R, the 

major driver mutations in human cutaneous melanoma. Such models would allow a 

better understanding of the effect of Ednrb overexpression on melanomagenesis, the 

study of its downstream signaling, and the testing inhibitors in a human relevant 

preclinical mouse model before clinical trials.  

 

1.b.2. The melanocortin receptor  
Melanocytes exhibit a receptor (MC1R) that controls melanogenesis. The MC1R 

belongs to a small subfamily of GPCRs, classified into five subtypes (MCR1-5) that 

contribute to important physiological processes. MC1R is the only melanocortin 

receptor expressed in melanocytes. MC1R is a class A receptor and coupled to Gs 

protein. MC1R binds to the pro-opiomelanocortin-derived peptide a-melanocyte-

stimulating hormone (a-MSH), resulting in the activation of downstream signaling 

cascades in a cAMP-PKA-dependent manner (Garcia-Borron 2014). Upon UV 

exposure, a-MSH is released by keratinocytes, leading to stimulation of the MC1R at 

the melanocyte membrane, the activation of protein kinase A (PKA), and ultimately, to 

increased cAMP levels. An important target of cAMP is the transcription factor CREB 

(CAMP-responsive element-binding protein), which becomes phosphorylated and then 

activates the promoter of the MITF, which in turn up-regulates the transcription of the 

melanogenesis enzyme genes Tyr, Tyrp1, and Dct, as well as those regulating other 

cellular processes, including proliferation, invasion and metabolism (Bertolotto et al., 

1998, Goding and Arnheiter 2019). MC1R is the product of the gene located at the 

extension locus and stimulates the synthesis of the pigment, eumelanin (black, brown). 

The loss-of-function mutation in this locus, recessive yellow (e/e), results in the 

production of pheomelanin (yellow, red) instead of eumelanin (Tamate and Takeuchi, 

1984). An MC1R antagonist is the agouti signaling protein (ASP). Mutations in the 

mouse Agouti gene that cause increased and ectopic expression of ASIP (viable 

yellow, Avy) result in yellow coat color, similar to the phenotype of e/e mice, as well as 

obesity due to ASIP binding to the MC4R. In humans, more than 200 MC1R variants 

have been identified and high numbers of natural MC1R variants are strongly 

associated with pigmentary phenotypes, providing evidence that the MC1R is the main 

determinant of human pigmentation and central to eu- and pheo-melanin regulation 

(Garcia-Borron 2014). Similarly to mice, MC1R variants in humans can result in the 
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reduction of receptor activity and a shift in melanin synthesis from eumelanin to 

pheomelanin. MC1R is inactivated in people with red hair, due to mutation(s) that 

make(s) them more susceptible to melanoma than dark-skinned individuals. For 

example, variants of the gene encoding MC1R, mainly R151C, R160W, and D294H, 

have been shown to be associated with light and poorly pigmented skin (Smith et al., 

1998), whereas the WT form is associated with dark, highly pigmented skin (Harding 

et al., 2000; Scott et al., 2002). These variants decrease the sensitivity of the receptor 

and binding of the hormone a-MSH, produced by keratinocytes in response to UVR. 

Epidemiology studies have strongly established that the MC1R functions as a 

melanoma predisposition gene. However, it is still not clear whether this is due to the 

lack of eumelanin, with photoprotective and antioxidant activities, or the expression of 

pheomelanin, which is known to amplify UVA-induced reactive oxygen species (ROS), 

or other functions not related to pigmentation. Indeed, pheomelanin was shown to 

promote melanomagenesis via the induction of oxidative DNA damage, without 

exposure to any carcinogens, such as UVR, in mice harboring the activating BrafV600E 

mutation combined with MC1Re/e (Mitra et al., 2012). Thus, loss of function of MC1R 

promotes initiation in UV-independent manner, demonstrating its tumor suppressor 

activity and a key role in the initiation of melanoma. Apart from its central role in 

pigment switching, it is now recognized that MC1R has non-pigmentary roles in 

antioxidant defenses and DNA-repair mechanisms (Swope and Abdel-Malek 2016). 

The cAMP pathway enhances melanocyte nucleotide excision repair (NER) activity, 

which operates by a « cut and patch » mechanism, to remove UV lesions. Activation 

of the MC1R by α-MSH binding results in phosphorylation of the DNA damage sensors 

ataxia telangiectasia mutated (ATM) and Rad3 related (ATR), as well as recruitment 

of the xeroderma pigmentosum complementing proteins XPC (Group C) and XPA 

(Group A) (Swope et al. 2020). Consistent with MC1R promoting DNA damage repair, 

impairment of the NER pathway in subjects carrying a MC1R loss-of function mutation 

has been observed. Additional non-pigmentation-related effects of MC1R can be 

attributed to the activation of MITF expression, which controls genes involved in DNA 

damage repair, chromosome stability, and centromere integrity (Guida and Goding, 

2021).  

Therapies involving defective MC1R signaling aim to restore its activities. 

Mouse mutants of MC1R have been characterized for years and can be used to 
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evaluate therapies for better protection against UVR. Topical application of the cAMP 

permeable-inducer forskolin onto mice harboring loss-of-function mutations or 

haploinsufficiency of Mc1re/e stimulated eumelanogenesis and induced UV-resistance 

(D’Orazzio et al., 2006, Bautista et al., 2020). These studies confirmed epidemiological 

studies suggesting that MC1R haploinsufficiency increases mutagenic susceptibility to 

UVR and melanoma risk. Another therapeutic approach is to use MC1R agonists to 

increase pigmentation, antioxidant defense, and DNA repair. The best-known 

analogue is NDP-MSH, which is 100 times more potent than α-MSH and is currently 

used to treat photosensitivity diseases, such as erythropoietic protoporphyria (EPP). A 

very promising analog is the tripeptide (LK-514), which is > 105 times more selective 

for MC1R than other melanocortin receptors (Koikov 2021). The challenge of MC1R-

based therapies is to use an analog that is highly specific to MC1R to prevent toxic 

effects due to the activation of other receptors and to avoid targeting expression of 

MC1R in non-melanocytes.  

 

1.b.3. Glutamate receptors  
Glutamate is the most abundant excitatory neurotransmitter in the human central 

nervous system, where it plays a critical role in intercellular communication. Glutamate 

receptors are also expressed in tissues outside of the nervous system and are involved 

in the modulation of various normal and pathological processes. The glutamate 

receptor family is divided into two major groups: ionotropic glutamate receptors 

(iGluRs) and metabotropic glutamate receptors (mGluRs). The mGluRs belong to the 

class C family of GPCRs, characterized by a large, globular, extracellular ligand-

binding domain. The mGluR family consists of eight members (mGluR1-8), which are 

organized by sequence homology, signaling effectors, and general localization. Group 

I mGluRs, consisting of mGluR1 and mGluR5, are multi-coupling receptors that can 

signal through both the Gαq and Gαi/o pathways. Group II mGluRs consist of mGluR2 

and mGluR3 and couple to the Gαi/o pathway. Group III mGluRs consist of mGluR4, 

mGluR6, mGluR7, and mGluR8 and couple to Gαi/o signaling pathways. Three 

members of the metabotropic glutamate receptors (mGluR1, mGluR5, mGluR3) have 

been clearly identified as regulators of melanomagenesis (see for review Eddy and 

Chen 2021).  

The involvement of metabotropic glutamate receptors in melanomagenesis was 

initially revealed by chance in a complex study using insertional mutagenesis, leading 
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to aberrant expression of mGluR1. Surprisingly, the mouse developed metastatic 

melanoma, whereas mGluR1 is not detected in normal melanocytes in mice (Chen 

1996). Confirming this initial observation, transgenic mice containing mGLuR1 under 

the control of the Dct promoter (Dct::Grm1) developed melanoma with 100% 

penetrance (Pollock et al., 2003). Initially, no distant organ metastases were observed 

but disseminated cells were later detected in distant organs, such as the lung and liver 

(Schiffner et al. 2012). A conditional transgenic model using the tetracycline-regulated 

system to express mGluR1 in adulthood demonstrated that mGluR1 expression is 

required not only for the initiation of melanoma initiation but also for its progression in 

vivo (Ohtani Y et al., 2008). The gene encoding the human receptor (GRM1) is altered 

in melanoma by point mutations, amplification, and/or deletions. In humans, GRM1 

expression is not detected in normal melanocytes but it is expressed in 80% of 

metastatic melanoma or cell lines. Chen et al. showed that mGluR1 and GRM1 

expression results from activation of the MAPK and PI3K/AKT pathways, the main 

pathways activated in melanoma (Eddy and Chen 2021). Melanomas expressing 

mGluR1 show elevated levels of glutamate in the tumor microenvironment, contributing 

to hyperactivation of the receptor and its downstream effectors. The identification of 

this autocrine loop between mGluR1 expression and the secretion of glutamate led to 

clinical trials to test riluzole, known to reduce glutamate release and thus reduce 

activation of the receptor. No objective responses were observed. However, riluzole 

monotherapy showed more immune cell infiltrates in stable disease patients than those 

with progressive disease, suggesting that combining riluzole with immune checkpoint 

blockade therapy could enhance the efficacy of either agent alone. However, this has 

not yet been tested. 

In contrast to mGluR1, mGluR5 is normally expressed in both normal 

melanocytes and melanoma tumors. Transgenic mice overexpressing mGluR5 (Tyrp1-

Grm5) present with multiple melanoma located on the tail, with 100% penetrance and 

metastases, demonstrating that mGluR5 drives melanoma initiation and progression 

(Choi et al., 2012). Of note, mice with mGluR1 or mGluR5 melanoma both exhibit tumor 

formation on the hairless skin, including the pinnae and tails, rather than on trunk 

areas, as observed for BRAFV600E and NRASQ61K induced melanoma, suggesting that 

the origin of the transformed cell may not be identical (epidermal vs. hair follicle). No 

information concerning GRM5 in humans is available. 

Exon capture sequencing of 734 GPCRs in malignant melanoma showed that 
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a third glutamate receptor, GRM3 (encoding for mGluR3), is frequently mutated in 

human melanoma. The identification of the same mutation as G18E/R or M518I in 

multiple individuals suggests that these mutations may be “drivers” of the oncogenic 

process. Mutant GRM3 selectively regulates the phosphorylation of MEK, leading to 

increased anchorage-independent growth and migration (Prickett et al., 2011). 

Mutated GRM3 cells are more sensitive to MEK inhibitors. To date, no transgenic 

models with GRM3 mutants to study its effect on cellular transformation and sensitivity 

to MEK inhibitors have been developed. GRM3 mutants may contribute to 

melanomagenesis through cross talk between the cAMP and MAPK signaling 

pathways (Neto and Ceol 2018). The misexpression of two other glutamate receptors, 

mGluR4 and mGluR8, has been detected in melanoma but their precise role has not 

yet been clearly demonstrated (Eddy and Chen, 2021). Over 60% of human 

melanomas express mGluRs, indicating the importance of glutamatergic signals in this 

type of tumor. It appears that glutamate receptors are not only involved in neuronal 

signaling and neuronal disorders but also in the transformation of the originating neural 

crest-derived cells, melanocytes, into melanoma.  

 

1.b.4. The Wnt/Frizzled receptor 
The Wnt (fusion of the words wingless and integrated) pathway is one of the most 

important signaling pathways during embryonic development and adult homeostasis 

and its deregulation has often been linked to cancer. Wnt proteins activate at least 

three different intracellular signaling pathways: the Wnt/b-catenin (or canonical), 

Wnt/Ca2+, and Wnt/planar polarity pathways. The type of Wnt protein secreted 

determines which of these three signaling cascades is activated. The Wnt family 

contains at least 19 secreted cysteine-rich glycoproteins in humans. Wnt proteins bind 

to target cells via two families of receptors: the seven transmembrane receptors 

Frizzled (Fzd) and LDL-receptor-related proteins. The Frizzled (FZDs) receptors are 

comprised of ten members (FZD1–FZD10), most of which are coupled to the b-catenin 

(bcat) canonical signaling pathway. FZD receptors are frequently overexpressed in 

tumor tissues relative to normal tissues and are potentially associated with a poor 

prognosis. No FZD overexpression has been directly linked to melanoma, but its 

associated signaling with b-catenin clearly plays a central role in melanomagenesis. 

The Wnt pathway has been widely studied and reviewed. Here we provide the current 
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knowledge of Wnt/FZD signaling in melanoma, especially through the activity of bcat, 

which is encoded by Ctnnb1(Zhan et al., 2017 ; Larue and Delmas, 2006). 

The Wnt/bcat pathway is essential for melanocyte development from NCCs 

(Dorsky et al., 1998). No natural mutants involving members of the WNT/bcat pathway 

have been found. Thus, evidence of the involvement of this pathway in melanocyte 

development comes from studies using newly engineered mice. WNT1 and WNT3a 

are expressed in the dorsal portion of the neural tube and bcat in melanoblasts at all 

stages of development. In particular, the ligands Wnt1 and Wnt3a are required for the 

specification, expansion, and differentiation of melanoblasts from NCCs (Ikeya et al., 

1997; Dunn et al., 2000). bcat itself has been directly implicated in melanoblast 

determination in several models, with varying effects depending on the temporality of 

its activation (Dorsky et al., 2000; Hari et al., 2002). In mice, loss of bcat from pre-

migratory NCCs (Wnt1::Cre; Ctnnb1ex2-6F/F) or melanoblasts (Tyr::Cre; Ctnnb1ex2-

6F/F) induces the disappearance of melanoblasts (Hari et al., 2002; Luciani et al., 2011). 

Early activation of bcat signaling in pre-migratory NCCs via the use of a bcat-stabilizing 

template (Wnt1::Cre; Ctnnb1Δex3) favors the sensory neuronal lineage at the expense 

of the melanocytic lineage (Hari et al., 2002; Lee et al., 2004b). On the contrary, 

activation in migratory NCCs (Sox10::Cre; Ctnnb1ex3F/+) promotes the melanocytic 

lineage, with the appearance of ectopic melanocytes in target organs of other lineages 

(Hari et al., 2012). The expression of a stabilized form of bcat (Tyr::bcat-mut-nls-egfp) 

leads to mice with a ventral white coat area associated with a defect in melanoblast 

migration (Gallagher et al., 2013). Various bcat targets have been shown to be involved 

in cell proliferation and include the ubiquitous genes Myc and CyclinD1 and the 

melanocyte-specific gene Mitf-M. The CMYC and cyclin D1 proteins induce cell 

proliferation. MITF-M is a regulator of cell-cycle genes, with opposing functions: it can 

exert either an antiproliferative or a proliferative effect, depending on the cellular 

context. In bcat-sta melanoblasts, stabilised bcat increases MITF-M levels, which may 

interfere with bcat transactivation, inhibiting the activation of CMYC and CyclinD1 and 

therefore reducing proliferation. bcat and MITF-M levels are likely maintained within a 

very narrow range during melanoblast development, with any reduction or increase, 

such as those observed in the bcat mutants, altering melanoblast proliferation. The 

multiplicity of roles for bcat raises questions about the nature of the mechanisms that 

allow a single signaling pathway to control so many different processes during 

development and tissue homeostasis. β-catenin has the ability to regulate the 
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transcription of numerous genes to exert its diverse roles. However, transcriptional 

responses to Wnt/bcat signaling are often highly specific to a given developmental 

stage, tissue, or cell lineage. 

Melanoma was one of the first cancers in which CTNNB1 mutations were 

identified. In mouse models, the activation of WNT/bcat signaling participates in the 

initiation of melanomagenesis but is not, alone, sufficient for initiation. Expression of a 

stabilized mutated bcat in melanocytes associated with a mutated human NRAS 

oncogene, constitutively activating the MAPK pathway, in a mouse model 

(Tyr::NRASQ61K/°; Tyr::bcat-mut/°) led to accelerated onset and increased the number 

of melanomas (Delmas et al., 2007). This property has been linked to the increased 

immortalization of melanocytes in vitro by the repression of p16 expression. In a 

BrafV600E; Pten-/-; bcat-KO (Tyr::CreERT2-Bos; BrafCA; PtenF/F; Ctnnb1ex2-6F/F) mouse 

model, in which β-catenin is inactivated, the occurrence of melanoma is strongly 

delayed relative to that in a BrafV600E; Pten-/- model (Damsky et al., 2011). In a BrafV600E; 

Pten-/-; bcat-STA (Tyr::CreERT2-Bos; BrafCA; PtenF/F; Ctnnb1ex3F/F) mouse model, in 

which bcat is activated, the occurrence of melanoma is accelerated (Damsky et al., 

2011). In mouse models of BrafV600E, Pten-/-, and NRASQ61R melanoma, bcat activation 

increases the number of lung metastases, whereas bcat inactivation decreases the 

number of lymph-node and lung metastases (Damsky et al., 2011; Gallagher et al., 

2013). In conclusion, the activation of bcat increases both the initiation and progression 

of melanoma in mouse models. Of note, in humans, several studies have linked the 

Wnt/bcat pathway to the antitumor immune response in melanoma (Shah et al., 2008; 

Spranger et al., 2015; Nsengimara et al., 2018). 

 

1.b.5. Other GPCRs 
Other GPCRs have been implicated in melanomagenesis, but their role in 

melanomagenesis has not been extensively evaluated, particularly in vivo using 

genetically modified mouse models.  

* The protease-activated receptors (PARs) are a family of GPCRs comprised of 

four members (PAR1–4) involved in the regulation of various cellular processes, 

including inflammation and coagulation. Cleavage of PAR1 (also known as the 

thrombin receptor) by thrombin activates the receptor and downstream signaling 

through multiple heterotrimeric G proteins such as Gq, Gi/o, and G12/13. In turn, 

MAPK, the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) signaling pathway, and 
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phospholipase C-β (PLC-β) are activated. Elevated PAR-1 expression during 

melanoma progression has been suggested to promote key processes that contribute 

to melanoma metastasis. Targeting PAR-1 reduced tumor growth and the metastases 

of melanoma cells in xenograft experiments (Villares et al., 2008). Overexpression of 

PAR-1, as well as the continuous activation of thrombin, promotes the upregulation of 

genes involved in adhesion, invasion, angiogenesis, and metastasis (Zigler et al., 

2011). As PAR-1 signaling affects both melanoma cells and their microenvironment, it 

was considered to be an attractive therapeutic target for the treatment of melanoma 

patients. However therapeutic trials were not continue in melanoma due to the activity 

of PAR1 in coagulation. 

* Chemokine receptors belong to the GPCR family and are classified into four 

groups, CXCR, CCR, XCR, and CX3CR. Each receptor can bind to several 

chemokines. A variety of chemokine receptors are expressed on the surface of both 

immune and tumor cells. Expression of CXCR4, CCR7, and CCR10 on the surface of 

melanoma cells is associated with a poor prognosis (Jacquelot et al., 2018). Aside from 

their critical role in the immune response, chemokines and their receptors have been 

studied for their capacity to guide cancer cells to specific organs. Chemokines have 

chemotactic properties and can attract melanoma cells expressing their corresponding 

receptors. High concentrations of CXCL12, the ligand of CXCR4, are produced in the 

lungs and injected CXCR4-expressing B16 melanoma cells are able to efficiently 

colonize the lung. Such colonization is reduced in the presence of T22, a specific 

inhibitor of CXCR4 (Drury et al., 2011). In addition, a commercially available dermal 

filler, hyaluronic acid (HA)-based gel, loaded with CXCL12 was able to recruit and trap 

CXCR4-expressing B16 melanoma cells injected into mice, consequently leading to a 

reduction in lung metastases (Ierano et al., 2019). One hundred and thirty-eight (138) 

clinical trials with CXCR4 inhibitors are being/have been performed, none of which 

include(d) melanoma. In mice, the overexpression of CCR7 or CCR10 in B16 

melanoma cells was shown to increase metastasis to the lymph nodes, which was 

blocked by neutralizing its ligand, CCL21, using a specific antibody (Jacquelot et al., 

2018). However, most of these experiments used mouse B16 melanoma cells, which 

are not necessarily the best representative of human melanoma. The effect of the 

various chemokines on the immune response is not discussed here.  

 

2. GPCR associated signaling in melanoma 
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The activation of GPCRs leads to modulation of the activity of cellular signaling 

pathways, marked by the production of second messengers. The first element of such 

signaling is the heterotrimeric G proteins to which these receptors are coupled through 

their intracellular domain. These G proteins consist of three subunits, Ga, Gb, and Gg 

(Hamm, 1998). The C-terminal subunit of the GPCR is responsible for the selectivity 

of receptor/G protein binding (Hamm, 1998; Martin et al., 1996). The G subunit is also 

responsible for the selectivity of downstream signaling pathways (Wettschureck and 

Offermanns, 2005). There is a total of 21 G subunits grouped into four subfamilies: 

Gas, Gai/0, Gaq/11, and Ga12/13. 

GPCRs generally couple to a specific G protein but may interact with several 

different G proteins (Harding et al., 2000; Inoue et al., 2019). Coupling appears to be 

cell-dependent. Thus, a careful analysis of the downstream signaling is required for 

each cell type. Binding of a ligand to its GPCR causes a conformational change in the 

GPCR that is transmitted to the Ga subunit, which exchanges the GDP to a GTP 

molecule. The binding of GTP induces the dissociation of Ga from the Gb-Gg subunits 

of the receptor. This dimer then modulates the activity of other intracellular proteins 

(Hamm, 1998). The GaGTP and Gb/Gg complexes then generate different intracellular 

signals that included cAMP, inositol tri-phosphate, diacyl-glycerol, and Rho proteins. 

The different signaling pathways activated by GPCRs are detailed in Figure 1. 

 

2.a. Signaling via cAMP 
cAMP was the first second messenger to be discovered and regulates many 

downstream cellular processes (Sutherland and Rall, 1958, Sassone-Corsi 2012). Two 

classes of G subunit modulate intracellular cAMP levels, Gas and Gai/0, with 

diametrically opposed effects (Wettschureck and Offermanns, 2005; Zaccolo et al., 

2021). The enzyme responsible for cAMP production, adenylate cyclase (ADCY), is a 

membrane-associated enzyme that converts ATP to cAMP (Hanoune and Defer, 2001; 

Zaccolo et al., 2021). The difference between Gas and Gai/0 is due to the difference in 

the binding domain on the adenylyl cyclase: members of the Gas family bind to the C2 

intracellular domain of the adenylyl cyclase, which then activate its enzymatic activity, 

ultimately leading to an increase in intracellular cAMP levels (Dessauer et al., 1997). 

Conversely, members of the Gai/0 family bind to the C1 intracellular domain of the 

adenylyl cyclase, thereby inhibiting its activity.  
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The heterotrimeric G protein subfamily Gas is composed of three members: Gas 

and Gasxl, two splice variants of the GNAS gene, and Gaolf, encoded by the GNAL 

gene (Wettschureck and Offermanns, 2005). Only Gas is expressed in melanocytes 

and melanoma (Plagge et al., 2008) and is activated by an associated receptor, such 

as the MC1R (Sánchez-Más et al., 2005). Gain-of-function mutations of GNAS are 

clustered at amino-acids R201 and Q227, located in the pocket where GTPase activity 

is located, and induce the loss of intrinsic GTPase activity and maintain the Gas protein 

in an activated state. Mutations of GNAS are frequently found in various tumors of the 

pancreas, kidney, and stomach but are more anecdotal in melanoma, affecting less 

than 1% of cases (Innamorati et al. 2018, The Cancer Genome Atlas Network, 2015). 

More strikingly, the GNAS T393C SNP polymorphism is associated with tumor 

progression in metastatic melanoma (Frey et al., 2010), as well as in other cancers, 

such as colorectal cancer or bladder cancer (Frey et al., 2005a, 2005b). The effect of 

this polymorphism on the activity of Gas has not been evaluated nor on the oncogenic 

process. However, this observation suggests that G�s inactivation favors melanoma 

progression. 

The Gai/0 heterotrimeric G protein subfamily is composed of eight members: 

Gai1, Gai2, Gai3, Ga0, Gaz, Gat-r, Gat-c, and Gagust. However, only Gai1, Gai2, and Gai3 

are expressed in melanocytes and melanoma, and encoded respectively by GNAI1-3 

(The Cancer Genome Atlas Network, 2015; Thul et al., 2017; Uhlen et al., 2017; 

Wettschureck and Offermanns, 2005). Gain-of-function mutations of GNAI2 are 

clustered at amino-acids R179 and T182 and lead to constitutive activation of the Gai2 

subunit by increasing the GTP binding capacity (Nishina et al., 1995; Pace et al., 1991). 

GNAI2 is mostly involved in cell injury and inflammatory responses but these activating 

mutations can lead to tumors, depending on the cellular context, due to increased 

MAPK activity. Gai2 R179 and T182 mutations are found in 1.4% of melanoma patients 

(The Cancer Genome Atlas Network, 2015) but their impact has not yet been 

evaluated. 

Gas and Gai/0 directly regulate adenylate cyclase. There are ten (10) enzymes 

encoded by ten (10) different ADCY1-10 genes (Cooper, 2003 2017). All are 

membrane bound via their two series of six transmembrane helices (TM1 and TM2), 

followed by a cytoplasmic domain (C1 and C2, respectively). Only ADCY10, which is 

soluble, differs from the others, as its activation is GPCR independent, being activated 
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by bicarbonate and calcium (Kleinboelting et al., 2014). Most adenylate cyclases are 

expressed in melanoma, with the exception of ADCY5 and ADCY8 (The Cancer 

Genome Atlas Network, 2015; Uhlen et al., 2017). The expression of ADCY10 is 

unclear because, although teams have found the protein by IHC, databases suggest 

that the mRNA is absent (Magro et al., 2012; The Cancer Genome Atlas Network, 

2015). It has been shown that metastatic melanomas express more ADCY1 mRNA 

than primary melanomas and that a high level of ADCY1 expression correlates with a 

poorer prognosis (Chen et al., 2019). Consistent with this observation, the silencing of 

ADCY1 in vitro in mucosal melanoma cell lines decreases the ability of cells to form 

clones in a colony-formation assay, as well as their migratory and invasive capacity 

(Ma et al., 2019). In xenograft experiments, decreased ADCY1 expression decreased 

subcutaneous cell growth, as well as colonization of the lung after the injection of 

melanoma cells into the tail vein of NOD/SCID mice (Ma et al., 2019). More generally, 

stimulation of adenylate cyclase activity by forskolin promotes tumor growth in the 

BrafCA/Pten-/- melanoma mouse model, whereas its pharmacological inhibition by 

SQ22536 leads to a decrease in tumor growth in a MAPK pathway-independent 

manner (Rodríguez et al., 2017, 2018). However, treatment of human primary and 

metastatic melanoma cell lines with SQ22536, even at high concentrations, does not 

alter cell survival. This implies that the targeting of transmembrane adenylate cyclase 

is not a feasible therapeutic strategy on its own. Adenylate cyclase activity is also 

involved in resistance to MAPK inhibitors. Indeed, treating BRAFV600E melanoma cells 

with forskolin increases ADCY9 expression and cAMP synthesis, leading to greater 

resistance to MAPK inhibition (Johannessen et al., 2013). 

 The intracellular concentration of cAMP is negatively regulated by 

phosphodiesterases (PDEs), which hydrolyze cAMP to AMP, thus controlling the 

amplitude and duration of the signal. There are 11 families of PDEs (PDE1-11) 

encoded by a total of 21 different genes (Omori and Kotera, 2007). Specific PDE 

isoforms are located in different subcellular compartments, where they regulate cAMP 

levels. Indeed, cAMP does not freely diffuse across the cell but is rather produced in 

subcellular compartments. This feature has important consequences, allowing only 

appropriate targets to be activated in microdomains (Bang and Zippin, 2021).  

In melanocytes, phosphodiesterase 4 (PD4E), more specifically its variant 

PD4ED3, is a direct target of MC1R-cAMP signaling, constituting a negative feedback 

mechanism (Khaled et al. 2010). Blocking PDE4D3 activity in conjunction with forskolin 
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treatment can efficiently restore cAMP levels and pigmentation in MC1Re/e mice. In 

melanoma, the expression of numerous PDEs has been reported and their effect was 

initially shown on cell proliferation (Dumaz et al., 2011; Lin et al., 2013). Their specific 

functions in BRAF or NRAS-mutated melanoma highlight the connection between the 

cAMP and MAPK pathways (see below). The overexpression of PDE4 and, therefore, 

the inhibition of cAMP signaling is critical for MAPK activation by oncogenic RAS in 

melanoma (Dumaz et al., 2006; Marquette et al., 2011). In BRAF-mutated melanoma, 

the inhibition of PDE4 activity by pharmacological inhibitors or RNA interference 

decreases melanoma cell invasion by interacting with the focal adhesion kinase FAK 

(Delyon et al., 2017). Overall, 3.5% of solid tumors (including melanoma) have 

homozygous microdeletions of PDE4D associated with increased expression and a 

tumor-promoting effect (Lin et al., 2013). PDE4D expression is elevated in advanced 

melanoma and negatively associated with survival. More generally, inhibiting cAMP 

signaling through the expression of phosphodiesterases (PDE1, PDE2, PDE4, and 

PDE8) is associated with oncogenic progression in melanoma (Bang and Zippln, 

2021). Whether phosphodiesterase inhibitors can prevent proliferation, invasion, or 

migration in melanoma needs to be evaluated in the future.  

The main target of cAMP is protein kinase A (PKA) (Walsh et al., 1968; 

Wettschureck and Offermanns, 2005). PKA is a serine/threonine kinase composed of 

four subunits: two regulatory and two catalytic. There are four isoforms for both the 

regulatory (RIa, RIb, RIIa, and RIIb) and catalytic subunits (Ca, Cb, C�, and PRKX), 

each isoform showing individual localization and specificity. All are expressed in 

melanocytes and melanomas (Skalhegg and Tasken, 2000). Binding of cAMP to the 

regulatory subunits induces their dissociation from the catalytic units, which become 

active and phosphorylate downstream targets (Taskén et al., 1997). More than 70% of 

patients with familial Carney complex carry three mutations associated with pathogenic 

features (82c->t, 491_492 deltg, c.709-2_709-7 delattttt) in the PRKAR1A gene, which 

encodes the RIa subunit (Liu et al., 2017). This mutation induces a dominant-negative 

action of the the regulatory subunit and in consequence a constitutive activation of the 

catalytic subunit of PKA. This autosomal dominant multiple neoplastic syndrome is 

marked by mottled pigmentation of the skin (Kirschner et al., 2000). Inactivating 

mutations of PRKAR1A lead to constitutive activation of the cAMP-PKA pathway 

through the loss of regulation of the catalytic subunits of PKA. In melanoma, mutations 

are found in 1.4% of cases, as well as loss of heterozygosity in 11.8% of patients (The 
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Cancer Genome Atlas Network, 2015). Furthermore, loss of function of PRKAR1A is 

found in epithelioid pigmented melanocytomas, a rare intermediate/borderline form of 

melanoma (Cohen et al., 2020). By comparing PKA activity in primary and metastatic 

melanoma cells, Beebe and colleagues suggested that PKA activity is higher in 

melanoma metastases (Beebe et al., 1993). The pharmacological inhibition of PKA 

induces the growth and invasion of melanoma cells (Hiramoto et al., 2014). 

A large number of cytosolic and nuclear proteins have been identified as 

substrates for PKA (Sassone-Corsi, 2012). Importantly, PKA is located at the 

crossroads between cAMP and MAPK/ERK. Constitutive activation of cAMP leads to 

the phosphorylation and inactivation of CRAF by PKA in melanoma (Marquette et al., 

2011). CRAF is important in maintaining activation of the MAPK pathway in RAS-

mutated cancers because ERK1/2 has a negative feedback action through the 

phosphorylation of BRAF, which causes its inhibition (Dumaz et al., 2006; Lyons et al., 

2013; Marquette et al., 2011). As a consequence, activation of MAPK pathways 

through CRAF requires that the cAMP pathway in melanoma cells be inactivated to 

release cAMP-mediated inhibition of CRAF. PKA can also directly phosphorylate 

BRAF on serine 365, dislocating the RAS/BRAF/KSR complex and thus activating 

BRAF (Takahashi et al., 2017). The catalytic Cα subunit renders BRAFV600E melanoma 

cells resistant to MAPK inhibitors (Johannessen et al., 2013). The CRTC3 protein, a 

co-activator of CREB that is phosphorylated and activated by PKA and ERK (Ostojić 

et al., 2021), lies at the interface between signaling through the cAMP and MAPK 

pathways. A knock-out mouse model for Crct3 showed graying of the coat due to 

defects in melanocyte maturation (Ostojić et al., 2021). Mutations in CRCT3 have been 

identified in 23% of human melanomas, most leading to an increase in its expression 

and activity and reduced patient survival (Ostojić et al., 2021). Thus, CRT3 inhibition 

could be beneficial for such patients.  

The regulation of transcription by PKA is mainly achieved by the 

phosphorylation of CREB. CREB phosphorylation leads to dimerization of this 

transcription factor and its subsequent binding to cAMP response elements (CRE) in 

target genes and its interaction with transcription co-activators, such as CREB-binding 

protein (CBP) and p300. CRE binding sites are located in the promoter regions of many 

genes, including the master melanocyte regulator MITF (Bertolotto et al., 1998; Buscà 

and Ballotti, 2000). MITF regulates numerous major cellular processes, including 

pigmentation, growth, survival, migration, and invasion essential for melanogenesis 
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and melanomagenesis (Goding and Arnheiter, 2019). In melanoma, CREB 

overexpression is associated with transition from the radial to vertical growth phase 

(Mobley et al., 2012).  

The inhibition of CREB in melanoma cell lines was shown to decrease 

metastasis formation after injection into the tail veins of mice (Xie et al., 1997; Dobroff 

et al., 2009). This loss of metastatic potential can be explained, in particular, by the 

loss of expression of the metalloproteinase MMP2 and the adhesion molecule 

MCAM/MUC18. Surprisingly, CREB, which generally acts as a transactivator, 

negatively regulates the transcription factor AP2a and the gene encoding cysteine-rich 

protein 61 (CCN1/CYR61). In early publications, these two genes were considered to 

be tumor suppressor genes in melanoma but more recent studies have proposed that 

AP2a and CYR61 facilitate melanoma progression (Braeuer et al., 2011; Chen et al., 

2020; White et al., 2021). The RNA-editing enzyme adenosine deaminase acting on 

RNA1 (ADAR1) has been recently identified as a new target of CREB. Silencing 

ADAR1 enhances the invasiveness of melanoma cells (Nemlich et al., 2018). CREB 

has been associated with resistance to MAPK inhibitors. Phospho-CREB is restored 

in relapsing melanomas previously treated by MAPK inhibitors, possibly by the up-

regulation of adipocyte enhancer-binding protein 1, AEBP1 (Johannessen et al., 2013). 

(Hu et al., 2013). 

cAMP also targets the cAMP-activated exchange protein (EPAC) (Zhang et al., 

2020a). EPAC is a guanine nucleotide exchange factor (GEF) for small GTPAses, e.g. 

RAP1 (Ras-related protein 1). Activation of RAP1 occurs through the exchange of GDP 

for GTP (Sassone-Corsi, 2012; Zhang et al., 2020a). The consequences of EPAC 

activation on the growth of melanoma are still unclear and reports are conflicting. 

Indeed, pharmacological activation of EPAC using an EPAC-specific cAMP analog 

increases the growth of HMG cells (Narita et al., 2007) but has no effect on PMP 

melanoma (Hiramoto et al., 2014). The use of shRNA targeting Rap1 increases the 

growth and survival of cells derived from primary but not metastatic melanomas 

(Rodríguez et al., 2017). The current hypothesis is that the EPAC-Rap1 pathway is 

anti-proliferative in metastatic melanoma and pro-proliferative in primary melanoma 

(Rodriguez and Setaluri, 2018). 

The last major effectors of cAMP are the cAMP-dependent ion channels: the 

cyclic nucleotide-gated ion channel (CNG) and the hyperpolarization-activated cyclic 

nucleotide-gated channel (HCN) (Fajardo et al., 2014; Zhang et al., 2020a). These 
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channels are relatively nonselective cation channels and have not yet been studied in 

melanoma. 

 

2.b. Signaling via inositol tri-phosphate and diacyl-glycerol 
Cellular levels of inositol tri-phosphate (IP3) and diacyl-glycerol are highly regulated by 

the stimulation of GPCRs of the Gaq/11 class. This class contains four members: Gaq, 

Ga11, Ga14, and Ga16 (Wettschureck and Offermanns, 2005). All can be expressed in 

melanocytes and melanoma but only Gaq and Ga11 are highly expressed in these cells 

(The Cancer Genome Atlas Network, 2015; Uhlen et al., 2017). Activation of the 

receptor induces the exchange of GDP bound to the alpha subunit for GTP, resulting 

in activation of this subunit. Mutations affecting G proteins of the Gaq/11 class are 

almost systematically found in uveal melanoma, of which approximately 90% of 

metastatic uveal melanomas are mutated for Gaq or Ga11 affecting mainly glutamine 

209 in both proteins, but also, to a lesser extent, arginine 183 (Robertson et al., 2017; 

Van Raamsdonk et al., 2010). GNAQ, which is encoding Gaq, is mutated in 50 to 85% 

of non-epithelial melanocytic lesions, including blue nevi and leptomeningeal 

melanocytic neoplasms, and GNA11, which is encoding Ga11,  mutations are more 

frequent in uveal melanomas. (Urtatiz and Van Raamsdonk 2016). These mutations 

are found at lower frequencies (~1-6%) In other types of cutaneous melanoma 

(O’Hayre et al., 2013; The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Q209L/P and 

R183C/Q mutations in GNAQ or GNA11 affect the GTPase domain (Maziarz et al., 

2018) but only Q209L/P mutations have actually been characterized. These mutations 

reduce the GTPase activity of the Gaq subunit and cause hyperactive signaling 

(Maziarz et al., 2018). Regardless of the tumor context, the mutations are mutually 

exclusive (Robertson et al., 2017) and are also mutually exclusive with BRAF and 

NRAS mutations. Of note, in uveal melanoma, mutations of CYSLTR2 (L129G), 

encoding a Gaq/11-coupled GPCR, are found in a mutually exclusive manner with Gaq 

and Ga11 mutations in approximately 3% of patients. This mutation is also present in 

blue nevi (Möller et al., 2017; Robertson et al., 2017). This CYSLTR2L129G mutation 

constitutively activates the receptor and thus downstream signaling. Depending on the 

murine models used and the cells targeted (neural crest cells or melanoblasts), 

embryonic GaqQ209L expression is able to induce a range of lesions from dermal 

hyperpigmentation to leptomeningeal melanocytoma, nevi, and dermal melanoma to 
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malignant uveal melanomas with lung invasion (Huang et al., 2015; Urtatiz et al., 

2020). Similarly, postnatal expression of Ga11Q209L in melanocytes induces 

hyperpigmented melanocytic lesions in the uveal tract, skin, and leptomeninges that 

progress to melanoma with lung invasion (Moore et al., 2018). Mice transplanted under 

the skin with Gαq mutated melanoma cells show inhibition of MAPK signaling and 

tumor growth following treatment with FR900359 (Annala et al., 2019). To date, the 

inhibition of uveal melanoma with FR900359 appears to be more potent than inhibition 

with YM254890 (Kostenis et al., 2020). The activation of Gaq/11 is a mechanism of 

resistance to MAPK pathway inhibition through the overexpression of c-Jun (Ambrosini 

et al., 2012). These data are consistent with the gain in resistance to MAPK inhibitors 

shown by activation of EDNRB (Asundi et al., 2014). Conversely, inhibition of Gq by 

YM-254890 resulted in inhibition of MAPK signaling, with evidence of a rebound after 

24 hours in xenograft experiments of uveal melanoma. Combined treatment with YM-

254890 and a MEK inhibitor led to sustained MAPK inhibition and tumor shrinkage 

(Hitchman et al., 2021). A combination of PKC and MEK1 inhibitors is currently under 

clinical evaluation for solid tumors harboring GNAQ/11 mutations or PRKS fusions. 

(Phase I/II trials: NCT03947385). 

The primary target of Gaq/11 subunits is phospholipase C beta (PLCb) (Smrcka 

et al., 1991; Taylor et al., 1991; Waldo et al., 1991). This subfamily is encoded by four 

genes (PLCB1-4) encoding seven proteins, all of which have two isoforms, except 

PLCb3 (Lyon and Tesmer, 2013). All PLCbs are likely expressed in cutaneous 

melanoma (The Cancer Genome Atlas Network, 2015), whereas, only the PLCB2-4 

genes are expressed in uveal melanoma (Robertson et al., 2017). PLCbs function by 

hydrolyzing membrane phosphatidylinositol-4,5-biphosphates (PIP2) into inositol-1,4,5 

trisphosphate (IP3) and diacyl glycerol (DAG) (Chua et al., 2017). PLCB4 mutations 

occur in approximately 5% of uveal melanoma and are mutually exclusive with GNAQ, 

GNA11, and CYSLTR2 mutations (Johansson et al., 2016). PLCb4D630Y mutations 

affect the Y domain of the catalytic core of PLC4 (Johansson et al., 2016). Their effect 

has not been precisely studied, but their exclusivity with the GNAQ, GNA11, and 

CYSLTR2 mutations and its being downstream of these proteins suggest that PLCb4 

mutations have a similar effect on the oncogenicity of uveal melanomas (Johansson 

et al., 2016). Outside of the context of melanoma, the other PLCs have often been 
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shown to be associated with tumor progression en activation la migration ou en 

modulant l’immunité (Li et al., 2016; Sengelaub et al., 2016).  

One of the two secondary messengers produced by PLCs is DAG, which 

remains anchored in the membrane. Phorbol esters, such as 12-O-tetradeconoyl 

phorbol-13-acetate (TPA) and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), are synthetic 

analogues of DAG. TPA is essential for melanocyte growth in vitro  (Arita et al., 1992; 

Petit et al., 2019; Tamura et al., 1987). Interestingly, the effect of TPA on the 

proliferation of melanoma cell lines appears to be cell dependent (Cooper, 2003; 

Iwasaki et al., 2017; Jørgensen et al., 2005; La Porta et al., 1998; Petit et al., 2019). 

PMA increases cell survival and invasion and resistance to anoikis (Dissanayake et 

al., 2007; Jørgensen et al., 2005; Zhao et al., 2000). TPA and PMA activate the PKC 

and MAPK pathways (Jørgensen et al., 2005). The other secondary messenger 

produced by PLCs is IP3. The binding of IP3 to the IP3 receptor (IP3R) increases 

intracellular Ca2+ levels (Foskett et al., 2007). Calcium release induced by IP3 supports 

melanoma cell migration and invasion (Cox et al., 2002; Sun et al., 2014; Umemura et 

al., 2014).  

DAG and calcium activate protein kinase C by binding to the C1 and C2 domains 

of PKC, respectively (Denning, 2012). There are nine genes that encode PKC: PKCα, 

PKCβ, PKCγ, PKCδ, PKCθ, PKCε, PKCη, PKCι, and PKCζ (Denning, 2012). They are 

divided into three classes according to their activation mechanism. The classical PKCs 

(cPKCs) consist of PKCα, PKCβ, and PKCγ and are activated by calcium and DAGs. 

The novel PKCs (nPKCs) (PKCδ, PKCθ, PKCε, PKCη) are activated by DAGs alone. 

Atypical PKCs (aPKCs) (PKCι and PKCζ) are not activated by calcium or DAGs 

(Denning, 2012). At least one PKC from each class is expressed in melanoma cells, 

except PKCγ (Denning, 2012; The Cancer Genome Atlas Network, 2015). PKC activity 

is regulated by the presence of their substrates and cofactors and their recruitment by 

scaffolding proteins, such as receptor for activated kinases C (RACK) or protein kinase 

A scaffolding protein 5 (AKAP5) (Hoshi et al., 2010; Park et al., 2004; Schechtman and 

Mochly-Rosen, 2001; Voris et al., 2010). PKC regulates invasion of melanoma cells 

but the various members have different effects: PKCα and PKCδ induce melanoma 

migration, invasion, and lung colonization (Matsuoka et al., 2009). Conversely, PKCβ 

decreases invasion and promotes cell differentiation and pigmentation (Oka et al., 

2008; Park et al., 1993). There are frequent mutations in PRKCB and loss of 

expression in melanoma but their impact on PKCβ activity has not been evaluated 



 280 

(Voris et al., 2010; The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Similarly, the effect of 

PKC on cell growth is dependent of the isotype (Lau at al., 2012; Chen et al., 2017; 

Mhaidat et al., 2017).  

Among the targets of PKC is Ras guanine-releasing protein 3 (RASGRP3), a 

guanine nucleotide exchange factor for RAS family proteins (Chen et al., 2017; Moore 

et al., 2018). PKC phosphorylates RASGRP3 on Thr 133, which contributes to its 

activation in conjunction with DAG binding (Aiba et al., 2004; Johnson et al., 2007; 

Teixeira et al., 2003). The inhibition of RASGRP3 induces the loss of GTP binding to 

RAS and thus its activity (Chen et al., 2017; Moore et al., 2018). This decrease in 

activity is accompanied by a decrease in MAPK pathway activity associated with a 

decrease in cell proliferation (Moore et al., 2018). This molecular mechanism may 

explain the activation of the MAPK pathway seen after PKC activation (Cozzi et al., 

2006; Marín et al., 2006; Schönwasser et al., 1998; Tsubaki et al., 2007). PKCε and 

PKCη are able to shunt the pharmacological inhibition of BRAFV600E, rendering 

melanoma cells resistant to these drugs (Johannessen et al., 2010). Consistent with 

this finding, the use of PKC inhibitors inhibits the survival and migration of melanoma 

cells resistant to vemurafenib (Fu et al., 2020). 

The activity of Yes-associated protein 1 (YAP1) is positively regulated by many 

GPCRs but negatively regulated by the Hippo pathway (Kwon et al., 2021; Yu et al., 

2012a). In uveal melanoma, YAP1 is activated by Gq, inducing cell growth and survival 

(Huang et al., 2015; Yu et al., 2014; Feng et al., 2014). Inhibition of YAP activity by 

verteporfin reduces tumor growth (Feng et al., 2014; Yu et al., 2014). Gq activates the 

guanine nucleotide exchange factor TRIO, which in turn activates the small GTPases 

RhoA and Rac1 (Feng et al., 2014; Vaqué et al., 2013). This likely has a dual action: 

(i) the activation of FAK, which in turn inhibits the LATS1/2 kinase of the Hippo 

pathway, inactivating the action of YAP1, and (ii) the direct activation of YAP1 by 

releasing this angiomotin transcription factor (AMOT) (Feng et al., 2014; Paradis et al., 

2021). In uveal melanoma, the activation of Rho and Rac is linked to the activation of 

the MAP kinases JNK & p38 (Vaqué et al., 2013). JNK and p38 phosphorylate c-Jun 

and induce the expression of AP-1 targets (Shaulian and Karin, 2001). Phosphorylation 

of c-Jun induces cell proliferation via AP1 targets that regulate the cell cycle, such as 

cyclin D1, p53, p21cip1/Waf1, p19ARF, and p16 (Du et al., 2019; Estrada et al., 2009; 

Pathria et al., 2016; Shaulian and Karin, 2001). Activation of p38 and JNK are likely to 

be involved in mechanisms of resistance to MAPK inhibitors (Du et al., 2019; Estrada 



 281 

et al., 2009). In cutaneous melanoma, the activation of YAP1 is required for cell 

invasion (Ma et al., 2021; Nallet-Staub et al., 2014; Zhang et al., 2020b; Zhao et al., 

2021), as well as viability and resistance to anoikis (Ma et al., 2021; Nallet-Staub et 

al., 2014; Zhao et al., 2021). Although the effect of YAP1 on invasion is clearly 

documented, its effect on melanoma growth is still debated (Ma et al., 2021; Zhang et 

al., 2020c). YAP1 activity has also been shown to be associated with cell migration via 

regulation of the arp2/3 complex 3 (Lui et al., 2021; Ma et al., 2021). The invasive 

phenotype of melanoma cells has been correlated with the activation signature of YAP 

(Zhang et al., 2020b). In vivo, YAP1 activation induces the formation of very large 

numbers of metastases in the lungs after the injection of cells carrying the activating 

mutation of YAP1-5SA under the skin of mice (Zhang et al., 2020b). Lung colonization 

after the injection of cells into the tails of mice also decreases when YAP1 levels are 

genetically decreased (Nallet-Staub et al., 2014; Zhao et al., 2021). Most interestingly, 

inhibition of the Hippo pathway replicates this effect, favoring lung colonization (Tan et 

al., 2021). The pro-invasive action of YAP1 is mediated through the transcription of a 

number of its targets, such as CCN1, AXL, and THBS1 (Zhang et al., 2020b). These 

targets are well known in melanoma. AXL expression is associated with tumor growth 

and cell invasion and migration and has also been shown to be associated with 

resistance to MAPK inhibitors (Flem-Karlsen et al., 2020; Müller et al., 2014; Tizpa et 

al., 2020). CCN1 has been shown to be associated with increased metastatic potential 

and angiogenesis (Chen et al., 2020; Kunz et al., 2003). Genetic inhibition of THBS1 

is associated with decreased cell invasion (Jayachandran et al., 2014; Borsotti et al., 

2015). YAP1 requires the transcriptional cofactors TEAD1-4 to bind to its targets. 

Genetic inhibition of TEAD1-4 recapitulates the in vitro effects of YAP1 on invasion, 

with a clear decrease in the invasive capacity of melanoma cells (Verfaillie et al., 2015). 

TEAD1-4 are also involved in resistance to MAPK inhibitors and inhibition of all four 

TEADs sensitizes cells to these inhibitors (Verfaillie et al., 2015).  

 

2.c. Signaling via Ga12/13 
The third major pathway of GPCR signaling involved in melanoma is the pathway 

involving Ga12/13 (Wettschureck and Offermanns, 2005). This class of G subunits has 

two members, Ga12 and Ga13, encoded by the GNA12 and GNA13 genes, 

respectively. The expression of these genes is ubiquitous (The Cancer Genome Atlas 
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Network, 2015; Uhlen et al., 2017; Wettschureck and Offermanns, 2005). Activation of 

these subunits activates Rho-GEFs, such as leukemia-associated Rho-GEF (LARG) 

or p115 Rho-GEF (Hart et al., 1998; Suzuki et al., 2003). Activation is achieved by the 

attachment of the G12/13 subunit to the RH domain of Rho-GEFs (Chen et al., 2005). 

Once activated, Rho-GEFs induce RhoA activation (Suzuki et al., 1996; Fukuhara et 

al., 1999; Wells et al., 2002; Vogt et al., 2003). Rho is a converging point for Ga12/13 

and Gaq/11 signaling (Vogt et al., 2003). Signaling induced downstream occurs through 

the activation of YAP1, as described above (Yu et al., 2012b). Ga12/13 signaling has 

been poorly analyzed in the context of melanoma. PAR1 and 2 receptors, coupled to 

Ga12/13 proteins, are expressed in melanoma (Elste and Petersen, 2010). Activation of 

PAR1 receptors by its ligand TRAP6 induces the activation of YAP1 in a HEK293A cell 

model (Mo et al., 2012). YAP1 activation subsequently leads to activation of RhoA and 

inhibition of LATS1 (Mo et al., 2012). Similar to Gaq/11 signaling, Ga12/13 signaling 

appears to increase invasion and migration while not altering cell growth (Kelly et al., 

2006a, 2006b). However, these results were obtained in breast and prostate cancer 

and need to be confirmed in melanoma. Of note, activation of LPA receptors (LPA1-

LPA6), coupled to G12/13 receptors, is still poorly documented in melanoma, although it 

has been reported to enhance chemoresistance to drugs and increase the survival of 

melanoma cells in vitro (Minami et al., 2020).  

 

2.d. Signaling via WNT/b-catenin 
The canonical WNT pathway is activated only in response to the formation of a 

complex containing WNT, FZD, and LRP. WNT proteins are difficult to purify in an 

active form and only a few antibodies are available for their detection. The WNT 

proteins most studied in the context of β-catenin activation in melanocyte/melanoma 

are WNT1 and WNT3a. WNT5a has different roles and acts as an antagonist or agonist 

of the canonical WNT/β-catenin pathway, depending on the cellular context. WNT 

proteins are subject to post-translational modifications, including glycosylation and lipid 

modifications. Acylation on conserved serine and cysteine residues is required for 

WNT secretion and efficient binding to the Frizzled receptor (Willert et al., 2003; 

Takada et al., 2006). In the basal state, axin protein interacts through distinct domains 

with GSK-3, CK1α, APC, and β-catenin. Axin is considered to be the limiting 

component of the β-catenin destruction complex (Salic et al., 2000; Lee et al., 2003). 
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Modulation of its levels would therefore be an effective way to regulate β-catenin 

destruction. APC is a large protein that interacts with both β-catenin and axin. It 

contains three axin-binding domains, interposed between armadillo repeat domains 

(ARMs), which bind to β-catenin. β-catenin is sequentially phosphorylated by CK1α 

and GSK-3 on serines (S) and threonines (T) (S45, T41, S37, and S33) in the N-

terminal region of the protein. β-catenin binds to and is ubiquitinated by β-TRCP1 

before being degraded by the proteasome.  

Binding of the WNT ligand leads to the dimerization of Frizzled with the 

coreceptor LRP5/6. This dimerization results in a conformational change of the 

receptors, leading to relocalization of the degradation complex to the cell membrane 

under the double interaction of axin with DVL (itself associated with Frizzled) and with 

the cytoplasmic end of LRP. Such membrane relocalization decreases the activity of 

the degradation complex, such that the amount of unphosphorylated cytoplasmic β-

catenin rapidly increases. The stabilization of cytoplasmic β-catenin results in an 

increase in nuclear β-catenin. The balance between the amount of cytoplasmic and 

nuclear β-catenin is dynamic, resulting from multiple mechanisms of transport and 

retention between the two compartments. In the nucleus, β-catenin binds to the T-cell 

factor (TCF)/lymphoid enhancer-binding factor (LEF) family of transcription factors, 

which themselves are already associated with DNA. In the absence of β-catenin, TCF 

factors interact with transcriptional co-repressors of the Groucho/transducin-like 

enhancer of split (TLE) family and repress the expression of their target genes. Nuclear 

accumulation of β-catenin leads to the association of TCF with β-catenin, resulting in 

dissociation from Groucho/TLE1 and allowing the recruitment of other coactivators for 

transcriptional activation through its C-terminal transcriptional activation domain. Many 

transcription factors outside the TCF/LEF family of transcription factors have been 

reported to be capable of associating with β-catenin to activate or repress transcription. 

In melanocytes/melanoma, MITF interacts with β-catenin and redirects β-catenin-

mediated transcriptional activity from canonical Wnt/β-target genes to specific MITF 

target genes to activate their transcription. Other levels of cross-signaling between the 

WNT/β-catenin pathway and MITF have been described. For example, it has been 

shown that β-catenin/TCF transcriptionally upregulates MITF expression (Dorsky et 

al., 2000). It has also been shown that MITF-M binds to and upregulates its own 

promoter through a direct interaction with LEF1 (Saito et al., 2002). Therefore, it would 

appear to be difficult to target β-catenin in melanoma without affecting MITF expression 



 284 

and/or activity. MITF could potentially be an attractive target for melanoma therapy but 

the drug-targeting of MITF is highly challenging. As mentioned already, MITF is 

considered to be the "master gene" of melanocyte differentiation and has an essential 

role in the proliferation, survival, senescence, migration, invasion, DNA repair, and 

metabolism of melanoma cells (Kawakami and Fisher, 2017; Goding and Arnheiter, 

2019). Mitf expression is regulated by multiple signaling pathways outside of the 

canonical Wnt/β-catenin pathway, such as the cAMP/CREB, YAP1/PAX3, TGFβ/GLI2, 

TNF/NFkB pathways, and transcription factors, such as SOX10 and BRN2, 

themselves regulated by multiple pathways in melanoma. The basic concept in 

melanoma is that the proliferative and invasive states are defined, in part, by the high 

level/activity of MITF and low level/activity MITF, respectively. High and low MITF 

level/activity co-exist in melanoma tumors and the switch in MITF expression (high and 

low) is reversible and responsible for melanoma heterogeneity and plasticity. MITF is 

also involved in the resistance to BRAF inhibitors. One current view for the therapeutic 

strategy is to increase MITF levels and therefore those of melanoma antigens, such as 

MART-1 and GP-100, to increase the recognition of melanoma cells by T cells and 

improve the immune response (Ballotti et al., 2020). In any case, therapeutic strategies 

have to address the versatility and heterogeneity of melanoma cells. 

  

2.e. Signaling via Gb/Gg subunits 

The activation of GPCRs mainly induces the activation of Ga subunits, but also that of 

the Gb/Gg complex. There are five Gb subunits (Gb1-5) in humans encoded by the 

GNB1-5 genes. All except GNB5 are expressed in melanoma (Wettschureck and 

Offermanns, 2005). There are 16 Gg subunits encoded by the GNG1-16 genes, of 

which only Gg2, Gg4, Gg5, Gg6, Gg7, Gg10, Gg11, and Gg12 are expressed in melanoma 

(The Cancer Genome Atlas Network, 2015; Uhlen et al., 2017; Wettschureck and 

Offermanns, 2005). The significance of Gb/Gg signaling in melanoma has not yet been 

fully assessed. There are two major molecular mechanisms induced by Gb/Gg 

subunits: the modulation of cytosolic calcium concentrations and phosphoinositide 3-

kinase (PI3K) signaling (Baljinnyam et al., 2011; Pfeil et al., 2020; New et al., 2007; 

Sellers et al., 2000). Calcium increase is due to PLCb activation (Bonacci et al., 2005). 

Gb/Gg subunits bind to p110, the catalytic subunit of PI3K, and induce its activation 

(Leopoldt et al., 1998). PI3K activation induces AKT activation and increases cell 
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survival (Sellers et al., 2000). Given the known importance of the PI3K/AKT pathways 

in melanoma, its regulation by Gb/Gg subunits needs to be further analyzed. 

 

2.f. Biased signaling 
At the end of the 1990s, it was observed that Src family tyrosine kinases are recruited 

by b-arrestins (encoded by ARRB1-2 genes) to the adrenergic receptor 2a member of 

the GPCR family (Luttrell et al., 1999). Surprisingly, the binding of protein kinases 

induced activation of the MAPK/ERK pathway only if the receptor was internalized 

(Luttrell et al., 1999; Miller et al., 2000). Other observations in the mid-2000s showed 

that such signaling was non-canonical and independent of G proteins. Indeed, the 

activation of GPCRs activates three types of proteins: G proteins, GPCR protein 

kinases (GRKs), and arrestins. GRKs and arrestins are the most important elements 

involved in the termination of GPCR activation. GRKs phosphorylate the receptor on 

its C-terminal residues, which prevents the activation of G proteins (Krupnick et al., 

1997). Such phosphorylation recruits the non-visual arrestins, b-arrestin 1 & 2, which 

in turn recruit clathrin, resulting in receptor internalization by clathrin coated-pits 

(Gurevich and Gurevich, 2015; Krupnick et al., 1997; Shenoy and Lefkowitz, 2003). 

Depending on the affinity of the GPCR/b-arrestin complex, receptors can be recycled 

or degraded in the proteasome (Oakley et al., 2000). In early endosomes, the GPCR/b-

arrestin complex is able to form a signalosome by recruiting signaling proteins, such 

as members of the MAPK pathway (Miller and Lefkowitz, 2001; Shenoy and Lefkowitz, 

2003, 2005). Several pathways can be activated, such as the MAPK/ERK and Src 

pathways (Luttrell et al., 1999; Zhai et al., 2005), AKT (Beaulieu et al., 2005), 

MAPK/JNK (McDonald et al., 2000), MAPK/p38 (Luttrell et al., 2001), or PDEs (Perry 

et al., 2002). 

GRK-arrestin signaling has been poorly studied in melanoma. b-arrestin2 is able 

to bias MC1R signaling by promoting activation of the MAPK pathway towards that of 

cAMP-dependent signaling (Abrisqueta et al., 2013). A transcript of the MC1R (MC1R-

203) naturally promotes such biased signaling toward the MAPK pathway (Martínez-

Vicente et al., 2020). Mutants of metabolic glutamate receptors (mGluR3G848E) can 

promote such biased signaling, characterized by prolonged internalization of the 

receptor (Abreu et al., 2021). This mutation is found in rare cases of cutaneous 

melanoma (< 1%) (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Conversely, in uveal 
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melanoma, the CYSLTR2L129Q mutation forces signaling via Gaq/11 and disfavors b-

arrestin-biased signaling (Ceraudo et al., 2021). GPCR signaling is certainly much 

more complex than that presented here. Their interactions with GRKs and arrestins 

and the dynamics of their desensitization add another level of complexity that needs 

to be investigated in the future. 

 

3. Perspectives of targeting GPCRs in melanoma  
The molecular and cellular consequences of the activation of GPCRs in melanoma 

clearly indicate that they could be interesting targets for therapy. Targeting GPCRs has 

the advantage of seeking readily available membrane molecules instead of signaling 

proteins with molecules that need to cross the plasma membrane without deteriorating 

the intracellular environment and/or endocytotic vesicles and lysosomes (Bhullar et al., 

2018; Menichetti et al., 2019; Sharma et al., 2018). 

 

3.a. Limitation of available tools 
Large-scale sequencing conducted by the cancer genome atlas consortium (TCGA) 

has shown that approximately 92% of the melanoma patients tested had at least one 

nonsense or missense mutation of at least one non-olfactory GPCR (Liu et al., 2019; 

The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Each melanoma patient has an average 

of 10 mutated GPCRs (Liu et al., 2019; The Cancer Genome Atlas Network, 2015). 

The receptor function of the vast majority of these mutations is uncharacterized. A 

number of genes encoding GPCRs appear to be frequently mutated, such as 

ADGRV1, which is mutated in approximately 30% of patients but for which only a few 

recurrent mutations are found. None of these mutations are present at a high frequency 

in cutaneous melanoma - none exceeding 1%, with the most frequent being the 

uncharacterized GPR139R217C mutation (Liu et al., 2019; The Cancer Genome Atlas 

Network, 2015). These data suggests that if we cannot offer patients a personalized 

and targeted therapy (one patient = one mutation = one drug), patients could be 

grouped by activated signaling for therapy that is still targeted but less personalized. 

This less direct choice of therapy would consider the positioning of the GPCR within 

the signaling pathways and targeting of the downstream node(s) (Campbell and 

Smrcka, 2018). Such a therapeutic option would also be attractive in the setting of 

patients who do not have mutated GPCRs but rather mutations in downstream 

signaling elements.  
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Receptor activation may result by a mechanism independent of the presence of 

a mutation in the gene. This could be related to overexpression or de novo expression 

of a receptor, which would induce a higher basal level of receptor activity, or activation 

of the receptor by the production of its ligand in the environment (Chidiac et al., 1994; 

de Ligt et al., 2000; Pozvek et al., 1997). Binding of the ligand to the receptor may 

occur in the primary melanoma in an autocrine/paracrine mode, with ligand production 

by the melanoma cell or by cells in the microenvironment (Wu et al., 2019). For 

example, activation of EDNRB by ET-1 secreted by surrounding melanoma cells 

induces reactivation of the MAPK pathway after BRAFi treatment (Smith et al., 2017). 

In this model, ET is secreted by melanoma cells and activates EDNRB in an autocrine 

and/or paracrine manner (Smith et al., 2017). Alternatively, ligand production may only 

occur at the metastatic site and thus only affect metastasis formation and not 

melanoma initiation (Ben-Baruch, 2009; Chen et al., 2018). Ligand production may 

attract tumor cells into the target tissue by chemoattraction, promote cell survival 

and/or proliferation, or induce resistance to drugs. In this perspective, ET-1 is highly 

expressed in the lungs and can promote the colonization of melanoma cells that 

express  ENDRB in this organ. The reactivation of MAPK pathways by expression of 

EDNRB may occur at primary sites, as well as in distant organs. Ligand-dependent 

tissue expression can be observed, in particular, in the lungs, where only 50 highly 

expressed ligands are found (Fagerberg et al., 2014; Forrest et al., 2014; Melé et al., 

2015; Pierson et al., 2015; Thul et al., 2017). An important limitation is our lack of 

knowledge about the level of gene expression in melanoma cells that colonize distant 

organs. Transcriptomic analyses would be extremely useful in determining which 

GPCRs are expressed in melanoma in distant metastases. The correlation of GPCR 

expression data in melanoma at sites of metastasis with expression in the target tissue 

of ligands for these GPCRs would allow the selection of potential receptors of interest. 

An alternative to transcriptional analysis is likely be the identification of GPCRs 

at metastatic sites on the basis of protein expression. However, the identification of 

GPCRs by immunolabeling is difficult, due to the small exposed area of extracellular 

epitopes and very high conformational variability, or by conventional mass 

spectrometry, as receptors are not readily isolatable from membranes (Jo and Jung, 

2016; Latorraca et al., 2017; Pauwels et al., 2021).  

The improvement of antibody-isolation technologies associated with our 

knowledge of GPCRs will lead to the generation of new, more selective antibodies. 
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The development of nanobodies appears to be promising for the detection and 

targeting of GPCRs (Alhosaini et al., 2021). The major limitation in the high-throughput 

identification of GPCRs via mass spectrometry is the depletion of GPCRs from mass 

spectrometry samples. This bias can be avoided by performing surfaceomes, which 

will significantly enrich samples for membrane glycoproteins and thus potentially reveal 

the expression of GPCRs (Kuhlmann et al., 2018; Pauwels et al., 2021; Sun et al., 

2021). Finally, GPCRs can also be indirectly identified by analyzing cell-binding ligands 

rather than the receptors directly (Qin et al., 2018). 

Data mining of the literature generates databases, such as TCGA. To date, 

current databases have been extremely useful for the identification of driver mutations 

in melanoma and prognostic biomarkers. However they are composed of 80% primary 

tumors or skin or lymphatic metastases (Liu et al., 2019; The Cancer Genome Atlas 

Network, 2015) and visceral, bone, and nervous system melanoma metastases are 

poorly represented. The presence of characteristic and highly aggressive mutations in 

distant metastasis may be hidden by the small sample size. Furthermore, current 

databases were generated before the generalization of current treatments and the 

samples constituting the large databases came from patients who were naive to any 

treatment with MAPK or checkpoint inhibitors. The changes in genetic/epigenetic 

expression due to such treatments could involve the activation of GPCR expression or 

the selection of subclones in which GPCR signaling is activated. The generation of 

databases enriched with samples from distant metastases and patients treated with 

MAPK and immune checkpoint, inhibitors would be of great interest to the scientific 

community. 

Large-scale high-throughput screening using RNA interference or CRISPR-

Cas9 could be performed to identify the dependence of melanoma cells on GPCRs for 

growth or invasion. Such screens can also be performed in vivo. To evaluate the role 

of specific GPCR, transplantation of genetically modified cells into animals would 

reveal the role of this GPCR in internal organs colonization and its role in melanoma 

progression (Crotty and Pipkin, 2015). Such screening could also be performed by 

generating transgenic animal models, but the experiments would become extremely 

complex, time consuming and expensive. Zebrafish may be a suitable model for these 

types of studies. Indeed, it is relatively easy to generate and maintain large groups of 

transgenic animals (Driever et al., 1996; Haffter et al., 1996; Keatinge et al., 2021; 

Trubiroha et al., 2018). Furthermore zebrafish express many of the GPCRs expressed 



 289 

in humans, as well as their signaling machinery (Howe et al., 2013; Langenhan et al., 

2015). In addition, there are already many melanoma models that could be used to 

test genetic modifications in melanoma-producing animals, for example, to assess the 

pro-metastatic effect (Frantz and Ceol, 2020; Patton et al., 2005, 2021). 

 

3.b. Novel Structures and drug design approaches 
To target efficiently GPCR, two parallel and complementary approaches are used: 

binding on GPCR of compounds that includes small molecules, antibodies and 

radiotherapies, and structure determination of the proteins. The structure of GPCR can 

be elucidated using X-ray crystallography, Cryo-EM, NMR and artificial intelligence.  

 A better knowledge of GPCR structure and molecular ligand-receptor 

interactions is critical for structure-based molecule design and the design of new 

receptor-activating agonist or antagonist molecules (Lee et al., 2018). Such structural 

knowledge needs to be as accurate as possible and is currently acquired by two main 

experimental methods and one predictive method (García-Nafría and Tate, 2020; Lee 

et al., 2018). 

The first three-dimensional structure of a GPCR, rhodopsin, was solved by X-

ray crystallization in 2000 (Okada et al., 2000). This method requires obtaining stable 

crystals of the receptor extracted from its membrane in solution, which has been a 

major obstacle to structure determination (Tate and Schertler, 2009). This problem has 

been solved by modifying GPCRs to make them more stable while retaining their 

activity (Lebon et al., 2011; Rosenbaum et al., 2007; Tate, 2010; Tate and Schertler, 

2009). This can be achieved, for example, by fusing the T4 lysozyme protein as a 

replacement for intracellular loop 3 (Rosenbaum et al., 2007) or by mutating the 

receptor to thermostabilize it (Lebon et al., 2011). A new technique for crystal structure 

resolution has recently been developed, X-ray-free electron laser (XFEL) 

crystallography. The use of lasers reduces the size of the crystals required and, 

therefore, increases their stability (Ishchenko et al., 2019; Liu and Lee, 2019). 

Crystallization has been completed by cryo-electromicroscopy (Cryo-EM). 

Significant improvements in detectors and structure determination algorithms have 

enabled the resolution of structures at the particle scale (McMullan et al., 2016; 

Vinothkumar and Henderson, 2016; Zivanov et al., 2018). Cryo-EM does not require 

the formation of crystals, as the receptors are directly vitrified after purification, but 

requires more computational time to solve the structure, resulting in lower resolution 
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(Congreve et al., 2020; Danev et al., 2021; García-Nafría and Tate, 2020; Zhang et al., 

2021). These various constraints and the relative novelty of these techniques mean 

that, currently, the structure of only 20% of non-olfactory GPCRs has been solved 

(Congreve et al., 2020). Nuclear magnetic resonance (NMR) allows the acquisition of 

dynamic data and thus complements the data from the fixed structures of 

crystallography and Cryo-EM (Shimada et al., 2019).  

More recently, advances in artificial intelligence have made it possible to 

approach structures using machine learning. Protein structure prediction was 

revolutionized in 2021 by the publication of the algorithms, not specific to GPCRs, 

AlphaFold2 and RoseTTA, which generated highly accurate three-dimensional 

structures of proteins (Baek et al., 2021; Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al., 

2021). These algorithms are completed by GPCR-specific algorithms, such as the 

already developed arsenal, which is specific to the GPCR field (Bender et al., 2020; 

Esguerra et al., 2016; Worth et al., 2017; Zhang et al., 2015). Nonetheless, although 

these algorithms all regularly perform well, they can still be improved. GPCRs differ, 

particularly in their loops, which results in a deficit for machine-learning algorithms and 

thus low confidence in the models and often false predictions (Bender et al., 2020; 

Mullard, 2021). Generating and publishing more receptor structures will increase both 

direct knowledge about receptors and knowledge about other receptors via increased 

substrates for algorithms and in-silico prediction. Predictions of molecular anchors in 

receptors can also be made by site-directed mutagenesis (SDM) studies to find amino 

acids that interact with known ligands of the receptor (Potterton et al., 2018; Zhou et 

al., 2019). Crystallization and SDM techniques can be used synergistically to better 

understand the binding of the molecule to the receptor and produce much more refined 

and/or efficient molecules (Di Roberto et al., 2017; Potterton et al., 2018; Zhou et al., 

2019). 

For the development of an effective therapy, stable, receptor-specific agonists 

or antagonists must be found. The screening of drug libraries is performed to find 

molecular scaffolds capable of binding to receptors and modulating their activity 

(Hughes et al., 2011). Screening can be performed using affinity assays by assessing 

the ability of molecules to bind to the target as purified proteins, on whole cells 

expressing the target, or on isolated membranes (von Ahsen and Bömer, 2005; Jones 

et al., 2020; Kitaeva et al., 2020). Purified proteins are free of binding to secondary 

targets, but the ability of the molecules to cross a membrane is not analyzed. Moreover, 
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the presence of the membrane is often necessary for receptor stability (Jones et al., 

2020). 

Affinity tests are based on the ability of molecules to displace - and replace on 

the receptor - a reference ligand known to bind the receptor. Detection is either by 

radio-labeling of the reference ligand, regularly labeled with iodine-125 or tritium 

(González et al., 2009; Uehara et al., 2011; Zhang and Xie, 2012) or by fluorescence 

resonance energy transfer (FRET), in which both the reference ligand and the receptor 

are bound to a fluorophore that allows resonance from one molecule to the other 

(Maurel et al., 2008; Valencia et al., 2017). Such screening is only able to identify 

ligands that bind to the same site as the competitor. To overcome this bias, the analysis 

of the activity of various elements of GPCR signaling, such as IP1 concentration for 

the Gaq pathway or cAMP for the Gas pathway, can be jointly performed on a large 

scale (Titus et al., 2008; Trinquet et al., 2011). The activity of molecules on downstream 

G-protein signaling pathways can also be assessed using kinase assays from protein 

extracts or purified protein or by FRET (Katsuya et al., 2018; Lotta et al., 2019; Zindel 

et al., 2019). These screens can be virtually performed with high efficiency if the 

receptor structure is known (Liu and Jockers, 2020; Shoichet and Kobilka, 2012; Stein 

et al., 2020). The hits that are found are generally of low affinity for their targets and 

require optimization to be usable (Hughes et al., 2011). They will then need to undergo 

pharmaco-modulation that will be directed through structural data and docking 

algorithms to result in lead generation (Ebalunode et al., 2011; Green et al., 2021; 

Neves et al., 2018). These leads will have to be tested in vivo to verify their 

pharmacokinetic parameters (absorption, distribution, metabolism, elimination) at the 

risk of obtaining only molecules incapable of producing an effect in vivo and 

condemned to be used only as an in vitro tool (Chung et al., 2004; Guan et al., 2018). 

Molecules identified as leads can be used to verify the efficacy of these molecules on 

the cellular and molecular processes of melanoma progression, as well as on the 

formation of metastasis and resistance to treatment. 

In addition to small chemical molecules, GPCRs can be targeted by monoclonal 

antibodies. Several have been generated and approved as therapeutic targets, such 

as mogamulizumab, a humanized antibody against chemokine receptor type 4. The 

advantage of using monoclonal antibodies in treating diseases is notable because they 

have a long half-life.  
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Finally, targeted radiotherapy is currently being developed and constitutes a 

promising strategy to target GPCRs in cancer. The radioactivity is delivered to a 

specific tumor by means of a systemic injection. For melanoma treatment, targeted 

treatment can be achieved by labeling small molecules, such as melanin ligands, 

peptides that recognize a specific receptor (MC1R), or antibodies (anti-melanin, anti-

GD3)(Akil et al., 2021). The efficacy of targeted radiotherapy depends on the dose 

delivered, which in turn depends on the radionuclide used and the time that the labeled 

compound remains associated with the target. Targeted radiotherapy is highly relevant 

for the treatment of disseminated lesions and overcoming tumor heterogeneity through 

cross-fire irradiation with �-radionuclides characterized by a decay spectrum of 

between a few nanometers and 2mm. The reception of adequate doses of radiation 

from neighboring receptor-expressing cells can kill tumor cells lacking the targeted 

receptor in the tumor. This property is particularly important for melanoma, in which 

gene expression is often heterogeneous. Targeted radiotherapy of the somatostatin 

receptor is used for the clinical treatment of neuroendocrine tumors. The same strategy 

could be adapted for targeting GPCRs in melanoma.  
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Figure 1: GPCR signaling pathways 
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C. Scripts	R	

	

I. Analyse	différentielle	de	donnée	transcriptomiques	
	

	
#chargement	des	packages	nécessaires	

library(dplyr)		

library(DESeq2)	
library(limma)	

library(edgeR)	

library(ggplot2)	
library(readr)	

	
#################################################################

#######															 	 PREPARATION	DES	DONNEES																 	 	 				#				

#################################################################
######	

	

#définir	le	dossier	où	sont	les	données	transcriptomiques	
setwd("~/Documents/link	to	files")	

	
#Télécharger	des	annotations	des	gènes	

Annotation_Gene	<-	as.data.frame(read_csv("Fichier	d'annotation	des	gènes.csv"))	

	
#définir	comme	noms	de	ligne	les	identifiants	des	gènes		

#choisir	l'ID	en	cohérence	avec	les	identifiants	des	tables	d'expressions	
#Supprimer	la	lignes	devenue	inutile	

rownames(Annotation_Gene)	<-	Annotation_Gene$gene_id	

Annotation_Gene	<-	Annotation_Gene[,-which(colnames(Annotation_Gene)=="gene_id")]	
	

#télécharger	la	table	d'expression	des	comptes	bruts	

tablecounts_raw	<-	read_csv("table	d'expression	des	comptes	bruts.csv")	
	

#définir	comme	noms	de	ligne	les	identifiants	des	gènes		
#Supprimer	la	lignes	devenue	inutile	

rownames(tablecounts_raw)	<-	tablecounts_raw$gene_id	

tablecounts_raw	<-	tablecounts_raw[,-which(colnames(tablecounts_raw)=="gene_id")]	
	

#télécharger	la	liste	des	annotations	d'échantillons	
SampleDescription	<-	read_csv("table	de	description	des	échantillons.csv")	

	

#définir	comme	noms	de	ligne	les	noms	d'échantillons,	
#être	cohérent	avec	les	noms	d'échantillons	de	la	matrice	d'expression.	

rownames(SampleDescription)	<-	tablecounts_raw$sample_name	

	
#s'assurer	que	les	échantillons	de	la	matrice	d'expression		

#et	de	la	table	d'annotation	sont	dans	le	même	ordre	
tablecounts_raw	<-	tablecounts_raw[,rownames(SampleDescription)]	
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#sauvegarder	pour	les	fois	suivantes	

save(SampleDescription,	file="SampleDescription.Rda")	
save(tablecounts_raw,	file="tablecounts_raw.Rda")	

save(Annotation_Gene,	file="Annotation_Gene.Rda")	

	
#################################################################

#######															 	 	 ANALYSES	DIFFERENTIELLES																 	 				#				

#################################################################
######	

	
#définir	un	dossier	différent	pour	enregistrer	les	analyses	

setwd("~/Documents/link	to	files")	

	
#créer	un	vecteur	détaillant	à	quel	groupe	appartient	chaque	échantillon	

conds	<-	factor(SampleDescription$Group)	

	
#supprimer	les	gènes	non	à	très	peu	exprimés	exprimés,	car	ils	ont	des		

#coefficients	de	variation	très	élevés	et	biaisent	les	analyses	transcriptomiques	
#Supprime	les	gènes	selon	la	méthode	décrite	par	Chen	et	al	(2016)		

#on	besoin	d'une	expression	minimale	de	k	reads	dans	n	échantillons	d'au	moins	1	groupe	

keep.exprs	<-	filterByExpr(tablecounts_raw,	group=conds)	
tablecounts_raw	<-	tablecounts_raw[keep.exprs1057,]	

	
#Créer	un	objet	DGE	pour	normaliser	grâce	à	edgeR::calcNormFactors	

#Va	normaliser	les	librairies	en	CPM	(counts	par	millions)	

#divise	l'expression	par	la	taille	de	la	librairie	
y	<-	DGEList(counts=Reads1057,	genes=rownames(Reads1057))	

y	<-	calcNormFactors(y1057)	

	
#Créer	une	matrice	représentant	l'appartenance	de	chaque	échantillon	à	chaque	groupe	

designLimma	<-	model.matrix(~0+conds1057)	
	

#Application	de	la	normalisation	voom	aux	données		

#	le	but	est	de	les	préparer	pour	appliquer	un	modèle	linéaire	
#	Pour	éviter	les	variations	de	variances	liées	aux	fortes	expressions.	

#	les	données	sont	successivement	
#				*Log	Transformée	

#				*Estime	la	relation	variance/moyenne	

#				*Calcul	des	coefficients	pondérants	les	valeurs	observées	
v	<-	voom(y,designLimma,plot=TRUE)	

	

#Application	du	modèle	linéaire	Limma	
fitlimmaVoom	<-	lmFit(v,designLimma)	

	
#Fait	le	contrast,	un	petite	matrice	indiquant	les	deux	groupes	à	comparer	

#puis	applique	ce	contraste	au	modèle	linéaire	

contrast	<-	makeContrasts(Group_Fem_delEcad	-	Group_Fem_Ecad,	levels	=	
colnames(coef(fitlimmaVoom)))	
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fitlimmaVoom.contrasted	<-	contrasts.fit(fitlimmaVoom,	contrast)	
	

#Appliquer	un	modèle	Bayesien	pour	évaluer	la	statistique	
fitlimmaVoom.contrasted	<-	eBayes(fitlimmaVoom.contrasted)	

	

#Récupérer	la	liste	des	gènes	différentiellement	régulés	
#rajouter	les	noms	de	gènes	(surtout	utile	si	gene_id	=	Ensembl	ID	/	Entrez	ID)	

ResDA	=	topTable(fitlimmaVoom.contrasted,	number	=	

nrow(tablecounts_raw))[row.names(tablecounts_raw),]	
ResDA	<-	merge(ResDA,	Annotation_Gene,	by="row.names")	

	
#enregistrer	en	txt	pour	pouvoir	travailler	hors	de	R	

#sauvegarder	pour	des	utilisations	ultérieures	

write.table(ResDA,	"ResDA_nom	du	fichier.txt")	
save(ResDA,	"ResDA_nom	du	fichier.Rda")	

	

II. Visualisation	par	volcano	plot	
	

	

#################################################################
#######															 	 	 		 VISUALISATION																 	 				 				#				

#################################################################

######	
library(ggrepel)	

library(ggplot2)	
library(dplyr)	

	

res=ResDA	
res<-res%>%mutate(threshold	=	ifelse(logFC	>=	1	&	adj.P.Val<0.05	,"A",	

				ifelse(logFC<=-1	&	adj.P.Val<0.05,	"B",	"C")))	
	

MaxY	<-	max(-log10(res$adj.P.Val))	

MinX	<-	min(res$logFC)	
MaxX	<-	max(res$logFC)	

	

g	=	ggplot(data=res%>%	
							arrange(threshold),	aes(x=logFC,	y=-log10(adj.P.Val)))	+	

	theme_bw()+	
	theme(legend.position	=	"none")	+	

	xlim(c(MinX,	MaxX))	+	ylim(c(0,	MaxY))	+	

	xlab("")	+	ylab("")+	
	geom_point(aes(colour	=	threshold),	size=1.5,	alpha=0.6)	+	

	scale_colour_manual(values	=	c("A"=	"red",	"B"="green",	"C"=	"black"))	

	
g	

	
ggsave(filename	=	"Volcano	plot.pdf",	plot	=	last_plot(),	device	=	".pdf",		

				dpi	=	"retina",	limitsize	=	F)	
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III.	Téléchargement	des	données	du	TCGA	
	

library(TCGAbiolinks)		
	

#Le	package	TCGAbiolinks	va	d'abord	créer	un	requête	(query).	c'est	une	sorte	de	token	qui	

sera	
#envoyée	au	site	hébergeant	les	archives	du	TCGA.		

query	<-	GDCquery(project	=	"TCGA-SKCM",	#SKCM	=	mélanome,	tu	trouveras	la	liste	des	

abbréviations	ici	https://gdc.cancer.gov/resources-tcga-users/tcga-code-tables/tcga-study-
abbreviations	

									data.category	=	"Gene	expression",	#sur	la	vignette	les	différentes	catégories	et	les	
différents	types	sont	listés	

									data.type	=	"Gene	expression	quantification",	

									platform	=	"Illumina	HiSeq",		
									file.type	=	"results",	#	tu	peux	aussi	mettre	'normalized	results',	mais	tu	n'auras	pas	la	

bonne	normalisation	pour	faire	des	corrélations	

									experimental.strategy	=	"RNA-Seq",	#il	existe	aussi	des	vieilles	data	de	microarray	que	je	
te	conseille	d'éviter	

									legacy	=	TRUE)	
	

#cette	fonction	va	télécharger	les	données	que	tu	veux	depuis	le	site	du	TCGA.	Dans	ton	dossier	

de	travail	
#tu	trouveras	un	fichier	nommé	GDCdata	comportant	les	données	téléchargées.	

#avec	la	fonction	GDCdownload	rien	ne	se	passe	dans	R	une	fois	tout	téléchargé.	
GDCdownload(query,	method	=	"api",	files.per.chunk	=	50)		

	

#GDCprepare	va	rassembler	tes	données	téléchargées	en	un	objet	R	appelé	data		
#qui	est	de	classe	Summerizedexperiment	

#la	classe	Summerizedexperiment	est	un	assemblage	de	tableau.		

data	<-	GDCprepare(query)	
	

	
library(SummarizedExperiment)#package	pour	jouer	avec	les	SummarizedExperiment	

PatientsInfo	<-	as.data.frame(colData(data))	#colData	récupère	les	données	d'annotation	des	

colonnes,	donc	ici	des	patients/des	échantillons	
geneInfo	<-	as.data.frame(rowRanges(data))	#	récupère	les	données	d'annotation	des	lignes,	

donc	ici	des	gènes	
#et	de	façon	plus	annecdotique	

metadata(data)	#	date	de	la	realease	téléchargée	

	
###	FORMAT	DATA	TO	BE	STANDARD		

#le	nom	des	gènes	est	"symbol	HGNC|ENTREZID"	on	va	le	simplifier	en	"symbol	HGNC"	

#le	nom	des	colonnes	est	le	nom	du	patient	pour	les	12	premiers	caractères,	trois	caractères	
qui	définissent		

#si	l'échantillon	est	métastatique	(-06)	ou	d'un	primaire	(-01)	et	suivi	de	caractères	définissant	
le	type	d'échantillon,	le	lieu	du	séquençages	etc.	

#On	va	chercher	à	se	débarasser	de	ces	derniers	caractères	et	se	limiter	aux	15ers	
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#la	fonction	"assay"	va	permettre	d'accéder	aux	tableaux	d'expression	par	l'ajout	de	",X"	à	la	
fonction	

#	assay(data,1)	<-	RSEM	(=	read	counts)	
#	assay(data,2)	<-	"Transcript	per	one"	à	multiplier	par	1.10^6	pour	avoir	les	TPM	

	

TPM	<-	assay(data,2)*1e6	
rownames(TPM)	<-	sub("\\|.*","\\|",rownames(TPM))	#remplace	le	Gene|Entrezid	par	Gene|	

en	supprimant	tout	ce	qui	se	trouve	après	le	"|"	

rownames(TPM)	<-	strsplit(rownames(TPM),	"\\|",	perl=TRUE)	#coupe	avant	le	"|",	donc	
rowname	=	Gene	

colnames(TPM)	<-	substr(colnames(TPM),1,15)	#	simplifie	le	nom	des	colonnes	:	15	caractères	
uniquement	

save(TPM,	file	=	"TPM.Rda")#sauvegarde	les	données	TPM	

	
RSEM	<-	assay(data,1)	

rownames(RSEM)	<-	sub("\\|.*","\\|",rownames(RSEM))	#remplace	le	gene|Entrezid	par	

Gene.	
rownames(RSEM)	<-	strsplit(rownames(RSEM),	"\\|",	perl=TRUE)	#coupe	avant	le	point	donc	

rowname	=	Gene	
colnames(RSEM)	<-	substr(colnames(RSEM),1,15)	#garde	les	15	premiers	caractères	

uniquement	:	patients/type	d'échantillon	

save(RSEM,	file	=	"RSEM.Rda")	#sauvegarde	les	données	TPM	
	

	

I. Analyse	des	scores	des	signatures	phénotypiques	et	de	YAP1		
	

	

#créer	les	genes	set	souhaités	
Pigmented	<-c("MITF",	"MLANA",	"TRPM1",	"DCT"	,	"TYR")	

SMC	<-	c("CD36",	"DLX5",	"IP6K3",	"PAX3",	"TRIM67")	
Invasive	<-	c("AXL",	"CYR61",	"TCF4",	"LOXL2",	"TNC"	,	"WNT5A")	

NCSC_like	<-	c("AQP1",	"GFRA2",	"L1XAM",	"NGFR",	"SLC22A17",	"TMEM176B")	

YAP1_score	<-	c(	"CYR61",	"CTGF",	"TEAD4",	"LATS2",	"CRIM1").	
	

#récupérer	les	données	d'expression	pour	chaque	gènes	

TPM_Pigmented	<-	TPM[Pigmented,	]	
TPM_SMC	<-	TPM[SMC,	]	

TPM_Invasive	<-	TPM[Invasive,	]	
TPM_NCSC_like	<-	TPM[NCSC_like,	]	

TPM_YAP1_score	<-	TPM[YAP1_score,	]	

	
#calculer	le	score	en	moyennant	l'expression	de	chaque	gènes	

TPM_Pigmented$mean	<-	colMeans(TPM_Pigmented)	

TPM_SMC$mean	<-	colMeans(TPM_SMC)	
TPM_Invasive$mean	<-	colMeans(TPM_Invasive)	

TPM_NCSC_like$mean	<-	colMeans(TPM_NCSC_like)	
TPM_YAP1_score$mean	<-	colMeans(TPM_YAP1_score)	

	

#regrouper	les	score,	on	transpose	par	praticité	
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Scores	<-	as.data.frame(cbind(TPM_Pigmented$mean,TPM_SMC$mean,	TPM_Invasive$mean,		
															TPM_NCSC_like$mean,	TPM_YAP1_score$mean))	

	
#récupérer	les	donnée	d'expression	de	GRPR	et	de	CDH1	

Exp	<-	as.data.frame(t(TPM[c("CDH1",	"GRPR"),]))	

	
#Merge	des	deux	tableaux	

Score_Exp	<-	merge(Scores,	Exp,	by	=	"row.names")	

	
#sauvegarder	

Write.table(Score_Exp,	"Scores	et	Expressions.txt")	
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ABSTRACT	
While	 tremendous	 progress	 has	 been	made	 in	 the	 understanding	 of	 the	mechanisms	 leading	 to	cancers,	 the	
understanding	of	the	mechanisms	governing	the	formation	of	metastases	remains	poorly	understood.	
E-cadherin	(Ecad)	is	a	cell-cell	adhesion	molecule	essential	for	the	homeostasis	of	epithelial	cells	and	
melanocytes	in	the	skin.	A	large	number	of	studies	have	established	that	CDH1	(encoding	for	Ecad)	is	
a	 tumor	 suppressor	 gene	 in	 carcinomas.	 However,	 in	 melanoma,	 only	 correlative	 studies	 link	 its	
reduced	expression	to	metastatic	potential.	In	this	thesis,	we	addressed	the	consequences	of	Cdh1	loss	
in	melanomagenesis	using	genetically	recombinant	mice	expressing	an	oncogenic	form	of	NRASQ61K	in	
melanocytes.	We	showed	that	the	conditional	deletion	of	Cdh1	does	not	influence	melanoma	initiation	
but	dramatically	promotes	metastasis.	Interestingly,	loss	of	Cdh1	intensely	induces	the	expression	of	
the	Gastrin-releasing	peptide	receptor	(Grpr).	GRPR,	which	belongs	to	the	G	protein-coupled	receptor	
family,	is	overexpressed	in	several	types	of	cancers,	including	carcinomas.	In	humans,	we	have	shown	
anti-correlation	of	expression	between	CDH1	and	GRPR	in	several	carcinomas	and	in	melanomas.	From	
a	 functional	point	 of	 view,	we	 have	 shown	 in	 vitro	 that	Grpr	 expression	promotes	 crucial	 cellular	
processes	required	for	metastasis,	such	as	cell	growth,	clonogenicity,	migration	and	invasion.	In	vivo,	
overexpression	of	GRPR	 in	mouse	or	human	melanoma	cells	 induces	metastasis	after	allograft	and	
xenograft,	respectively.	Metastasis	of	cells	overexpressing	GRPR	is	strongly	affected	in	the	presence	of	
the	GRPR	antagonist	RC-3095.	GRPR	signals	through	Gaq	leading	to	activation	of	YAP1	signaling,	which	
explains	the	molecular	and	cellular	characteristics	induced	during	the	metastatic	cascade.	This	study	
highlights	 the	 importance	 of	 the	 Ecad-GRPR	 axis	 in	melanoma	metastases	 and	 provides	 proof-of-
concept	that	GRPR	is	a	therapeutic	target	for	metastatic	melanoma.		

	

MOTS CLÉS 
Modèle préclinique, Mélanome, RCPGs, Métastases, Cadhérines 

RÉSUMÉ	
Des	progrès	considérables	ont	été	réalisés	dans	 la	compréhension	des	mécanismes	conduisant	aux	
cancers,	 malheureusement	 ceux	 responsables	 de	 l’évolution	métastatique	 reste	mal	 connus.	 La	 E-
cadhérine	 (Ecad)	 est	 une	 protéine	 d’adhésion	 cellulaire	 essentielle	 à	 l’homéostase	 des	 cellules	
épithéliales	et	des	mélanocytes	dans	la	peau.	De	nombreuses	études	ont	montré	que	le	gène	codant	
pour	la	E-cadhérine,	CDH1,	est	un	gène	suppresseur	de	tumeurs	dans	de	nombreux	carcinomes.	Le	rôle	
de	CDH1	dans	la	mélanomagénèse	n’a	jamais	été	formellement	établi,	seules	des	corrélations	entre	la	
diminution	de	son	expression	et	un	potentiel	métastatique	accru	ont	été		mises	en	évidence.	Lors	de	
cette	thèse,	nous	avons	adressé	les	conséquences	de	la	perte	de	Cdh1	dans	la	mélanomagenèse	à	l’aide	
de	 souris	 génétiquement	 recombinées	 exprimant	 une	 forme	 oncogénique	 de	 NRASQ61K	 dans	 les	
mélanocytes.	Nous	avons	montré	que	la	délétion	conditionnelle	de	Cdh1	n'influence	pas	l'initiation	du	
mélanome,	mais	favorise	efficacement	le	développement	des	métastases.	De	manière	intéressante,	la	
perte	de	Cdh1	 induit	 fortement	 l'expression	du	 récepteur	 au	peptide	 relarguant	 la	gastrine	 (Grpr).	
GRPR,	qui	appartient	à	la	famille	des	récepteurs	couplés	aux	protéines	G,	est	surexprimé	dans	plusieurs	
types	 de	 cancers,	 dont	 les	 carcinomes.	 Chez	 l'homme,	 nous	 avons	montré	 une	 anti-corrélation	 de	
l'expression	entre	CDH1	et	GRPR	dans	plusieurs	carcinomes	et	dans	les	mélanomes.	D'un	point	de	vue	
fonctionnel,	 nous	 avons	montré	 in	 vitro	 que	 l'expression	de	Grpr	 favorise	 les	processus	 cellulaires	
essentiels	 pour	 le	 processus	 métastatique,	 tels	 que	 la	 croissance	 cellulaire,	 la	 clonogénicité,	 la	
migration	et	l'invasion.	In	vivo,	la	surexpression	de	Grpr	dans	des	cellules	de	mélanome	humain	ou	de	
souris	induit	de	la	formation	de	foyers	métastatiques	après	allogreffe	et	xénogreffe,	respectivement.	
Les	métastases	des	cellules	surexprimant	GRPR	sont	fortement	réduites	en	présence	de	l'antagoniste	
du	 GRPR,	 RC-3095.	 Le	 GRPR	 signale	 via	 Gαq	 conduisant	 à	 l'activation	 de	 la	 signalisation	 YAP1,	
expliquant	les	caractéristiques	moléculaires	et	cellulaires	induits	lors	de	la	cascade	métastatique.	Cette	
étude	souligne	l'importance	de	l'axe	Ecad-GRPR	dans	les	métastases	de	mélanome	et	apporte	la	preuve	
de	concept	que	le	GRPR	est	une	cible	thérapeutique	pour	le	mélanome	métastatique.	

	

KEYWORDS 
Preclinical models, melanoma, GPCRs, Metastasis, Cadherins 
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