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Résumé	  
	  

Le	   traitement	   du	   mélanome	   métastatique	   est	   longtemps	   resté	   cantonné	   à	   quelques	  
chimiothérapies	   cytotoxiques	   à	   efficacité	   limitée.	   Récemment,	   le	   développement	   des	  
immunothérapies	   et	   des	   thérapies	   ciblées	   a	   constitué	   une	   avancée	   majeure	   dans	   la	  
prise	  en	  charge	  du	  mélanome.	  La	  découverte	  de	  mutations	  oncogéniques	  sur	  les	  voies	  
de	  signalisation	  de	   la	  cellule	  tumorale	  a	  permis	  de	  définir	  de	  nouvelles	  cibles	  pour	   le	  
développement	   d’	   inhibiteurs	   pharmacologiques.	   Parmi	   ces	   mutations,	   la	   mutation	  
BRAF	   V600E	   est	   présente	   dans	   50%	   des	   mélanomes.	   Une	   des	   molécules	   anti-‐BRAF	  
développée	  est	  le	  Vémurafenib.	  L’efficacité	  de	  cette	  molécule	  a	  permis	  l’allongement	  de	  
la	  durée	  de	  survie	  des	  patients	  en	  situation	  métastatique	  de	  6	  à	  8	  mois.	  

Malheureusement,	   malgré	   la	   réponse	   initiale,	   l’échappement	   est	   la	   règle.	   Les	  
mécanismes	   moléculaires	   responsables	   de	   la	   résistance	   acquise	   aux	   inhibiteurs	   de	  
BRAF	  sont	  multiples	  et	  conduisent	  à	  l’activation	  de	  nombreuses	  voies	  de	  signalisation	  
pour	   suppléer	   l’inhibition	   de	   BRAF.	   Actuellement	   la	   prise	   en	   charge	   des	   patients	  
résistants	  aux	  inhibiteurs	  de	  BRAF	  n’est	  pas	  codifiée	  et	  s’avère	  complexe	  étant	  donné	  la	  
multiplicité	  des	  mécanismes	  d’échappement.	  Dans	  le	  cadre	  de	  cette	  nouvelle	  approche	  
de	  médecine	  personnalisée,	  de	  nouveaux	  outils	  doivent	  être	  développés	  dans	  le	  but	  (i)	  
de	   tester	   l’efficacité	   de	   nouvelles	  molécules	   et	   (ii)	   de	   tenter	   de	   prédire	   l’efficacité/la	  
résistance	  des	  différents	  traitements	  disponibles.	  L’un	  de	  ces	  outils	  sont	  les	  xénogreffes	  
de	   tumeurs	   issues	   directement	   des	   patients	   (Patient	   Derived	   Tumor	   Xenograft	   ou	  
PDTX)	  ou	  «	  avatars	  ».	  

Mon	  travail	  a	  consisté	  à	  mettre	  en	  place	  ce	   type	  d’outil	  pour	  répondre	  aux	  questions	  
suivantes	  :	   Les	   modèles	   animaux	   développés	   sont-‐ils	   un	   bon	   modèle	   préclinique	  
translationnel	  ?	   Permettent-‐ils	   d’étudier	   les	   modes	   d’action	   des	   nouvelles	   thérapies	  
ciblées	   et	   d’explorer	   leurs	   mécanismes	   de	   résistance	  ?	   Si	   tel	   est	   le	   cas,	   peuvent-‐ils	  
prédire	  une	  réponse	  clinique	  ?	  

Différents	   modèles	   murins	   de	   xénogreffes	   de	   mélanome	   ont	   été	   mis	   au	   point	   et	  
exploités.	   Des	   cellules	   tumorales	   puis	   des	   fragments	   de	   tumeurs	   ont	   été	   greffés	   en	  
sous-‐cutané	  chez	   la	  souris	   immunodéficiente	  SCID.	  Les	   tumeurs	  ont	  été	  caractérisées	  
en	   histologie	   et	   en	   biologie	  moléculaire	   pour	  montrer	   leur	   stabilité	   dans	   le	  modèle.	  
Après	   plusieurs	   passages	   dans	   différentes	   générations	   de	   souris,	   les	   tumeurs	  
conservent	   leurs	   mutations	   particulières.	   Par	   ailleurs	   différents	   traitements	   ont	   été	  
administrés	   et	   la	   réponse	   à	   différentes	   stratégies	   thérapeutiques	   a	   été	   évaluée.	   Ce	  
modèle	   nous	   a	   permis	   de	   valider	   l’efficacité	   des	   thérapies	   ciblées	   antiBRAF	  
(Vémurafenib)	  mais	  aussi	  d’autres	  approches	  visant	  les	  particularités	  métaboliques	  du	  
mélanome.	  Le	  modèle	  avatar	  a	  servi	  pour	  tester	  in	  vivo	  une	  association	  thérapeutique	  
innovante	  	  qui	  associe	  un	  accélérateur	  de	  la	  phosphorylation	  mitochondriale,	  le	  DCA,	  et	  
une	  molécule	  pro-‐oxydante,	  l’elesclomol,	  confirmant	  l’effet	  synergique	  obtenu	  in	  vitro.	  
En	  outre,	  le	  modèle	  avatar	  constitue	  un	  bon	  modèle	  préclinique	  guidant	  directement	  le	  
clinicien	  dans	  ses	  choix	  thérapeutiques.	  En	  effet	  nous	  avons	  réalisé	  une	  PDTX	  tout	  au	  
long	   de	   l’évolution	   métastatique	   d’une	   patiente.	   Cette	   PDTX	   a	   permis	   de	   tester	  
l’efficacité	   du	   Vémurafenib	   et	   de	   réintroduire	   ce	   traitement	   à	   la	   patiente	   qui	   a	   pu	  
bénéficier	   d’une	   amélioration	   clinique	   notable.	   7	   autres	   PDTX	   de	   patients	   ont	   été	  
développées	  pour	  renforcer	  le	  modèle	  et	  suivre	  de	  manière	  personnalisée	  le	  traitement	  
de	  ces	  patients.	  
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Grâce	  à	  ce	  travail,	  nous	  définissons	  la	  place	  que	  peuvent	  prendre	  les	  PDTX	  dans	  la	  prise	  
en	   charge	   actuelle	   du	   mélanome	   métastatique.	   Ces	   modèles	   donnent	   une	   réponse	  
précoce	  quant	  à	  leur	  résistance	  et	  aux	  alternatives	  thérapeutiques	  de	  seconde	  ligne.	  	  
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Abstract	  

For	  a	  long	  time	  the	  standard	  treatment	  for	  metastatic	  melanoma	  has	  been	  confined	  to	  a	  
few	   cytotoxic	   chemotherapies	   with	   limited	   efficacy.	   Recently,	   the	   development	   of	  
immunotherapies	   and	   targeted	   therapies	   represents	   major	   headways	   in	   melanoma	  
care	  management.	  The	  discovery	  of	  oncogenic	  mutations	  on	  the	  signaling	  pathways	  of	  
the	   tumor	   cell	   allowed	   the	   definition	   of	   new	   targets	   for	   developing	   inhibitor	   drugs.	  
Among	  these	  mutations,	  BRAF	  V600E	  is	  seen	  in	  50%	  of	  all	  melanomas.	  Vemurafenib	  is	  
one	   of	   the	   anti-‐BRAF	   molecules	   recently	   developed.	   It	   has	   shown	   its	   efficacy	   with	  
metastatic	  patients	  showing	  a	  survival	  increased	  by	  6	  to	  8	  months.	  	  

Unfortunately,	  in	  spite	  of	  the	  initial	  positive	  reaction,	  the	  development	  of	  a	  resistance	  
mechanism	  is	  ineluctable.	  There	  are	  numerous	  molecular	  mechanisms	  responsible	  for	  
the	   acquired	   resistance	   to	   BRAF	   inhibitors	   which	   activate	   numerous	   signaling	  
pathways	  to	  make	  up	  for	  the	  BRAF	  inhibition.	  Today,	  there	  are	  no	  standards	  of	  care	  for	  
patients	   who	   become	   resistant	   to	   BRAF	   inhibitors.	   In	   the	   framework	   of	   this	   new	  
personalized	  care	  approach,	  new	  tools	  must	  be	  developed	  to	  (i)	  test	  the	  efficacy	  of	  new	  
molecules	   and	   (ii)	   try	   to	   predict	   the	   efficacy/resistance	   of	   the	   various	   treatments	  
available.	   One	   of	   these	   tools	   is	   the	   Patient	   Derived	   Tumor	   Xenograft	   or	   PDTX,	   i.e.	  
xenografts	  from	  tumors	  directly	  harvested	  on	  patients.	  

My	  work	  consisted	  in	  implementing	  this	  type	  of	  tool	  to	  try	  and	  bring	  an	  answer	  to	  the	  
following	  questions:	  Are	  the	  developed	  animal	  models	  a	  good	  tool	  for	  preclinical	  cross-‐
sectional	  studies?	  Can	  they	  help	  study	  the	  action	  modes	  of	  new	  targeted	  therapies	  and	  
explore	   their	   resistance	   mechanisms?	   If	   this	   is	   the	   case,	   can	   they	   predict	   a	   clinical	  
response?	  

Various	  murine	  models	  of	  melanoma	  xenografts	  have	  been	  designed	  and	  used.	  Tumor	  
cells	  and	  later	  on	  tumor	  fragments	  were	  grafted	  subcutaneously	  in	  immunosuppressed	  
SCID	  mice.	  Tumors	  were	  characterized	  in	  histology	  and	  molecular	  biology	  to	  show	  the	  
stability	  of	  the	  model.	  After	  several	  passages	  in	  various	  generations	  of	  mice,	  the	  tumors	  
retain	   their	   specific	   mutations.	   Furthermore,	   various	   treatments	   have	   been	  
administered	   and	   the	   answers	   to	   the	   various	   therapeutic	   strategies	   have	   been	  
evaluated.	   This	   model	   allowed	   us	   to	   validate	   the	   efficacy	   of	   antiBRAF	   targeted	  
therapies	   (vemurafenib)	   but	   also	   other	   approaches	   targeting	   the	   metabolic	  
characteristics	  of	  melanoma.	   	  This	  avatar	  model	  enabled	  to	  test	   in	  vivo	  an	  innovating	  
therapeutic	  combination,	  associating	  an	  accelerator	  of	  oxidative	  phosphorylation,	  DCA,	  
to	  a	  pre-‐oxidative	  molecule,	  elesclomol,	  validating	  the	  synergic	  effect	  obtained	  in	  vitro.	  	  

Furthermore,	   PTDX	   is	   a	   good	   preclinical	   tool	   to	   guide	   clinicians	   in	   their	   therapeutic	  
choices.	   In	   fact	   we	   were	   able	   to	   develop	   a	   PDTX	   during	   the	   entire	   metastatic	  
progression	  of	  a	  patient.	  This	  PDTX	  enabled	  us	  to	  test	  the	  efficacy	  of	  vemurafenib	  and	  
reintroduce	   the	   treatment	   to	   the	   patient,	   who	   showed	   noticeable	   clinical	  
improvements.	  Seven	  other	  PDTX	  were	  developed	  in	  order	  to	  reinforce	  the	  model	  and	  
follow,	  in	  a	  personalized	  manner,	  the	  treatment	  of	  these	  seven	  patients.	  	  	  

Thanks	  to	  this	  work,	  we	  are	  able	  to	  define	  the	  role	  of	  PDTX	  in	  the	  care	  management	  of	  
metastatic	  melanoma.	  These	  models	  give	  an	  early	  answer	  regarding	  tumor	  resistance	  
and	  alternative	  second-‐line	  therapies.	  	  
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Préambule	  

	  

Si	  le	  traitement	  du	  mélanome	  primitif	  par	  une	  chirurgie	  standardisée	  donne	  de	  

bons	  espoirs	  de	  guérison,	   la	  prise	  en	   charge	  de	   la	  maladie	  métastatique	  pose	  encore	  

beaucoup	  de	   questions	   fondamentales	   et	   de	   difficultés	   dans	   la	   pratique	   quotidienne.	  

Les	   trente	   dernières	   années	   n’avaient	   vu	   que	   d’infimes	   avancées	   en	   terme	  

d’allongement	   de	   durée	   de	   survie	  malgré	   des	   efforts	   considérables	   à	   la	   fois	   dans	   la	  

compréhension	   des	   mécanismes	   cellulaires	   et	   moléculaires	   et	   également	   dans	  

l’évaluation	   de	   multiples	   associations	   de	   chimiothérapies	   ou	   biochimiothérapies.	  

Depuis	  peu	  ce	  sont	  l’immunothérapie	  (anti-‐CTLA-‐4)	  et	  les	  thérapies	  ciblées	  (anti-‐BRAF	  

comme	   le	   Vémurafénib)	   qui	   donnent	   un	   regain	   d’espoir.	   50%	   des	   mélanomes	  

possèdent	  une	  mutation	  activatrice	  sur	  le	  codon	  600	  de	  la	  protéine	  BRAF	  activatrice	  de	  

la	  voie	  des	  Mitogen	  Activated	  Pathway	  Kinases	  (MAPK).	  En	  bloquant	   l’action	  de	  cette	  

protéine	  par	  une	  thérapie	  ciblée	  (Vémurafénib),	  on	  obtient	  une	  amélioration	  des	  taux	  

de	  réponse	  et	  de	  la	  survie	  jamais	  observée	  auparavant.	  

Toutefois	   les	   résistances	   sont	   encore	   inexorables	   et	   complexes.	   Une	   approche	  

originale	  est	  développée	  au	  sein	  du	  laboratoire	  INSERM	  U837	  :	  proposer	  de	  nouvelles	  

cibles	   thérapeutiques	   en	   rapport	   avec	   le	   métabolisme	   particulier	   du	   mélanome.	   En	  

effet	   les	   cellules	   de	   mélanome	   privilégient	   particulièrement	   la	   voie	   de	   la	   glycolyse	  

même	   en	   situation	   normoxique.	   Le	   facteur	   de	   transcription	   HIF-‐1α	   en	   est	   un	   des	  

principaux	   chef	   d’orchestre.	   Contrairement	   à	   la	   cellule	   normale,	   la	   respiration	  

mitochondriale	   est	   peu	   utilisée.	   Or	   si	   cette	   voie	   oxydative	   était	   relancée,	   la	   cellule	  

tumorale	   serait	   alors	   plus	   vulnérable	   aux	   agents	   pro-‐oxydants	   par	   exemple.	   Par	  

ailleurs	   ne	   pourrait-‐on	   pas	   expliquer	   les	   mécanismes	   de	   la	   résistance	   acquise	   aux	  

inhibiteurs	  de	  BRAF	  par	  une	  modification	  du	  métabolisme	  et	   tenter	  de	   resensibiliser	  

les	  tumeurs	  devenues	  résistantes	  ?	  

Ces	   approches	   novatrices,	   très	   proches	   de	   la	   réalité	   clinique	   des	   patients	   en	  

cours	   de	   traitement,	   nécessitent	   un	   outil	   plus	   élaboré	   que	   les	   lignées	   cellulaires	  

établies	   de	   mélanome.	   Il	   est	   en	   outre	   impératif	   de	   travailler	   sur	   des	   mélanomes	  

humains.	  La	  proximité	  clinique	  avec	  les	  patients	  nous	  a	  amené	  naturellement	  à	  mettre	  

au	   point	   un	   modèle	   animal	   de	   xénogreffes	   de	   tumeurs	   humaines.	   Parmi	   les	  
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nombreuses	   espèces	   couramment	   utilisées	   dans	   le	   champs	   de	   la	   recherche	   sur	   le	  

mélanome,	  la	  souris	  immunodéficiente	  est	  la	  plus	  utilisée	  pour	  construire	  	  une	  Patient	  

Derived	  Tumor	  Xenograft	  ou	  PDTX.	  Notre	   travail	  a	  consisté	  à	  construire	   le	  modèle	   le	  

plus	   adapté	   pour	   répondre	   à	   la	   fois	   à	   des	   questions	   fondamentales	   et	   cliniques.	   Les	  

PDTX	  développées	  ont	  été	  utilisées	  pour	  tester	  de	  nouvelles	  approches	  thérapeutiques	  

novatrices.	   Elles	   ont	   également	   été	   au	   service	   d’une	   médecine	   personnalisée	   pour	  

guider	  le	  choix	  d’alternatives	  thérapeutiques	  pour	  des	  patients	  particuliers.	  

	  



	   13	  

Introduction	  

	  

	  

I. Mélanome	  métastatique	  :	  généralités	  
	  

A. Incidence	  

	  

L’incidence	  du	  mélanome	  est	  en	  constante	  augmentation	  dans	  le	  monde	  entier	  

pour	   les	   populations	   à	   peau	   claire,	   particulièrement	   si	   elles	   sont	   exposées	   au	   soleil	  

(Armstrong,	  Kricker,	  2001b).	  En	  France	  le	  taux	  d’augmentation	  a	  été	  estimé	  à	  5,9%	  par	  

an	   chez	   l’homme	   et	   4,3%	   chez	   la	   femme	   de	   1978	   à	   2000.	   Une	   collaboration	   multi-‐

disciplinaire	   a	   réuni	   en	   2012	   l’European	   Dermatology	   Forum	   (EDF),	   l’European	  

Association	  of	  Dermato-‐Oncology	  (EADO)	  et	  l’European	  Organization	  of	  Research	  and	  

Treatment	   of	   Cancer	   (EORTC)	   pour	   édicter	   des	   recommandations	   concernant	   le	  

diagnostic	  et	  le	  traitement	  du	  Mélanome	  Cutané	  (Garbe	  et	  al.,	  2012).	  En	  Europe	  le	  taux	  

d’incidence	  est	  d’environ	  10	  à	  20	  cas	  pour	  100.000	  habitants.	  Aux	  Etats-‐Unis	  ce	   taux	  

s’élève	   à	   20	   à	   30	   cas	   pour	   100.000	   habitants	   (Garbe	   et	   al.,	   2012).	   En	   Australie	   il	  

culmine	  à	  un	  taux	  record	  de	  50	  à	  60	  cas	  pour	  100.000	  habitants.	  En	  France	  la	  dernière	  

estimation	  nationale	  de	  2000	  fait	  état	  de	  7000	  nouveaux	  cas	  par	  an,	  soit	  9,5	  nouveaux	  

cas	  pour	  100.000	  habitants	  chez	   la	   femme	  et	  7,6	  chez	   les	  hommes	  (sex-‐ratio	  de	  0,8),	  

avec	  de	  grandes	  disparités	  géographiques	  et	  ethniques.	  

Certains	  facteurs	  de	  risque	  individuels	  sont	  reconnus	  :	  le	  nombre	  élevé	  de	  naevi	  

(Grob	   et	   al.,	   1990),	   la	   présence	   de	   naevus	   congenital	   géant,	   la	   maladie	   des	   naevi	  

dysplasiques.	  Il	  existe	  des	  facteurs	  de	  transmission	  génétique	  polygéniques.	  5-‐10%	  des	  

mélanomes	   surviennent	   dans	   des	   familles	   à	   risque	   (Bishop	   et	   al.,	   2007).	   Plusieurs	  

gènes	   ont	   été	   identifiés	  :	   des	   gènes	   à	   forte	   pénétrance	   (CDKN2A	   et	   CDK4)	   dont	   les	  

mutations	  sont	  rares	  mais	  confèrent	  un	  risque	  élevé	  et	  des	  gènes	  de	  susceptibilité	  dont	  

les	  mutations	  confèrent	  un	  risque	  si	  elles	  sont	  cumulées	  entre	  elles	  ou	  à	  des	   facteurs	  

environnementaux.	   Il	   s’agit	   des	   gènes	  MC1R,	   ECR2,	   BRAF	   ou	   encore	   PTEN.	  Une	   voie	  
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indépendante	  des	  ultra-‐violets,	  la	  voie	  de	  la	  phéomélanine,	  médiée	  par	  le	  gène	  MC1R,	  a	  

été	  identifiée	  récemment	  par	  Mitra	  et	  al.	  et	  permettrait	  d’expliquer	  le	  développement	  

de	  mélanomes	  muqueux	  ou	  cutanés	  des	  zones	  non	  exposées	  aux	  UV	  (Mitra	  et	  al.,	  2012).	  

A	   ces	   facteurs	   génétiques	   et	   constitutifs	   il	   faut	   ajouter	   le	   principal	   facteur	  

exogène	  :	   l’irradiation	   UV	   et	   plus	   particulièrement	   l’exposition	   solaire	   intermittente	  

(Armstrong,	  Kricker,	  2001b).	  En	  effet	  la	  notion	  de	  durée	  totale	  d’expostion	  aux	  UV	  peut	  

être	  affinée.	  Il	  existe	  certains	  profils	  d’exposition	  représentant	  un	  plus	  grand	  facteur	  de	  

risque.	   Lorsque	   l’intermittence	   de	   l’expostion	   augmente,	   le	   risque	   de	   développer	   un	  

mélanome	   augmente.	   Par	   ailleurs	   c’est	   l’expostion	   au	   soleil	   durant	   les	   10	   premières	  

années	   de	   vie	   qui	   est	   le	   plus	   déterminant.	   Ceci	   est	   suggéré	   par	   des	   études	  

épidémiologiques	  réalisées	  sur	  des	  populations	  de	  migrants	  en	  Australie.	  Les	  migrants	  

arrivés	  en	  Australie	  après	  l’âge	  de	  10	  ans	  ont	  un	  risque	  deux	  fois	  moins	  élevé	  que	  les	  

individus	   arrivés	   plus	   jeunes	   ou	   nés	   sur	   le	   sol	   australien	   pour	   le	   même	   phototype	  

cutané.	  

	  

Type	  d’exposition	   Carcinome	  
Basocellulaire	  

Carcinome	  
Epidermoïde	  

Mélanome	  

Permanente	   0.98	  (0.68-‐1.41)	   1.53	  (1.02-‐2.27)	   1.20	  (1.00-‐1.44)	  

Professionnelle	   1.19	  (1.07-‐1.32)	   1.64	  (1.26-‐2.13)	   0.86	  (0.77-‐0.96)	  

Intermittente	  (non	  professionnelle)	   1.38	  (1.24-‐1.54)	   0.91	  (0.68-‐1.22)	   1.71	  (1.54-‐1.90)	  

Coups	  de	  soleil	  (quelque	  soit	  l’âge)	   1.40	  (1.29-‐1.51)	   1.23	  (0.90-‐1.69)	   1.91	  (1.69-‐2.17)	  

	  

Tableau	  1	  :	  Risques	  relatifs	  (intervalles	  de	  confiance	  entre	  parenthèses)	  de	  développer	  un	  carcinome	  
cutané	  en	  fonction	  de	  l’exposition	  solaire	  personnelle	  ((Armstrong,	  Kricker,	  2001a)	  

	  

La	  revue	  et	  la	  méta-‐analyse	  de	  Boniol	  et	  al.	  publiées	  en	  2012	  soulignent	  le	  rôle	  

important	   des	   cabines	   de	   bronzage	   comme	   facteur	   exogène	   de	   mélanomes	   cutanés	  

(Boniol	   et	   al.,	   2012).	   Sur	   la	   base	   de	   27	   études	   publiées	   et	   plus	   de	   11.000	   cas	   de	  

mélanomes,	  la	  méta-‐analyse	  peut	  conclure	  que	  le	  bronzage	  en	  cabines	  UV	  est	  associé	  à	  

un	   risque	   relatif	   de	   1,20.	   Le	   calcul	   de	   doses	   indiquent	   que	   pour	   chaque	   séance	   de	  

bronzage	   en	   cabine	   par	   an,	   le	   risque	   de	   mélanome	   augmente	   de	   1,8%.	   L’utilisation	  
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précoce	  de	  ce	  type	  de	  bronzage,	  avant	  l’âge	  de	  35	  ans,	  est	  associée	  à	  un	  risque	  relatif	  de	  

1,87.	  La	  méta-‐analyse	  précédente	  de	  2006	  faisait	  déjà	  état	  d’une	  augmentation	  de	  75%	  

du	  risque	  de	  mélanome	  chez	  les	  adolescents	  et	  adultes	  jeunes	  exposés	  au	  bronzage	  en	  

cabine	   (International	   Agency	   for	  Research	   on	   Cancer,	   2006).	   A	   titre	   d’exemple,	   pour	  

l’année	  2008	  et	  pour	  la	  population	  de	  13	  pays	  européens,	  3428	  cas	  de	  mélanomes	  ont	  

été	  mis	  en	  relation	  avec	  l’utilisation	  de	  cabines	  UV.	  Depuis	  2009,	  l’International	  Agency	  

for	   Research	   on	   Cancer	   a	   classé	   la	   totalité	   du	   spectre	   ultraviolet	   et	   les	   cabines	   de	  

bronzage	  comme	  carcinogène	  pour	  l’Homme	  (groupe	  1)	  (Ghissassi	  et	  al.,	  2009).	  

	  

	  

Tableau	   2	  :	   Risques	   relatifs	   associés	   aux	   différents	   modes	   d’utilisation	   du	   bronzage	   en	   cabines	   UV	  
publiés	  dans	  la	  méta-‐analyse	  de	  Boniol	  et	  al.	  en	  2012	  (Boniol	  et	  al.,	  2012)	  

	  

Modes	  d’utilisation	   Nombre	  d’études	  dans	  la	  méta-‐
analyse	  de	  Boniol	  et	  al.	  2012	  

Risque	  relatif	  global	  (intervalle	  
de	  confiance	  95%)	  

Tout	  type	  d’utilisation	   27	   1.20	  (1.08	  à	  1.34)	  

Première	  utilisation	  avant	  35	  ans	   13	   1.87	  (1.41	  à	  2.48)	  

Usage	  intensif	   14	   1.42	  (1.15	  à	  1.74)	  

Première	  utilisation	  récente	   9	   1.18	  (0.95	  à	  1.48)	  

Première	  utilisation	  ancienne	   9	   1.49	  (1.18	  à	  1.88)	  
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B. Pronostic	  et	  staging	  

	  

Environ	  90%	  des	  mélanomes	  sont	  diasgnostiqués	  au	  stade	  de	  tumeur	  primaire	  

isolée	  sans	  aucune	  métastase	  identifiable.	  Le	  pronostic	  est	  bon	  avec	  une	  survie	  à	  10	  ans	  

de	  75-‐85%.	  Les	  facteurs	  pronostiques	  retenus	  par	  les	  études	  les	  plus	  récentes	  (Balch	  et	  

al.,	   2009)	   sont	   l’indice	   de	   Breslow,	   la	   présence	   d’ulcération	   identifiée	   à	  

l’histopathologie,	  l’index	  mitotique	  et	  le	  niveau	  d’invasion	  de	  Clark.	  

Les	   voies	   lymphatiques	   et	   hématogènes	   sont	   toutes	   les	   deux	   impliquées	   dans	   la	  

dissémination	  métastatique	  du	  mélanome.	  Une	  métastase	  peut	  se	  présenter	  comme	  :	  	  

-‐ une	   micrométastase	   dans	   le	   premier	   ganglion	   lymphatique	   de	   la	   chaîne	   de	  

drainage	  identifié	  par	  la	  technique	  du	  ganglion	  sentinelle.	  

-‐ un	  envahissement	  cliniquement	  décelable	  d’un	  ganglion	  régional	  

-‐ une	  métastase	  en	  transit	  (localisée	  au	  sein	  de	  la	  peau	  entre	  le	  site	  de	  la	  tumeur	  

primitive	  et	  le	  premier	  relai	  ganglionnaire)	  

-‐ une	   métastase	   satellite	   (localisée	   dans	   la	   peau	   à	   plus	   de	   2	   cm	   du	   site	   de	   la	  

tumeur	  primitive)	  

-‐ une	   métastase	   à	   distance	   (localisée	   soit	   à	   la	   peau	   et	   dans	   ce	   cas	   en	   aval	   du	  

premier	  relai	  ganglionnaire,	  soit	  à	  un	  autre	  organe).	  

L’American	  Joint	  Committee	  for	  Cancer	  (AJCC)	  a	  proposé	  en	  2009	  une	  classification	  

TNM	   et	   de	   staging	   reconnue	   internationalement.	   Les	   tableaux	   1	   et	   2	   résument	   cette	  

classification.	  

	  



	   17	  

	  

Stadification	  TNM	  du	  Mélanome	  Cutané	  

T	   Epaisseur	  (mm)	   Ulcération	  /	  nombre	  de	  mitoses	  

Tis	   NQ	   NQ	  

T1	   ≤	  1,00	   a. pas	  d’ulcération	  et	  mitose	  <	  1/mm2	  

b. avec	  ulcération	  ou	  mitoses	  ≥	  1/mm2	  

T2	   1,01	  –	  2,00	   a. sans	  ulcération	  
b. avec	  ulcération	  

T3	   2,01	  –	  4,00	  
a. sans	  ulcération	  
b. avec	  ulcération	  

T4	   >	  4,00	   a. sans	  ulcération	  
b. avec	  ulcération	  

N	   Nombre	  de	  ganglions	  métastatiques	   Degré	  d’envahissement	  du	  ganglion	  métastatique	  

N0	   O	   NQ	  

N1	   1	   a. micrométastase	  
b. macrométastase	  

N2	   2-‐3	  
a. micrométastase	  
b. macrométastase	  

c. métastase	  en	  transit	  /	  satellites	  sans	  ganglion	  envahi	  

N3	  
4	  ou	  plus	  	  
ou	  métastases	  en	  transit	  /	  satellites	  sans	  
ganglion	  envahi	  

	  

M	   Site	   LDH	  sérique	  

M0	   Pas	  de	  métastase	  à	  distance	   NQ	  

M1a	  
Métastases	  cutanées,	  sous-‐cutanée	  ou	  
ganglionnaire	   Normal	  

M1b	   Métastase	  pulmonaire	   Normal	  

M1c	   Toute	  autre	  métastase	  viscérale	  
Normal	  
Ou	  Elevé	  

Abbréviations	  :	  NQ,	  non	  quantifié	  ;	  LDH,	  lactate	  déshydrogénase	  ;	  les	  micrométastases	  sont	  définies	  sur	  ganglion	  sentinelle	  

	  

Tableau	  3	  :	  	  Classification	  TNM	  proposée	  par	  l’AJCC	  en	  2009	  (Balch	  et	  al.,	  2009)	  

	  

	  



	   18	  

Stadification	  Anatomique	  pour	  le	  Mélanome	  Cutané	  

Stadification	  clinique	   Stadification	  anatomo	  -
pathologique	  

	  

T	   N	   M	  

	  

T	   N	   M	  

0	   Tis	   N0	   M0	   0	   Tis	   N0	   M0	  

IA	   T1a	   N0	   M0	   IA	   T1a	   N0	   M0	  

IB	   T1b	   N0	   M0	   IB	   T1b	   N0	   M0	  

	   T2a	   N0	   M0	   	   T2a	   N0	   M0	  

IIA	   T2b	   N0	   M0	   IIA	   T2b	   N0	   M0	  

	   T3a	   N0	   M0	   	   T3a	   N0	   M0	  

IIB	   T3b	   N0	   M0	   IIB	   T3b	   N0	   M0	  

	   T4a	   N0	   M0	   	   T4a	   N0	   M0	  

IIC	   T4b	   N0	   M0	   IIC	   T4b	   N0	   M0	  

III	   tout	  T	   N	  >	  N0	   M0	   IIIA	   T1	  à	  T4a	   N1a	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4a	   N2a	   M0	  

	   	   	   	   IIIB	   T1	  à	  T4b	   N1a	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4b	   N2a	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4a	   N1b	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4a	   N2b	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4a	   N2c	   M0	  

	   	   	   	   IIIC	   T1	  à	  T4b	   N1b	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4b	   N2b	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4b	   N2c	   M0	  

	   	   	   	   	   T1	  à	  T4b	   N3	   M0	  

IV	   tout	  T	   tout	  N	   M1	   IV	   tout	  T	   tout	  N	   M1	  

	  

Tableau	   4	  :	   Staging	   des	   patients	   présentant	   un	   mélanome	   proposé	   par	   l’AJCC	   en	   2009	  
(Balch	  et	  al.,	  2009)	  
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La	  survie	  à	  10	  ans	  est	  de	  30-‐70%	  pour	  les	  patients	  atteints	  d’une	  micrométastase.	  

Elle	  baisse	  à	  30-‐50%	  en	   cas	  de	  métastases	   en	   transit	   ou	   satellite.	   La	   survie	   à	  10	  ans	  

chute	  à	  20-‐40%	  pour	   les	  patients	  présentant	  une	  adénopathie	  métastatique.	  Enfin	   le	  

pronostic	  des	  patients	  atteints	  d’une	  métastase	  à	  distance	  est	  dramatique	  :	  la	  médiane	  

de	  survie	  est	  d’environ	  6	  à	  9	  mois	  malgré	  une	  grande	  variation	  en	  fonction	  de	  l’organe	  

affecté	  et	  du	  taux	  sérique	  de	  Lactate	  DésHydrogénase	  (LDH).	  

	  

	   Survie	  à	  5	  ans	   Survie	  à	  10	  ans	  

Stade	  I	   93	  %	   85	  %	  

Stade	  II	   68	  %	   55	  %	  

Stade	  III	   45	  %	   36	  %	  

Stade	  IV	   11	  %	   6	  %	  

	  

Tableau	  5	  :	  Prédictions	  de	  survie	  à	  5	  et	  10	  ans	  en	  fonction	  du	  stade	  AJCC	  (Balch	  et	  al.,	  2001)	  

	  

	  

C. Marqueurs	  biologiques	  de	  progression	  du	  mélanome	  

	  

La	  progression	  du	  mélanome	  se	  fait	  rapidement	  vers	  une	  diffusion	  métastatique	  

qui	   met	   alors	   directement	   en	   jeu	   le	   pronostic	   vital.	   Malheureusement	   les	   examens	  

d’imagerie	   permettent	   difficilement	   d’identifier	   de	  manière	   suffisamment	   précoce	   le	  

processus	  métastatique	  du	  mélanome.	   Il	   est	   alors	   intéressant	  de	   se	   tourner	   vers	  des	  

marqueurs	  biologiques	  circulants	  .	  Il	  est	  toutefois	  difficile	  de	  trouver	  un	  seul	  marqueur	  

de	   progression	   de	   la	   maladie	   qui	   soit	   à	   la	   fois	   corrélé	   au	   stade	   et	   au	   pronostic	   du	  

patient.	   Parmi	   les	   marqueurs	   sériques	   candidats	   on	   distingue	   les	   métabolites	   et	  

précurseurs	  de	  la	  mélanomagénèse,	  les	  antigènes	  associés	  au	  mélanome,	  les	  molécules	  

d’adhésion,	  cytokines	  et	   facteurs	  de	  croissance,	   la	  LDH.	  Une	  autre	  voie	  est	  celle	  de	   la	  
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détection	  de	  cellules	  métastatiques	  circulantes	  (détection	  de	   l’ARNm	  de	   la	   tyrosinase	  

en	  RT-‐PCR).	  

a. Métabolites	  et	  précurseurs	  de	  la	  mélanomagénèse	  
	  

Les	   mélanomes	   sont	   constitués	   de	   mélanocytes	   anormaux	   dont	   le	   principal	  

composant	  est	  la	  mélanine	  produite	  dans	  les	  mélanosomes.	  L’enzyme	  tyrosinase	  est	  au	  

centre	   des	   premières	   étapes	   de	   la	   mélanomagénèse.	   L’activité	   tyrosinase,	   les	  

métabolites	   intermédiaires	   et	   les	   enzymes	  de	   la	   biosynthèse	  de	   la	  mélanine	  peuvent	  

être	  des	  marqueurs	   tumoraux.	   Il	   s’agit	  de	   la	  5-‐S-‐cystéinyldopa	  (5-‐S-‐CD),	  de	   la	  L-‐dopa	  

ou	   encore	   de	   la	   L-‐tyrosine,	   précurseur	   de	   la	   L-‐dopa.	   Les	   techniques	   de	   dosage	   sont	  

cependant	   assez	   complexes	   et	   ne	   se	   font	   pas	   en	   routine	   clinique.	   Le	   marqueur	  

biologique	  le	  plus	  intéressant	  semble	  toutefois	  être	  le	  rapport	  L-‐dopa	  /	  L-‐tyrosine	  qui	  

est	  plus	  sensible	  que	  la	  mesure	  de	  la	  L-‐dopa	  seule.	  

b. Antigènes	  associés	  au	  mélanome	  
	  

La	   protéine	   S-‐100	   (PS-‐100)	   est	   une	   protéine	   sépcifique	   du	   système	   nerveux	  

central.	  Elle	  a	  été	   cependant	   retrouvée	  dans	   les	  mélanocytes,	   les	  mélanomes	  et	   leurs	  

métastases.	  La	  PS-‐100	  est	  composée	  de	  2	  sous-‐unités	  alpha	  et	  beta	  qui	  se	  combinent	  

sous	  3	  formes	  différentes.	  Dans	  les	  mélanocytes	  normaux,	  elle	  est	  composée	  seulement	  

de	  sous-‐unités	  alpha,	  tandis	  que	  dans	  les	  mélanomes	  les	  2	  sous-‐unités	  sont	  présentes.	  

La	   concentration	   sérique	   de	   la	   PS-‐100	   est	   souvent	   corrélée	   à	   la	   survie	   des	  

patients	   et	   au	   stade	   de	   la	   maladie.	   Son	   dosage	   permet	   de	   mieux	   sélectionner	   les	  

patients	  à	  haut	  risque	  qui	  nécessitent	  une	  surveillance	  plus	  rapprochée.	  Il	  complète	  le	  

pouvoir	   pronostique	   de	   l’histologie,	   de	   l’existence	   de	   ganglions	   envahis	   et	   de	   la	  

présence	   de	   métastase.	   La	   PS-‐100	   pourrait	   être	   utile	   pour	   le	   suivi	   des	   patients	  

métastatiques	  traités	  pour	  évaluer	  la	  réponse	  au	  traitement.	  

Un	   autre	   antigène	   associé	   au	   mélanome	   semble	   intéressant	  :	   il	   s’agit	   du	  

Melanoma	  Inhibiting	  Activity	  (MIA).	  C’est	  une	  protéine	  plus	  petite	  que	  la	  PS-‐100	  qui	  est	  

sécrétée	  spécifiquement	  par	  le	  mélanome	  et	  non	  par	  le	  mélanocyte	  normal.	  	  
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Il	  n’existe	  actuellement	  pas	  de	  concensus	  quant	  à	  la	  primauté	  de	  chacun	  de	  ses	  

marqueurs.	  De	  nombreuses	  études	  tentent	  d’associer	  ces	  différents	  marqueurs	  pour	  en	  

faire	  un	  outil	  biologique	  sensible	  et	  spécifique	  (Gelineau	  et	  al.,	  2002).	  Ils	  ne	  présentent	  

que	  peu	  d’intérêt	  dans	  le	  diagnostic	  et	  ne	  sont	  pas	  utilisables	  pour	  le	  dépistage	  précoce	  

du	  mélanome.	  En	  revanche	  ils	  présentent	  un	  intérêt	  pour	  le	  pronostic	  afin	  d’identifier	  

les	  patients	   à	  haut	   risque.	   La	   spécificité	  des	  marqueurs	  PS-‐100	  et	  MIA	  est	   excellente	  

(100%	  pour	  la	  PS-‐100	  	  et	  95%	  pour	  la	  MIA	  dans	  certaines	  études	  (H	  B	  Guo	  et	  al.,	  1995	  ;	  

Bosserhoff	  et	  al.,	  1997)).	  Malheureusement	  la	  sensibilité	  est	  très	  faible	  pour	  la	  PS-‐100	  

comme	   pour	   la	   MIA	   quel	   que	   soit	   le	   stade	   de	   la	   maladie.	   Ces	   deux	   tests	   sont	  

complémentaires	   et	   leur	   utilisation	   conjointe	   est	   intéressante	   pour	   identifier	   les	  

patients	  à	  haut	  risque	  de	  progression.	  	  

	  

D. Génétique	  du	  mélanome	  et	  implications	  thérapeutiques	  

	  

De	   nombreuses	   études	   ont	   exploré	   les	   différents	   gènes	   impliqués	   dans	   les	  

lésions	   	   bénignes	   naeviques	   et	   dans	   les	   mélanomes.	   Certains	   gènes	   confèrent	   une	  

prédisposition	  à	  ce	  type	  de	  lésions,	  d’autres	  sont	  d’emblée	  des	  altérations	  structurelles	  

somatiques	   de	   l’ADN	   des	   cellules	   de	   mélanome.	   Il	   peut	   s’agir	   de	   translocations,	  

d’amplifications/délétions	  ou	  de	  mutations	  ponctuelles	  (Futreal	  et	  al.,	  2004).	  	  

	  

a. Les	  gènes	  de	  prédisposition	  
	  

Lorsqu’ils	  sont	  mutés,	  ces	  gènes	  confèrent	  une	  forte	  prédispostion	  aux	  mélanomes.	  Ces	  

sont	  des	  facteurs	  de	  risques	  endogènes.	  Leur	  dépistage	  dans	  certaines	  familles	  à	  risque	  

ont	  un	  role	  prédictif.	  A	  ce	  jour	  CDKN2A	  et	  MITF	  ont	  été	  identifiés	  comme	  des	  gènes	  de	  

prédispostion	  
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CDKN2A,	  le	  locus	  des	  formes	  familliales	  de	  mélanome	  
	  

Les	  plus	  récentes	  méta-‐analyses	  au	  sujet	  des	   formes	   familliales	  de	  mélanomes	  

ont	   montré	   que	   la	   présence	   d’un	   antécédent	   de	   mélanome	   chez	   un	   apparenté	   au	  

premier	  degré	  multiplie	  le	  risque	  relatif	  d’appartion	  de	  la	  maladie	  par	  2,24	  (Gandini	  et	  

al.,	   2005).	  Les	  études	  génétiques	  de	   ce	   trait	  héréditaire	   sur	   les	   familles	  prédisposées	  

ont	  permis	  d’identifier	  le	  gène	  CDKN2A	  situé	  sur	  le	  chromosome	  9p21.	  Pour	  confirmer	  

le	   rôle	  majeur	  de	  ce	  gène,	  un	  modèle	  de	   souris	   transgénique	  a	  été	   créé	  en	  ciblant	   ce	  

gène	  et	  en	  induisant	  une	  délétion	  sur	  les	  exons	  2	  et	  3	  de	  ce	  gène	  CDKN2A	  (Serrano	  et	  

al.,	   1996).	   Ces	   souris	   transgéniques	   développent	   rapidement	   des	   lymphomes	   et	   des	  

fibrosarcomes.	  Des	  mélanomes	   apparaissent	   spontanément	   si	   ces	   souris	   portent	   une	  

mutation	  activatrice	  de	  H-‐RAS	  dans	  leur	  mélanocytes	  (Chin	  et	  al.,	  1997).	  	  

CDKN2A	  code	  pour	  2	  protéines	  :	  INK4A	  (également	  appelée	  p16INK4A)	  et	  ARF.	  

INK4A	  fait	  partie	  de	  la	  famille	  des	  INK4	  (Inhibitor	  of	  Cycline-‐Dependant	  Kinase	  

4).	   Cette	   protéine	   inhibe	   les	   kinases	   CDK	   (Cycline-‐Dependant	   Kinase)	   qui	  

phosphorylent	   et	   inactivent	   la	   protéine	   RB	   (rétinoblastome),	   donnant	   ainsi	   accès	   à	  

l’entrée	  en	  phase	  S	  du	  cycle	  cellulaire.	  Ainsi	  la	  perte	  de	  cette	  protéine	  INK4A	  entraîne	  

une	   levée	   du	   frein	   des	   CDK	   sur	   la	   protéine	   RB.	   Ceci	   a	   pour	   conséquence	   un	  

emballement	  du	  cycle	  cellulaire	  dont	  l’entrée	  en	  phase	  S	  n’est	  plus	  contrôlé.	  

ARF,	  également	  appelée	  p14ARF	  inhibe	  l’ubiquitinisation	  et	  donc	  la	  dégradation	  

de	  la	  protéine	  p53.	  La	  voie	  de	  ARF-‐p53,	  suppresseur	  de	  tumeur,	  semble	  donc	  inactivée	  

au	  niveau	  de	  ARF	  dans	  un	  grand	  nombre	  de	  mélanomes.	  Ceci	  explique	  une	  idée	  fausse	  

et	   répandue	   selon	   laquelle	   p53	   n’interviendrait	   pas	   dans	   la	   mélanomagénèse	  

contrairement	  à	  la	  plupart	  des	  cancers.	  	  
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MITF,	  un	  régulateur	  majeur	  du	  développement	  du	  mélanocyte	  et	  	  un	  
oncogène	  important	  pour	  le	  mélanome	  
	  

Microphtalmia-‐associated	   Transcription	   Factor	   (MITF)	   est	   un	   facteur	   de	  

transcription	  dimérique	  qui	  joue	  un	  rôle	  central	  dans	  la	  régulation	  du	  développement	  

du	   mélanocyte	   (Levy	   et	   al.,	   2006).	   Chez	   l’Homme,	   la	   mutation	   du	   gène	   Mitf	   est	  

responsable	   du	   syndrome	   de	   Waardenburg	   (Waardenburg	   Syndrom	   ou	   WS)	   qui	  

comprend	  notamment	  une	  surdité	  profonde.	  L’hypothèse	  étiopathogénique	  repose	  sur	  

le	   rôle	   des	   mélanocytes	   se	   trouvant	   dans	   la	   stria	   vascularis	   de	   la	   cochlée.	   Ces	  

mélanocytes	   auraient	   pour	   fonction	   le	  maintien	   du	  K+	   extracellulaire	   dans	   le	   liquide	  

endolymphatique.	  Le	  phénotype	  d’une	  souris	  portant	  une	  mutation	  non	  fonctionnelle	  

de	  Mitf	  (Mitfmi/mi)	  regroupe	  une	  surdité,	  une	  hyperdensité	  osseuse,	  une	  microphtalmie	  

et	  l’absence	  de	  pigmentation	  des	  yeux	  et	  de	  la	  peau	  (Silvers,	  1979).	  

Une	  amplification	  de	  MITF	  a	  été	  retrouvée	  dans	  10%	  des	  tumeurs	  primitives	  de	  

mélanome	  et	  dans	  20%	  des	  mélanomes	  métastatiques.	  Ces	  trop	  nombreuses	  copies	  du	  

gène	  Mitf	  dans	  les	   lignées	  cellulaires	  de	  mélanome	  ont	  été	  mises	  en	  évidence	  par	  des	  

études	  en	  SNP	  (Single	  Nucleotid	  Polymorphism)	  (Garraway	  et	  al.,	  2005).	  

	  

b. Mutations	  des	  voies	  de	  signalisation	  
	  

De	   nombreuses	   altérations	   génétiques	   ont	   été	   mises	   en	   évidence	   dans	   les	  

cellules	  de	  mélanomes.	  Il	  peut	  s’agir	  de	  translocations,	  d’amplifications/délétions	  ou	  de	  

mutations	   ponctuelles	   (Futreal	   et	   al.,	   2004).	   Elles	   impliquent	   les	   gènes	   clés	   de	   la	  

régulation	   des	   voies	   de	   signalisation,	   principalement	   la	   voie	   des	   Mitogen	   Activated	  

Protein	   Kinases	   (MAPK)	   et	   la	   voie	   de	   la	   phosphatidylinositol3-‐kinase	   -‐	   AKT	   (PI3K-‐

AKT).	  Leurs	  mutations	  en	  font	  parfois	  des	  cibles	  thérapeutiques.	  
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Activation	  des	  récepteurs	  à	  tyrosine	  kinase	  
	  

De	  nombreux	   travaux	  ont	   souligné	   la	   forte	   implication	  de	   l’hyperactivation	  de	  

récepteurs	  à	  tyrosine	  kinase	  (RTK)	  dans	  les	  mélanomes.	  

Dans	  le	  modèle	  animal	  de	  poisson	  Xiphophorus,	  l’homologue	  de	  l’EGFR,	  le	  Xmrk	  

porte	   une	   mutation	   activatrice,	   augmentant	   la	   susceptibilité	   du	   Xiphophorus	   au	  

mélanome	   (Wittbrodt	   et	   al.,	   1992).	   L’hyperactivation	   de	   l’EGFR,	   retrouvée	   dans	   de	  

nombreux	  cancers,	  notamment	  dans	  le	  cancer	  du	  poumon	  (Laisney	  et	  al.,	  2013),	  n’est	  

pas	  identifiée	  à	  ce	  jour	  dans	  le	  mélanome.	  	  

On	   peut	   également	   citer	   le	   RTK	   c-‐MET	   dont	   la	   surexpression	   est	   également	  

retrouvée	   dans	   le	  mélanome	  métastatique	   (Natali	   et	   al.,	   1993).	   Par	   ailleurs	   c-‐MET	   a	  

récemment	   été	   impliqué	   comme	   facteur	   de	   transcription	   de	   MITF	   (Microphtalmia-‐

associated	  Transcription	  Factor),	  le	  facteur	  de	  transcription	  des	  lignées	  mélanocytaires	  

et	  qui	  est	  activé	  par	  amplification	  focale	  dans	  le	  mélanome	  (McGill	  et	  al.,	  2006).	  

Enfin	   le	  gène	  c-‐KIT	  code	  pour	  un	  RTK	  qui	  sert	  de	  récepteur	  au	  SCF	  (Stem	  Cell	  

Factor).	   De	   nombreuses	   études	   basées	   sur	   l’immunohistochimie	   ont	  montré	   la	   perte	  

progressive	   de	   l’expression	   de	   c-‐KIT	   dans	   la	   transition	   de	   la	   lésion	   naevique	   au	  

mélanome	  primitif	  puis	  au	  mélanome	  métastatique.	  Toutefois	   les	  mutations	  de	  c-‐KIT	  

dans	  le	  mélanome	  restent	  rares	  et	  atteignent	  le	  plus	  souvent	  les	  mélanomes	  muqueux.	  

	  

RAS	  et	  RAF,	  des	  activateurs	  de	  la	  voie	  des	  MAPK	  (Mitogen-Activated	  Protein	  
Kinases)	  
	  

Une	   des	   voies	   principales	   de	   transmission	   des	   Récepteurs	   à	   Tyrosine	   Kinase	  

(RTK)	  est	  la	  voie	  des	  MAPK	  et	  son	  hyperactivité	  est	  impliquée	  dans	  un	  grand	  nombre	  

de	  cancers	  dont	  le	  mélanome	  (Takata	  et	  al.,	  2005).	  

La	  famille	  des	  proto-‐oncogènes	  RAS	  :	  H-‐RAS,	  N-‐RAS	  et	  K-‐RAS	  ne	  semble	  pas	  être	  

impliquée	  dans	  plus	  de	  10	  à	  15	  %	  des	  mélanomes.	  Les	  mutations	  des	  proto-‐oncogènes	  

RAS	  sont	  les	  plus	  fréquemment	  rencontrées	  dans	  le	  sous-‐type	  de	  mélanome	  nodulaire	  

achromique.	  
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Au	   contraire	   les	   muations	   activatrices	   de	   BRAF	   sont	   les	   plus	   fréquentes	   des	  

mutations	   génétiques	   somatiques	  du	  mélanome	  humain.	   Les	   travaux	  de	  Davies	   et	   al.	  

ont	  estimé	  à	  50	  à	  70	  %	  l’incidence	  des	  mutations	  BRAF	  dans	  le	  mélanome	  (Davies	  et	  al.,	  

2002).	   La	   plus	   répandue	   de	   ces	   mutations	   est	   une	   substitution	   phosphomimétique	  

dans	  le	  domaine	  d’activation	  V600E	  qui	  confère	  à	  la	  cellule	  une	  activation	  constitutive	  

(Garnett,	   Marais,	   2004).	   Une	   transversion	   T	   -‐>	   A	   convertit	   une	   valine	   en	   acide	  

glutamique	  sur	   l’acide	  aminé	  V600.	  Cette	  mutation	  est	  plus	   fréquemment	   rencontrée	  

dans	   les	   sous-‐types	   de	   mélanomes	   survenant	   après	   une	   exposition	   solaire	  

intermittente	  du	  tronc	  ou	  des	  membres	  (59%).	  Son	   incidence	  est	  plus	   faible	  dans	   les	  

mélanomes	  acro-‐lentigineux	  (23%)	  ou	  muqueux	  (11%).	  Enfin	  cette	  mutation	  n’est	  pas	  

retrouvée	   dans	   les	   mélanomes	   uveaux.	   Malgré	   ces	   observations	   le	   lien	   entre	   la	  

mutation	   BRAF	   et	   les	   radiations	   UV	   semble	   indirect	   et	   encore	   débattu	   (Chin	   et	   al.,	  

2006).	  

	  

PTEN,	  régulateur	  négatif	  de	  la	  voie	  PI3-kinase	  –	  AKT	  
	  

La	   voie	   de	   la	   phosphatidylinositol3-‐kinase	   (PI3K)	   –	   AKT	   est	   souvent	  

hyperactivée	  dans	  le	  mélanome.	  Certains	  facteurs	  de	  croissance	  comme	  HGF	  ou	  IGF-‐1	  

sont	   promoteurs	   de	   la	   progression	   tumorale	   du	  mélanome	   via	   l’activation	   de	   PI3K-‐

AKT.	  De	  plus	  d’après	  Dai	  et	  al.	  une	  corrélation	  peut	  être	  établie	  entre	  des	  taux	  élevés	  de	  

phospho-‐AKT	  et	  la	  survie	  des	  patients	  (Dai	  et	  al.,	  2005).	  	  

PTEN	   code	   pour	   une	   phosphatase	   qui	   régule	   les	   signaux	   extracellulaires	   des	  

facteurs	   de	   croissance	   en	   utilisant	   le	   PIP3	   (Phosphatidylinositol	   Phosphate)	   comme	  

messager	  intracellulaire.	  En	  présence	  de	  facteurs	  de	  croissance,	  le	  taux	  intracellulaire	  

de	  PIP3	  augmente	  et	  permet	  la	  phosphorylation	  de	  AKT	  qui	  favorise	  le	  cycle	  cellulaire	  

et	   inhibe	   l’apoptose.	   L’inactivation	   de	   PTEN	   conduit	   à	   une	   accumulation	   de	   PIP3	   et	  

d’AKT	  phosphorylé	  ce	  qui	  favorise	  la	  prolifération	  et	  la	  survie	  cellulaire.	  Une	  altération	  

ou	  une	  perte	  de	  PTEN	  sont	  retrouvées	  dans	  20	  à	  40%	  des	  mélanomes.	  Des	  modèles	  de	  

souris	   transgéniques	   porteurs	   d’une	   inactivation	   de	   PTEN	   sont	   disponibles.	   Cette	  

caractéristique	  génétique	  leur	  confère	  une	  forte	  prédisposition	  aux	  mélanomes	  (You	  et	  



	   26	  

al.,	  2002).	  PTEN	  peut	  être	  considéré	  comme	  un	  gène	  suppresseur	  de	  tumeurs	  dont	  le	  

mélanome.	  

	  

	  

	  

	  

Figure	  1	   :	   Altérations	   moléculaires	   des	   voies	   de	   signalisation	   impliquées	   dans	   la	  
mélanomagénèse.	  De	  nombreux	  acteurs	  de	  la	  cascade	  de	  la	  mélanomagénèse	  peuvent	  
être	  mutés	  et	  activés.	  Les	  gènes	  sont	  notés	  en	  italique,	  les	  mutations	  activatrices	  sont	  
ombrées	  en	  vert,	  les	  mutations	  inactivatrices	  en	  gris.	  La	  prévalence	  de	  ces	  différentes	  
mutation	   apparaît	   en	   encadré	   jaune	   (RTK	  :	   Récepteur	   Tyrosine	   Kinase	   ;	   GPCR	  :	  
Récepteur	   couplé	   aux	   protéines	   G	  ;	   ALM	  :	   Mélanome	   lentigineux	   acral	   ;	   MucM	  :	  
Mélanome	   muqueux	  ;	   CSD	  :	   Mélanome	   lié	   à	   l’exposition	   solaire	   chronique	   ;	   OcuM	  :	  
Mélanome	  oculaire	  ;	  CM	  :	  Mélanome	  cutané	  ((Bosserhoff,	  2011))	  
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Oncogène	   Voie	  de	  signalisation	  

C-‐KIT	   RAS	  

NRAS	   RAS	  

BRAF	   MAP	  kinase	  

AKT	   PI3	  kinase	  

CDK4	   p16/RB	  

Cycline	  D	   p16/RB	  

MITF	   Différenciation	  mélanocytaire	  

GNAQ/GNA11	   Récepteurs	  couplés	  aux	  
protéines	  G	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Tableau	  6	   :	   Oncogènes	   et	   gènes	   supresseurs	   de	   tumeurs	   dans	   les	  
voies	  de	  signalisation	  impactées	  par	  leurs	  mutations	  

	  

	  

E. Diagnostic	  moléculaire	  

	  
Le	  diagnostic	  moléculaire	  est	  réalisé	  pour	  les	  patients	  en	  situation	  métastatique	  

afin	  d’adapter	  au	  mieux	  le	  traitement	  médical	  systémique.	  Ce	  diagnostic	  est	  réalisé	  soit	  

sur	  l’analyse	  d’un	  ganglion	  lymphatique	  envahi,	  soit	  sur	  une	  métastase	  régionale,	  soit,	  

si	   les	   deux	   cas	   de	   figure	   précédents	   sont	   impossibles,	   sur	   la	   tumeur	   primitive.	   En	  

routine,	  le	  test	  principal	  est	  la	  recherche	  du	  statut	  mutationel	  BRAF	  V600	  permettant	  

d’identifier	  les	  patients	  éligibles	  au	  traitement	  par	  inhibiteur	  antiBRAF	  ou	  antiMEK.	  

Gène	  supresseur	  de	  tumeur	   Voie	  de	  signalisation	  

PTEN	   PI3	  kinase	  

p16	   p16/RB	  
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La	  mutation	   BRAF	   est	   retrouvée	   dans	   plus	   de	   50%	   des	   cas	   de	   mélanomes	  

(Davies	  et	  al.,	  2002).	  Les	  mutations	  du	  codon	  600	  représentent	  à	  elles-‐seules	  90%	  des	  

mutations	   observées.	   Ces	   mutations	   induisent	   une	   activation	   constitutionnelle	   de	   la	  

protéine	  kinase	  BRAF,	  membre	  de	  la	  famille	  Raf	  qui	  régule	  les	  protéines	  MEK	  et	  ERK.	  

Elle	  est	  située	  en	  aval	  des	  voies	  de	  signalisation	  des	  récepteurs	  à	  tyrosine	  kinase	  et	  des	  

protéines	   Ras.	   Par	   ailleurs	   on	   estime	   à	   7%	   les	   cancers,	   tout	   types	   confondus,	   qui	  

portent	  une	  mutation	  du	  gène	  BRAF	  (Davies	  et	  al.,	  2002).	  Par	  ailleurs	  la	  mutation	  BRAF	  

est	  aussi	  retrouvée	  dans	  certains	  naevi	  (Yeh	  et	  al.,	  2013).	  BRAF	  apparaît	  donc	  comme	  

un	   véritable	   gène	   de	   prédispositon	   (Wan	   et	   al.,	   2004).	   Même	   si	   c’est	   un	   facteur	   de	  

mauvais	   pronostic,	   il	   donne	   accès	   à	   une	   thérapie	   ciblée	   efficace	  :	   les	   molécules	  

inhibitrices	   anti-‐BRAF	   comme	   le	   Vémurafénib	   ou	   le	   Dabrafénib.	   L’essai	   clinique	   de	  

phase	   III	   BRIM3	   (Chapman	   et	   al.,	   2011)	   a	   montré	   que	   84%	   des	   patients	   avec	   une	  

mutation	  BRAF	  V600E	  traités	  par	  Vémurafénib	  étaient	  vivants	  6	  mois	  après	  le	  début	  de	  

l’étude	   contre	   64%	   pour	   les	   patients	   traités	   par	   Dacarbazine	   L’échappement	   est	  

malheureusement	  la	  règle	  après	  quelques	  mois	  de	  traitement.	  

	  

	  

Figure	  2	  :	  Voie	  des	  Mitogen-‐Activated	  Protein	  Kinases	  (MAPK)	  (Chin	  et	  al.,	  2006)	  
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Les	   mutations	   NRAS	   peuvent	   être	   retrouvées	   dans	   environ	   15	   à	   20%	   des	  

prélèvements.	   Or	   les	   mutations	   NRAS	   et	   BRAF	   sont	   mutuellement	   exclusives.	   La	  

présence	  d’une	  mutation	  NRAS	  permet	  donc	  de	  confirmer	  le	  statut	  négatif	  vis	  à	  vis	  de	  

la	   mutation	   BRAF.	   Actuellement	   les	   inhibiteurs	   de	   NRAS	   sont	   en	   cours	   de	  

dévelopement	  (Colombino	  et	  al.,	  2012).	  

Les	   mutations	   CKIT	   sont	   à	   rechercher	   pour	   compléter	   le	   bilan,	   en	   cas	   de	  

mélanome	   acral	   ou	   de	   mélanome	   des	   muqueuses.	   CKIT	   est	   également	   une	   cible	  

thérapeutique	  (Carvajal	  et	  al.,	  2011).	  L’anti	  CKIT	  développé	  est	   l’imatinib	  (Jun	  Guo	  et	  

al.,	  2011).	  Un	  essai	  de	  phase	   II	   sur	  295	  patients	  atteints	  d’un	  mélanome	  acral	  ou	  des	  

muqueuses	  a	  été	  mené	  en	  multicentrique	  d’Avril	  2007	  à	  Avril	  2010.	  28	  patients	  ont	  été	  

traités	  par	  imatinib	  à	  la	  dose	  de	  400	  mg,	  2	  fois	  par	  jour.	  Le	  taux	  de	  réponses	  durables	  

comprenant	   les	   rémissions	   complètes	   et	   les	   réponses	   partielles	   durables	   (53	   à	   89	  

semaines)	  était	  évalué	  à	  16%.	  Les	  patients	  répondeurs	  ont	  tous	  survécu	  plus	  d’un	  an.	  
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II. Prise	  en	  charge	  médicale	  du	  mélanome	  métastatique	  
	  

Au	   stade	   de	   la	   tumeur	   primitive,	   le	   traitement	   de	   référence	   est	   l’exérèse	  

chirurgicale.	   C’est	   le	   seul	   traitement	   potentiellement	   curatif	   du	   mélanome.	   Une	   fois	  

l’éxérèse	   initiale	   réalisée,	   une	   reprise	   chirurgicale	   emportant	  des	  marges	  de	   sécurité	  

doit	  être	  effectuée.	  Son	  intérêt	  est	  d’éliminer	  les	  micrométastases	  locales.	  Les	  marges	  

chirurgicales	  sont	  définies	  selon	  l’épaisseur	  du	  mélanome	  (indice	  de	  Breslow).	  Lorsque	  

la	   récidive	   se	   développe	   de	   façon	   locorégionale,	   la	   chirurgie	   est	   efficace	   lorsque	   le	  

nombre	  de	  lésions	  est	  limité.	  Si	  les	  lésions	  sont	  plus	  diffuses	  et	  qu’elles	  se	  localisent	  à	  

un	   membre,	   d’autres	   techniques	   telles	   que	   la	   chimiothérapie	   locale,	   la	  

thermochimiothérapie	  ou	  la	  perfusion	  de	  membre	  isolé	  sont	  des	  alternatives	  souvent	  

palliatives	  à	  la	  chirurgie.	  	  

Au	  stade	  d’envahissement	  ganglionnaire,	  le	  curage	  chirurgical	  reste	  le	  traitement	  

de	  référence.	  Le	  curage	  doit	  s’étendre	  au	  minimum	  à	  l’aire	  de	  drainage	  atteinte	  mais	  il	  

n’y	   a	   pas	   de	   concensus	   quant	   à	   la	   nécessité	   d’élargir	   aux	   aires	   ganglionnaires	  

adjacentes.	   La	   radiothérapie	   ne	   peut	   être	   proposée	   qu’à	   titre	   palliatif	   lorsque	   les	  

lésions	  ganglionnaires	  ne	  sont	  pas	  accessibles	  à	  la	  chirurgie.	  

Lorsque	   la	   maladie	   s’étend	   avec	   des	   métastases	   viscérales,	   la	   chirurgie	   peut	  

encore	   être	   proposée	   sur	   lésion	   unique.	   La	   radiothérapie	   peut	   traitée	   de	   manière	  

palliative	   des	  métastases	   osseuses,	   des	   compressions	  médullaires	   ou	   des	  métastases	  

cérébrales	  multiples.	  La	  radiothérapie	  stéréotaxique	  (Gamma-‐knife)	  est	  une	  technique	  

qui	   permet	   de	   traiter	   de	   façon	   localisée	   après	   repérage	   stéréotaxique	   une	   lésion	  

cérébrale	   unique.	   Le	   taux	   de	   contrôle	   est	   proche	   de	   celui	   des	   séries	   d’exérèse	  

chirurgicale	  mais	  ce	  traitement	  est	  mieux	  toléré	  avec	  un	  faible	  taux	  de	  complications.	  

Le	  maximum	  de	  lésions	  traitées	  de	  manière	  palliative	  par	  cette	  technique	  n’excède	  pas	  

3	  ou	  4	  lésions	  de	  moins	  de	  3	  cm	  de	  diamètre	  (Gaudy-‐Marqueste	  et	  al.,	  2006).	  

Le	   traitement	   du	   mélanome	   métastatique	   est	   longtemps	   resté	   cantonné	   à	  

quelques	  chimiothérapies	  cytotoxiques	  à	  efficacité	   limitée.	  La	  médiane	  de	  survie	  d’un	  

patient	   métastatique	   était	   alors	   de	   moins	   de	   1	   an	   et	   moins	   de	   10%	   des	   patients	  

n’étaient	  en	  vie	  à	  5	  ans.	  Avant	  2011,	  2	  molécules	  étaient	  prescrites	  :	  la	  dacarbazine	  et	  

l’interleukine	   2.	   Les	   essais	   multicentriques	   les	   plus	   récents	   ont	   démontré	   pour	   la	  
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dacarbazine	  un	  taux	  de	  rémission	  (réduction	  de	  la	  masse	  tumorale	  supérieure	  à	  50%)	  

de	  l’ordre	  de	  5-‐12%	  (Patel	  et	  al.,	  2011	  ;	  Bedikian	  et	  al.,	  2011).	  	  La	  médiane	  de	  survie	  et	  

la	  durée	  de	  survie	  sans	  récidive	  restaient	  le	  plus	  souvent	  inchangées	  (Middleton	  et	  al.,	  

2000).	   Les	   nouvelles	   thérapeutiques	   ciblées	   et	   l’immunothérapie	   ont	  montré	   depuis	  

peu	  une	   efficacité	   certaine	  permettant	  d’allonger	   la	  durée	  de	   survie	   (Chapman	  et	   al.,	  

2011	  ;	  Hodi	  et	  al.,	  2010).	  Il	  s’agit	  d’un	  apport	  majeur	  très	  récent	  permettant	  également	  

une	  amélioration	  de	  la	  qualité	  de	  survie	  et	  de	  la	  durée	  de	  survie	  sans	  récidive.	  

	  

A. Les	  chimiothérapies	  cytotoxiques	  

	  

De	  nombreuses	  molécules	  de	  chimiothérapie	  systémique	  ont	  été	  comparées	  au	  

standard	  :	   la	   dacarbazine	   (Déticène®	   ou	   DTIC).	   La	   dacarbazine	   est	   un	   analogue	   des	  

bases	  puriques	  qui	  se	  comporte	  comme	  un	  agent	  alkylant	  après	  activation	  hépatique.	  

Historiquement,	   une	   réponse	   clinique	   après	   traitement	   au	   DTIC	   était	   observée	   pour	  

15%	  à	  23	  %	  des	  patients	  avec	  un	  taux	  de	  réponse	  complète	  de	  seulement	  5%.	  En	  outre	  

la	  durée	  de	  réponse	  est	  courte,	  de	  l’ordre	  de	  4	  à	  6	  mois.	  Aucun	  essai	  clinique	  randomisé	  

n’a	  comparé	  la	  survie	  des	  patients	  traités	  par	  DTIC	  versus	  placebo	  ou	  «	  best	  supportive	  

care	  »	   (Eigentler	   et	   al.,	   2003).	   Toutefois	   à	   la	  marge,	   quelques	   patients	  métastatiques	  

avec	  un	  bon	  performans	   status	   et	   un	   taux	  de	  LDH	  normal	   (stades	  M1a	   et	  M1b	  de	   la	  

classification	   AJCC)	   ont	   un	   contrôle	   prolongé	   de	   la	   maladie	   et	   parfois	   même	   une	  

guérison.	  C’est	  le	  cas	  de	  8	  patients	  australiens	  sur	  une	  cohorte	  de	  1100	  patients	  suivis	  

pendant	   15	   ans	   (Coates,	   Segelov,	   1994).	   Les	   derniers	   essais	   de	   phase	   III	   contrôlés	  

retrouvent	   des	   taux	   de	   réponse	   n’excédant	   pas	   les	   12%	   (Middleton	   et	   al.,	   2000	  ;	  

Bedikian	  et	  al.,	  2006).	  Les	  schémas	  d’administration	  varient	  selon	  les	  équipes	  mais	   le	  

standard	   utilisé	   dans	   les	   essais	   randomisés	   comparant	   les	   nouveaux	   traitements	   au	  

Déticène®	   sont	   une	   dose	   unique	   de	   850-‐1000	   mg/m2	   par	   cycle.	   Les	   métastases	  

répondant	   le	  mieux	   à	   la	   dacarbazine	   sont	   les	  métastases	   cutanées,	   ganglionnaires	   et	  

pulmonaires.	  

En	  monochimiothérapie,	   l’alternative	  est	   le	   témozolomide	   (Temodal®)	   Il	   s’agit	  

également	   d’un	   agent	   alkylant	   qui	   offre	   l’avantage	   de	   franchir	   la	   barrière	   hémato-‐

encéphalique.	  De	  plus	  il	  est	  administrable	  per	  os	  (Patel	  et	  al.,	  2011).	  Cette	  molécule	  ne	  
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dispose	  toutefois	  pas	  de	  l’AMM	  en	  France	  dans	  le	  mélanome	  métastatique	  même	  si	  des	  

essais	  de	  phase	  I/II	  ont	  établi	  une	  efficacité	  équivalente	  à	  la	  dacarbazine	  (Bleehen	  et	  al.,	  

1995).	  	  

La	   fotémustine	   (Muphoran®)	   peut,	   pour	   certains	   auteurs,	   être	   proposée	   en	  

première	  ligne	  de	  traitement	  de	  métastases	  cérébrales	  (Jacquillat	  et	  al.,	  1990)	  car	  elle	  

franchit	  elle	  aussi	  la	  barrière	  hémato-‐encéphalique.	  Les	  taux	  de	  réponse	  obtenus	  sont	  

de	  25	  %	  environ	  (Calabresi	  et	  al.,	  1991)	  et	  de	  5%	  à	  8%	  pour	   les	  réponses	  complètes	  

d’après	  5	  essais	  de	  phase	  II	  sur	  351	  patients	  publiés(Jacquillat	  et	  al.,	  1990	  ;	  Calabresi	  et	  

al.,	  1991	  ;	  Kleeberg	  et	  al.,	  1995).	  

Les	  autres	  molécules	  testées	  ont	  montré	  de	  moins	  bons	  taux	  de	  réponse	  et	  une	  

plus	   grande	   toxicité	  :	   cisplatine,	   carboplatine,	   nitroso-‐urées	   (BCNU,	   CCNU)	   ou	  

alkaloïdes	  de	  la	  pervenche	  (vindésine	  et	  vinblastine).	  Les	  nitoso-‐urées	  BCNU	  et	  CCNU	  

passent	   la	   barrière	   hémato-‐encéphalique	   mais,	   aux	   doses	   conventionelles,	   aucune	  

action	   contre	   les	  métastases	   cérébrales	  de	  mélanome	  n’a	   été	   observée	   (Boaziz	   et	   al.,	  

1991).	   Par	   ailleurs	   BCNU	   et	   CCNU	   sont	   connus	   pour	   donner	   des	   myélosupressions	  

prolongées.	  

De	  nombreuses	  associations	  de	  molécules	  cytotoxiques	  ont	  été	  proposées	  pour	  

améliorer	  les	  taux	  de	  réponse.	  Du	  fait	  de	  la	  faible	  efficacité	  des	  différents	  traitements	  

les	   essais	   se	   sont	  multipliés	   sans	   grand	   rationel	   biologique	   sous-‐jacent.	   Initialement	  

des	   combinaisons	   de	   2	   agents	   ont	   été	   testées	   dans	   lesquelles	   la	   Dacarbazine	   était	  

associée	   à	   un	   nitroso-‐urée,	   un	   alcaloïde,	   ou	   un	   sel	   de	   platine.	   Aucun	   essai	   n’a	   pu	  

montrer	  une	  quelconque	  supériorité	  de	  ces	  associations	  par	  rapport	  à	  la	  Dacarbazine	  

seule.	  	  

De	  nouvelles	   combinaisons	   associant	  3	  ou	  4	   agents	   cytotoxiques	  ont	   alors	   été	  

proposées	  en	  essais	  de	  phase	  II.	  Une	  de	  ces	  combinaisons	  est	   le	  CVD	  pour	  Cisplatine,	  

Vinblastine	   et	   Dacarbazine	   développée	   par	   Legha	   et	   al.	   pour	   qui	   le	   taux	   de	   réponse	  

avoisinait	  40%	  avec	  4%	  de	  réponses	  complètes	  sur	  une	  cohorte	  de	  50	  patients	  (Legha	  

et	  al.,	  1989).	  Toutefois	  un	  essai	  randomisé	  incluant	  150	  patients	  a	  donné	  19%	  de	  taux	  

de	  réponse	  contre	  14%	  dans	  le	  bras	  Dacarbazine	  seule	  sans	  différence	  sur	  la	  durée	  de	  

la	  réponse	  ni	  sur	  la	  survie	  (Buzaid	  et	  al.,	  1993).	  L’association	  de	  4	  molécules	  Cisplatine,	  

Dacarbazine,	  Carmustine	  et	  Tamoxifène	   (CBDT),	  appelée	  association	  Darmouth,	  a	  été	  



	   33	  

évaluée	  dans	  un	  essai	  de	  phase	  III	  conduit	  par	   le	  National	  Cancer	   Institute	  of	  Canada	  

(Rusthoven	  et	  al.,	  1996).	  Cet	  essai	  n’a	  pas	  montré	  de	  différence	  significative	  entre	  les	  2	  

bras	   avec	  ou	   sans	  Tamoxifène.	  Aucune	  différence	  n’a	  pu	  être	  montrée	  dans	  un	  autre	  

essai	  de	  phase	  III	  comparant	  le	  CBDT	  à	  la	  Dacarbazine	  seule	  (Chapman	  et	  al.,	  1999).	  

L’adjonction	   de	   Tamoxifène	   a	   été	   évaluée	   par	   l’association	   de	   Dartmouth.	  

D’autres	  hormonothérapies	  ont	  été	  testées,	  notamment	  avec	  l’Interféron	  alpha	  (IFN-‐α).	  

Un	  essai	  de	  Phase	  III	  comprenant	  4	  bras	  pour	  comparer	  les	  associations	  de	  Tamoxifène	  

ou	   d’IFN-‐α	   à	   la	   Dacarbazine	   a	   été	   mené	   par	   l’Eastern	   Cooperative	   Oncology	   Group	  

(ECOG)	   (Falkson	   et	   al.,	   1998).	   Aucun	   avantage	   en	   terme	   de	   taux	   de	   réponse	   ou	   de	  

survie	  n’a	  pu	  être	  attribué	  à	  ces	  nouvelles	  combinaisons.	  

Plus	  récemment,	  des	  essais	  ont	  évalué	  des	  biochimiothérapies	  qui	  associent	  des	  

chimiothérapies	  cytotoxiques	  à	  des	  cytokines	  interféron-‐alpha	  (IFN-‐α)	  ou	  interleukine-‐

2	  (IL-‐2).	  Les	  taux	  de	  réponse	  sont	  un	  peu	  améliorés	  aux	  alentours	  de	  40%	  à	  60%	  avec	  

un	   taux	   de	   réponses	   complètes	   d’environ	   10%.	   Les	   2	   méta-‐analyses	   sur	   le	   sujet	  

concluent	  à	  une	  augmentation	  du	  taux	  de	  réponse	  sans	  amélioration	  du	  taux	  de	  survie	  

avec	  de	  plus	  grandes	  toxicités	  (Keilholz	  et	  al.,	  1998	  ;	  Allen	  et	  al.,	  1998).	  	  

Les	   associations	   d’agents	   cytotoxiques	   entre	   eux	   ou	   avec	   des	   cytokines	  

(interféron-‐α	  ou	  interleukine-‐2)	  augmentent	  parfois	  le	  taux	  de	  réponse	  thérapeutique	  

mais	   malheureusement	   la	   durée	   de	   survie	   globale	   n’est	   jamais	   modifiée	  

significativement.	   De	   plus	   la	   tolérance	   est	  moins	   bonne	   pour	   ces	   associations.	   Cette	  

triste	   réalité	   souligne	   le	   besoin	   urgent	   d’alternatives	   thérapeutiques	   pour	   cette	  

pathologie	  cancéreuse	  si	  résistante.	  
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B. Les	  immunothérapies	  

	  

La	   plupart	   des	   découvertes	   sur	   l’immunologie	   des	   cancers	   humains	   ont	   été	  

initiées	   à	   partir	   du	   modèle	   mélanome,	   une	   des	   tumeurs	   les	   plus	   immunologiques	  

(Alexandrescu	  et	  al.,	  2010).	  De	  multiples	  approches	  novatrices	  cherchent	  à	  recruter	  le	  

système	  immunitaire	  du	  patient	  pour	  lutter	  contre	  la	  maladie	  métastatique.	  

	  

a. Les	  cytokines	  

	  

Certaines	   cytokines	   comme	   l’interféron-‐α	   (IFN-‐α)	   et	   l’interleukine-‐2	   (IL-‐2),	  

seules	  ou	  en	  association	  ont	  fait	  l’objet	  de	  nombreux	  travaux	  et	  essais	  thérapeutiques	  

depuis	  les	  années	  1980	  à	  l’intiative	  de	  Rosenberg.	  	  

Interleukine-2	  (IL-2)	  
	  

Les	   effets	   biologiques	   de	   l’IL-‐2	   sont	   complexes.	   Les	   propriétés	   anti-‐tumorales	  

relèvent	  de	   l’induction	  par	   l’IL-‐2	  de	   l’activité	   lytique	  des	  Lymphocytes	  T	  cytotoxiques	  

(CTL)	   et	   des	   Natural	   Killers	   (NK).	   Le	   schéma	   thérapeutique	   standard	   comprend	   2	  

cylces	   par	   semaine,	   chaque	   cycle	   se	   composant	   de	   8	   à	   14	   administrations	   de	   hautes	  

doses	  d’IL-‐2	  (600,000	  à	  720,000	  UI/kg	  i.v.)	  répétées	  toutes	  les	  8	  heures	  (Sparano	  et	  al.,	  

1993).	   Ce	   schéma	  peut	   être	   répété	   toutes	   les	  6	   à	  12	   semaines.	   La	  durée	  médiane	  de	  

réponse	  est	  d’environ	  9	  mois	  et	  44%	  des	  répondeurs	  sont	  en	  vie	  à	  6	  ans	  (Atkins	  et	  al.,	  

2000).	  Une	  étude	  de	  l’équipe	  de	  Rosenberg	  incluant	  374	  patients	  métastatiques	  traités	  

par	   IL-‐2	   à	   haute	   dose	   suggère	   que	   les	   patients	   ayant	   uniquement	   des	   métastases	  

cutanées	  ont	  un	  meilleur	  taux	  de	  réponse	  (Phan	  et	  al.,	  2001).	  De	  plus	  le	  développement	  

d’un	   vitiligo	   ou	   d’une	   dyfonction	   thyroïdienne	   est	   corrélé	   à	   une	   réponse	   positive	   au	  

traitement.	  
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Interféron-α	  (IFN-α)	  
	  

L’interféron-‐α-‐2b	  en	  haute	  dose	  (IFNα2b	  –HDI)	  selon	  le	  protocole	  de	  Kirkwood	  

est	   le	   seul	   traitement	   adjuvant	   (après	   exérèse	   chirurgicale	   du	   mélanome	   primitif)	  

reconnu	   en	   Europe	   actuellement	   (Ascierto	   et	   al.,	   2013).	   Une	   revue	   cochrane	   fait	   le	  

point	  en	  2013	  sur	  l’efficacité	  de	  l’interféron-‐α	  en	  traitement	  adjuvant	  des	  mélanomes	  

stades	   II	   et	   III.	   Cette	   méta-‐analyse	   a	   recensé	   18	   essais	   cliniques	   randomisés	  

comprenant	  au	   total	  10	  499	  patients.	   	  Le	   traitement	  adjuvant	  par	   IFN-‐α	  augmente	   la	  

durée	  de	  survie	  sans	  récidive	  pour	  les	  mélanomes	  non	  métastatiques	  de	  stades	  II	  et	  III	  

(Mocellin	   et	   al.,	   2013).	   Dans	   cette	   indication	   adjuvante,	   la	   tolérance	   est	   bonne,	   une	  

minorité	   d’effets	   indésirables	   de	   grades	   3	   et	   4	   ont	   été	   recensés	  ;	   parmi	   les	   plus	  

fréquents,	  la	  fièvre	  (jusqu’à	  8%)	  et	  la	  fatigue	  (jusqu’à	  23%).	  

En	  situation	  métastatique	  les	  taux	  de	  réponse	  ne	  dépassent	  pas	  15%	  et	  un	  tiers	  

seulement	  des	  patients	  répondeurs	  ont	  une	  réponse	  prolongée	  (Agarwala,	  2003).	  Les	  

toxicités	  dose-‐dépendantes	  sont	  assez	  fréquentes	  et	  sérieuses	  pour	  brider	  l’utilisation	  

de	  l’IFN-‐	  α	  comme	  celle	  de	  l’IL-‐2.	  

Le	   mécanisme	   d’action	   de	   l’IFN-‐α	   semble	   être	   principalement	  

immunomodulateur,	   tout	   en	   ayant	   une	   part	   d’activité	   antiproliférative.	   La	   liaison	   de	  

l’IFN-‐α	   à	   des	   récepteurs	   membranaires	   induit	   l’activation	   de	   nombreuses	   voies	   de	  

signalisation,	  principalement	  la	  voie	  JAK-‐STAT.	  L’étude	  du	  profil	  d’expression	  génique	  

des	   patients	   atteints	   de	   mélanomes	   métastiques	   montre	   un	   défaut	   d’activation	   des	  

lymphocytes	  T	  et	  B	  par	  l’IFN	  (Critchley-‐Thorne	  et	  al.,	  2007).	  L’apport	  d’IFN-‐α	  peut	  en	  

partie	   pallier	   à	   ce	   dysfonctionnement.	   Par	   ailleurs	   le	   taux	   de	   lymphocytes	   T-‐

Régulateurs	  qui	  freinent	  l’activation	  du	  système	  immunitaire	  est	  significativement	  plus	  

élevé	  chez	  les	  patients	  porteurs	  d’un	  mélanome	  métastatique.	  Une	  étude	  pilote	  suggère	  

que	  l’IFN-‐α	  pourrait	  abaisser	  le	  taux	  de	  ces	  lymphocytes	  T-‐Regulateurs	  (Ascierto	  et	  al.,	  

2010).	  Il	  est	  également	  rapporté	  une	  modulation	  de	  nombreuses	  cytokines	  par	  l’IFN-‐α	  .	  

On	  peut	  noter	  d’une	  part	  une	  augmentation	  de	  la	  protéine	  anti-‐angiogénique	  IP-‐10,	  la	  

protéine	   MIP,	   les	   interleukines	   IL-‐12p40	   et	   IL-‐2R,	   les	   récepteurs	   au	   TNF	   (Tumor	  

Necrosis	   Factor)	   TNF-‐RI	   et	   TNF-‐RII.	   On	   relève	   d’autre	   part	   une	   baisse	   des	   taux	   des	  

facteurs	   de	   croissance	   (FGF,	   EGF,	   IGF,TGF-‐β)	   et	   des	   facteurs	   angiogéniques	   (VEGF)	  

(Yurkovetsky	  et	  al.,	  2007).	  
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Associations	  IFN-α	  et	  IL-2	  
	  

L’association	   de	   l’IFN-‐α	  et	   de	   l’IL-‐2	   est	   basée	   sur	   le	   principe	   que	   l’IFN-‐α	  

augmente	  le	  taux	  d’antigènes	  HLA	  et	  d’antigènes	  associés	  à	   la	  tumeur,	  ce	  qui	  favorise	  

l’action	  lytique	  des	  lymphocytes	  T	  soutenue	  par	  l’IL-‐2	  (Cangemi	  et	  al.,	  2003).	  Toutefois	  

les	   essais	   cliniques	   randomisés	   n’ont	   pas	   pu	   mettre	   en	   évidence	   une	   différence	  

significative	   pour	   cette	   association	   comparativement	   à	   l’IL-‐2	   haute	   dose	   seule	  

(Marincola	  et	  al.,	  1995).	  

	  

b. Les	  vaccins	  

	  

Il	   y	   a	   plus	   d’un	   siècle	   qu’est	   né	   l’espoir	   que	   le	   système	   immunitaire	   puisse	  

éliminer	  des	  cellules	  cancéreuses	  à	  l’instar	  des	  maladies	  virales	  et	  bactériennes.	  Dans	  

les	   années	   1950,	   les	   premiers	  modèles	  murins	   de	   xénogreffes	   de	   tumeurs	   humaines	  

ont	  été	  mis	  au	  point.	  Leur	  observation	  a	  permis	  de	  montrer	  que	  les	  greffes	  tumorales	  

pouvaient	  être	  rejetées	  chez	  des	  souris	  et	  que	  ces	  rejets	  étaient	  médiés	  par	  le	  système	  

immunitaire,	   dans	   la	   plupart	   des	   cas	   par	   des	   lymphocytes	   T.	   Beaucoup	   de	   cellules	  

tumorales	   humaines	   portent	   à	   leur	   surface	   des	   antigènes	   qui	   peuvent	   être	   reconnus	  

par	   des	   lymphocytes	   T,	   en	   particulier	   des	   lymphocytes	   T	   cytolytiques	   (CTL),	   qui	  

expriment	  les	  molécules	  CD8.	  Ces	  antigènes	  sont	  constitués	  d’un	  peptide	  d’une	  dizaine	  

d’acides	  aminés	  issu	  de	  la	  dégradation	  intracellulaire	  d’une	  protéine	  cytoplasmique.	  Ce	  

peptide	   est	   présenté	   à	   la	   surface	   de	   la	   cellule	   par	   les	  molécules	   d’histocompatibilité	  

(HLA)	  de	  classe	  I.	  Ce	  complexe	  HLA-‐peptide	  peut	  être	  reconnu	  par	  les	  récepteurs	  d’un	  

CTL	  spécifique	  de	  cet	  antigène.	  Le	  CTL	  activé	  suite	  à	  cette	  reconnaissance	  lyse	  la	  cellule	  

qui	  porte	  l’antigène.	  

Dans	   un	   but	   thérapeutique	   il	   est	   donc	   indispensable	   d’identifier	   les	   antigènes	  

pouvant	  servir	  de	  cible	  à	  une	  attaque	  par	  les	  CTL.	  Le	  but	  de	  la	  vaccination	  antitumorale	  

est	  de	  faire	  réagir	  le	  système	  immunitaire	  du	  patient,	  et	  plus	  particulièrement	  ses	  CTL,	  

contre	  les	  antigènes	  tumoraux	  exprimés	  par	  sa	  propre	  tumeur,	  en	  espérant	  que	  les	  CTL	  

activés	  par	  le	  vaccin	  détruisent	  les	  cellules	  tumorales	  sans	  altérer	  les	  tissus	  normaux.	  Il	  

s’agit	  de	  vaccins	  thérapeutiques,	  c’est-‐à-‐dire	  administrés	  après	  le	  début	  de	  la	  maladie.	  
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	  De	   nombreuses	   pistes	   de	   recherche	   ont	   été	   explorées	   dans	   les	   30	   dernières	  

années	  sans	  réel	  résultat	  (Yannelli,	  Wroblewski,	  2004	  ;	  Rosenberg	  et	  al.,	  2004)	  ;	  il	  s’agit	  

de	  vaccins	  basés	  sur	  des	  cellules	  tumorales	  entières	  (Mitchell	  et	  al.,	  2007),	  des	  peptides	  

tumoraux	   comme	   gp100	   (Steven	   A	   Rosenberg,	   1998	  ;	   Slingluff	   et	   al.,	   2013),	   des	  

protéines	   (MAGE	   par	   exemple)	   des	   cellules	   tumorales	   génétiquement	   modifiées	  

(Soiffer	   et	   al.,	   1998),	   des	   cellules	   dendritiques	   (Engell-‐Noerregaard	   et	   al.,	   2008),	   le	  

complexe	  protéique	  Heat-‐Shock	  (HSP)	  (Testori	  et	  al.,	  2008).	  	  

Les	  gènes	  MAGE	  ne	  sont	  exprimés	  dans	  les	  tissus	  normaux	  sauf	  dans	  les	  cellules	  

de	   la	   lignée	  germinale	  mâle	  qui	  ne	  portent	  pas	  de	  molécules	  HLA	  et	  ne	  peuvent	  donc	  

pas	   présenter	   d’antigènes	   aux	   Lymphocytes	   T	   Cytotoxiques	   (CTL).	   Le	   caractère	  

spécifique	  des	  antigènes	  tumoraux	  codés	  par	  les	  gènes	  MAGE	  prévient	  donc	  tout	  effet	  

secondaire	  néfaste	  sur	   les	  cellules	  normales.	  Par	  ailleurs	   le	   fait	  qu’ils	   soient	  présents	  

sur	   de	   nombreuses	   tumeurs	   permet	   d’appliquer	   le	   même	   vaccin	   à	   de	   nombreux	  

patients,	   ce	   qui	   permet	   d’envisager	   un	   développement	   industriel.	   A	   partir	   d’un	  

fragment	  tumoral	  prélevé	  chez	  le	  patient,	  une	  analyse	  par	  RT-‐PCR	  vérifie	  l’expression	  

du	  gène	  MAGE	  qui	  code	  pour	  l’antigène.	  Le	  patient	  reçoit	  des	  vaccinations	  répétées	  par	  

voie	  intradermique	  ou	  sous-‐cutanée	  car	  la	  peau	  est	  particulièrement	  riche	  en	  cellules	  

dendritiques,	   qui	   jouent	   un	   rôle	   important	   dans	   le	   déclenchement	   d’une	   réponse	  

immunitaire.	  

Une	   autre	   approche	   consiste	   à	   administrer	   un	   vaccin	   à	   base	   de	   cellules	  

dendritiques	   autologues.	   Des	   cellules	  monocytaires	   sont	   prélevées	   par	   leucaphérèse	  

chez	  le	  patient	  puis	  cultivées	  avec	  des	  cytokines	  comme	  l’IL4	  et	  le	  GM-‐CSF	  qui	  les	  font	  

se	   différencier	   en	   cellules	   dendritiques.	   Elles	   sont	   ensuite	   incubées	   avec	   un	   ou	  

plusieurs	   peptides	   antigéniques.	   Les	   peptides	   se	   placent	   sur	   des	   molécules	   HLA	  

présentes	   sur	   les	   cellules	  dendritiques	  et	   reconstituent	   ainsi	   les	   antigènes	   tumoraux.	  

Elles	  sont	  ensuite	  réinjectées	  au	  patient	  pour	  l’immuniser.	  	  

Toutes	   études	   confondues,	   les	   vaccins	   quels	   qu’ils	   soient,	   induisent	   des	  

régressions	   tumorales	   chez	   5	   à	   20	   %	   des	   malades	   vaccinés.	   Ces	   résultats	   restent	  

insuffisants	   pour	   valider	   les	   vaccins	   thérapeutiques	   comme	   traitement	   reconnu	   du	  

mélanome	  métastatique.	   Les	   régressions	   tumorales,	   parfois	   complètes,	   doivent	   nous	  

rappeler	  que	  cette	  approche	  ne	  doit	  pas	  être	  abandonnée	  (Baurain	  et	  al.,	  2008).	  
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Figure	  3	   :	   Principe	   de	   la	   vaccination	   antitumorale	   thérapeutique.	   La	   première	   étape	  
consiste	   à	   déterminer	   si	   les	   cellules	   cancéreuses	   du	   patient	   expriment	   l’antigène	  
tumoral	   par	   un	   typage	   HLA	   et	   l’analyse	   d’un	   prélèvement	   tumoral	   par	   RT-‐PCR.	   Les	  
patients	   reçoivent	   alors	   des	   injections	   répétées	   d’un	   vaccin	   contenant	   l’antigène	  
(Baurain	  et	  al.,	  2008)	  

	  

Malheureusement	  le	  mélanome	  comme	  d’autres	  tumeurs	  échappent	  au	  système	  

immunitaire.	   Les	   mécanismes	   de	   résistance	   sont	   multiples,	   ce	   qui	   explique	  

probablement	   que	   les	   résultats	   in	   vivo	   dans	   des	   essais	   cliniques	   ne	   sont	   pas	   à	   la	  

hauteur	  des	  succès	  dans	  les	  modèles	  pré-‐cliniques.	  La	  tumeur	  est	  capable	  de	  produire	  

des	  facteurs	  immunosuppresseurs	  comme	  le	  Fas	  ligand,	  TGF-‐β,	  IL-‐6,	  IL-‐10,	  PGE2,	  VEGF.	  

A	  l’inverse	  la	  tumeur	  peut	  induire	  la	  suppression	  de	  molécules	  co-‐stimulatrices	  comme	  

le	  CD40,	  CD80	  et	  CD86.	  L’échappement	  tumoral	  peut	  également	  se	  faire	  par	  sécrétion	  

de	  microvésicules	  appelées	  exosomes	  contenant	  des	  antigènes	  tumoraux	  de	  la	  classe	  I	  

HLA	  ou	  de	  nombreuses	  molécules	  inhibitrices	  comme	  HLA-‐G,	  FasL	  ou	  des	  inhibiteurs	  

de	  la	  maturation	  des	  cellules	  dendritiques.	  	  
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c. Les	  anticorps	  monoclonaux	  

	  

D’autres	  voies	  de	   traitement	  visent	  à	   stimuler	  de	   façon	  aspécifique	   le	   système	  

immunitaire.	   Certaines	   molécules	   exprimées	   par	   les	   lymphocytes	   permettent	   leur	  

down-‐regulation	   pour	   éviter	   tout	   emballement	   du	   système.	   Parmi	   ces	   molécules	   on	  

trouve	   le	   Cytotoxic	   T	   Lymphocyte-‐Associated	   Antigen	   4	   (CTLA-‐4)	   et	   le	   récepteur	  

Programmed	  Death-‐1	  (PD-‐1).	  Si	  ces	  freins	  naturels	  des	  lymphocytes	  sont	  bloqués	  par	  

des	  anti-‐corps	  spécifiques,	  le	  système	  immunitaire	  est	  alors	  stimulé.	  

L’ipilimumab	  est	  le	  premier	  anti-‐corps	  anti-‐CTLA-‐4	  ayant	  montré	  un	  bénéfice	  en	  

terme	  de	  durée	  de	  survie	  dans	  plusieurs	  essais	  randomisés	  (Hodi	  et	  al.,	  2010	  ;	  Robert	  

et	  al.,	  2011	  ;	  Attia	  et	  al.,	  2005).	  L’ipilimumab	  est	  administré	  par	  voie	  intra-‐veineuse	  en	  

4	   cures	   séparées	   par	   3	   semaines	   d’intervalle.	   L’action	   de	   l’ipilimumab	   porte	   sur	  

l’ensemble	  de	   la	  population	   lymphocytaire,	  à	   l’intérieur	  du	  ganglion.	  La	   toxicité	  auto-‐

immune	  est	  parfois	   sévère	  ;	   sont	   rapportés	  des	   rash	   cutanés	   et	  prurit	   (47-‐68%),	  des	  

diarhées	   et	   entérocolites	   (31-‐46%),	   des	   hépatites	   (3-‐9%),	   des	   hypophysites	   (4-‐6%)	  

(Weber	  et	  al.,	  2012).	  Le	  taux	  de	  réponse	  n’est	  que	  d’environ	  15%,	  mais	  des	  durées	  de	  

rémissions	  remarquables	  ont	  été	  rapportées	  chez	  des	  patients	  en	  stade	  IV	  ayant	  déjà	  

reçu	  d’autres	  traitements.	  L’autorisation	  de	  mise	  sur	  le	  marché	  en	  Europe	  est	  donnée	  

pour	  les	  patients	  ayant	  reçu	  une	  première	  ligne	  de	  chimiothérapie	  classique.	  Aux	  Etats-‐

Unis	  l’ipilimumab	  est	  autorisé	  en	  première	  ligne.	  
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Figure	  4	  :	  Mécanisme	  d’action	  de	  l’ipilimumab.	  APC	  :	  cellule	  présentatrice	  de	  
l’antigène	  ;	  TCR	  :	  Recepteur	  du	  lymphocyte	  T	  	  

	  

PD-‐1	  est	  une	  autre	  molécule	  inhibitrice	  exprimée	  à	  la	  surface	  des	  lymphocytes	  

T.	  Si	  la	  cellule	  tumorale	  exprime	  à	  sa	  surface	  un	  récepteur	  de	  PD-‐1	  appelé	  PD-‐L1,	  elle	  

neutralise	   l’effet	   de	   PD-‐1	   et	   s’en	   prémunit.	   Un	   anticorps	   anti-‐PD1	   (MDX-‐1106/ONO-‐

4538)	  est	  actuellement	  testé	  en	  phase	  I	   (Dallas	  B	  Flies,	  2011).	  L’action	  de	  PD-‐1	  et	  de	  

son	   anticorps	   siège	   au	   niveau	   de	   la	   cellule	   tumorale.	   Les	   tumeurs	   exprimant	   PD-‐L1	  

seront	  plus	  sensibles	  à	  cet	  anticorps	  :	  PD-‐L1	  est	  donc	  un	  marqueur	  prédictif	  de	  réponse	  

à	  ce	  traitement.	  

Des	  modèles	  murins	  ont	  permis	  de	  démontrer	  l’efficacité	  in	  vivo	  d’un	  anticorps	  

agoniste	  de	  CD40	  (CP-‐870,893)	  sur	  différentes	  cellules	  tumorales	  (Gladue	  et	  al.,	  2006).	  

L’activation	   de	   CD40	   contient	   les	  mécanismes	   immunosuppresseurs	   de	   la	   tumeur	   et	  

augmente	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T.	   Un	   essai	   de	   phase	   I	   montre	   une	   bonne	  

tolérance	   et	   une	   réponse	   objective	   chez	   27%	   des	   29	   patients	   inclus	   dans	   cet	   essai	  

(Vonderheide	  et	  al.,	  2007).	  	  

Les	   agonistes	   des	   Toll-‐Like	   récepteurs	   (TLR)	   sont	   en	   cours	   d’évaluation	   pour	  

leur	  capacité	  d’activation	  des	  cellules	  dendritiques	  et	  de	   la	  réponse	  immunitaire	  Th1.	  

En	  effet	  les	  cellules	  dendritiques	  mais	  aussi	  les	  monocytes	  et	  d’autres	  types	  cellulaires	  

du	   système	   immunitaire	  héréditaire	   sont	  porteurs	  de	  protéines	   transmembranaires	  :	  
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les	  Toll-‐Like	  récepteurs	  (TLR).	  L’activation	  des	  TLR	  augmente	  la	  réponse	  immunitaire	  

de	   différentes	   manières.	   Certaines	   cytokines	   sont	   activées.	   La	   phagocytose	   est	  

stimulée.	   En	   outre	   on	   note	   une	   augmentation	   de	   l’expression	   de	   molécules	   co-‐

stimulatrices	   comme	   CD80	   ou	   CD86	   sur	   les	   cellules	   dendritiques,	   améliorant	   ainsi	  

l’activation	  des	  lymphocytes	  T.	  	  

Ainsi	  il	  est	  apparu	  intéressant	  de	  développer	  des	  activateurs	  pharmacologiques	  

des	  TLR.	  Parmi	  eux,	   l’imiquimod	  est	  un	  agoniste	  synthétique	  de	  TLR7.	  Sous	  forme	  de	  

crème	   pour	   application	   locale,	   l’imiquimod	   a	   montré	   quelques	   effets	   positifs	   de	  

régressions	  partielles	  ou	  parfois	  totales	  sur	  des	  naevi	  dysplasiques	  (Dusza	  et	  al.,	  2006),	  

des	  mélanomes	   in	   situ,	  des	   carcinomes	  basocellulaires	  et	  des	  nodules	  de	  perméation	  

cutané	  de	  mélanomes	  (Zeitouni	  et	  al.,	  2005).	  Il	  pourrait	  avoir	  une	  place	  dans	  l’arsenal	  

thérapeutique	   comme	   adjuvant	   à	   des	   stratégies	   de	   vaccinothérapies	   (Schön	   et	   al.,	  

2004).	  

	  

C. Les	  thérapies	  ciblées	  
	  

Des	  avancées	  significatives	  ont	  été	  faites	  durant	  ces	  10	  dernières	  années	  dans	  la	  

connaissance	   et	   la	   compréhension	   des	  modifications	   génétiques	   des	  mélanomes.	   Les	  

mélanomes	  regroupent	  en	  fait	  de	  nombreux	  types	  tumoraux	  très	  hétérogènes	  quant	  à	  

leur	  profil	  de	  mutations	  oncogéniques.	  Certaines	  de	  ces	  mutations	  activatrices	  comme	  

la	  sérine/thréonine	  kinase	  BRAF	  ou	  le	  récepteur	  de	  tyrosine	  kinase	  KIT	  sont	  devenues	  

des	  cibles	  thérapeutiques	  efficaces	  pour	  certains	  sous-‐groupes	  de	  mélanomes	  (Smalley,	  

McArthur,	  2012).	  

En	   2002,	   Davies	   et	   al	   (Davies	   et	   al.,	   2002)	   montrent	   qu’environ	   50%	   des	  

mélanomes	   portent	   la	   mutation	   activatrice	   BRAF.	   Trois	   Sérine/Thréonine	   Kinases	  

(ARAF,	   BRAF	   et	   CRAF)	   forment	   la	   famille	   des	   protéines	   raf.	   Plus	   de	   50	   mutations	  

distinctes	  ont	  été	  identifiées	  sur	  BRAF	  à	  ce	  jour.	  Parmi	  elles,	  la	  mutation	  BRAF	  V600E	  

est	   la	   plus	   répandue	   (80%	   de	   toutes	   les	   mutations	   connues).	   Elle	   résulte	   de	   la	  

substitution	   d’une	   valine	   par	   un	   acide	   glutamique	   (Wan	   et	   al.,	   2004).	   L’activité	  

oncogénique	  principale	  de	   la	  mutation	  BRAF	  passe	  par	   l’activation	  de	   la	   cascade	  des	  
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MAPKinases	   (Mitogen	   Activated	   Protein	   Kinase).	   La	   voie	   des	   MAPK	   régule	   l’entrée	  

dans	  le	  cycle	  cellulaire	  en	  contrôlant	  l’expression	  de	  la	  cycline	  D1	  et	  la	  suppression	  de	  

p27KIP1	  (Bhatt	  et	  al.,	  2005).	  	  

	  

	  

	  

	  

Figure	  5	   :	   les	   inhibiteurs	   de	   c-‐KIT,	   BRAF	   et	   MEK	   sur	   la	   cascade	   des	  
Mitogen	  Activated	  Protein	  Kinases.	  Les	  inhibiteurs	  de	  BRAF	  actuellement	  
développés	   sont	   le	   Vémurafénib	   (PLX4032)	   et	   le	   Dabrafénib	  
(GSK2118436)	  ((Bosserhoff,	  2011))	  

	  

Des	   études	   in	   vitro	   ont	   pu	   montrer	   que	   la	   mutation	   BRAF	   V600E	   est	   un	  

oncogène	  dans	  les	  mélanocytes	  murins	  et	  que	  l’inactivation	  de	  ce	  gène	  muté	  par	  siRNA	  

réprime	   la	   transformation	   maligne	   du	   mélanocyte	  :	   cette	   mutation	   oncogénique	  

devient	  alors	  une	  cible	  thérapeutique	  (Wellbrock	  et	  al.,	  2004	  ;	  Hingorani	  et	  al.,	  2003	  ;	  
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Karasarides	  et	  al.,	  2004).	  Toutefois	  la	  seule	  mutation	  BRAF	  V600E	  n’est	  pas	  suffisante	  

pour	  transformer	  le	  phénotype	  d’un	  mélanocyte	  murin.	  Il	  semble	  que	  la	  co-‐activation	  

de	  la	  voie	  PI3K/AKT	  soit	  également	  nécessaire.	  Cette	  dernière	  peut	  être	  activée	  par	  la	  

suppression	  de	   l’expression	  de	  PTEN	  comme	  le	  montre	  Dankort	  et	  al.	   (Dankort	  et	  al.,	  

2009).	  PTEN	  est	  un	  gène	  suppresseur	  de	  tumeurs	  qui	  inhibe	  la	  	  voie	  PI3K	  -‐	  AKT.	  	  

Il	  est	  maintenant	  établi	  que	  le	  statut	  mutationel	  tumoral	  peut	  correspondre	  aux	  

différents	  sous-‐types	  cliniques	  de	  mélanomes	  ainsi	  qu’aux	   facteurs	  de	  risque	  connus.	  

Ainsi	   la	   mutation	   BRAF	   apparaît	   plus	   fréquemment	   dans	   la	   population	   exposée	   au	  

soleil	  de	  manière	  intermittente,	  plutôt	  jeune	  (<55	  ans)	  avec	  une	  dose	  d’exposition	  UV	  

cumulée	   peu	   importante,	   présentant	   un	  mélanome	   du	   tronc	   	   de	   forme	   clinique	   SSM	  

(Viros	   et	   al.,	   2008	  ;	   Long	   et	   al.,	   2011).	   Le	   statut	   mutationel	   BRAF	   est	   également	   un	  

facteur	  pronostic	  prédictif	  péjoratif	  au	  stade	  métastatique	  (8,5	  mois	  si	  BRAF	  wild-‐type	  

vs.	  5,7	  mois	  pour	  un	  mélanome	  muté	  BRAF)	  (Long	  et	  al.,	  2011).	  

De	  petites	  molécules	  inhibitrices	  de	  BRAF	  ont	  été	  développées	  :	  le	  Dabrafenib	  et	  

le	   Vémurafenib	   pour	   les	   premières	   mises	   sur	   le	   marché	   (Chapman	   et	   al.,	   2011	  ;	  

Menzies	   et	   al.,	   2012).	   In	   vitro	   ces	   thérapies	   ciblées	   provoquent	   l’arrêt	   du	   cycle	  

cellulaire	  et	  induisent	  l’apoptose.	  Le	  Vémurafenib	  diminue	  la	  prolifération	  tumorale	  en	  

réduisant	  ERK	  phosphorylé	  et	   la	  cycline	  D1	  (Tsai	  et	  al.,	  2008).	  Un	  essai	  de	  phase	  3	  a	  

comparé	   le	   Vémurafenib	   à	   la	   chimiothérapie	   standard	  Dacarbazine	   (Déticène®)	   chez	  

675	   patients	   (Chapman	   et	   al.,	   2011).	   La	   survie	   globale	   et	   la	   survie	   sans	   récidive	  

augmentent	   significativement	   pour	   les	   patients	   traités	   par	   Vémurafenib.	   Cet	   essai	   a	  

conduit	  à	   l’autorisation	  de	   la	  Food	  and	  Drug	  Administration	  en	  Août	  2011	  aux	  Etats-‐

Unis.	  Le	  Vémurafénib	  (Zelboraf®)	  a	  obtenu	  un	  avis	  favorable	  de	  la	  commission	  d’AMM	  

de	   l’agence	   européenne	   du	   médicament	   en	   décembre	   2011	   pour	   le	   traitement	   des	  

adultes	  atteints	  de	  mélanome	  métastatique	  avec	  mutation	  du	  codon	  600	  du	  gène	  BRAF.	  

Un	   des	   effets	   indésirables	   important	   est	   le	   développement	   de	   carcinomes	  

épidermoïdes	  (le	  plus	  souvent	  des	  kératoacanthomes)	  chez	  plus	  de	  26%	  des	  patients	  

traités	   (Belum	  et	  al.,	  2013).	  Le	  mécanisme	  physiopathologique	  sous-‐jacent	  serait	  une	  

transactivation	  paradoxale	  de	  CRAF	  dans	  les	  kératinocytes	  (Su	  et	  al.,	  2012).	  

Malheureusement	  des	  résistances	  apparaissent	  relativement	  rapidement	  (5	  à	  7	  

mois).	   Les	   mécanismes	   de	   résistance	   sont	   complexes	   et	   multifactoriels	   (Smalley,	  
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Sondak,	   2010).	   On	   peut	   schématiquement	   décrire	   des	   mécanismes	   dépendant	   de	   la	  

voie	  MAPK	  et	  d’autres	  indépendant	  de	  cette	  voie.	  

Parmi	   les	   mécanismes	   réactivant	   la	   voie	   des	   MAPK,	   ont	   été	   observées	   des	  

modifications	  de	  BRAF	  comme	  une	  amplification	  du	  mutant	  BRAF	  ou	  une	  modification	  

de	   la	   protéine	   BRAF	   plus	   facilement	   dimérisable	   avec	   une	   meilleure	   activité	   kinase	  

(Poulikakos	   et	   al.,	   2011).	   Aucune	  mutation	   secondaire	   de	   BRAF	   n’a	   pu	   être	  mise	   en	  

évidence	  à	  ce	   jour	  alors	  que	  c’est	  un	  mécanisme	  de	  résistance	  classiquement	  observé	  

dans	   d’autres	   cancers	   traités	   par	   des	   thérapies	   ciblées.	   Par	   contre,	   on	   a	   détecté	   des	  

mutations	  secondaires	  de	  NRAS	  (en	  amont)	  et	  de	  MEK	  (en	  aval)	  dans	   les	  tumeurs	  de	  

patients	  échappant	  au	  traitement	  (Wagle	  et	  al.,	  2011).	  Par	  ailleurs	  la	  surexpression	  de	  

la	   protéine	   COT	   (Cancer	   Osaka	   Thyroïde)	   qui	   active	   ERK	   par	   l’activation	   de	   MEK	   a	  

également	  été	  rapportée	  (Johannessen	  et	  al.,	  2010).	  

Dans	   certains	   cas	   de	   résistance,	   la	   voie	   MAPK	   semble	   toujours	   inactivée.	   Le	  

mécanisme	   d’échappement	   passe	   alors	   par	   d’autres	   voies	   comme	   la	   voie	   PI3-‐AKT-‐

mTOR.	  La	  surexpression	  de	  PDGFR-‐β	  et	  celle	  de	  IGF1R	  sont	  des	  signaux	  activateurs	  de	  

cette	   voie.	   PI3K,	   AKT	   ou	  mTOR	   sont	   alors	   autant	   de	   nouvelles	   cibles	   thérapeutiques	  

pouvant	  s’associer	  aux	   inhibiteurs	  de	  BRAF	  (Shi	  et	  al.,	  2011	  ;	  Villanueva	  et	  al.,	  2010).	  	  

Shi	   et	   al.	   obtiennent	   une	   inhibition	   de	   croissance	   synergique	   sur	   des	   lignées	   de	  

mélanome	   en	   les	   traitant	   concomittamment	   avec	   un	   inhibiteur	   anti-‐BRAF	  

(Vémurafénib)	   et	   un	   inhibiteur	   de	   la	   voie	   PI3K	   -‐	   AKT-‐	  mTOR	   (AZD8055)	   (Shi	   et	   al.,	  

2011).	  
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III. Une	  propostion	  thérapeutique	  novatrice	  étudiée	  dans	  
le	  laboratoire	  :	  l’approche	  métabolique	  	  

	  

L’une	  des	  principales	  caractéristiques	  métaboliques	  des	  cellules	  cancéreuses	  est	  

l’avidité	  au	  glucose.	  Les	   travaux	  d’Oto	  Warburg	   (Warburg,	  1956)	  montrent	  que	   cette	  

surconsommation	   passe	   par	   un	   switch	   métabolique	   sur	   la	   voie	   de	   la	   glycolyse	   au	  

détriment	   de	   la	   voie	   oxydative	  mitochondriale.	   La	   voie	   glycolytique,	   bien	   que	  moins	  

efficace	  en	  terme	  de	  production	  énergétique	  que	  la	  voie	  oxydative,	  permet	  à	  la	  cellule	  

de	  faire	  face	  à	  tous	  ses	  besoins	  vitaux	  primaires	  :	  production	  minimum	  énergétique	  et	  

production	  des	  précurseurs	  métaboliques	  indispensables	  aux	  synthèses	  des	  protéines	  

et	  des	  acides	  nucléiques.	  Ceci	  confère	  à	  la	  cellule	  cancéreuse	  un	  avantage	  sélectif	  dans	  

son	  processus	  prolifératif.	  

	  

	  

	  

Figure	   6	  :	   Utilisation	   du	   glucose	   pour	   tous	   les	   besoins	   de	   la	   cellule	   en	  
précurseurs	  métaboliques	  (Malthièry,	  Savagner,	  2006)	  
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Figure	  7	  :	  Augmentation	  de	  la	  glycolyse	  dans	  la	  cellule	  tumorale	  (Malthièry,	  Savagner,	  2006)	  

	  

Ce	   sont	   différentes	   modulations	   enzymatiques	   qui	   permettent	   à	   la	   cellule	  

cancéreuse	  de	  privilégier	  la	  voie	  de	  la	  glycolyse.	  La	  captation	  intracellulaire	  du	  glucose	  

est	  assurée	  par	  des	  transporteurs	  de	  type	  Glut-‐1.	  L’augmentation	  du	  flux	  de	  glucose	  est	  

le	  fruit	  d’une	  augmentation	  de	  leur	  activité	  mais	  aussi	  de	  leur	  expression	  à	   la	  surface	  

de	   la	   cellule.	   La	  phosphorylation	  du	  glucose	  en	  G6-‐P	  est	   assurée	  par	  une	  hexokinase	  

liée	  aux	  membranes	  externes	  de	   la	  mitochondrie	  :	   l’hexokinase	  2	   (HK2).	  Cette	  kinase	  

n’est	   pas	   sensible	   au	   rétro-‐contrôle	   négatif	   contrairement	   à	   l’hexokinase	   1.	  

L’amplification	  de	  la	  HK2	  permet	  l’augmentation	  sans	  frein	  de	  la	  glycolyse.	  La	  HK2	  a	  un	  

mécanisme	  d’action	  plus	  complexe	  car	  elle	  agit	  non	  seulement	  comme	  catalyseur	  de	  la	  

glycolyse	  mais	   également	   comme	  bloqueur	  de	   la	   fonction	  mitochondriale.	   En	   effet	   la	  

HK2	   se	   lie	   au	   système	   VDAC	   (Voltage-‐Dependent	   Anion	   Chanel)	   ce	   qui	   inhibe	  
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BAX/BAK,	   empêchant	   alors	   l’ouverture	   des	   pores	   à	   cytochrome	   c	   dépendant	   de	  

BAX/BAK	  et	  réalisant	  un	  signal	  d’apoptose.	  

	  

	  

	  

Figure	   8	  :	   Double	   rôle	   de	   l’Hexokinase	   2	   (HK2).	   D’une	   part	   la	   HK2	  
phosphoryle	   le	  glucose	  lorsqu’il	  entre	  dans	  la	  cellule,	  ce	  qui	  permet	  son	  
métabolisme.	   D’autre	   part	   la	   HK2	   bloque	   le	   canal	   VDAC	   (voltage-‐
dependant	   anion	   channel)	   situé	   sur	   la	   membrane	   externe	   de	   la	  
mitochondrie.	  Ceci	  bloque	  l’ouverture	  des	  pores	  de	  la	  mitochondrie	  sous	  
dépendance	   de	   BAX,	   empêchant	   le	   relargage	   du	   cytochrome	   c	   et	  
l’apoptose	  (Hersey	  et	  al.,	  2009)	  

	  

Par	  ailleurs	  l’activité	  de	  la	  pyruvate	  kinase	  est	  généralement	  augmentée	  dans	  la	  

cellule	   cancéreuse,	   probablement	   fortement	   régulée	   par	   les	   produits	   d’oncogènes	  

impliqués	  dans	  le	  cycle	  cellulaire.	  	  

De	  même	  l’activité	  Lactate	  Déshydrogénase	  (LDH)	  est	  très	  augmentée.	  Plusieurs	  

études	  démontrent	  que	  l’activité	  LDH	  sérique	  est	  le	  meilleur	  marqueur	  de	  l’agressivité	  

tumorale	   du	  mélanome	   (Deichmann	   et	   al.,	   1999).	   Le	   taux	   de	   LDH	  permet	   également	  

d’identifier	  des	  mélanomes	  résistants	  à	  certains	  traitements	  (Bedikian	  et	  al.,	  2006).	  La	  

LDH	  est	  codée	  par	  2	  gènes	  :	  le	  gène	  LDH-‐A	  (M-‐muscle)	  et	  le	  gène	  LDH-‐B	  (H-‐Heart).	  Ces	  
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2	   gènes	   codent	   pour	   2	   chaînes	   polypeptidiques	  :	   les	   sous-‐unités	   M	   et	   H.	   Selon	   les	  

différentes	   combinaisons	   de	   ces	   2	   sous-‐unités,	   on	   distingue	   5	   isoformes	   de	   la	   LDH	  

(Markert,	  Ursprung,	  1962).	  La	  LDH-‐1	  est	  l’isoforme	  composée	  par	  4	  sous-‐unités	  H	  et	  la	  

LDH-‐5	  par	  4	  sous-‐unités	  M.	  La	  LDH-‐5	  est	   l’isoforme	   la	  plus	  efficace	  pour	  catalyser	   la	  

conversion	  de	  pyruvate	  en	  lactate	  .	  Le	  taux	  de	  LDH-‐5	  fait	  partie	  des	  facteurs	  pronostics	  

des	  mélanomes	  primitifs.	  	  

Ces	  régulations	  enzymatiques	  du	  métabolisme	  énergétique	  sont	  modifiées	  sous	  

l’effet	   d’oncogènes	   et	   de	   gènes	   suppresseurs	   de	   tumeurs.	  Ainsi	   la	  mutation	  du	   	   gène	  

suppresseur	  Von	  Hippel-‐Lindau	  entraîne	  une	  déplétion	  en	  protéine	  pVHL.	   Sous	   cette	  

influence,	  les	  transporteurs	  membranaires	  Glut-‐1	  et	  Glut-‐3	  sont	  augmentés,	  favorisant	  

le	   transport	   intracellulaire	   du	   glucose.	   Autre	   exemple,	   la	   protéine	   p53	   favorise	  

l’expression	  de	  l’hexokinase	  HK2	  liée	  à	  la	  membrane	  de	  la	  mitochondrie	  au	  détriment	  

de	   la	   forme	  soluble	  HK1,	   ce	  qui	   stimule	   la	  phase	   initiale	  de	   la	   glycolyse.	  Par	  ailleurs,	  

l’oncogène	  Myc	   stimule	   directement	   la	   LDH.	   Mais	   surtout	   le	   facteur	   HIF-‐1	   (Hypoxia	  

Inductible	   Factor)	   apparaît	   comme	   un	   potentialisateur	   global	   de	   ce	   switch	  

métabolique.	  Sous	  l’action	  d’oncogènes	  tels	  que	  Ras	  et	  sous	  l’effet	  de	  la	  déplétion	  de	  la	  

protéine	   pVHL,	  HIF-‐1	   est	   activé.	   Son	   activation	   correspond	   à	   une	   stabilisation	   qui	   le	  

rend	  actif	  (comme	  sous	   l’effet	  de	   l’hypoxie)	  même	  en	  normoxie.	  Ce	  facteur	  stabilisé	  a	  

un	  effet	  global	  sur	  toute	  la	  voie	  de	  la	  glycolyse	  en	  activant	  toutes	  les	  enzymes	  de	  cette	  

voie	   et	   en	   inhibant	   fortement	   la	   voie	   oxydative,	   même	   en	   présence	   d’oxygène.	   Ceci	  

conditionne	  un	  état	  de	  glycolyse	  en	  aérobie.	  	  
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Figure	   9	  :	   Rôle	   de	   l’Hypoxia	   Inducible	   Factor	   -‐	   1	   (HIF-‐1)	   dans	   l’induction	   vers	   la	   voie	  
glycolytique	  (Malthièry,	  Savagner,	  2006)	  

	  

Toutes	   ces	   connaissances	   au	   sujet	   du	   métabolisme	   particulier	   de	   la	   cellule	  

tumorale	   et	   en	   particulier	   du	   mélanome	   conduisent	   à	   proposer	   des	   cibles	  

thérapeutiques	  métaboliques.	  

Il	  est	  alors	  possible	  d’induire	   la	  mort	  cellulaire	  par	  différents	  biais	   touchant	   le	  

métabolisme	  de	  la	  cellule	  tumorale	  :	  bloquer	  l’excrétion	  d’acide	  de	  la	  cellule,	  réduire	  la	  

glycolyse	  et	  relancer	  la	  voie	  oxydative	  mithochondriale	  ou	  encore	  «	  affamer	  »	  la	  cellule	  

en	  la	  privant	  de	  ses	  sources	  d’énergie.	  

Bloquer	  l’excrétion	  des	  ions	  H+	  et	  du	  lactate	  pourrait	  induire	  la	  mort	  cellulaire.	  

Toutes	  les	  cellules	  possèdent	  des	  pompes	  à	  protons	  pour	  excréter	  les	  ions	  H+	  dont	  les	  
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plus	  importantes	  sont	  les	  V-‐ATPases	  (vacuolar-‐H+-‐ATPases)	  et	  les	  H+-‐K+-‐ATPases	  (Fais	  

et	   al.,	   2007).	   Leur	   activité	  maintient	   un	   pH	   intracellulaire	   relativement	   neutre	   et	   un	  

milieu	   extracellulaire	   acide.	   L’acidité	   du	  milieu	   extracellulaire	   permet	   l’activation	   de	  

protéases	  importantes	  dans	  le	  processus	  métastatique	  du	  mélanome.	  L’activité	  de	  la	  V-‐

ATPase	   semble	   augmentée	   dans	   les	   formes	   cancéreuses	   hautement	   métastatiques	  

(Rofstad	   et	   al.,	   2006	  ;	   Sennoune	   et	   al.,	   2004).	   Ainsi	   les	   pompes	   à	   protons	   sont	  

d’éventuelles	  cibles	  thérapeutiques	  et	  les	  agents	  pharmacologiques	  sont	  les	  inhibiteurs	  

de	   la	   pompe	   à	   proton	   (IPP)	   comme	   l’omeprazole	   parfois	   avantageusement	   renforcés	  

par	  la	  N-‐acetyl-‐cystéine	  (NAC)	  (Marino	  et	  al.,	  2010).	  

Réduire	   la	   glycolyse	   et	   relancer	   la	   respiration	   mitochondriale	   permettent	  

également	  de	  freiner	  la	  prolifération	  tumorale.	  Ainsi	  le	  blocage	  de	  la	  voie	  glycolytique	  

par	   l’inhibition	  de	   la	   conversion	  de	  pyruvate	  en	   lactate	  augmente	   la	  phosphorylation	  

oxydative	  et	  empêche	   la	   croissance	   tumorale	  de	   lignées	  cellulaires	  de	  cancer	  du	  sein	  

(Fantin	   et	   al.,	   2006	  ;	   Bonnet	   et	   al.,	   2007).	   Plus	   récemment	   dans	   le	   mélanome	  

métastatique,	  Kluza	  et	  al.	  (Kluza	  et	  al.,	  2012)	  ont	  montré	  que	  le	  blocage	  de	  la	  Pyruvate	  

Déhydrogénase	   Kinase	   3	   (PDK3)	   relance	   la	   respiration	   mitochondriale	   et	   bloque	   la	  

voie	  de	  la	  glycolyse.	  L’agent	  pharmacologique	  utilisé,	  le	  Dichloro-‐acétate	  (DCA)	  a	  pour	  

indication	   clinique	   standard	   le	   traitement	   de	   l’acidose	   lactique	   notamment	   dans	   le	  

traitement	  de	  mitochondriopathies	  congénitales.	  Le	  DCA	  bloque	   la	  PDK3	  qui	  est	  elle-‐

même	  un	  inhibiteur	  de	  l’entrée	  du	  pyruvate	  dans	  la	  voie	  oxydative	  du	  cycle	  de	  Krebs.	  

L’utilisation	   du	   DCA	   conduit	   donc	   à	   privilégier	   la	   transformation	   du	   pyruvate	   en	  

AcétylCoA	  pour	  entrer	  dans	  le	  cycle	  de	  Krebs.	  La	  voie	  de	  la	  respiration	  mitochondriale	  

est	   relancée	   avec	   notamment	   l’augmentation	   de	   production	   de	   Reactive	   Oxygen	  

Species	  (ROS).	  Les	  cellules	  tumorales	  sont	  alors	  plus	  vulnérables	  au	  stress	  oxydant.	  Un	  

agent	  pro-‐oxydant	  comme	  l’elesclomol	  peut	  avoir	  un	  rôle	  antitumoral	  notable	  sur	  ces	  

cellules	  de	  mélanome	  au	  métabolisme	  préalablement	  modifié.	  
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Figure	   10	  :	   Effet	   du	   DichloroAcétate	   (DCA).	   Le	   DCA	  freine	   l’action	   de	   l’inhibiteur	   (la	  
pyruvate	  déshydrogénase	  kinase,	  PDK)	  de	  la	  pyruvate	  déshydrogénase	  (PDH)	  qui,	  elle,	  
active	  la	  transformation	  du	  pyruvate	  en	  	  acetylCoA	  :	  la	  voie	  mitochondriale	  est	  relancée	  
aux	  dépens	  de	  la	  glycolyse	  (Hersey	  et	  al.,	  2009)	  

	  

Une	   troisième	  approche	  par	   les	   traitements	  métaboliques	  consiste	  à	  affamer	   les	  

cellules	   tumorales.	   Le	   3-‐bromopyruvate	   (3-‐Br-‐PA)	   permet	   de	   vider	   la	   cellule	   de	   son	  

ATP	   en	   l’empêchant	   d’utiliser	   le	   glucose	   qui	   lui	   arrive.	   On	   lui	   connait	   un	   effet	  

antitumoral	  sur	  l’	  hépatocarcinome	  (Ko	  et	  al.,	  2004)	  ou	  le	  cancer	  du	  sein	  (Buijs	  et	  al.,	  

2009)	  dans	  des	  modèles	  murins.	  Le	  3-‐Br-‐PA	  est	  un	  agent	  alkylant	  dont	  la	  structure	  est	  

similaire	   à	   celle	   du	   lactate.	   Il	   inhibe	   l’action	   des	   hexokinases	   et	   bloque	   la	  

transformation	  du	  glucose	  en	  G-‐6-‐P	  donc	  l’utilisation	  du	  glucose	  par	  la	  cellule.	  On	  peut	  

également	  priver	  la	  cellule	  de	  l’apport	  en	  glucose	  en	  utilisant	  le	  2-‐DG.	  Le	  2-‐DG	  est	  capté	  

par	   la	   cellule	   cancéreuse	  puis	  phosphorylé	  par	   les	  hexokinases	  mais	  non	  métabolisé.	  

C’est	  un	  compétiteur	  du	  glucose	  qui	  est	  moins	  facilement	  métabolisé	  en	  G-‐6-‐P.	  
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IV. Les	  modèle	  animaux	  en	  cancérologie	  
	  

Les	   multiples	   propositions	   thérapeutiques,	   i.e.	   chimiothérapies	   cytotoxiques,	  

cytokines,	  vaccins,	  anticorps	  monoclonaux,	  thérapies	  ciblées,	  approches	  métaboliques	  

forment	  un	   large	  choix	  pour	   lequel	   le	   clinicien	  a	  besoin	  de	  marqueurs	  prédictifs.	  Les	  

biomarqueurs	   moléculaires	   sont	   bien	   sûr	   essentiels	   mais	   ils	   manquent	   parfois	   de	  

spécificité.	  Ils	  peuvent	  être	  associés	  entre	  eux	  ou	  à	  d’autres	  examens	  comme	  l’imagerie	  

métabolique.	   Les	   modèles	   animaux	   peuvent	   compléter	   l’arsenal	   pour	   prédire	   la	  

réponse	   à	   certains	   traitements	   et	   améliorer	   les	   connaissances	   fondamentales	   de	   ces	  

approches	  thérapeutiques	  variées.	  

	  

	  

Figure	   11	   :	   Larges	   possibilités	   pour	   établir	   un	   modèle	   animal	  :	   tumeurs	   syngéniques	   vs	  
xénogreffes,	  modèles	  orthotopiques	  vs	   ectopiques	   (sous-‐cutanés	  ou	   sous	   la	   capsule	   rénale).	  
D’après	  (Kreger	  et	  al.,	  2007)	  
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A. Généralités	  au	  sujet	  des	  modèles	  murins	  

	  

Le	   développement	   tumoral	   recouvre	   un	   ensemble	   complexe	   d’évènements	  

intriqués	   les	   uns	   aux	   autres	  :	   apparition	   de	   la	   tumeur,	   prolifération	   locale,	  

envahissement	  des	  organes	  adjacents,	  cellules	  en	  transit,	  cellules	  dormantes,	  capacités	  

de	  métastases	  dans	  les	  organes	  à	  distance.	  	  

Le	  processus	  métastatique	  est	  lui-‐même	  un	  enchaînement	  d’étapes	  qui	  conduit	  

les	   cellules	   cancéreuses,	   sous	   l’influence	   de	   leur	   environnement	   et	   du	   système	  

immunitaire,	   à	   transcender	   leur	   comportement	   programmé	   pour	   essaimer	   dans	  

d’autres	   organes.	   Cela	   sous-‐tend	   non	   seulement	   des	   altérations	   génétiques	   ou	   des	  

changements	   métaboliques	   de	   la	   cellule	   cancéreuse	   elle-‐même,	   mais	   aussi	   des	  

interactions	   constantes	   avec	   le	   tissu	   environnant	  :	   le	   microenvironnement.	   Il	   est	  

maintenant	   bien	   établi	   qu’il	   s’agit	   d’un	   processus	   complexe,	   dynamique	   dont	   les	  

multiples	   niveaux	   sont	   intriqués	   formant	   une	   véritable	   cascade	   (Pantel,	   Brakenhoff,	  

2004).	   La	   reproduction	   totale	   de	   ces	   interactions	   cellulaires	   complexes	   n’est	   pas	  

encore	  possible	  dans	  les	  systèmes	  in	  vitro.	  

Les	  métastases	  ne	  se	  développent	  pas	  dans	  les	  mêmes	  organes	  selon	  la	  tumeur	  

primitive	  dont	  elles	  proviennent.	  Ainsi	  les	  mélanomes	  métastasent	  préférentiellement	  

au	  niveau	  ganglionnaire,	  pulmonaire,	  hépatique	  et	  cérébral	  (Huang	  et	  al.,	  2008	  ;	  Xie	  et	  

al.,	   2006).	   Enfin	   l’évaluation	   des	   nouvelles	   stratégies	   thérapeutiques	   et	   la	  

compréhension	  de	   leurs	  mécanismes	  de	  résistance	  reposent	  encore	  bien	  souvent	  sur	  

un	  modèle	  animal.	  

En	   cancérologie	   le	   modèle	   murin	   est	   de	   loin	   le	   plus	   utilisé.	   Le	   choix	   des	  

chercheurs	   s’est	   porté	   sur	   cette	   espèce	   animale	   pour	   de	   multiples	   raisons.	   Il	   s’agit	  

d’une	  espèce	  dite	  nuisible	  pour	   laquelle	   l’expérimentation	  animale	  est	  socialement	  et	  

éthiquement	  acceptée.	  L’élevage	  est	  simple	  et	  ne	  demande	  pas	  beaucoup	  de	  place	  ;	   le	  

coût	   est	   donc	   adapté.	   Enfin	   le	   rapide	   renouvellement	   des	   générations	   peut	   donner	  

accès	   à	   une	   grande	   diversité	   génétique	   par	   croisements	   et	   sélections.	   Un	   siècle	   de	  

développement	   permet	   aujourd’hui	   de	   disposer	   d’un	   très	   large	   choix	   de	   souches	  

génétiquement	   différentes.	   Des	   règles	   éthiques	   communément	   acceptées	   encadrent	  

l’expérimentation	  animale	  depuis	  1959	  (Russell	  et	  al.,	  1959).	  
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On	  peut	  distinguer	  d’emblée	   les	  modèles	  permettant	  d’obtenir	  des	   tumeurs	   in	  

situ	  et	  ceux	  dont	  la	  tumeur	  est	  transplantée.	  

	  

B. Les	  tumeurs	  in	  situ	  
	  

a. 	  Les	  tumeurs	  induites	  
	  

Les	  tumeurs	  in	  situ	  sont	  également	  appelées	  autochtones.	  Des	  tumeurs	  murines	  

se	   développent	   dans	   l’organe	   cible	   sous	   la	   pression	   de	   facteurs	   étiologiques	   variés	  

semblables	   à	   ceux	   rencontrés	  dans	   l’espèce	  humaine.	   Les	  pionniers	  ont	  mis	   au	  point	  

des	   tumeurs	   leucémiques	  puis	   des	   tumeurs	   solides.	   Les	   investigateurs	  principaux	  de	  

cette	   première	   étape	   étaient	   Fidler	   (Fidler,	   1973	  ;	   1975),	   Morris	   (Morris,	   Slaughter,	  

1977	  ;	  Morris,	  1965),	  Skipper	  (Skipper,	  Schmidt,	  1962),	  Schabel	  (Schabel	  et	  al.,	  1980),	  

Griswold	  (Griswold,	  Corbett,	  1975)	  et	  Corbett	  (Corbett	  et	  al.,	  1975).	  Les	  tumeurs	  sont	  

induites	  par	  différents	  agents,	  le	  plus	  communément	  par	  des	  carcinogènes	  chimiques,	  

des	   irradiations,	  des	  virus	  ou	  des	  bactéries.	  Ces	  modèles	  ont	  été	   les	  premiers	  à	  avoir	  

été	  développés	  dans	  les	  années	  1960-‐1970.	  Les	  études	  de	  ce	  type	  sont	  souvent	  limitées	  

par	  le	  faible	  taux	  d’incidence	  tumorale	  ainsi	  qu’une	  grande	  variabilité	  dans	  le	  délai	  et	  la	  

vitesse	  de	  croissance	  tumorale.	  En	  outre	  l’induction	  de	  tumeurs	  dans	  un	  modèle	  in	  situ	  

requiert	  souvent	  la	  manipulation	  et	  l’administration	  de	  carcinogènes	  humains	  connus	  

(Gillick	  et	  al.,	  2008	  ;	  Stewart,	  Hare,	  1949).	  On	  peut	  citer	  le	  dimethyl-‐hydrazine	  pour	  le	  

cancer	   gastrique	   (Watanabe	   et	   al.,	   1999)	   ou	   le	   diethylnitrosamine	   pour	  

l’hépatocarcinome	   (Ha	  et	   al.,	   2001).	  Certaines	   tumeurs	   sont	  obtenues	  après	  un	  geste	  

chirurgical	   comme	   le	  modèle	  de	  cancer	  de	   l’œsophage	  après	  anastomose	  oesophago-‐

gastroduodénale	  chez	  le	  rat	  (X	  Chen	  et	  al.,	  1999).	  

Les	  modèles	  de	  tumeurs	  induites	  de	  mélanome	  sont	  obtenus	  soit	  par	  application	  

d’un	   carcinogène	   chimique,	   soit	   par	   exposition	   de	   l’animal	   à	   une	   radiation	   d’Ultra-‐

Violets.	   Les	   carcinogènes	   utilisés	   le	   plus	   couramment	   sont	   le	   7,12-‐

diméthylbenz(a)anthracène	   (DMBA),	   le	   triméthylanthracène	  et	   les	  dérivés	  nitrosurés	  

(Fairchild,	   Carson,	   2011).	   Il	   s’en	   suit	   une	   hyperpigmentation	   temporaire	   puis	   le	  

développement	   d’une	   tumeur	   dermique	   qui	   a	   rarement	   un	   potentiel	  métastatique.	   Il	  
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est	  possible	  d’ajouter	  l’application	  de	  promoteurs	  de	  tumeurs	  comme	  l’huile	  de	  croton	  

ou	  le	  TPA	  (12-‐O-‐tétradécanoylphorbol-‐13-‐acétate)	  (Fairchild,	  Carson,	  2011).	  

	  

	  

b. 	  Les	  GEMM	  
	  

Les	   modèles	   de	   tumeurs	   induites	   miment	   les	   facteurs	   exogènes,	  

environnementaux	  à	   l’origine	  de	  l’apparition	  et	  du	  développement	  tumoral.	  Toutefois	  

on	   connaît	   l’importance	   du	   terrain	   génétique	   et	   biologique	   de	   l’hôte	   dans	   la	  

carcinogénèse	  (Lifsted	  et	  al.,	  1998	  ;	  Winter,	  Hunter,	  2008).	  La	  sophistication	  génétique,	  

par	   ses	   avancées	   majeures,	   a	   permis	   la	   mise	   au	   point	   de	   nouveaux	   modèles	  

génétiquement	   modifiés	   appelés	   GEMM	   (Genetically	   Engineered	   Mouse	   Model).	  

L’induction	   de	   l’expression	   d’oncogènes	   ou	   l’inactivation	   de	   gènes	   suppresseurs	   de	  

tumeur	   in	   vivo	   sont	   maintenant	   précisément	   contrôlés	   (Sharpless,	   Depinho,	   2006).	  

Beaucoup	   de	   potentialités	   de	   ce	   type	   de	   modèles	   sont	   encore	   à	   explorer.	   Les	   plus	  

récents	   exprimant	   plusieurs	   anomalies	   génétiques	   ont	   permis	   d’augmenter	   la	  

tumorigénicité	   et	   le	   pouvoir	   métastatique.	   Les	   modèles	   transgéniques	   les	   plus	  

répandus	   sont	   les	   cancers	   mammaires	   induits	   par	   l’oncogène	   viral	   polyoma	   virus	  

middle	  T	  (Guy	  et	  al.,	  1992)	  ou	  par	  l’oncogène	  humain	  ou	  murin	  Her2/neu	  (Chan	  et	  al.,	  

1999).	   Les	   embryons	   unicellulaires	   de	   souris	   sont	   transfectés	   par	   un	   ADN	   construit	  

préalablement.	  Ils	  sont	  ensuite	  transférés	  in	  utero	  chez	  une	  souris	  pseudogestante.	  Les	  

souriceaux	   transgéniques	   seront	   testés	   génétiquement	   dès	   la	   naissance.	   Très	   utilisés	  

également	  sont	  les	  adénomes	  et	  les	  cancers	  du	  colon	  induits	  par	  l’inactivation	  du	  gène	  

suppresseur	  APC	  (Adenomatous	  Polyposis	  Coli)	  (Taketo,	  2006).	  

Dans	  le	  mélanome,	  beaucoup	  de	  Genetically	  Engineered	  Mouse	  Models	  (GEMM)	  

ont	   été	   développés	   pour	   préciser	   le	   rôle	   des	   nombreux	   gènes	   intervenant	   dans	   la	  

mélanomagénèse	  et	  dans	  le	  processus	  métastatique.	  Historiquement	  c’est	  en	  1993	  que	  

l’équipe	   de	   Mintz	   à	   Philadelphie	   parvient	   pour	   la	   première	   fois	   à	   transformer	   des	  

mélanocytes	  en	  cellules	  de	  mélanome	  chez	  la	  souris	  sous	  l’influence	  d’une	  modification	  

génétique	  :	   l’antigène	   SV40	   est	   placé	   sous	   la	   dépendance	   d’un	   promoteur	   tyrosinase	  

qui	  s’exprime	  dans	  les	  cellules	  pigmentées.	  Les	  souris	  porteuses	  de	  ce	  transgène	  à	  des	  

taux	   importants	   développent	   rapidement	   des	   mélanomes	   uvéaux	   (Mintz,	   Silvers,	  
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1993).	   En	   1997,	   Chin	   et	   al.	   génèrent	   une	   souris	   transgénique	   exprimant	   l’oncogène	  

activé	  HrasG12V	   sous	   la	  dépendance	  d’un	  promoteur	   tyrosinase	   (Chin	  et	  al.,	   1997).	  Ce	  

modèle	  porte	  également	  une	  délétion	   sur	   les	   gènes	   suppresseur	  de	   tumeur	   INK4a	  et	  

ARF.	  Cette	   souris	  développe	  spontanément	  et	   rapidement	  des	  mélanomes	  cutanés	  ce	  

qui	  indique	  que	  l’activation	  de	  Ras	  et	  la	  perte	  concomittante	  de	  INK4a	  et	  ARF	  induisent	  

la	  mélanomagénèse.	  Ce	  GEMM	  apporte	  la	  première	  preuve	  in	  vivo	  du	  rôle	  de	  INK4a	  et	  

ARF	  dans	  le	  processus	  de	  mélanomagénèse.	  	  

Parmi	   les	   gènes	  d’intérêt	   également	   étudiés,	   on	   retrouve	  CDKN2A	   (Serrano	  et	  

al.,	  1996),	  c-‐MET,	  c-‐KIT,	  MITF,	   les	  oncogènes	  de	  la	  famille	  RAS,	   le	  gène	  supresseur	  de	  

tumeur	  PTEN.	  	  

Un	  modèle	  intéressant	  la	  mutation	  BRAF	  a	  été	  mis	  au	  point	  par	  Dankort	  et	  al.	  et	  

publié	   en	   2009	   (Dankort	   et	   al.,	   2009).	   La	   technique	   utilisée	   consiste	   à	   activer	  

spécifiquement	   des	   oncogènes	   des	   mélanocytes	   par	   l’induction	   au	   tamoxifène.	   	   Les	  

souris	   portant	   la	   mutation	   BRAF	   ont	   développé	   de	   nombreux	   naevi	   qui	   ont	   pour	  

certains	   évolué	   en	  mélanomes	   après	   une	   période	   de	   latence	   de	   15	   à	   20	  mois.	   Si	   on	  

rajoute	   à	   ce	  modèle	   une	  mutation	   du	   gène	   suppresseur	   de	   tumeur	   PTEN,	   les	   souris	  

développent	  toutes	  un	  mélanome	  très	  rapidement	  et	   l’on	  observe	  alors	   fréquemment	  

des	   métastases	   ganglionnaires	   et	   pulmonaires.	   Ce	   modèle	   souligne	   le	   caractère	  

prédisposant	  de	  la	  mutation	  BRAF.	  

D’autre	   part	   l’introduction	   de	   gènes	   de	   fluorescence	   ou	   de	   bioluminescence	  

spécifiquement	  exprimés	  par	  les	  mélanocytes	  permet	  d’identifier	  par	  imagerie	  in	  vivo	  

les	  premiers	  stades	  de	  la	  mélanomagénèse.	  C’est	  le	  cas	  dans	  le	  modèle	  d’irradiation	  UV	  

néonatale	  de	  Noonan	  et	  al.	  (Noonan	  et	  al.,	  2001).	  

Par	  ailleurs	  Combest	  et	  al.	  soulignent	  l’importance	  des	  GEMM	  pour	  l’étude	  de	  la	  

pharmacocinétique	   (Combest	   et	   al.,	   2012).	   Dans	   leur	   étude,	   ils	   comparent	   quatre	  

modèles	  murins	  différents	  :	  un	  modèle	  GEM,	  2	  transplants	  de	  tumeurs	  syngéniques	  et	  

une	   xénogreffe	   de	   cellules	   humaines	   issues	   de	   culture.	   La	   distribution	   de	   la	  

carboplatine	   est	   évaluée	   dans	   le	   plasma	   et	   au	   sein	   de	   la	   tumeur.	   Les	   modèles	   de	  

transplants	  syngéniques	  et	  celui	  de	  xénogreffe	  de	  cellules	  humaines	  ne	  parvenaient	  pas	  

à	  prédire	  correctement	  les	  paramètres	  pharmacocinétiques	  retrouvées	  dans	  la	  tumeur	  

humaine,	  alors	  que	  la	  distribution	  de	  la	  carboplatine	  était	  similaire	  dans	  la	  tumeur	  du	  

patient	  et	  dans	  le	  modèle	  GEM.	  	  
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C. Les	  tumeurs	  transplantées	  
	  

a. Transplantation	  de	  tumeurs	  syngéniques	  
	  

Les	   tumeurs	   peuvent	   être	   syngéniques	   à	   l’organisme	   qui	   les	   reçoit.	   Les	  

phénomènes	  de	  rejet	  d’un	  hôte	  étranger	  n’interfèrent	  pas	  dans	  ce	  type	  de	  modèles.	  Ils	  

sont	  donc	  adaptés	  à	  l’étude	  des	  interactions	  entre	  tumeur	  et	  système	  immunitaire.	  

Deux	  voies	  ont	  été	  empruntées	  pour	  les	  modèles	  syngéniques	  :	   	  

• La	   tumeur	   peut	   être	   induite	   in	   situ	   et	   apparaître	   dans	   l’organe	   	   où	   elle	   se	  

développe	  habituellement	  chez	  l’Homme.	  	  

• La	   tumeur	   d’origine	   murine	   peut	   également	   être	   amplifiée	   par	   greffe	   à	   une	  

cohorte	  de	  souris.	  Des	  fragments	  de	  tumeurs	  solides	  sont	  greffés	  dans	  l’espace	  

sous-‐cutané	  pour	  amplifier	  les	  cohortes	  et	  observer	  facilement	  les	  réponses	  aux	  

traitements	  par	  mesures	  directes	  au	  pied	  à	  coulisse	  (Corbett	  et	  al.,	  1984).	  

De	  nouvelles	  approches	   thérapeutiques	  ont	  été	   testées	  par	   stratégie	  de	   screening	  

dans	  ces	  modèles	  syngéniques.	  Les	  avantages	  de	  ces	  modèles	  sont	   leur	   faible	  coût	  et	  

leur	   bonne	   reproductibilité.	   L’imagerie	   n’est	   pas	   nécessaire	   à	   la	   surveillance	   de	  

l’évolution	   tumorale.	   Toutefois	   certaines	   équipes	   les	   ont	   utilisés	   pour	   développer	   et	  

tester	  de	  nouvelles	  technologies	  d’imagerie.	  

b. Xénotransplantations	  
	  

Après	  de	  nombreuses	  années	  d’utilisation,	  les	  limites	  des	  modèles	  syngéniques	  

in	  situ	  ou	  transplantés	  ont	  pris	  de	  plus	  en	  plus	  d’importance.	  En	  effet	  le	  fond	  génétique	  

des	  cancers	  murins	  a	  semblé	  trop	  éloigné	  des	  tumeurs	  humaines	  pour	  aller	  plus	  avant	  

dans	  la	  compréhension	  et	  la	  mise	  au	  point	  de	  nouveaux	  traitements.	  Pouvoir	  travailler	  

directement	  sur	  du	  matériel	  tumoral	  humain	  est	  apparu	  indispensable.	  

La	  xénotransplantation	  est	  la	  transplantation	  de	  tissus	  d’une	  espèce	  à	  une	  autre.	  

L’arrivée	  de	  la	  xénotransplantation	  a	  été	  une	  révolution	  dans	  le	  domaine	  des	  modèles	  

animaux	  en	  cancérologie.	  

	  

La	  première	  greffe	  de	  tissu	  tumoral	  humain	  dans	  une	  souris	  athymique	  nude	  est	  

rapportée	   par	   Rygaard	   et	   al.	   en	   1969	   (Rygaard,	   Povlsen,	   1969).	   Parmi	   les	   premiers	  
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modèles,	  on	  a	  cherché	  à	  tirer	  partie	  du	  statut	  immunologique	  particulier	  de	  la	  capsule	  

rénale.	   En	   effet	   les	   tumeurs	   humaines	   placées	   sous	   la	   capsule	   rénale	   ne	   sont	   pas	  

rejetées	  (Aamdal	  et	  al.,	  1984	  ;	  Bogden,	  1985).	  Bodgen	  place	  des	  fragments	  de	  tumeurs	  

du	  sein,	  du	  colon	  et	  du	  poumon	  dans	  cet	  espace	  bien	  particulier.	  La	  taille	  du	  greffon	  est	  

d’environ	   1	   mm.	   La	   xénogreffe	   est	   placée	   sous	   la	   capsule	   rénale	   de	   souris	  

immunocompétentes	  de	  souche	  BDF1	  (C57BL/6	  X	  DBA/2).	  Le	  protocole	  est	  codifié	  :	  le	  

6-‐days	  SRCA	  (SubRenal	  Capsule	  Assay)	  (Aamdal	  et	  al.,	  1985).	  Il	  se	  déroule	  sur	  6	  jours.	  

Les	   traitements	   sont	   débutés	   le	   lendemain	   de	   la	   greffe	   et	   le	   sacrifice	   des	   animaux	  

intervient	  au	  6e	  jour.	  Les	  variations	  de	  taille	  de	  tumeurs	  sont	  déterminées	  par	  lecture	  

des	   pièces	   anatomiques	   au	   microscope	   optique.	   Par	   ailleurs	   une	   dose	  

d’immunosupresseurs	  (150	  mg/kf	  de	  cyclofosfamide,	  Endoxan®)	  est	  administrée	  24h	  

avant	  le	  début	  du	  protocole.	  

Toutefois	   les	   manipulations	   sont	   difficiles	   à	   la	   fois	   au	  moment	   de	   la	   mise	   en	  

place	   de	   la	   greffe,	   mais	   également	   pour	   le	   suivi	   de	   la	   prolifération	   tumorale	   et	   de	  

l’efficacité	   des	   traitements.	   Les	  mesures	   sont	   invasives	   et	   nécessitent	   le	   sacrifice	   de	  

nombreux	   animaux	  pour	   l’obtention	  de	   courbes	  de	   croissance	   fiables.	   L’espace	   sous-‐

rénal	  est	  très	  restreint	  et	  limite	  l’expansion	  tumorale	  et	  le	  temps	  des	  protocoles.	  

	  

	  

c. L’Hôte	  :	  un	  animal	  immunodéficient	  
	  

L’identification	  et	  la	  caractérisation	  des	  souris	  et	  rats	  immunodéprimés	  ont	  été	  

des	  découvertes	  capitales	  pour	  la	  mise	  au	  point	  de	  nouveaux	  modèles.	  Ces	  animaux	  ont	  

des	  déficits	  immunitaires	  génétiques	  qui	  minimisent	  ou	  empêchent	  le	  rejet	  de	  tumeurs	  

humaines	  greffées	  (Flanagan,	  1966	  ;	  Bosma	  et	  al.,	  1983	  ;	  Roder,	  Duwe,	  1979	  ;	  Saxena	  et	  

al.,	  1982).	  

La	  plus	  grande	  difficulté	  dans	   l’utilisation	  quotidienne	  de	  ces	  modèles	  est	   leur	  

extrême	   sensibilité	   aux	   infections	   virales,	   bactériennes	   ou	   fongiques.	   Ces	   infections	  

parfois	  asymptomatiques	  peuvent	  interférer	  dans	  la	  reproductibilité	  des	  observations	  

et	  des	  résultats	   (Kyriazis	  et	  al.,	  1979).	   Il	   s’agit	  des	   risques	  d’interférence	  bien	  établis	  

pour	   de	   nombreux	   pathogènes	   mais	   parfois	   très	   difficiles	   à	   mettre	   en	   évidence.	  

Kyriasis	   et	   al.	   ont	  mis	   en	   évidence	   le	   rôle	   délétère	   de	   l’infection	   asymptomatique	   au	  
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MHV	  (mouse	  hépatitis	  virus)	  pour	  la	  prise	  de	  greffe	  tumorale.	  Deux	  groupes	  de	  souris	  

nude	  ont	   été	   comparés,	   l’un	   ayant	  un	   statut	   SOPF	   (Specific	   and	  Oportunist	  Pathogen	  

Free)	  et	  l’autre	  porteur	  sain	  du	  virus	  MHV.	  Pour	  le	  même	  nombre	  de	  cellules	  injectées	  

(1	   million)	   soit	   en	   sous-‐cutanée,	   soit	   en	   intra-‐péritonéal,	   le	   groupe	   MHV	   positif	   ne	  

développe	  pas	  de	  tumeur	  alors	  que	  le	  groupe	  SOPF	  voit	  apparaître	  chez	  chaque	  sujet	  

de	  nombreuses	  tumeurs.	  Si	   le	  nombre	  de	  cellules	  greffées	  est	  doublé,	  quelques	  sujets	  

seulement	  développent	  une	  tumeur	  dans	  le	  groupe	  MHV	  positif.	  

Il	   est	   donc	   impératif	   de	   maintenir	   ces	   animaux	   dans	   des	   environnements	  

dépourvus	   de	   pathogènes	   (Specific	   and	   Oportunist	   Pathogen-‐free	   SOPF).	   Ces	  

conditions	   expérimentales	   complexifient	   les	   manipulations	   et	   en	   augmentent	  

significativement	  le	  coût.	  

Chaque	   souche	   de	   souris	   immunodéprimées	   a	   dans	   son	   génome	   une	   ou	  

plusieurs	   mutations	   qui	   diminuent	   ses	   capacités	   à	   rejeter	   une	   allogreffe	   ou	   une	  

xénogreffe.	  Aucun	  de	  ces	  déficits	  n’élimine	  complètement	  le	  système	  immunitaire.	  Les	  

souches	   les	   plus	   répandues	   sont	   les	  nude,	   les	   scid	   et	   les	  beige.	   Il	   existe	   bien	   sûr	   des	  

associations	  de	  ces	  déficits	  obtenues	  par	  croisement	  des	  différentes	  souches	  mutées.	  

	  

Le	   gène	   Foxn1nu	   est	   appelé	   couramment	   le	   gène	   nude	   (Flanagan,	   1966).	   Il	  

confère	  à	  l’animal	  qui	  le	  porte	  de	  manière	  homozygote	  non	  seulement	  une	  absence	  de	  

poil	  mais	  également	  l’absence	  de	  thymus.	  Athymique,	  cet	  animal	  ne	  peut	  pas	  produire	  

de	  lymphocytes	  T.	  Les	  souches	  homozygotes	  pour	  cette	  mutation	  sont	  appelées	  nude.	  

Les	  souris	  nude	  sont	  les	  premières	  souris	  immunodéprimées	  à	  avoir	  été	  utilisées.	  Elles	  

restent	  au	  premier	  plan	  des	  souches	  employées	  aujourd’hui	  et	  de	  nombreux	  types	  sont	  

disponibles	  :	  CD-‐1	  nude,	  NU/NU,	  BALB/c	  nude,	  NMRI-‐nude.	  Une	  souche	  de	  rat	  nude	  a	  

également	  été	  mise	  au	  point	  depuis	  1979	  au	  NIH	  Animal	  Genetic	  Resources.	  Chez	   les	  

sujets	  homozygotes	  le	  pelage	  est	  présent	  même	  si	  la	  quantité	  de	  poils	  est	  variable.	  

	  

	  

	  



	   60	  

	   	   	  

Figure	  12	  :	  Souris	  NMRI-‐nude	  (à	  gauche)	  –	  Rat	  nude	  (à	  droite)	  

	  

	  

	  

Le	  gène	  PrkdcSCID	  code	  pour	  la	  protéine	  DNA-‐PK	  p350.	  Cette	  protéine	  se	  fixe	  sur	  

les	  brins	  d’ADN	  cassés	  après	  la	  liaison	  du	  complexe	  protéique	  Ku	  lors	  du	  processus	  de	  

réarrangement	  VDJ.	  La	  souris	  homozygote	  pour	   le	  gène	  PrkdcSCID	  muté	  est	  déficiente	  

dans	  le	  processus	  de	  recombinaison	  utilisé	  à	  la	  fois	  pour	  la	  réparation	  de	  l’ADN	  double	  

brin	   et	   les	   réarrangements	   VDJ.	   Son	   phénotype	   se	   caractérise	   par	   une	   absence	  

d’immunité	   B	   et	   T.	   Cette	  mutation	   a	   été	   détectée	   pour	   la	   première	   fois	   en	   1980	   par	  

Bosma	   chez	   des	   souris	   BALB/c-‐lghb	   ou	   CB17.	   Les	   différentes	   souches	   homozygotes	  

pour	  cette	  mutation	  sont	  appelées	  SCID	  (Severe	  Combined	   ImmunoDeficiency).	  Cette	  

mutation,	   située	  dans	   la	   région	  centromérique	  du	  chromosome	  16,	   a	  été	   transmise	  à	  

plusieurs	   fonds	   génétiques	  :	   CB17,	   NOD	   par	   exemple.	   Il	   est	   à	   noté	   que	   la	   mutation	  

PrkdcSCID	  sur	  un	  fond	  NOD	  (Non	  Obese	  Diabetic)	  reverse	  la	  susceptibilité	  au	  diabète.	  	  

	  

La	  mutation	   du	  gène	   Lystbg	   affecte	   le	   bon	   fonctionnement	   lysosomal.	   A	   l’état	  

homozygote,	   le	   phénotype	   est	   une	   faible	   activité	   endogène	   des	   NK	   accompagnée	  

d’anomalies	  fonctionnelles	  des	  granulocytes.	  C’est	  un	  homologue	  du	  syndrome	  humain	  

de	  Chediak-‐Higashi	  (OMIM	  :214500).	  Les	  souris	  portant	  2	  allèles	  mutés	  de	  ce	  gène	  sont	  

appelées	  beige.	  

	  

Les	  mutations	  des	  gènes	  RAG1	  et	  RAG2	   sont	  responsables	  d’une	   impossibilité	  

d’initiation	  des	  réarrangements	  VDJ.	  Chez	  l’Homme	  ces	  mutations	  sont	  observées	  dans	  

un	  déficit	  immunitaire	  primaire	  appelé	  syndrome	  de	  Omenn	  (OMIM	  :603554).	  	  
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Les	   souris	   porteuses	   de	   la	   mutation	   liée	   à	   l’X	   du	   gène	   Bruton	  

agammaglobulinemia	  Tyrosine	  Kinase	   (Btk)	   sont	   le	  modèle	  de	   l’immunodéficience	  

liée	  à	  l’X.	  Le	  nombre	  de	  lymphocytes	  B	  est	  diminué,	  leur	  maturation	  est	  anormale.	  

	  

Le	   gène	   B2m	   (beta-‐2	   microglobuline)	   est	   indispensable	   à	   l’expression	   des	  

protéines	   du	   complexe	   majeur	   d’histocompatibilité	   classe	   I	   et	   à	   la	   maturation	   des	  

lymphocytes	  T	  CD8+	  ainsi	  qu’au	  développement	  des	  Natural	  Killer	  (NK).	  

	  

Le	  gène	  Il2rg	  permet	   la	   liaison	  en	  haute	  affinité	  de	  nombreuses	   interleukines.	  

Son	  déficit	  bloque	   le	  développement	  des	  Natural	  Killer	   (NK).	  Enfin	   il	   jouerait	  un	  rôle	  

clé	  dans	  la	  susceptibilité	  au	  lymphome	  thymique.	  Ainsi	  la	  souris	  NOD-‐SCID	  porteuse	  de	  

cette	   mutation	   Il2rg	   ne	   développe	   pas	   de	   lymphome	   thymique	   qui	   est	   une	  

caractéristique	  de	  la	  souris	  NOD-‐SCID	  habituellement.	  

	  

	  

Souche Gène L T L B NK Macrophage Ig sériques Consanguinité 

Nu/Nu Foxn1nu 0 + + + 
IgG : bas 

IgM : normal 
IgA : bas 

Non consanguin 

BALB/c Nude 
Foxn1nu 

 
0 + + + 

IgG : bas 
IgM : normal 

IgA : bas 

Consanguin 

 

CB17 SCID 
PrkdcSCID 

 
0 0 + + 

IgG : bas 
IgM : bas 
IgA : bas 

Consanguin 

NOD SCID PrkdcSCID/ Nod 0 0 déficient déficient 
IgG : bas 
IgM : bas 
IgA : bas 

Consanguin 

SCID Beige PrkdcSCID/Lystbg 0 0 déficient déficient 
IgG : bas 
IgM : bas 
IgA : bas 

Consanguin 

NIH III Nude 
Foxn1nu/ 

Lystbg/BtkXID 0 0 déficient déficient 
IgG : bas 
IgM : bas 
IgA : bas 

Non consanguin 

	  

Tableau	  7	   :	   Caractéristiques	   des	   souches	   de	   souris	   immunodéprimées	   les	   plus	   fréquentes.	   Le	   déficit	  
immunitaire	  est	  primitif,	   il	  est	   lié	  à	   la	  mutation	  d’un	  gène	   identifié.	  Selon	   les	  différentes	  mutations,	   les	  
phénotypes	  présentent	  des	  degrés	  d’immunosuppression	  variables	  
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d. Hétérotopique	  vs	  Orthotopique	  
	  

Les	   tumeurs	   transplantées,	   qu’elles	   soient	   syngéniques	   ou	   bien	   xénogéniques	  

humaines,	  ont	  tout	  d’abord	  été	  greffées	  en	  sous-‐cutané.	  Ce	  site	  anatomique	  est	  bien	  sûr	  

la	  plupart	  du	  temps	  très	  différent	  de	  l’organe	  dans	  lequel	  se	  développe	  normalement	  la	  

tumeur	  greffée.	  Le	  modèle	  est	  hétérotopique.	  Il	  possède	  plusieurs	  avantages	  (Kreger	  et	  

al.,	  2007).	  Tout	  d’abord	  la	  mise	  en	  place	  chirurgicale	  des	  greffons	  dans	  une	  poche	  sous-‐

cutanée	   est	   aisée.	   Ce	   transfère	   nécessite	   toutefois	   une	   anesthésie	   de	   l’animal	   et	   des	  

précautions	  importantes	  d’asepsie.	  De	  plus	  ce	  choix	  de	  site	  rend	  la	  surveillance	  facile.	  

Le	   volume	   tumoral	   peut	   être	   estimé	   régulièrement	   plusieurs	   fois	   par	   semaine	   pour	  

évaluer	   cliniquement	   la	   prolifération	   tumorale.	   Une	   formule	   mathématique	  

communément	  utilisée	  permet	  de	  calculer	  ce	  volume	  à	  partir	  de	  la	  mesure	  des	  axes	  de	  

la	  tumeur	  au	  pied	  à	  coulisse	  (Workman	  et	  al.,	  2010)	  :	  V	  =	  ½	  x	  L	  x	  l2	  où	  L	  est	  le	  grand	  axe	  

de	  la	  tumeur	  et	  l	  le	  petit	  axe.	  

En	   sous-‐cutané,	   la	   tumeur	   est	   facilement	   accessible	   à	   un	   prélèvement	  

chirurgical.	  Par	  	  contre	  dans	  ce	  type	  de	  modèle,	  les	  cellules	  humaines	  sont	  placées	  dans	  

un	   environnement	   murin	   créant	   des	   interactions	   avec	   le	   microenvironnement	   (les	  

cytokines	   ou	   le	   système	   immunitaire	   par	   exemple)	   non	   superposables	   au	   processus	  

pathologique	  à	  évaluer.	  D’autre	  part	  ce	  site	  sous-‐cutané	  peut	  conduire	  plus	  facilement	  

à	  une	  ulcération	  en	  regard,	  mettant	  parfois	  en	  péril	  la	  tumeur	  et/ou	  l’animal	  lui-‐même.	  

Le	   processus	   métastatique	   est	   également	   perturbé,	   souvent	   perdu.	   En	   outre	   les	  

tumeurs	   peuvent	   se	   dédifférencier	   et	   ne	   plus	   correspondre	   tout	   à	   fait	   à	   la	   tumeur	  

initialement	  greffée.	  

Une	  alternative	  au	  modèle	  hétérotopique	  sous-‐cutané	  a	  été	  developpé	  :	  la	  greffe	  

de	  cellules	  au	  sein	  de	  fibres	  creuses	  (Decker	  et	  al.,	  2004).	  Ces	  fibres	  sont	  colonisées	  par	  

des	   lignées	   cellulaires	   	   tumorales	   humaines	   puis	   implantées	   dans	   l’animal	   dans	   la	  

cavité	   intrapéritonéale	   ou	   en	   sous-‐cutané.	   Après	   que	   l’animal	   ait	   reçu	   le	   traitement	  

anti-‐tumoral	  à	  tester,	  les	  fibres	  sont	  retirées	  et	  les	  cellules	  tumorales	  caractérisées.	  Les	  

avantages	   de	   cette	   méthode	   sont	   que	   de	   multiples	   lignées	   cellulaires	   peuvent	   être	  

screenées	  dans	  un	  même	  environnement	  pour	  un	  même	   traitement.	   Les	   limites	   sont	  

l’isolement	  des	  cellules	  vis-‐à-‐vis	  du	  stroma	  normal	  et	  l’impossibilité	  de	  développer	  une	  

néo-‐vascularisation	  (Kreger	  et	  al.,	  2007).	  
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Ces	  modèles	  hétérotopiques	  sont	  simples	  à	  mettre	  en	  œuvre	  et	  à	  surveiller,	  mais	  

ne	   permettent	   pas	   d’analyser	   les	   interactions	   entre	   la	   tumeur	   et	   l’environnement	  

spécifique	  de	   l’organe	   impliqué.	   Il	   a	  donc	  été	  crucial	  de	  mettre	  au	  point	  des	  modèles	  

orthotopiques	   appelés	   également	   Implantation	   Orthotopique	   Chirurgicale	   (Surgical	  

Orthotopic	  Implantation).	  

	  

Le	  microenvironnement	   joue	   un	   rôle	   clé	   et	   le	  mélanome	   est	   un	  modèle	   idéal	  

pour	   illustrer	   ces	   interactions	   entre	   cellules	   tumorales	   et	   cellules	   avoisinantes	   par	  

l’intermédiaire	  de	  facteurs	  de	  croissance	  et	  de	  cytokines	  inflammatoires.	   	  Les	  cellules	  

de	   mélanome	   activent,	   recrutent	   et	   interagissent	   en	   permanence	   avec	   les	   cellules	  

normales	  qui	  les	  entourent	  ce	  qui	  favorise	  leur	  survie,	   leur	  croissance,	   leur	  migration	  

et	   leur	   capacité	   d’invasion.	   Les	   cellules	   de	   mélanome	   métastatique	   peuvent	   perdre	  

leurs	   propriétés	   tumorigènes	   si	   on	   les	   force	   expérimentalement	   à	   s’attacher	   aux	  

kératinocytes	  (Hsu	  et	  al.,	  2000).	  La	  plasticité	  des	  cellules	  de	  mélanome	  en	  fonction	  de	  

son	   microenvironnement	   est	   également	   illustré	   par	   leur	   capacité	   à	   retrouver	   un	  

phénotype	   normal	   dans	   un	   microenvironnement	   embryonnaire	   (Díez-‐Torre	   et	   al.,	  

2009).	   Les	  mélanocytes	   normaux	   se	   localisent	   au	  niveau	  de	   la	  membrane	  basale	   qui	  

sépare	   l’épiderme	   du	   derme.	   Ils	   sont	   régulés	   de	  manière	   forte	   par	   les	   kératinocytes	  

environnant	   par	   contacts	   directs	   cellule-‐cellule	   médiés	   par	   l’E-‐cadhérine.	   Si	   cette	  

régulation	  se	  relâche	  par	  la	  perte	  des	  E-‐cadhérine	  remplacées	  par	  des	  N-‐cadhérines,	  la	  

transformation	   des	   mélanocytes	   peut	   s’enclencher.	   Durant	   son	   développement	   la	  

tumeur	  mélanique	  sécrète	  des	   facteurs	  solubles	  pour	  recruter	  des	   fibroblastes	  et	  des	  

cellules	   immunitaires	   qui	   colonisent	   alors	   le	   stromal	   péritumoral.	   Ce	   stroma	  

péritumoral	   composé	   de	   fibroblastes,	   de	   cellules	   endothéliales	   et	   de	   cellules	   du	  

système	   immunitaire	   participe	   par	   des	   voies	   paracrines	   à	   la	   dégradation	   de	   la	  

membrane	   basale,	   à	   l’invasion	   du	   derme	   et	   au	   processus	  métastatique.	   Les	   relations	  

dynamiques	  entre	  la	  tumeur	  et	  son	  microenvironnement	  sont	  médiées	  par	  des	  facteurs	  

de	  croissance	  comme	  le	  bFGF,	  le	  PDGF,	  le	  VEGF,	  le	  TGFβ,	  et	  des	  cytokines.	  	  
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Figure	   13	  :	   Représentation	   schématique	   des	   inter-‐relations	   entre	   la	  
tumeur	   mélanocytaire	   et	   son	   microenvironnement.	   Les	   cellules	   de	  
mélanome,	   situées	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   basale	   ne	   sont	   plus	  
régulées	   par	   les	   E-‐cadhérines	   des	   kératinocytes	   qui	   sont	   remplacées	  
par	  des	  N-‐cadhérines	  dans	   le	  processus	  tumoral	   initial.	  Les	  cellules	  de	  
mélanome	  recrutent	  des	   fibroblastes,	  des	   cellules	  endothéliales	   et	  des	  
cellules	   du	   système	   immunitaire	   pour	   former	   un	   stroma	   péritumoral	  
qui	   les	   aide	   dans	   les	   processus	   de	   prolifération,	   d’invasion	   de	   la	  
membrane	  basale	  et	  de	  dissémination	  métastatique	  (Bosserhoff,	  2011)	  

	  

	  

S’il	  est	  possible	  de	  transférer	  des	  cellules	  tumorales	  humaines	  chez	  l’animal,	  des	  

efforts	   de	   raffinements	   techniques	   doivent	   être	   faits	   pour	   apporter	   le	  

microenvironnement	   humain	   en	   même	   temps	   que	   la	   tumeur.	   Les	   xénogreffes	   de	  

tumeurs	   issues	   directement	   de	   patient	   (Patient-‐Derived	   Tumor	   Xenograft	   ou	   PDTX)	  

contiennent	  le	  stroma	  péritumoral	  du	  patient	  car	  la	  tumeur	  est	  divisée	  en	  petits	  cubes	  

de	   3	   mm	   de	   côté	   environ.	   Aucune	   digestion	   enzymatique	   ou	   centrifugation	   ne	   sont	  

réalisées.	   Les	   cellules	   tumorales	   ne	   sont	   pas	   séparées	   de	   leur	   microenvironnement.	  
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Dans	   le	   même	   but	   Kiowski	   et	   al.	   ont	   proposé	   une	   pré-‐fabrication	   du	  

microenvironnement	  humain	  sur	  lequel	  les	  cellules	  de	  mélanome	  sont	  greffées	  	  

Ce	  microenvironnement	  est	  construit	  à	   l’aide	  d’un	  substitut	  dermique	  colonisé	  

in	  vitro	  par	  des	  fibroblastes	  et	  des	  kératinocytes	  humains.	  Cette	  pseudo-‐peau	  humaine	  

est	   greffée	   à	   la	   souris	   immunodéficiente	   et	   reçoit	   la	   greffe	   de	   mélanome	   humain	   à	  

étudier.	  L’avantage	  de	  ce	  type	  d’environnement	  humanisé	  est	  qu’il	  peut	  accueillir	  des	  

cellules	   mélaniques	   établies	   dont	   la	   caractérisation	   est	   connue.	   Grâce	   à	   des	   cellules	  

porteuses	   du	   gène	   de	   la	   GFP	   (Green	   Fluorescent	   Protein),	   ce	   modèle	   illustre	  

élégamment	  les	  différentes	  étapes	  de	  l’invasion	  tumorale	  (Kiowski	  et	  al.,	  2012).	  

	  

Les	   xénogreffes	   hétérotopiques	   sous-‐cutanées	   ne	   donnent	   que	   très	   rarement	  

lieu	   à	   une	   évolution	   métastatique	   quelque	   soit	   la	   tumeur	   solide	   xénogreffée	   (sein,	  

poumon,	   prostate,	   mélanome)	   (Fidler,	   1991).	   A	   l’inverse	   il	   est	   établi	   que	   les	  

xénogreffes	   développent	   plus	   souvent	   des	   métastases	   quand	   elles	   sont	   greffées	   de	  

manière	  orthotopique	  (Man	  et	  al.,	  2007).	  Man	  et	  al.	  décrivent	  un	  protocole	  permettant	  

d’obtenir	   des	   tumeurs	   à	   haut	   potentiel	  métastatique.	  Des	   cellules	   de	   tumeur	  du	   sein	  

sont	   tout	   d’abord	   injectées	   dans	   le	   coussinet	   graisseux	   mammaire	   d’une	   souris	  

CB17/SCID.	  Lorsque	  la	  taille	  de	  la	  tumeur	  obtenue	  atteint	  environ	  400	  mm3,	  celle-‐ci	  est	  

retirée	  chirurgicalement	  et	  la	  souris	  est	  maintenue	  en	  observation	  environ	  4	  semaines.	  

Après	  sacrifice,	  les	  poumons	  sont	  examinés	  et	  les	  éventuelles	  métastases	  pulmonaires	  

sont	   mises	   en	   culture.	   Cette	   seconde	   génération	   cellulaire	   est	   réinjectée	   dans	   le	  

coussinet	  graisseux	  mammaire	  selon	  le	  même	  protocole.	  Après	  3	  passages	  de	  ce	  type	  

dans	   l’animal,	   les	   lignées	  tumorales	  obtenues,	  rendues	  hautement	  métastatiques	  sont	  

utilisées	   pour	   différents	   tests	   thérapeutiques	   in	   vivo.	   Un	   intervalle	   de	   9	   mois	   en	  

moyenne	   sépare	   le	   prélèvement	   du	   fragment	   tumoral	   chez	   le	   patient	   des	   différents	  

protocoles	  thérapeutiques.	  

Pour	  certains	   types	  de	  cancers	  hormono-‐dépendants	  comme	   le	  cancer	  du	  sein	  

ou	   le	   cancer	   de	   la	   prostate,	   le	   développement	   de	   la	   tumeur	   au	   sein	   de	   l’organe	  hôte	  

sécrétant	  ces	  hormones	  est	  primordial	  (Buhler	  et	  al.,	  2000).	  
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Site	  d’implantation	  

	  

	  
Hétérotopique	   Orthotopique	  

Hétérogénéité	  cellulaire	  
Variable	  selon	  l’origine	  de	  la	  tumeur	   Variable	  selon	  l’origine	  de	  la	  tumeur	  

Microenvironnement	  
Environnement	  artificiel	   Importance	  de	  l’organe	  hôte	  

Potentiel	  métastatique	  
Métastases	  rares	   Métastases	  fréquentes	  

Temps	  requis	  
Court	   Long,	  procédures	  chirurgicales	  parfois	  

complexes	  

Coût	  
Peu	  coûteux	   Coûteux,	  technique	  

Mesure	  de	  la	  croissance	  
tumorale	  

Facile,	  au	  pied-‐à-‐coulisse	   Difficile	  

	  

Tableau	   8	  :	   Principales	   caractéristiques	   des	   sites	   d’implantation	   hétérotopique	   et	  
orthotopique	  

	  

	  

e. Xénogreffes	  de	  cellules	  issues	  de	  culture	  vs	  xénogreffes	  de	  
fragments	  de	  tumeurs	  de	  patients.	  Intérêt	  d’une	  pseudo-
membrane	  basale	  (BD	  Matrigel)	  

	  

La	   plupart	   des	   modèles	   de	   xénogreffes	   sous-‐cutanées	   ou	   orthotopiques	   sont	  

réalisés	  par	   injection	  à	  une	  souris	   immunodéficiente	  de	  cellules	   issues	  de	  culture.	  En	  

général,	   les	  cellules	   issues	  de	  culture	  ont	  un	  meilleur	  taux	  de	  prise	  que	  les	  fragments	  

tumoraux	  prélevés	  directement	  au	  patient	  (Giovanella	  et	  al.,	  1978).	  Elles	  peuvent	  être	  

inoculées	   en	   sous-‐cutané	  dans	  différentes	   régions	  anatomiques	  de	   l’animal	   (axillaire,	  

flanc,	   dos,	   interscapulaire).	   Selon	   la	   lignée	   cellulaire,	   l’inoculum	   contient	   un	   nombre	  

optimal	  de	  cellules,	  de	  1	  million	  à	  10	  millions	  de	  cellules.	  Pour	  augmenter	  les	  taux	  de	  

prise,	  il	  est	  possible	  de	  consolider	  l’inoculum	  par	  une	  pseudo-‐membrane	  basale	  (BME	  :	  
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Basement	  Membrane-‐like	  Matrix	  type	  BD	  Matrigel®)	  (Noël	  et	  al.,	  1993	  ;	  Fridman	  et	  al.,	  

1991	  ;	  Benton	  et	  al.,	  2011).	  Les	  membranes	  basales	  physiologiques	  sont	  des	  matrices	  

extra-‐cellulaires	  très	  fines	  qui	  séparent	   les	  tissus	  épithéliaux	  et	  endothéliaux	  du	  tissu	  

stromal.	   La	   formation	   de	   ces	   matrices	   débute	   très	   tôt	   durant	   le	   développement	  

embryonnaire	  mettant	  en	  jeu	  des	  processus	  tissulaires	  complexes	  et	  temporaires.	  Ces	  

membranes	   ne	   sont	   pas,	   à	   l’heure	   actuelle,	   très	   faciles	   à	   produire	   en	   laboratoire.	   En	  

revanche	  des	  pseudo-‐membranes	  basales	  isolées	  de	  tumeurs	  sont	  disponibles.	  Il	  s’agit	  

de	  la	  BME	  Matrigel®	  isolée	  initialement	  à	  partir	  d’un	  sarcome	  murin.	  Elle	  se	  présente	  

sous	  forme	  liquide	  à	  4°C	  et	  sous	  la	  forme	  d’un	  gel	  dans	  les	  conditions	  physiologiques	  

entre	   24°C	   et	   37°	   C	   (Kleinman,	   Martin,	   2005).	   Elle	   est	   composée	   principalement	   de	  

laminin-‐111,	  de	  collagène	  IV,	  d’héparane	  sulfate	  protéoglycane,	  de	  protéases	  (MMP-‐2,	  

MMP-‐9)	  et	  de	  nombreux	  facteurs	  de	  croissance	  (FGF,	  EGF,	  TGF-‐β,	  PDGF,	  IGF)	  (Benton	  

et	  al.,	  2011).	  

Les	   traitements	   des	   tumeurs	   transplantées	   peuvent	   être	   débutés	   soit	  

immédiatement	   après	   l’inoculation	   (non	   staged	  model)	   ou	   retardés	   jusqu’à	   ce	  que	   la	  

tumeur	  se	  soit	  développée	  à	  un	  volume	  prédéfini	  (staged	  model).	  	  

A	   l’inverse,	   les	   xénogreffes	   à	   partir	   de	   fragments	   de	   tumeurs	   prélevés	  

directement	  au	  patient	  ont	  un	  taux	  de	  prise	  plus	  faible	  et	  sont	  réputées	  plus	  difficiles	  à	  

mettre	   en	   œuvre.	   Toutefois	   ces	   xénogreffes	   appelées	   également	   tumorogreffes	  

(Patient-‐Derived	   Tumor	   Xenograft	   PDTX)	   semblent	   mieux	   conserver	   les	  

caractéristiques	  morphologiques	  et	  moléculaires	  des	  tumeurs	  sources	  (Rubio-‐Viqueira,	  

Hidalgo,	  2008	  ;	  Fichtner	  et	  al.,	  2008	  ;	  Tentler	  et	  al.,	  2012).	  Des	  études	  d’analyse	  génique	  

ont	  démontré	  une	  grande	  stabilité	  des	  principaux	  gènes	  clés	  et	  des	  grandes	  voies	  de	  

signalisation	   intracellulaire.	   C’est	   le	   cas	   par	   exemple	   d’un	   travail	   sur	   le	   cancer	   du	  

poumon	  non	  à	  petite	  cellule	  (NSCLC).	  10	  des	  17	  PDTX	  obtenues	  par	  cette	  équipe	  ont	  

montré	   un	   coefficient	   de	   corrélation	   >	   0.9	   avec	   leur	   tumeur	   primitive	   respective	  

démontrant	   une	   grande	   similitude	   génétique	   entre	   la	   tumeur	   primitive	   et	   la	   PDTX	  

correspondante	  (Fichtner	  et	  al.,	  2008).	  	  Il	  en	  est	  de	  même	  dans	  un	  modèle	  de	  PDTX	  de	  

cancer	   du	   pancréas	   publié	   par	   Rubio-‐Viqueira	   (Rubio-‐Viqueira	   et	   al.,	   2006)	  

démontrant	  la	  stabilité	  de	  la	  mutation	  KRAS	  et	  du	  niveau	  d’expression	  de	  SMAD4.	  Une	  

étude	  menée	   par	   Daniel	   et	   al.	   sur	   un	  modèle	   de	   cancer	   du	   poumon	   à	   petite	   cellule	  

(SCLC)	  a	  comparé	  les	  PDTX	  et	  les	  lignées	  cellulaires	  issues	  des	  mêmes	  tumeurs	  (Daniel	  

et	  al.,	  2009).	  	  La	  comparaison	  de	  l’expression	  génique	  de	  ces	  tissus	  a	  permis	  d’identifier	  
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la	   perte	   d’un	   groupe	   significatif	   de	   gènes.	   Ce	   groupe	   de	   395	   gènes,	   spécifiques	   de	   la	  

tumeur,	  est	  exprimé	  dans	  la	  tumeur	  primitive	  et	  la	  PDTX	  correspondante.	  L’expression	  

de	  ces	  gènes	  est	  perdue	  dans	  les	  cellules	  tumorales	  se	  développant	  in	  vitro	  en	  culture	  

cellulaire.	  De	  plus,	  si	  ces	  cellules	  issues	  de	  culture	  sont	  greffées	  secondairement	  in	  vivo,	  

elles	  ne	  récupèrent	  pas	  l’expression	  de	  ce	  groupe	  de	  gènes	  d’intérêt.	  

Il	  est	  intéressant	  de	  noter	  par	  ailleurs	  que	  les	  équipes	  qui	  ont	  développé	  ce	  type	  

de	   modèles	   montrent	   une	   meilleure	   coréllation	   avec	   les	   réponses	   cliniques	   au	  

traitement	  (Tentler	  et	  al.,	  2012).	  C’est	  le	  cas	  du	  modèle	  de	  xénogreffes	  de	  mélanomes	  

uvéaux	   dans	   la	   souris	   SCID	   traité	   par	   une	   chimiothérapie	   standard	   (témozolomide)	  

dont	   la	   réponse	   au	   traitement	   est	   un	   bon	   reflet	   de	   l’évolution	   clinique	   des	   patients	  

traités	   (Fiebig	   et	   al.,	   2004	  ;	   Nemati	   et	   al.,	   2010).	   Dans	   cette	   étude,	   90	   fragments	  

tumoraux	   différents	   de	   mélanomes	   uvéaux	   ont	   été	   greffés	  :	   73	   provenant	   d’une	  

énucléation	   contenant	   une	   tumeur	   primitive	   et	   17	   de	   l’éxérèse	   d’une	  métastase.	   Les	  

pièces	  tumorales	  fraîches	  ont	  été	  greffées	  en	  sous-‐cutané	  dans	  la	  région	  interscapulaire	  

des	  souris	  SCID	  maintenues	  dans	  un	  environnement	  SOPF	  et	  régulièrement	  examinées.	  

Lorsque	   la	   tumeur	   obtnenue	   a	   atteint	   un	   volume	   d’environ	   1	   cm3,	   la	   souris	   a	   été	  

sacrifiée	  et	  la	  tumeur	  prélevée	  et	  greffée	  à	  nouveau	  dans	  une	  souris	  SCID	  saine	  dans	  la	  

même	  région	  anatomique.	  Après	  3	  passages	  consécutifs	  dans	  l’animal,	   les	  xénogreffes	  

sont	  considérées	  comme	  stables	  et	  utilisées	  pour	  les	  protocoles	  de	  caractérisations	  et	  

de	  tests	  thérapeutiques.	  Sur	  les	  90	  tumeurs	  de	  patients	  prélevées,	  25	  ont	  abouti	  à	  une	  

xénogreffe	  viable	  soit	  un	  taux	  de	  prise	  de	  28%.	  Il	  est	  intéressant	  de	  noter	  que	  le	  taux	  de	  

prise	  était	  plus	  important	  dans	  le	  sous-‐groupe	  de	  tumeurs	  issues	  de	  métastases	  (53%).	  

Pour	  4	  tumeurs,	  deux	  chimiothérapies	  cytotoxiques	  ont	  été	  administrées	  :	  fotémustine	  

(Muphoran®)	   et	   témozolomide	   (Temodal®).	   Trois	   d’entre	   elles	   ont	   répondu	   et	   une	  

tumeur	  a	  continué	  de	  progresser.	  Ces	  résultats	  étaient	  similaires	  à	  l’évolution	  clinique	  

observée	  chez	  les	  patients.	  
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Origine	  de	  la	  tumeur	  

	  

	  
Lignées	  cellulaires	   Fragments	  de	  tumeur	   Transgénique	  

Hétérogénéité	  cellulaire	  
Plus	  homogène	   Différentes	  populations	  

cellulaires	  
	  

Micorenvironnement	  
Stroma	  murin	   Stroma	  humain	   Stroma	  murin	  

Potentiel	  métastatique	  
Variable	  selon	  le	  type	  
d’implantation	  

Variable	  selon	  le	  type	  
d’implantation	  

Métastases	  fréquentes	  

Temps	  requis	  
Court,	  souvent	  quelques	  
semaines	  

Plusieurs	  semaines	  ou	  
mois	  

Long,	  souvent	  plus	  d’un	  
an	  

Coût	  
Peu	  coûteux	   Coûteux,	  important	  temps	  

de	  manipulation	  
Très	  coûteux	  

Mesure	  de	  la	  croissance	  
tumorale	  

Variable	  selon	  le	  site	  de	  
greffe	  

Variable	  selon	  le	  type	  de	  
greffe	  

Plus	  difficile	  car	  
orthotopique	  

	  

Tableau	  9	  :	  Principales	  caractériques	  des	  modèles	  établis	  selon	  l’origine	  de	  la	  tumeur	  

	  

	  

D. Les	  modèles	  métastatiques	  
	  

Même	   lorsque	   les	   cellules	   tumorales	   proviennent	   d’une	   métastase,	   leur	  

propension	  à	  métastaser	  dans	  un	  modèle	  animal	  est	  rare.	  Welch	  cite	  pour	  exemple	  la	  

plupart	  des	  lignées	  cellulaires	  connues	  de	  cancer	  du	  sein	  isolées	  à	  partir	  de	  métastases	  

viscérales	   ou	   pleurales.	   Très	   peu	   d’entre	   elles	   (MDA-‐MB-‐435	   ou	   MDA-‐MB-‐231	   par	  

exemple)	   métastasent	   au	   sein	   du	   modèle	   dans	   lequel	   elles	   ont	   été	   greffées	   (Welch,	  

1997).	   Il	   semble	   actuellement	   établi	   que	   les	   tumeurs	   hétérotopiques	   sont	   moins	  

susceptibles	   d’avoir	   une	   évolution	   métastatique	   que	   les	   tumeurs	   orthotopiques	  

(Hoffman,	  1999	  ;	  Fidler,	  1991).	  Les	  modèles	  ont	  donc	  été	  améliorés	  dans	  ce	  sens.	  Man	  

et	   al.	   montrent	   qu’il	   est	   possible	   de	   sélectionner	   des	   lignées	   à	   haut	   pouvoir	  

métastatique	   en	   choisissant	   un	   site	   orthotopique	   (le	   coussinet	   adipeux	   mammaire)	  
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pour	   établir	   des	   xénogreffes	   de	   cancer	   du	   sein	   (Man	   et	   al.,	   2007).	   L’approche	  

orthotopique	   est	   parfois	   plus	  difficile	   techniquement	   car	   la	   greffe	  peut	  nécessiter	  un	  

geste	  chirurgical	   invasif.	  De	  plus	  ce	  type	  de	  protocole	  est	  très	   long	  à	  mettre	  en	  place.	  

Pour	  Némati	  et	  al.,	  9	  mois	  sont	  nécessaires	  pour	  établir	  une	  tumeur	  stable	  in	  vivo	  après	  

xénogreffes	  dans	  3	  générations	  de	  souris	  consécutives.	  

Une	  méthode	   plus	   rapide	   et	   plus	   directe	   a	   été	   explorée.	   Il	   s’agit	   de	   créer	   une	  

métastase	   expérimentale	   en	   mimant	   les	   phases	   tardives	   du	   processus	   métastatique	  

que	  sont	  la	  dissémination,	  l’extravasation	  et	  la	  colonisation.	  Le	  modèle	  le	  plus	  répandu	  

est	  l’injection	  de	  cellules	  tumorales	  dans	  la	  circulation	  sanguine	  par	  la	  veine	  caudale	  de	  

l’animal.	  Dans	  ce	  cas	  les	  métastases	  sont	  principalement	  localisées	  au	  poumon	  par	  un	  

phénomène	   mécanique	   de	   piègeage	   des	   cellules	   dans	   le	   lit	   capillaire	   pulmonaire.	  

Curieusement	   les	   métastases	   dans	   ce	   type	   de	   modèles	   ne	   sont	   pas	   toujours	  

reproductibles	  et	   le	   taux	  d’échec	  est	   important	   (70%	  dans	  notre	  expérience)	   (Welch,	  

1997).	  

D’autres	  méthodes	   ont	   été	   proposées	   pour	   obtenir	   des	  modèles	  métastatiques.	  

Des	  cellules	  tumorales	  peuvent	  être	  injectées	  dans	  la	  circulation	  portale	  pour	  favoriser	  

les	   métastases	   hépatiques	   ou	   dans	   le	   ventricule	   gauche	   pour	   cibler	   l’os.	   L’injection	  

intra-‐splénique	   est	   plus	   simple	   que	   le	   cathétérisme	   de	   la	   veine	   porte	   ou	   de	   la	   veine	  

mésentérique	  pour	  envoyer	  les	  cellules	  coloniser	  le	  foie	  (Kuo	  et	  al.,	  1993).	  L’injection	  

intra-‐carotidienne	   peut	   favoriser	   l’émergence	   de	   métastases	   cérébrales	   (Schackert,	  

Fidler,	   1988).	   Certains	  miment	   une	   dissémination	  métastatique	   par	   injection	   directe	  

par	   voie	   transcutanée	   dans	   le	   parenchyme	   hépatique	   (L	   Chen	   et	   al.,	   1998)	   ou	  

pulmonaire,	   dans	   la	   cavité	   pleurale	   ou	   péritonéale,	   dans	   le	   cerveau	   (Randazzo	   et	   al.,	  

1995)	  ou	  la	  moelle	  osseuse.	  La	  morbidité	  est	  importante	  et	  la	  reproductibilité	  difficile	  

(Liu,	  Hicklin,	  2011).	  
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E. Proposition	  d’un	  arbre	  décisionnel	  pour	  le	  choix	  d’un	  
modèle	  
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V. Spécificités	  des	  modèles	  animaux	  de	  mélanome	  
	  

Les	   modèles	   murins	   sont	   de	   loin	   les	   plus	   nombreux	   des	   modèles	   animaux	   de	  

mélanome.	  Il	  en	  existe	  une	  grande	  diversité	  bâtie	  sur	  les	  mêmes	  principes	  que	  pour	  les	  

autres	  modèles	  tumoraux.	  On	  trouve	  des	  modèles	  de	  tumeurs	  induites	  ou	  spontanées,	  

des	   modèles	   de	   tumeurs	   syngéniques	   ou	   humaines,	   des	   modèles	   hétérotopiques	   ou	  

orthotopiques,	  des	  souches	  d’animaux	  transgéniques,	  des	  souches	  immunodéficientes.	  

	  

A. Modèles	  murins	  de	  mélanomes	  induits	  

	  

En	   ce	   qui	   concerne	   les	   modèles	   de	   mélanome	   induit,	   deux	   moyens	   sont	  

employés	   pour	   provoquer	   l’émergence	   tumorale	  :	   l’application	   d’un	   carcinogène	  

chimique	  ou	   l’exposition	  de	   l’animal	  à	  une	  radiation	  d’Ultra-‐Violets.	  Les	  carcinogènes	  

utilisés	   le	   plus	   couramment	   sont	   le	   7,12-‐diméthylbenz(a)anthracène	   (DMBA),	   le	  

triméthylanthracène	  et	  les	  dérivés	  nitrosurés	  (Fairchild,	  Carson,	  2011).	  Il	  s’en	  suit	  une	  

hyperpigmentation	   temporaire	   puis	   le	   développement	   d’une	   tumeur	   dermique	   qui	   a	  

rarement	   un	   potentiel	   métastatique.	   Il	   est	   possible	   d’ajouter	   l’application	   de	  

promoteurs	   de	   tumeurs	   comme	   l’huile	   de	   croton	   ou	   le	   TPA	   (12-‐O-‐

tétradécanoylphorbol-‐13-‐acétate)	   (Fairchild,	   Carson,	   2011).	  On	  peut	   ainsi	   obtenir	   un	  

grand	  nombre	  de	  mélanomes	  murins	  en	  fonction	  de	  la	  souche	  de	  rongeurs	  exposée.	  Par	  

exemple	  les	  mélanomes	  JB/MS	  et	  JB/RH	  ont	  été	   induits	  dans	  des	  souris	  C57BL/6	  par	  

une	   seule	   application	   de	   DMBA	   dans	   la	   région	   interscapulaire	   de	   souris	   âgées	   de	   4	  

jours,	   suivie	   d’une	   application	   deux	   fois	   par	   semaine	   d’huile	   de	   croton	   pendant	  

respectivement	  16	  et	  23	   semaines	   (Berkelhammer	  et	   al.,	   1982).	   Le	  mélanome	  murin	  

K1735	  a	  été	  induit	  dans	  des	  souris	  C3H/HeN	  par	  exposition	  aux	  radiations	  UV	  (10	  fois	  

une	  heure	  d’exposition	  sur	  une	  période	  de	  2	  semaines)	  suivie	  d’une	  application	  d’huile	  

de	  croton	  pendant	  92	  jours	  fa(Fairchild,	  Carson,	  2011).	  

Parmi	  les	  autres	  rongeurs,	  les	  hamsters	  et	  les	  gerbilles	  ont	  une	  bonne	  sensibilité	  

tant	  à	   l’exposition	  aux	  UV	  qu’aux	  carcinogènes	  chimiques.	  En	  revanche	   les	  rats	  et	   les	  

cochons	   d’Inde,	   à	   l’instar	   des	   souris,	   sont	   assez	   résistants	   à	   l’application	   de	  

carcinogènes	   chimiques	   (Fairchild,	   Carson,	   2011).	   Ceci	   pourrait	   s’expliquer	   par	   une	  
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particularité	  histologique	  de	  la	  localisation	  des	  mélanocytes	  chez	  les	  rongeurs.	  En	  effet	  

contrairement	  aux	  mélanocytes	  chez	  l’Homme	  qui	  se	  répartissent	  dans	  tout	  l’épiderme,	  

les	  mélanocytes	  murins	  sont	  focalisés	  aux	  follicules	  pilleux	  (Noonan	  et	  al.,	  2003).	  

	  

B. Modèles	  murins	  de	  mélanomes	  spontanés	  

	  

Le	  développement	  spontané	  d’un	  mélanome	  chez	  la	  souris	  est	  très	  peu	  fréquent.	  

Il	  existe	  3	  mélanomes	  murins	  spontanés	  facilement	  disponibles	  en	  culture	  cellulaire	  :	  le	  

Harding-‐Passey	  (Harding,	  Passey,	  1930),	   le	  S91	  ou	  Cloudman	  (Cloudman,	  1941)	  et	   le	  

B16.	  Le	  mélanome	  B16	  est	  apparu	  spontanément	  sur	  une	  souris	  C57BL/6	  en	  1954	  et	  

plusieurs	  sous-‐clones	  sont	  disponibles	  encore	  actuellement	  :	  les	  plus	  répandus	  sont	  le	  

B16F1	   dont	   le	   potentiel	   métastatique	   est	   faible	   et	   le	   B16F10	   au	   fort	   potentiel	  

métastatique.	   Ces	  deux	   sous-‐clones	   ont	   été	   obtenus	  par	   Fidler	   dans	   les	   années	  1970	  

(Fidler,	   Kripke,	   1977).	   Ces	   mélanomes	   murins	   sont	   greffables	   sur	   des	   souris	  

syngéniques	   et	   un	   grand	   nombre	   de	  modèles	   a	   été	  mis	   au	   point.	   De	   nombreux	   sites	  

d’injection	   on	   été	   employés	  :	   la	   région	  du	   flanc	   ou	   la	   région	   interscapulaire	   en	   sous-‐

cutané,	   le	   coussinet	   adipeux	   du	   membre	   postérieur	   (Markovic,	   Murasko,	   1991),	   la	  

cavité	   intrapéritonéale	   (Fleischmann	   et	   al.,	   1994),	   la	   face	   dorsale	   du	   pavillon	   de	  

l’oreille	  (Shiohara	  et	  al.,	  1987),	  le	  foie	  (M	  Watanabe,	  1997).	  	  

	  

	  

C. Modèles	  métastatiques	  de	  mélanomes	  

	  

Les	   modèles	   dont	   le	   but	   est	   de	   mimer	   au	   plus	   près	   la	   cascade	   métastatique	  

s’emploient	  à	  raffiner	  le	  caractère	  orthotopique	  de	  la	  greffe	  tumorale.	  En	  effet	  pour	  le	  

cas	   d’un	   mélanome	   primitif	   la	   localisation	   orthotopique	   de	   la	   greffe	   est	   strictement	  

intradermique.	   Certaines	   équipes	   ont	   comparé	   le	   potentiel	   métastatique	   des	  

mélanomes	  greffés	  en	   intradermique	  de	  celui	  des	  mélanomes	  greffés	  en	  sous-‐cutané.	  

Ils	  montrent	   que	   la	   tumeur	   primitive	   doit	   être	   placée	   en	   situation	   intradermique	   ou	  

subdermique	   pour	   garantir	   le	   meilleur	   potentiel	   métastatique	   (Kerbel	   et	   al.,	   1991	  ;	  
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Gattoni-‐Celli	   et	   al.,	   1993).	   En	   revanche	   certains	   auteurs	   travaillent	   d’emblée	   sur	   des	  

métastases	  sous-‐cutanées	  de	  mélanome.	  L’emplacement	  orthotopique	  est	  alors	  dans	  le	  

tissu	   sous-‐cutané.	  On	  peut	   raffiner	   encore	   le	  modèle	   en	   rélaisant	   une	   greffe	   de	  peau	  

totale	   d’origine	   humaine	   sur	   une	   souris	   immunodéprimée	   quelques	   jours	   avant	   la	  

xénogreffe	  de	  mélanome	  au	  sein	  de	  cette	  peau	  humaine	  comme	  l’a	  proposé	  Juhasz	  et	  al.	  

(Juhasz	   et	   al.,	   1993).	   La	   peau,	   ou	   un	   équivalent	   obtenu	   par	   tissue	   engineering	  

,préalablement	  greffée	  a	  pour	   rôle	  de	  mimer	   le	  microenvironnement	  humain	  pour	   la	  

xénogreffe	  de	  mélanome	  (Kiowski	  et	  al.,	  2012).	  

	  

D. Modèles	  de	  mélanome	  développés	  sur	  d’autres	  espèces	  

que	  les	  rongeurs	  	  

	  

D’autres	   espèces	   animales	   peuvent	   être	   utilisées	   pour	   construire	   des	  modèles	  

animaux	   de	   mélanome	   à	   des	   fins	   de	   caractérisation,	   de	   recherche	   de	   nouvelles	  

molécules	  thérapeutiques	  et	  d’essais	  pré-‐cliniques.	  

	  

a. Les	  poissons	  

	  

Même	   si	   les	   mammifères	   sont	   des	   modèles	   choisis	   pour	   leur	   proximité	  

physiologique	  avec	  l’Homme,	  d’autres	  espèces	  comme	  les	  poissons	  sont	  utilisése	  à	  des	  

fins	   de	   recherche	   en	   cancérologie.	   Les	   poissons	   ont	   pour	   avantages	   leur	   grande	  

fécondité	  et	  leur	  cycle	  d’élevage	  souvent	  très	  court	  ce	  qui	  permet	  d’obtenir	  rapidement	  

une	   importante	   descendance.	   Seulement	   3	  mois	   sont	   nécessaires	   pour	   passer	   d’une	  

cellule	   œuf	   à	   un	   individu	   adulte.	   C’est	   un	   modèle	   qui	   par	   ailleurs	   est	   peu	   coûteux.	  

L’exposition	   aux	   carcinogènes	   est	   facile.	   Plus	   intéressant	   encore,	   les	   poissons	  

représentent	   un	   mi-‐chemin	   sur	   l’échelle	   de	   l’évolution	   entre	   les	   mammifères	   et	   les	  

modèles	  eucaryotes	  primitifs	   tels	  que	   la	  Drosophile	  ou	   le	  ver	  Caenorhabditis	  elegans.	  

Les	   différents	   génomes	   des	   poissons	   offrent	   une	   grande	   variabilité	   en	   tailles	   et	   en	  

complexités	  et	  les	  outils	  génétiques	  comme	  les	  cartographies	  génétiques	  détaillées	  ou	  

les	  séquences	  de	  gènes	  sont	  maintenant	  disponibles.	  
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Le	  Xiphophorus	  
	  

	  

	  

Figure	  13	  :	  Le	  mélanome	  développé	  sur	  le	  poisson	  Xiphophorus	  est	  lié	  à	  
la	   mutation	   activatrice	   d’un	   oncogène	   dominant	   Tu	   (Wittbrodt	   et	   al.,	  
1989)	  

	  

	  

	  	   Les	   Xiphophorus	   sont	   des	   poissons	   d’eau	   douce	   d’Amérique	   Centrale	   qui	   ne	  

développent	   pas	   de	   mélanome	   à	   l’état	   sauvage.	   Toutefois	   des	   croisements	   entre	   les	  

différentes	   espèces	   de	   Xiphophorus	   ont	   permis	   d’obtenir	   des	   souches	   hybrides	   dans	  

lesquelles	   des	   mélanomes	   peuvent	   apparaître	   spontanément	   au	   sein	   d’une	   stucture	  

cutanée	  appelée	  macromélanophore.	  Le	  modèle	  Xiphophorus	  est	  probablement	  le	  plus	  

ancien	   des	   modèles	   animaux	   de	   mélanome.	   Il	   a	   été	   étudié	   depuis	   plus	   de	   80	   ans	  

(Gordon,	   1927)	   et	   donne	   accès	   actuellement	   à	   une	   collection	   de	   très	   nombreux	  

modèles	  génétiques	  utiles	  à	  la	  compréhension	  des	  mécanismes	  spontanés	  ou	  induits	  de	  

la	  mélanomagénèse	  (Nairn	  et	  al.,	  2001).	  

Le	  développement	  de	  mélanomes	  chez	  le	  Xiphophorus	  est	  favorisé	  par	  l’expostion	  aux	  

Ultra-‐Violets,	  aux	  Rayons	  X	  ou	  à	  d’autres	  carcinogènes	  (Anders	  et	  al.,	  1984).	  Ce	  modèle	  

donne	  un	  accès	  facilité	  au	  génome.	  C’est	  un	  bon	  outil	  pour	  caractériser	  les	  oncogènes	  et	  

les	  gènes	  suppresseurs	  de	  tumeur	  en	  cause	  dans	  l’apparition	  du	  mélanome.	  Wittbrodt	  

et	  al.	  ont	  mis	  en	  évidence	  et	  caractérisé	  un	  important	  oncogène	  (Xmrk)	  (Wittbrodt	  et	  
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al.,	   1989).	   La	   surexpression	  de	   ce	   gène	   est	   nécessaire	   et	   suffisante	  pour	   entraîner	   la	  

transformation	  néoplasique	  des	  mélanocytes	  dans	  Xiphophorus	  (Mäueler	  et	  al.,	  1993).	  

La	   protéine	   codée	   par	   cet	   oncogène	   Xmrk	   est	   un	   récepteur	   à	   tyrosine	   kinase	   très	  

proche	   du	   récepteur	   EGF-‐R	   humain	   (Wittbrodt	   et	   al.,	   1989).	   Cette	   kinase	   est	  

constitutivement	   auto-‐phosphorylée	   et	   induit	   une	   transduction	   du	   signal	   par	   les	  

différentes	   voies	   Ras-‐Raf-‐ERK	   ou	   STAT5	   également	   impliquées	   dans	   la	  

mélanomagénèse	  chez	  l’Homme.	  Les	  Xiphophorus	  sont	  faciles	  à	  élever,	  peu	  couteux	  et	  

à	  renouvellement	  de	  générations	  rapide.	  Leur	  génome	  est	  très	  bien	  caractérisé.	  Ils	  sont	  

un	   modèle	   de	   choix	   pour	   l’étude	   génétique	   de	   la	   mélanomagénèse.	   En	   revanche	   la	  

nature	  rapidement	  agressive	  des	  tumeurs,	   la	  relative	  faiblesse	  de	  ces	  poissons	  et	  leur	  

éloignement	   phylogénétique	   de	   l’Homme	   ne	   permettent	   pas	   d’en	   faire	   un	   modèle	  

préclinique	  (Fairchild,	  Carson,	  2011).	  	  

	  

Le	  Zebrafish	  

	  

Les	   premiers	   travaux	   sur	   les	   Daniorerio	   ou	   Zébrafish	   ont	   été	   initiés	   par	  

Streisinger	  dans	  les	  années	  1960.	  Comme	  le	  Xiphophorus,	  ils	  sont	  peu	  couteux	  et	  leur	  

cycle	   d’élevage	   est	   très	   rapide.	   Mais	   contrairement	   au	   Xiphophorus,	   le	   Zébrafish	  

fertilise	   ses	  œufs	   à	   l’extérieur	   de	   l’organisme	   et	   ainsi	   des	   centaines	   de	   cellules	  œufs	  

peuvent	   être	   collectées	   chaque	   semaine	   pour	   un	   couple	   de	   Zébrafish.	   Les	   embryons	  

sont	   transparents	   et	   les	   moments	   clés	   de	   l’embryogénèse	   peuvent	   être	   observés	   au	  

microscope	  optique.	  Avec	  celui	  de	  l’Homme	  et	  de	  la	  souris,	  le	  génome	  du	  zébrafish	  est	  

le	   seul	   génome	   de	   vertébrés	   à	   être	   séquencé	   en	   totalité	  

(http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index).	   Bien	   que	   le	   Xiphophorus	  

permette	   d’identifier	   clairement	   les	   gènes	   impliqués	   dans	   le	   développement	   des	  

mélanomes,	  il	  est	  difficile	  de	  réaliser	  des	  manipulations	  génétiques	  dans	  ce	  modèle.	  Ces	  

manipulations	   transgéniques	   sont	   par	   contre	   réalisables	   chez	   le	   Zébrafish	   ou	   le	  

Medaka.	   Les	   connaissances	   génétiques	   fondées	   sur	   	   le	   modèle	   de	   Xiphophorus	   sont	  

directement	   tansposées	   pour	   les	   constructions	   transgéniques	   sur	   le	   modèle	   de	  

Zébrafish	  
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L’équipe	   de	   Patton	   a	   créé	   en	   2005	   un	   Zébrafish	   transgénique	   porteur	   de	   la	  

mutation	  BRAF	  V600E	  dans	   le	  but	  d’	  étudier	  plus	  précisément	   les	   interactions	  gène	  à	  

gène	  et	  les	  interactions	  entre	  gène	  et	  environnement	  (Patton,	  Zon,	  2005).	  Une	  version	  

mutée	   de	   BRAF	   a	   été	   introduite	   dans	   le	   génome	   du	   Zébrafish	   sous	   la	   dépendance	  

transcriptionnelle	  du	  promoteur	  Mitf	  du	  poisson.	  

Chez	   le	  Zébrafish,	   il	   a	  été	  montré	  que	   la	  mutation	  BRAF	  seule	  n’entraînait	  pas	  

l’apparition	   de	   mélanome	   mais	   conduisait	   au	   développement	   de	   très	   nombreuses	  

lésions	  naeviques	  bénignes.	  

	  

	  

Figure	  14	  :	  Modèle	  transgénique	  chez	  le	  Zébrafish	  :	  (A)	  injection	  du	  transgène	  oncogénique	  
BRAF	  V600E	  dans	  la	  cellule	  œuf	  de	  Zébrafish	  au	  pôle	  animal	  permet	  la	  création	  d’un	  poisson	  
mosaïque	  F0	  qui	  exprime	  le	  transgène	  dans	  quelques	  mélanocytes	  (poisson-‐naevus	  portant	  
des	  points	  noirs	  (F)).	  Le	  promoteur	  du	  transgène	  est	  le	  gène	  Mitfa.	  Si	  ce	  transgène	  est	  couplé	  
à	  une	  GFP,	  ceci	  le	  rend	  clairement	  visible	  sur	  un	  embryon	  de	  3	  jours	  (B)	  et	  (C).	  Certains	  des	  
poissons	  mosaïque	  intègrent	  le	  transgène	  dans	  leurs	  cellules	  germinales	  et	  l’élevage	  de	  ces	  
poissons	   donne	   une	   lignée	   stable	   F1	   qui	   exprime	  BRAF	  V600E	   dans	   tous	   les	  mélanocytes	  
dérivés	   de	   la	   crête	   neurale	   visualisée	   par	   la	   GFP	   (B)	   et	   (C).	   (E)	   Zébrafish	   adulte	   souche	  
sauvage	  ;	  (F)	  Zébrafish	  mosaïque	  F0	  ;	  (G)	  Zébrafish	  transgénique	  stable	  portant	  la	  mutation	  
BRAF	  V600E	  (Patton	  et	  al.,	  2010)	  
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b. Le	  Monodelphis	  domestica	  

	  

	  
	  

Figure	   15	  :	   Monodelphis	   domestica,	  
un	  marsupial	  d’Amérique	  du	  Sud	  est	  
un	   modèle	   utilisé	   en	   photobiologie	  
(Vandeberg,	  Robinson,	  1997)	  

	  

L’opossum	  d’Amérique	  du	  Sud	  	  (Monodelphis	  domestica)	  est	  un	  petit	  marsupial	  

d’environ	   100	   grammes.	   Il	   possède	   un	   système	   de	   réparation	   de	   l’ADN	   photoactivé.	  

Cette	   particularité	   en	   fait	   un	   modèle	   intéressant	   pour	   les	   études	   de	   photobiologie	  

(Vandeberg,	  Robinson,	  1997).	  L’exposition	  aux	  UV	  produit	  des	  dimères	  de	  pyrimidine.	  

Le	  système	  de	  réparation	  que	  possède	   l’opossum	   lui	  permet	  d’	  «	  effacer	  »	  80-‐90%	  de	  

ces	  dimères	  de	  pyrimidine	  si	   il	  est	  exposé	  à	  la	  lumière	  visible	  (Ley	  et	  al.,	  1991).	  Ainsi	  

chez	  les	  opossum	  soumis	  à	  une	  exposition	  aux	  UV,	  l’exposition	  à	  la	  lumière	  permet	  de	  

réduire	  l’incidence	  des	  mélanomes	  induits	  expérimentalement	  de	  40%	  à	  100%.	  Grâce	  à	  

ce	  modèle	  il	  est	  possible	  d’étudier	  de	  manière	  ciblée	  le	  rôle	  des	  dommages	  sur	   l’ADN	  

induits	  par	  les	  UV.	  De	  plus	  c’est	  la	  seule	  espèce	  non	  transgénique	  connue	  dans	  laquelle	  

les	  effets	  des	  UV	  seuls	  peuvent	  induire	  un	  mélanome	  (Kusewitt	  et	  al.,	  1991).	  L’opossum	  

est	  un	  petit	  animal	  (100g)	  dont	  l’élevage	  est	  simple.	  Il	  a	  été	  très	  bien	  caractérisé	  par	  de	  

nombreuses	   études	   centrées	   sur	   les	   dommages	   causés	   à	   l’ADN	  par	   les	  UV.	   S’il	   est	   le	  

plus	  souvent	  utilisé	  comme	  modèle	  de	  tumeurs	  induites,	   il	  peut	  également	  être	  l’hôte	  

de	  mélanomes	  murins	  ou	  humains	  car	  le	  système	  immunitaire	  très	  immature	  du	  jeune	  

opossum	  (<	  5	  semaines)	  laisse	  se	  développer	  des	  xénogreffes	  sous-‐cutanées	  (Wang	  et	  
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al.,	  2003	  ;	  2009).	  Les	  limites	  de	  ce	  modèle	  est	  la	  localisation	  dermique	  des	  tumeurs	  et	  

le	   manque	   de	   connaissances	   fondamentales	   sur	   le	   système	   immunitaire	   de	   cette	  

espèce.	  

	  

c. Le	  chien	  

	  

Le	   chien	  est	  une	  autre	  espèce	  animale	  utilisée	  comme	  modèle	  dans	   l’étude	  du	  

mélanome.	  Les	  mélanomes	  canins	  se	  développent	  dans	  la	  cavité	  buccale,	  aux	  jonctions	  

cutanéo-‐muqueuses	   et	   aux	   extrémités	   distales	   des	  membres.	   Les	   races	   prédisposées	  

sont	  les	  Golden	  Retrievers,	  les	  Setters	  Irlandais,	  les	  Scottish	  Terriers,	  les	  Pinschers,	  les	  

Schnauzers	   (MacEwen,	   1990),	   les	   Caniches,	   les	   Boxers,	   les	   Rottweillers	   et	   les	  

Labradors.	   Le	   développement	   fréquent	   de	   mélanome	   dans	   certaines	   races	  

prédisposées,	   fait	   du	   chien	   un	   modèle	   d’identification	   et	   d’étude	   des	   gènes	   de	  

prédispostion.	  

	  

	  

Figure	  16	  :	  La	  prédispostion	  raciale	  aux	  différents	  types	  cliniques	  de	  mélanomes	  fait	  du	  chien	  un	  
modèle	  d’identification	  et	  d’étude	  des	  gènes	  de	  prédisposition	  (C.	  André	  –	  CNRS	  –	  2012)	  
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Les	  mélanomes	  canins	  sont	  des	  tumeurs	  agressives	  qui	  métastasent	  rapidement	  

par	  voie	  lymphophile.	  Les	  sujets	  dont	  le	  bilan	  d’extension	  est	  négatif	  et	  dont	  la	  tumeur	  

primitive	  est	   réséquée	  chirurgicalement	  de	  manière	   large	  ont	  une	  médiane	  de	  survie	  

de	   3	   à	   12	   mois	   (Aronsohn,	   Carpenter,	   1990).	   Comme	   les	   tumeurs	   humaines,	   les	  

mélanomes	   métastatiques	   canins	   sont	   peu	   sensibles	   aux	   chimiothérapies	  

conventionnelles	  et	   semblent	  en	   revanche	   répondre	  aux	   immunothérapies	   (Moore	  et	  

al.,	   1991).	   Le	   chien	   est	   à	   ce	   titre	   un	   modèle	   animal	   utilisé	   pour	   l’étude	   des	  

immunothérapies	  du	  mélanome	  métastatique	  (Fairchild,	  Carson,	  2011).	  Westberg	  et	  al.	  

publient	  en	  2013	  un	  essai	  clinique	  sur	  une	  série	  de	  19	  chiens	  présentant	  un	  mélanome	  

spontané	  traités	  par	  un	  adénovecteur	  CD40L	  (AdCD40L)	  par	  injection	  intratumorale.	  5	  

réponses	   complètes,	   8	   réponses	   partielles	   et	   4	   stabilisations	   de	   la	   progression	  

tumorale	  ont	  été	  obtenues	  (Westberg	  et	  al.,	  2013).	  
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d. Le	  porc	  

	  

	  
	  

Figure	  17	  :	  porcelet	  MeLiM	  (Melanoblastoma-‐
bearing	  Libechov	  Minipig),	  1	  mois,	  porteur	  de	  
nombreux	   mélanomes	   spontanés	   dont	  
certains	  se	  sont	  développés	  in	  utero	  	  

	  

	  

Plusieurs	   souches	   de	   mini-‐porcs	   présentent	   une	   forte	   prédisposition	   au	  

développement	  de	  mélanomes	  cutanés.	  Il	  s’agit	  des	  souches	  porcines	  Sinclair,	  Hormel,	  

Munich	   troll	  et	  MeLiM	  (Melanoblastoma-‐bearing	  Libechov	  Minipig)	   (Misfeldt,	  Grimm,	  

1994	  ;	  Hruban	   et	   al.,	   2004).	   Ce	   trait	   génétique	   peut	   être	   renforcé	   par	   sélection	   pour	  

obtenir	   50%	   de	   porcelets	   portant	   un	   mélanome	   dès	   la	   naissance	   et	   85%	   dans	   la	  

première	  année	  de	  vie.	  De	  nombreux	  naevi	  sont	  présents	  dans	  ces	  races.	  Ces	  modèles	  

ont	  aidé	  à	  l’identification	  de	  gènes	  de	  prédisposition	  dans	  le	  génome	  humain	  (Gomez-‐

Raya	  et	  al.,	  2007).	  L’évolution	  naturelle	  de	  ces	  lésions	  est	  métastatique	  dans	  25%	  des	  

cas.	  Pour	  les	  autres	  individus	  on	  observe	  une	  régression	  des	  lésions	  et	  la	  maladie	  n’est	  

pas	   létale	   (Gomez-‐Raya	   et	   al.,	   2007).	   On	   note	   alors	   une	   dépigmentation	   et	   une	  

diminution	   de	   la	   taille	   des	   tumeurs.	   Histologiquement	   ces	   lésions	   sont	   le	   siège	   d’un	  

infiltrat	   important	  de	  lymphocytes	  et	  de	  macrophages	  pigmentés.	  Ceci	  suggère	  que	  le	  

système	   immunitaire	   intervient	   pour	   une	   grande	   part	   dans	   la	   régression	   de	   ces	  

tumeurs	   (Greene	   et	   al.,	   1994).	   Cette	   particularité	   en	   fait	   un	  modèle	   animal	   d’intérêt	  

pour	   l’étude	  de	   la	  régression	   tumorale	  spontanée	  (Rambow	  et	  al.,	  2008).	  Par	  ailleurs	  

une	   souche	   de	   porc	   immunodéficient	   (SCID-‐like)	   Yorkshire	   a	   été	   utilisée	   pour	   la	  
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première	   fois	   en	   2012	   pour	   réaliser	   un	  modèle	   de	   xénogreffe	   humaine	   (Basel	   et	   al.,	  

2012).	   Ce	   déficit	   immunitaire	   semble	   être	   de	   transmission	   autosomique	   récessive	  

(Ozuna	  et	  al.,	  2013).	  
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VI. Les	  méthodes	  de	  suivi	  et	  d’évaluation	  de	  la	  réponse	  aux	  
traitements	  des	  modèles	  murins	  

	  

A. Suivi	  clinique	  de	  la	  croissance	  tumorale	  

	  

La	   méthode	   la	   plus	   simple	   pour	   évaluer	   la	   croissance	   tumorale	   d’une	   tumeur	  

accessible	  en	  sous-‐cutanée	  est	  le	  calcul	  d’un	  volume	  par	  la	  mesure	  des	  3	  dimensions	  de	  

la	   tumeur	  :	   largeur,	   longueur	   et	   épaisseur.	   Plusieurs	   formules	   mathématiques	  

permettent	  d’approcher	  ce	  volume	  	  (DiPersio	  et	  al.,	  1979	  ;	  Euhus	  et	  al.,	  1986):	  	  

• L	  (plus	  grand	  axe	  en	  mm)	  x	  l	  (largeur	  en	  mm)	  x	  H	  (épaisseur	  en	  mm)	  x	  π/6	  	  

• ou	  L2	  x	  l	  x	  π/6	  

• ou	  L	  x	  l2	  x	  ½	  	  

Cette	   méthode	   très	   accessible	   a	   ses	   limites.	   Il	   peut	   s’agir	   parfois	   de	   la	   mauvaise	  

accessibilité	  de	  la	  tumeur,	  de	  sa	  relative	  irrégularité	  de	  forme	  et	  des	  variations	  intra	  et	  

interindividuelles	  des	  mesures.	  Des	  méthodes	  de	  mesure	  du	  volume	  de	  la	  tumeur	  plus	  

automatisées	  ont	  été	  mises	  au	  point,	  notamment	  à	  l’aide	  de	  scanner	  laser	  (Girit	  et	  al.,	  

2008).	   Ceci	   permet	   de	   réduire	   les	   variations	   inter-‐individuelles	   et	   d’augmenter	   la	  

reproductibilité.	  	  

	  

Les	  autres	  paramètres	  cliniques	  de	  suivi	  pour	  évaluer	  la	  réponse	  au	  traitement	  sont	  

fréquemment:	  

• la	  croissance	  relative	  :	  %	  T	  (tumeur	  traitée)	  /	  C(tumeur	  contrôle)	  

• l’inhibition	  de	  croissance	  :	  1	  -‐	  %	  T/C	  

• le	  délai	  de	  croissance	  :	  %	  (T	  –	  C)/C	  

• le	  taux	  de	  régression	  partielle	  ou	  totale	  (RP	  ou	  RT)	  

• le	  pourcentage	  d’animaux	  indemnes	  de	  tumeur	  

• l’augmentation	  de	  la	  durée	  de	  survie	  
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B. Histologie	  

	  

Traditionnellement	   l’histologie	   permet	   d’évaluer	   à	   la	   fois	   qualitativement	   et	  

quantitativement	  la	  progression	  tumorale	  grâce	  à	  différents	  marqueurs	  tumoraux.	  

Les	   variations	   de	   multiples	   marqueurs	   biologiques	   sont	   décelables	   par	   différentes	  

techniques	  standard	  :	  l’immunohistochimie,	  le	  Southern	  et	  le	  Northern	  Blot	  ou	  encore	  

la	  qPCR.	  Ces	  techniques	  ne	  peuvent	  être	  utilisées	  qu’aux	  points	  limites	  de	  l’expérience	  

et	  imposent	  le	  sacrifice	  de	  l’animal	  xénogreffé	  car	  les	  biopsies	  sont	  difficiles	  à	  réaliser	  

et	  facteurs	  de	  morbidité	  et	  mortalité.	  

	  

C. Marqueurs	  sériques	  

	  

Il	  est	  parfois	  possible	  de	  surveiller	  l’évolution	  tumorale	  en	  dosant	  un	  marqueur	  

biologique	  libéré	  dans	  la	  circulation	  sanguine	  de	  l’hôte	  porteur	  de	  la	  tumeur.	  Certains	  

travaux	   rapportent	   le	   suivi	   de	   tumeurs	   préalablement	   transfectées	   par	   un	   gène	  

marqueur	   comme	   le	   PSA	   (Prostate	   Specific	   Antigen)	   (Conway	   et	   al.,	   2000).	   Les	   taux	  

sériques	  de	  PSA	  mesurés	  itérativement	  ont	  donné	  la	  possibilité	  de	  quantifier	  in	  vivo	  la	  

progression	  tumorale.	  

D’autres	  marqueurs	  sont	  physiologiquement	  produits	  par	  la	  tumeur	  et	  dosables	  

dans	   le	   serum	   de	   l’hôte.	   Il	   s’agit	   par	   exemple	   de	   la	   LDH	   dont	   l’activité	   sérique	   est	  

dosable	  dans	  un	  serum	  non	  hémolysé	  (Arguello	  et	  al.,	  1996).	  On	  peut	  également	  doser	  

les	   différentes	   isoformes	   de	   la	   LDH	   et	   leurs	   variations	   en	   fonction	   de	   la	   croissance	  

tumorale.	  En	  effet	  il	  est	  intéressant	  de	  noter	  que	  l’hôte	  murin	  ne	  sécrète	  pas	  les	  mêmes	  

isoformes	  que	  la	  tumeur	  humaine	  (Arguello	  et	  al.,	  1996).	  La	  LDH5	  est	  ainsi	  spécifique	  

de	   la	   tumeur	   humaine.	   Cette	   particularité	   en	   fait	   un	   marqueur	   intéressant.	   Après	  

injection	   de	   cellules	   de	   leucémie	   humaine	   dans	   un	   modèle	   de	   souris	   SCID,	   la	   LDH	  

spécifiquement	   humaine	   est	   détectable	   dans	   le	   serum	  de	   l’animal	   dès	   le	   7e	   jours.	   Le	  

nombre	  de	  cellules	  CD10+	  de	  leucémie	  humaine	  présentes	  dans	  la	  moelle	  osseuse	  des	  

souris	   SCID	   a	   été	   le	   reflet	   de	   la	   progression	   tumorale.	   Les	   taux	   de	   LDH	   augmentent	  

progressivement	  parallèlement	  à	  la	  croissance	  tumorale	  atteignant	  50,000	  U/L	  au	  25e	  

jour	  après	  transplantation.	  L’étude	  montre	  également	  la	  réversibilité	  de	  ces	  marqueurs	  
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en	   traitant	   les	   souris	   par	   de	   la	   toxine	   diphtérique	   qui	   cible	   uniquement	   les	   cellules	  

humaines	  (les	  cellules	  murines	  ne	  possédant	  pas	  de	  récepteur	  à	  la	  toxine	  diphtérique).	  

Les	   taux	   de	   LDH	   totaux	   et	   celui	   de	   l’isoenzyme	   LDH5	   diminuent	   fortement	   dans	   le	  

serum	  des	  souris	  traitées.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  
	  

Figure	  18	  :	  Profils	  des	  différentes	  isoenzymes	  de	  la	  LDH.	  
(A)	  serum	  humain	  normal	  ;	  (B)	  serum	  souris	  SCID	  saine	  ;	  
(C)	   serum	   d’une	   souris	   SCID	   avec	   des	   cellules	  murines	  
hémolysées	  ;	   (D)	   serum	   d’une	   souris	   SCID	   porteuse	  
d’une	  tumeur	  humaine	  (Arguello	  et	  al.,	  1996)	  
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D. Imagerie	  

	  

Dans	   la	   plupart	   des	   modèles	   orthotopiques	   ou	   métastatiques	   la	   tumeur	   est	  

rarement	  accessible	  à	  la	  palpation.	  Il	  est	  donc	  impossible	  d’évaluer	  son	  volume	  par	  des	  

mesures	  externes	  pour	  réaliser	  son	  suivi	  et	  sa	  réponse	  au	  traitement.	  

Il	   peut	   être	   intéressant	  de	  marquer	   les	   cellules	   tumorales	   avant	  de	   les	   greffer	  

afin	   de	   suivre	   leur	   évolution	   dans	   l’animal.	   Ce	   marquage	   est	   réalisé	   grâce	   à	   des	  

marqueurs	   fluorescents	   	  comme	  la	  Green	  Fluorescent	  Protein	  (GFP)	  (Hoffman,	  2002)	  

ou	  luminescents	  comme	  la	  luciférase	  (Contag	  et	  al.,	  2000)	  intégrés	  dans	  le	  génome	  de	  

la	   cellule	   tumorale.	   La	   bioluminescence	   et	   la	   vidéomicroscopie	   confocale	   in	   vivo	  

permettent	  de	   localiser	   la	   tumeur	   in	  vivo	  et	  d’en	   faire	  des	  mesures	   itératives	   tout	  au	  

long	   d’un	   traitement	   (Naumov	   et	   al.,	   1999	  ;	   Schaer	   et	   al.,	   2011).	   Ces	   techniques	   de	  

microscopies	  confocale	  et	  de	  fluorescence	  jouent	  un	  rôle	  important	  dans	  l’étude	  de	  la	  

biologie	   tissulaire	   in	   vivo.	   Elles	   permettent	   d’acquérir	   des	   images	   de	   sections	  

tissulaires	  très	  fines	  d’un	  tissu	  vivant	  à	  des	  profondeurs	  différentes.	  L’imagerie	  in	  vivo	  

non	   invasive	   des	   couches	   superficielles	   de	   certains	   organes	   comme	   la	   cornée,	   les	  

muqueuses	   des	   organes	   creux	   ou	   la	   peau	   (König,	   2000	  ;	   Koehler	   et	   al.,	   2006).	   Ces	  

véritables	   «	  microscopes	   dans	   le	   corps	  »	   ont	   une	   résolution	   qui	   permet	   de	   voir	   les	  

détails	   d’une	   cellule.	   Chernyavskiy	   et	   al.	  montrent	   par	   des	   techniques	   combinées	   les	  

changements	   morphologiques	   au	   niveau	   cellulaire	   d’un	   mélanome	   murin	   soumis	   à	  

l’hyperthermie	   (Chernyavskiy	   et	   al.,	   2009).	   Parmi	   ces	   microscopes	   spécialisés,	   nous	  

avons	  réalisé	  des	  images	  in	  vivo	  de	  mélanome	  sous-‐cutané	  à	  l’aide	  de	  Cell-‐Vizio®	  :	  un	  

microscope	   confocal	   dont	   les	   sondes	   permettent	   d’acquérir	   l’autofluorescence	   des	  

tissus	  in	  vivo.	  	  
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Figure	  19	  :	  Acquisition	  d’images	  en	  Cell-‐Vizio	  sur	  un	  animal	  
anesthésié.	   Cette	   technique	   d’imagerie	   permet	   un	   suivi	  
longitudinal	   des	   caractéristiques	   histologiques	   des	  
tumeurs	  sans	  sacrifice	  de	  l’animal	  

	  

	  

	  

	  

Figure	   20	  :	   Section	   schématique	   d’une	   tumeur	   sous-‐cutanée	   de	  
mélanome	   (a).	   Le	   microscope	   confocal	   in	   vivo	   Cell-‐Vizio	   permet	  
d’acquérir	   des	   images	   de	   définition	   histologique	   (b)	   des	   différentes	  
couches	  tissulaires	  successives	  (Chernyavskiy	  et	  al.,	  2009)	  
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D’autres	   technologies	   permettent	   actuellement	   de	   réaliser	   de	   l’imagerie	  

fonctionnelle	   chez	   le	   petit	   animal.	   C’est	   le	   cas	   de	   la	   microTEP	   (Tomographie	   par	  

Emission	  de	  Positons)	  ou	  encore	  de	  la	  tomographie	  par	  emission	  d’un	  unique	  Photon	  

(SPECT)	   (Waterhouse	   et	   al.,	   1997).	   De	   multiples	   marqueurs	   radioactifs	   sont	  

disponibles	   parmi	   lesquels	   le	   plus	   répandu	   est	   le	   18F-‐FDG.	   Ce	   marqueur	   est	   un	  

précurseur	   du	   glucose	   qui	   reste	   bloqué	   dans	   les	   organes	   fixant	   le	   glucose	   pour	   les	  

besoins	   de	   leur	   métabolisme.	   Cette	   imagerie	   permet	   par	   exemple	   de	   détecter	   des	  

métastases	  pulmonaires	  de	  cancer	  colique	  d’environ	  0.3	  mm	  de	  diamètre	  (Sharkey	  et	  

al.,	  2008).	  L’utilisation	  de	  la	  TEP	  au	  18F-‐FDG	  est	  particulièrement	  intéressante	  pour	  le	  

suivi	   des	   cancers	  dont	   le	  métabolisme	   glycolytique	   est	   augmenté.	  Dans	   le	  mélanome	  

métastatique	  la	  TEP	  au	  18F-‐FDG	  est	  utilisée	  en	  pratique	  clinique	  courante	  pour	  le	  bilan	  

et	   le	   suivi	   des	   patients.	   La	   baisse	   de	  marquage	   au	   18F-‐FDG	   d’une	   tumeur	   traitée	   au	  

Vémurafenib	  (inhibiteur	  de	  BRAF)	  serait	  un	  marqueur	  prédictif	  précoce	  de	  la	  réponse	  

au	  traitement	  (Baudy	  et	  al.,	  2012).	  

	  

	  

	  

Figure	  21	  :	  Xénogreffes	  d’un	  mélanome	  exprimant	  HIF-‐1α	  (Scr)	  
et	  d’un	  clone	  knock-‐down	  HIF-‐1α	  KD.	  La	  fixation	  du	  18F-‐FDG	  en	  
TEP	  est	  abaissée	  en	  l’absence	  du	  facteur	  de	  transciption	  HIF-‐1α	  
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Figure	   22	  :	   Baisse	   de	   la	   fixation	   de	   18F-‐FDG	   en	   microTEP	   après	   3	   jours	   de	  
traitements	  par	  Vémurafénib	  d’une	  PDTX	  portant	  la	  mutation	  BRAF	  V600E	  

	  

D’autres	  modèles	   s’appuient	   sur	   l’imagerie	  en	  microIRM	  (Ovrebø	  et	  al.,	  2013).	  

Une	   tumeur	   qui	   répond	   au	   traitement	   antiprolifératif	   peut	   ne	   pas	   varier	   de	   volume	  

global	  mais	   être	   le	   siège	   d’une	   nécrose	   tissulaire	   difficile	   à	   analyser	   et	   quantifier	   in	  

vivo.	   La	   pondération	   T2	   ne	   permet	   pas,	   chez	   la	   souris	   contrairement	   à	   la	   pratique	  

clinique	   chez	   l’Homme,	   d’identifier	   précisément	   la	   nécrose	   au	   sein	   d’une	   masse	  

tumorale.	   L’injection	   intraveineuse	   de	   Gadolinium	   n’améliore	   pas	   la	   qualité	   des	  

résultats.	   En	   revanche,	   plusieurs	   équipes	   ont	   montré	   l’intérêt	   de	   l’imagerie	   en	   IRM	  

dynamique	   ou	   DCE-‐MRI	   (Dynamic	   Contrast	   Enhanced-‐	   Magnetic	   Resonance	  

Imaging)(Gulliksrud	  et	  al.,	  2008	  ;	  Egeland	  et	  al.,	  2011	  ;	  Ovrebø	  et	  al.,	  2013).	  Un	  agent	  de	  

contraste	   (Gadolinium)	   est	   administré	   par	   voie	   intraveineuse	   en	   un	   bolus	   de	   5,0	  
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mL/kg.	   L’imagerie	   est	   réalisée	   avec	   une	  microIRM	   1,5	   Tesla	   sur	   un	   animal	   sédaté	   à	  

l’isoflurane.	   Ce	   procédé	   d’imagerie	   fonctionnelle	   donne	   une	   bonne	   résolution	   de	   la	  

perfusion	   tissulaire	   et	  donc	  de	   la	  nécrose	   intratumorale	  parfois	   en	   relation	  avec	  une	  

réponse	  au	  traitement.	  

	  

	  

	  

Figure	   23	  :	   Imagerie	   fonctionnelle	   par	   IRM	  
dynamique	   (DCE-‐MRI).	   Cette	   technologie	   permet	  
d’évaluer	   la	   perfusion	   tissulaire	   et	   d’identifier	  
précocément	   la	   nécrose	   au	   sein	   d’une	   masse	  
tumorale	   en	   cours	   de	   traitement	   (Camel	   et	   al.,	  
University	  of	  Arizona)	  

	  

Dans	  le	  cas	  de	  modèles	  orthotopiques	  dont	  l’organe	  envahi	  par	  la	  tumeur	  est	  un	  

organe	   profond,	   inacessible	   à	   l’examen	   clinique,	   d’autres	   types	   d’imagerie	   ont	   été	  

proposées.	   Il	   s’agit	   par	   exemple	   de	   l’échographie	   3D	   à	   haute	   fréquence	   pour	  

l	  ‘évaluation	   et	   le	   suivi	   des	  métastases	   hépatiques.	   Graham	   et	   al.	   proposent	   un	   suivi	  

longitudinal	   et	   non-‐invasif	   de	   métastases	   hépatiques	   par	   échographie	   3D	   à	   haute	  

fréquence	   (Graham	   et	   al.,	   2005).	   Le	   modèle	   utilisé	   est	   un	   modèle	   syngénique	   de	  

métastases	   induites	   par	   injection	   de	   cellules	   issues	   de	   culture	   (B16)	   dans	   la	   veine	  

mésentérique.	  Les	  plus	  petites	  métastases	  détectables	  au	  sein	  du	  foie	  par	  échographie	  

3D	   à	   haute	   fréquence	   ont	   un	   diamètre	   de	   0,22	  mm	   ce	   qui	   correspond	   à	   un	   volume	  

d’environ	  0,01	  mm3.	  Il	  est	  précisé	  qu’une	  tumeur	  de	  0,01	  mm3	  est	  constituée	  d’environ	  

700	  cellules	  	  de	  15	  μm	  organisées	  en	  sphère.	  
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L’échographie	   doppler	   est	   également	   utilisée,	   notamment	   pour	   évaluer	   la	  

densité	   vasculaire,	   la	   perméabilité	   ou	   la	   néovascularisation	   en	   particulier	   pour	   les	  

localisations	   cérébrales.	   Pour	   valider	   la	   technique	   d’imagerie	   consistant	   en	   tracking	  

cellulaire,	  l’équipe	  de	  Heyn	  et	  al.	  utilise	  un	  modèle	  animal	  de	  tumeur	  cérébrale	  induite	  

par	  injection	  des	  cellules	  tumorales	  dans	  le	  ventricule	  gauche	  d’une	  souris	  nude	  (Heyn	  

et	   al.,	   2006).	   Les	   cellules	   greffées	   sont	   issues	   de	  métastases	   cérébrales	   de	   cancer	   du	  

sein	   (MDA-‐MB-‐231).	   Elles	   ont	   un	   fort	   potentiel	   métastatique	   car	   elles	   ont	   été	  

sélectionnées	  après	  6	  passages	  consécutifs	  dans	   l’animal.	  Chaque	  passage	  consiste	  en	  

une	  injection	  dans	  le	  ventricule	  gauche	  puis	  prélèvement	  des	  tumeurs	  intracérébrales	  

obtenues	  pour	  les	  injecter	  dans	  une	  nouvelle	  génération	  de	  souris	  après	  dissociation.	  

	  

	  

	  

	   Tumeur	  sous-
cutanée	  

Tumeur	  
orthotopique	  

Métastase	   Angiogénèse	  

Mesure	  au	  pied	  à	  
coulisse	   +	   -‐	   -‐	   -‐	  

Imagerie	  optique	  
(bioluminescence	  et	  

fluorescence)	  
+	   +	   +	   +	  

IRM,	  microTEP	   +	   +	   +	   -‐	  

Echographie	   +	   +/-‐	   +/-‐	   -‐	  
Echographie	  
Doppler/	  IRM	  
dynamique	  

+	   +	   +	   +	  

	  

Tableau	  10	  :	  Techniques	  in	  vivo	  de	  monitorage	  de	  la	  progression	  tumorale	  et	  de	  l’efficacité	  
des	  traitements	  

	  

	  



	   92	  

Objectifs	  du	  travail	  

	  

Pendant	  de	  nombreuses	  années	  les	  traitements	  du	  mélanome	  métastatique	  par	  

des	  chimiothérapies	  cytotoxiques	  ont	  été	  peu	  efficaces,	  offrant	  une	  médiane	  de	  survie	  

de	   quelques	  mois	   aux	   patients	   en	   stade	   IV.	   Le	   développement	   des	   immunothérapies	  

d’une	   part	   et	   des	   thérapies	   ciblées	   d’autre	   part	   ont	   changé	   les	   possibilités	  

thérapeutiques.	  Avec	  ces	  nouvelles	  molécules	  efficaces,	  les	  schémas	  thérapeutiques	  se	  

multiplient.	   Un	   nouvel	   outil	   pré-‐clinique	   est	   indispensable	   aux	   chercheurs	   et	   aux	  

cliniciens.	  

Les	  modèles	  murins	  sont	   largement	  utilisés	  dans	  la	  recherche	  en	  cancérologie.	  

Leur	  génome	  est	  proche	  de	  celui	  de	  l’Homme,	  leur	  physiologie	  également.	  En	  outre	  les	  

bases	  moléculaires	   et	   cellulaires	   de	   la	   tumorigénèse	   sont	   similaires.	   L’ensemble	   des	  

champs	   d’utilisation	   est	   large	  :	   de	   l’identification	   de	   gènes	   de	   prédisposition,	   aux	  

modèles	   in	   vivo	   d’induction	   de	   mélanomes	   UV-‐induits	   en	   passant	   par	   l’analyse	  

diagnostique	  et	  les	  approches	  thérapeutique	  innovantes.	  	  

Dans	   cette	   optique,	   à	   l’instar	   d’autres	   équipes,	   nous	   avons	   exploré	   les	  

possibilités	  offertes	  par	   l’utilisation	  des	  modèles	  murins.	  Les	  modèles	  de	  xénogreffes	  

de	  cellules	  issues	  de	  culture	  ont	  montré	  leurs	  limites	  en	  terme	  de	  pouvoir	  prédictif	  de	  

la	  réponse	  au	  traitement.	  Ces	  modèles	  ont	  donc	  évolué.	  Nous	  proposons	  ici	  la	  mise	  au	  

point	  et	  les	  différentes	  utilisations	  de	  modèles	  de	  xénogreffes	  de	  tumeurs	  humaines.	  	  

Le	   premier	   objectif	   de	   ce	   travail	   est	   de	  montrer	   la	   plu	   value	   des	  modèles	   de	  

xénogreffes	  de	  tumeurs	  humaines	  en	  complément	  des	  études	  in	  vitro	  menées	  dans	  le	  

laboratoire	   sur	   l’efficacité	   de	   nouveaux	   traitements.	   En	   particulier	   l’approche	  

métabolique	   innovante	   développée	   au	   laboratoire,	   efficiente	   sur	   les	   cellules	   in	   vitro,	  

est-‐elle	  retrouvée	  au	  sein	  d’un	  organisme	  in	  vivo	  ?	  Comment	  les	  xénogreffes	  de	  lignées	  

établies	   répondent-‐elles	   au	   blocage	   de	   la	   voie	   HIF-‐1α/	   PI3K	  ?	   	   Les	   Patient-‐Derived	  

Tumor	  Xenograft	   (PDTX)	  ou	  Tumorgraft,	  plus	  difficiles	  à	  mettre	  en	   	  œuvre,	  sont	  plus	  

proches	   de	   la	   tumeur	   humaine	   dont	   elles	   sont	   issues.	   Sont-‐elles	   un	   bon	   outil	  

préclinique	  pour	  tester	  des	  associations	  thérapeutiques	  innovantes	  ?	  	  
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Le	   second	  objectif	   est	   en	   lien	   encore	   plus	   étroit	   avec	   la	   pratique	   clinique.	   Les	  

modèles	  de	  PDTX,	  porteurs	  des	  tumeurs	  de	  nos	  patients,	  nous	  aident-‐ils	  à	  améliorer	  le	  

suivi	   clinique	   et	   la	   surveillance	   des	   traitements	  ?	   Est-‐il	   possible	   de	   les	   inclure	   dans	  

l’arsenal	  thérapeutique	  pour	  guider	  nos	  choix	  face	  aux	  nouvelles	  thérapies	  ciblées	  et	  à	  

leurs	   associations	   éventuelles	  ?	   Peu	   de	  marqueurs	   permettant	   de	   prédire	   la	   réponse	  

aux	  différentes	  molécules	  et	  à	   leurs	  associations	   sont	  à	  notre	  disposition.	  Un	  modèle	  

murin	  de	  PDTX	  aide-‐il	  le	  clinicien	  dans	  ses	  choix	  thérapeutiques	  ?	  	  
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Résultats	  
	  

I. Article	  1	  
	  

	  

Inactivation	   of	   the	   HIF-1α/PDK3	   signaling	   axis	   drives	   melanoma	   toward	  

mitochondrial	  oxidative	  metabolism	  and	  potentiates	  the	  therapeutic	  activity	  

of	  pro-oxidants	  

Cancer	  Res,	  2012	  Oct	  1	  ;72(19)	  :5035-‐47	  

	  

Les	  cellules	  cancéreuses	  ont	  une	  possibilité	  de	  reprogrammation	  métabolique	  qui	  leur	  

permet	   de	  passer	   de	   la	   phosphorylation	   oxydative	   à	   la	   glycolyse.	   Elles	   peuvent	   ainsi	  

s’adapter	   à	   leur	   microenvironnement	   pauvre	   en	   nutriments,	   ce	   qui	   induit	   alors	   la	  

sélection	  des	   clones	   tumoraux	   les	   plus	   agressifs.	   Cependant	   les	  mécanismes	  de	   cette	  

reprogrammation	   ne	   sont	   pas	   entièrement	   élucidés.	   A	   l’aide	   d’approches	  

complémentaires	   à	   partir	   de	   lignées	   cellulaires	   validées	   et	   de	   prélèvements	   frais	   de	  

tumeurs	   humaines,	   nous	   montrons	   ici	   que	   la	   respiration	   mitonchondriale	   et	   la	  

phosphorylation	   oxydative	   sont	   freinées	   dans	   le	   mélanome	   métastatique,	   même	   en	  

condition	  de	  normoxie,	  grâce	  au	  maintien	  d’une	  expression	  nucléaire	  élevée	  de	  HIF-‐1α.	  

Lorsque	   la	   voie	   de	   HIF-‐1α	   est	   bloquée	   pharmacologiquement	   ou	   génétiquement,	   la	  

glycolyse	  est	   freinée	  au	  profit	  de	   la	   respiration	  mitochondriale	  à	   travers	   la	   réduction	  

spécifique	  de	   l’expression	  de	   la	  Pyruvate	  Déshydrogénase	  Kinase-‐3	  (PDK3).	  L’activité	  

de	  la	  PDK3	  peut	  être	  inhibée	  soit	  par	  le	  DichloroAcétate	  (DCA)	  soit	  par	  un	  siRNA.	  Son	  

atténuation	  a	  été	  suffisante	  pour	  permettre	  l’augmentation	  de	  l’activité	  de	  la	  Pyruvate	  

Déshydrogénase	   (PDH),	   et	   l’accroissement	   de	   la	   phosphorylation	   oxydative	   et	   de	   la	  

génération	  de	  ROS	  mitochondriales.	  Notons	   en	  particulier	   que	   le	  DCA	   	   a	   potentialisé	  

l’effet	   antitumoral	   de	   l’elesclomol,	   une	   molécule	   pro-‐oxydante	   en	   cours	   de	  

développement	  clinique,	  à	  la	  fois	  en	  limitant	  la	  prolifération	  cellulaire	  et	  en	  provoquant	  

la	   mort	   cellulaire.	   Nous	   avons	   également	   mis	   en	   évidence	   que	   cette	   association	  

thérapeutique	   a	   été	   efficace	   contre	   des	   cellules	   de	   mélanome	   portant	   la	   mutation	  
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BRAFV600E	   et	   devenues	   résistantes	   à	   l’inhibiteur	   anti-‐BRAF	   le	   vénumrafénib.	  

L’association	   du	   DCA	   et	   de	   l’elesclomol	   in	   vivo	   a	   permis	   d’obtenir	   une	   réponse	  

thérapeutique	  plus	  longtemps	  que	  celles	  obtenues	  respectivement	  avec	  un	  seul	  de	  ces	  

2	   agents	   testés	   séparément.	   Nos	   résultats	   sont	   une	   validation	   pré-‐clinique	   d’une	  

nouvelle	   cible	   thérapeutique	  dans	   la	   lutte	   contre	   le	  mélanome	  métastatique	   :	   la	   voie	  

bioénergétique	   HIF-‐1α/PDK3.	   Ils	   ouvrent	   la	   voie	   à	   d’autres	   combinaisons	  

thérapeutiques	  innovantes	  qui	  pourraient	  être	  efficaces	  contre	  cette	  maladie.	  
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Article	  2	  
	  

	  

Patient-derived	  tumor	  xenograft	  model	  to	  guide	  the	  use	  of	  BRAF	  inhibitors	  in	  

metastatic	  melanoma	  

Melanoma	  Res,	  2013	  Jul	  10	  [Epub	  ahead	  of	  print]	  

	  

Les	  inhibiteurs	  de	  BRAF	  dont	  le	  Vémurafénib	  ont	  récemment	  révolutionné	  les	  schémas	  

thérapeutiques	   du	   mélanome	   métastatique.	   Cependant	   des	   effets	   indésirables	   	   sont	  

fréquemment	   observés	   et	   l’apparition	   de	   résistance	   est	   inexorable,	   limitant	   ainsi	  

l’efficacité	  de	  ce	  traitement.	  Des	  modèles	  murins	  de	  xénogreffes	  issues	  directement	  de	  

tumeurs	   de	   patient	   (Patient-‐Derived	   Tumor	   Xenograft	   ou	   PDTX)	   ont	   été	   proposés	  

comme	   modèles	   pré-‐cliniques	   fiables	   permettant	   de	   prédire	   la	   réponse	   clinique	   au	  

traitement.	  Nous	  avons	  mis	  au	  point	  dans	  ce	  travail	  un	  modèle	  de	  PDTX	  de	  mélanome	  

portant	   la	  mutation	  BRAF-‐V600E	  pour	   tester	   l’efficacité	  du	  Vémurafénib.	  Nous	  avons	  

en	   premier	   lieu	   validé	   la	   stabilité	   du	   modèle	   par	   rapport	   à	   la	   tumeur.	   Les	  

caractéristiques	   histologiques	   et	   immunohistochimiques,	   le	   statut	   mutanionel	   et	  

l’imagerie	   fonctionnelle	   en	  Tomographie	  par	  Emission	  de	  Positons	   (TEP)	   au	   18F-‐FDG	  

nous	  ont	  permis	  de	  comparer	   la	  PDTX	  à	   la	  tumeur	  primitive.	  D’autre	  part	   l’inhibition	  

de	  la	  croissance	  tumorale	  et	  la	  diminution	  de	  la	  fixation	  du	  18F-‐FDG	  en	  TEP	  ont	  mis	  en	  

évidence	  la	  sensibilité	  des	  xénogreffes	  au	  Vémurafénib.	  Enfin	  l’utilisation	  de	  ce	  modèle	  

de	  PDTX	  nous	  a	  permis	  de	  réintroduire	  le	  Vémurafénib	  chez	  une	  patiente	  en	  poursuite	  

évolutive	   après	   un	   traitement	   par	   le	   Vémurafénib	   dont	   la	   dose	   avait	   été	   abaissée	   à	  

cause	   d’un	   effet	   indésirable	   notable	   puis	   interrompue	   complètement.	   Au	   total	   nous	  

avons	  montré	  que	  les	  modèles	  de	  PDTX	  reproduisent	  biologiquement	  le	  comportement	  

d’une	   tumeur	   humaine.	   Par	   cette	   approche	   nous	   avons	   pu	   prédire	   la	   réponse	   au	  

traitement	  par	  Vémurafénib	  de	  la	  tumeur	  d’une	  patiente	  porteuse	  de	  la	  mutation	  BRAF	  

V600E	  en	  poursuite	  évolutive.	  Ceci	  nous	  a	  autorisé	  à	  réintroduire	  le	  Vemurafénib	  chez	  

cette	  patiente.	  Ceci	  représente	  le	  deuxième	  cas	  publié	  de	  réintroduction	  d’une	  thérapie	  

ciblée	   contre	   le	   mélanome.	   A	   l’instar	   des	   orientations	   prises	   dans	   le	   traitement	   du	  

cancer	  du	  poumon	  par	  thérapie	  ciblée	  anti-‐EGFR,	  notre	  expérience	  clinique,	  guidée	  par	  
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l’utilisation	   d’une	   PDTX,	   nous	   permet	   de	   discuter	   de	   nouveaux	   schémas	  

thérapeutiques.	   Les	   thérapies	   ciblées	   pourraient	   être	   administrées	   de	   manière	  

discontinue.	   Les	   tumeurs,	   toujours	   hétérogènes,	   comportent	   des	   clones	   sensibles	   et	  

d’autres	  devenus	  résistants.	  Les	  clones	  résistants	  pourraient	  croître	  relativement	  plus	  

lentement	   du	   fait	   de	   leurs	   nouvelles	   caractéristiques	   métaboliques	   acquises	   lors	   du	  

processus	   de	   résistance.	   Les	   clones	   sensibles	   deviendraient	   alors	   	   à	   nouveau	  

majoritaires,	   ce	   qui	   permettrait	   d’observer	   une	   nouvelle	   réponse	   thérapeutique	  

clinique	  lors	  de	  la	  réintroduction	  de	  la	  thérapie	  ciblée.	  L’utilisation	  de	  modèles	  murins	  

de	  xénogreffes	  issues	  directement	  de	  patients	  peut	  aider	  dans	  les	  choix	  des	  nouveaux	  

schémas	  thérapeutiques	  proposés	  dans	  la	  lutte	  contre	  le	  mélanome	  métastatique.	  
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II. Article	  3	  	  
	  

	  

Personalized	  care	  management	  using	  Patient-Derived	  Tumor	  Xenografts	  
(PDTX):	  review	  of	  concept,	  implementations	  and	  perspectives	  

(en	  cours	  de	  soumission)	  

	  

Le	  mélanome	  métastatique	  stade	  IV	  avait	  jusqu’à	  présent	  une	  médiane	  de	  survie	  

très	   faible	   d’environ	   6	   à	   8	   mois.	   Le	   développement	   de	   thérapies	   ciblées	   dont	  

l’inhibiteur	  de	  BRAF	  Vémurafénib	  a	  amélioré,	  initialement	  de	  manière	  spectaculaire,	  la	  

durée	  de	  survie	  des	  mélanomes	  porteurs	  de	  la	  mutation	  BRAF	  V600.	  Malheureusement	  

les	   récidives	   sont	   inexorables	   du	   fait	   de	  mécanismes	   de	   résitance	   acquis	   complexes.	  

Nous	  présentons	  dans	  ce	  travail	  l’apport	  original	  d’un	  modèle	  animal	  de	  xénogreffes	  de	  

tumeurs	  issues	  directement	  de	  patients	  (Patient-‐Derived	  Tumor	  Xenografts	  ou	  PDTX).	  

La	   revue	   de	   la	   littérature	   sur	   la	   place	   des	   modèles	   animaux	   dans	   le	   mélanome	  

métastatique	   fait	   état	   de	   nombreux	   modèles	   de	   xénogreffes	   de	   lignées	   cellulaires	  

établies	  ou	  de	  cellules	  de	  patients	  après	  passage	  en	  culture.	  En	  revanche	  peu	  de	  PDTX	  

sont	  publiées	  et	  leur	  taux	  de	  prise	  de	  greffe	  sont	  faibles.	  Nous	  présentons	  	  une	  synthèse	  

des	   règles	   et	   des	   contraintes	   nous	   ayant	   permis	   d’obtenir	   un	   modèle	   stable	   et	  

reproductible.	   	   Les	   métastases	   cutanées	   ou	   sous-‐cutanées	   porteuses	   de	   la	   mutation	  

BRAF	  V600	  issues	  directement	  de	  7	  patients	  ont	  été	  xénogreffées	  en	  sous-‐cutané	  dans	  

un	  modèle	  murin	  de	  souris	  CB17-‐SCID	  avec	  adjonction	  d’une	  pseudo-‐membrane	  basale	  

Matrigel®.	  Le	  taux	  de	  prise	  était	  de	  91%.	  Les	  tumeurs	  développées	  ont	  été	  traitées	  par	  

l’anti-‐BRAF	   Vémurafénib	   à	   la	   dose	   de	   75	   mg/kg/jour.	   Une	   surveillance	   clinique,	  

biologique	   et	   d’imagerie	   métabolique	   par	   18F-‐FDG	   TEP/CT	   ont	   permis	   d’évaluer	   la	  

réponse	  tumorale	  après	  20	  jours	  de	  traitement.	  La	  réponse	  tumorale	  observée	  dans	  le	  

modèle	   murin	   était	   similaire	   aux	   observations	   cliniques	   à	   l’exception	   d’un	   patient.	  

Dans	   ce	   cas	   particulier	   les	   doses	   de	   Vémurafénib	   pour	   le	   patient	   ont	   été	   diminuées	  

suite	  à	  une	  photoxicité	  majeure.	  Puis	   le	   traitement	  a	  été	  arrêté	  devant	  une	  poursuite	  

évolutive.	   Grâce	   à	   une	   nouvelle	   PDTX	   réalisée	   sur	   des	   prélèvements	   de	   métastases	  

récemment	  apparues,	   la	  sensibilité	  au	  Vémurafénib	  a	  été	  mise	  en	  évidence	  autorisant	  

la	   réintroduction	   du	   traitement	   malgré	   l’impression	   clinique	   de	   résistance.	   Les	  

marqueurs	   histologiques	   PS-‐100,	   HBM45	   et	   MelanA	   ont	   été	   systématiquement	  
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retrouvés	  dans	  les	  xénogreffes	  développées	  chez	  la	  souris.	  Par	  ailleurs	  une	  analyse	  par	  

imagerie	   métabolique	   (18F-‐FDG	   TEP/CT	   )	   a	   montré	   une	   baisse	   significative	   de	   la	  

fixation	  du	  marqueur	  dans	  les	  tumeurs	  après	  10	  jours	  de	  traitement	  (baisse	  de	  la	  SUV	  

de	   14,9%	   en	   moyenne).	   Notre	   étude	   montre	   la	   faisabilité,	   la	   reproductibilité	   et	   la	  

concordance	  d’un	  modèle	  murin	  de	  xénogreffes	   issues	  directement	  de	  patients.	  Cette	  

proposition	   originale	   est	   un	   outil	   utile	   autant	   en	   recherche	   fondamentale	   	   qu’en	  

pratique	  clinique	  quotidienne.	  
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Discussion	  
	  

	  

I. Originalité	  des	  modèles	  de	  xénogreffes	  issues	  

directement	  de	  la	  tumeur	  du	  patient.	  

	  

Le	   coût	   du	   développement	   d’une	   molécule	   anticancéreuse	   est	   estimé	   à	   800	  

millions	   de	   dollars.	   Pas	   moins	   de	   10	   ans	   sont	   nécessaires	   entre	   la	   conception	   d’un	  

nouveau	  médicament	  et	  son	  autorisation	  de	  mise	  sur	   le	  marché	  (DiMasi	  et	  al.,	  2003).	  

Les	  modèles	  murins	  ont	  toujours	  été	  très	  utilisés	  dans	  la	  recherche	  en	  cancérologie.	  Ils	  

permettent	  d’apporter	  un	  niveau	  de	  connaissances	  et	  de	  preuves	  complémentaires	  aux	  

investigations	   in	   vitro.	   90%	   des	   molécules	   en	   développement	   ne	   seront	   pas	   testées	  

chez	   l’Homme	   faute	   d’efficacité	   prouvée	   chez	   l’animal	   (Hoff,	   1998).	   Les	  modèles	   les	  

plus	  accessibles	  sont	  des	  xénogreffes	  de	  cellules	   issues	  de	  culture	  en	   laboratoire.	  Ces	  

études	   visent	   à	   tester	   de	   nouvelles	  molécules	   sur	   l’animal	   avant	   les	   essais	   cliniques	  

chez	  l’Homme.	  Si	  une	  première	  étape	  est	  franchie	  pour	  se	  rapprocher	  de	  l’Homme,	  ces	  

modèles	   n’en	   restent	   pas	   moins	   des	   souris	   atteintes	   d’un	   cancer	   murin	   ou	   parfois	  

humain.	   Cet	   éloignement	   explique	   les	   déceptions	   causées	   par	   le	   manque	   de	  

reproductibilité	  et	  de	  fiabilité	  des	  études	  pré-‐cliniques.	  Les	  modèles	  murins	  ont	  montré	  

alors	  toutes	  leurs	  faiblesses,	  s’exposant	  même	  parfois	  aux	  sarcasmes.	  

En	  effet	   les	  souris	  ne	  sont	  pas	   les	  Hommes	  et	   le	  microenvironnement	   tumoral	  

est	   considéré	   comme	   de	   première	   importance	   dans	   la	   progression	   tumorale,	   le	  

potentiel	   métastatique	   et	   la	   réponse	   aux	   traitements.	   De	   plus	   les	   cellules	   humaines	  

greffées	  ne	   gardent	   pas	   toujours	   leurs	   caractéristiques	   géniques	   et	  moléculaires.	   Les	  

cellules	   en	   culture	   subissent	   une	   pression	   de	   sélection	   et	   deviennent	   moins	  

différenciées	  et	  plus	  homogènes	  que	  les	  cellules	  d’une	  tumeur	  de	  patient.	  De	  grandes	  

revues	   rétrospectives	   du	   National	   Cancer	   Institute	   (2001)	   ou	   du	   National	   Cancer	  

Institute	  of	  Canada	  (2003)	  arrivent	  aux	  mêmes	  conclusions	  :	  les	  traitements	  actifs	  sur	  

les	  xénogreffes	  de	  cellules	   issues	  de	  culture	  sont	  rarement	  efficaces	  pour	   les	  patients	  

atteints	  de	  la	  même	  tumeur.	  
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Si	  les	  modèles	  murins	  ont	  certaines	  limites	  liées	  à	  l’éloignement	  de	  l’hôte	  et	  à	  la	  

déviation	   génomique	   des	   cellules	   cancéreuses	   humaines	   greffées,	   pourquoi	   relancer	  

des	   études	   sur	   les	   modèles	   murins	   en	   cancérologie	  ?	   De	   nouvelles	   approches	  

thérapeutiques	   sont	   apparues,	   de	  nombreuses	  molécules	   ont	   été	  mises	   au	  point.	   Les	  

schémas	   thérapeutiques	   se	   sont	  multipliés.	   La	   lutte	   contre	   le	   cancer	   se	   personnalise	  

avec	   le	   développement	   des	   thérapies	   ciblées	   sur	   des	   anomalies	   moléculaires	  

oncogéniques.	   Il	   faut	   pouvoir	   disposer	   de	   tissus	   tumoraux	   humains	   les	   plus	   proches	  

possibles	  des	  tumeurs	  des	  patients	  à	  traiter.	  Les	  modèles	  animaux	  peuvent	  répondre	  à	  

ces	  nouveaux	  besoins	  si	  ils	  sont	  encore	  raffinés.	  

On	  voit	  donc	  apparaître	  dans	  tout	  le	  champs	  de	  la	  cancérologie	  des	  propositions	  

de	  modèles	  animaux	   	  de	  xénogreffes	  de	  tissu	  tumoral	  humain	  frais.	   Ils	  s’appuient	  sur	  

des	  souches	  de	  souris	   immunodéficientes	  :	  majoritairement	   les	  souris	  nude	  ou	  souris	  

SCID	  parfois	  NOD-‐SCID.	  La	  principale	   avancée	  de	   ces	  nouveaux	  modèles	   est	   la	   greffe	  

immédiate	   de	   la	   tumeur	   humaine	   sans	   dissociation,	   sans	   passage	   par	   la	   culture	  

cellulaire	  garantissant	  ainsi	  le	  maximum	  d’homologie	  entre	  la	  tumeur	  du	  patient	  et	  la	  

xénogreffe.	   On	   peut	   trouver	   dans	   la	   littérature	   différentes	   terminologies	   ou	  

néologismes	  pour	  définir	  ces	  nouveaux	  modèles	  :	  «	  Patient-‐Derived	  Tumor	  Xenograft	  »	  

(PDTX),	   «	  Patient-‐Derived	   Orthotopic	   Xenograft	  »	   (PDOX),	   «	  Tumorgraft	  »,	   «	  in	   direct	  

transfert	  »	   ou	   «	  explant	  »	   ou	   bien	   encore	   «	  avatar	  ».	   Tous	   les	   noms	   qui	   les	   désignent	  

soulignent	   le	   	   caractère	   direct	   de	   la	   greffe	   pour	   une	   plus	   grande	   similitude	   entre	   la	  

tumeur	   du	   patient	   et	   la	   xénogreffe	   de	   l’animal.	   Au	   Johns	   Hopkins	   Hospital,	   des	  

chercheurs	  ont	  créé	  des	  xénogreffes	  de	  tumeurs	  pancréatiques	  dans	  la	  souris	  nude	  et	  

tester	  10	   traitements	   connus	  ou	   innovants	   (Garber,	   2007).	  De	  manière	   systématique	  

depuis	   2005,	   un	   fragment	   de	   tumeur	   est	   prélevé	   au	   cours	   du	   geste	   chirurgical	   de	  

pancréatectomie.	  Des	  xénogreffes	  sont	  réalisées	  immédiatement	  avec	  un	  taux	  de	  prise	  

d’environ	   80%.	   Les	   tumeurs	   sont	   ensuites	   propagées	   sur	   2	   à	   3	   générations	  

consécutives	  d’animaux	  puis	  inclues	  dans	  les	  différents	  protocoles	  thérapeutiques	  qui	  

pourraient	  être	  proposés	  au	  patient	  en	  cas	  de	  rechute	  de	  la	  maladie.	  Au	  total	  6	  à	  8	  mois	  

sont	   requis	   pour	  mener	   à	   bien	   ce	  protocole.	  Or	   les	   récidives	  de	   cancer	  pancréatique	  

surviennent	   en	   moyenne	   9	   à	   12	   mois	   après	   le	   traitement	   primaire.	   Ce	   calendrier	  

permet	   d’avoir	   une	   réponse	   clinique	   fiable	   pour	   guider	   le	   choix	   du	   traitement	   de	  

seconde	   ligne	   (Garber,	   2009).	  Même	   si	   le	  modèle	   Hopkins	   semble	   satisfaisant,	   il	   est	  

difficile	   de	   baser	   le	   traitement	   d’un	   patient	   sur	   des	   résultats	   obtenus	   à	   partir	   d’une	  
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tumeur	   prélevée	   6	   à	   9	  mois	   auparavant.	   En	   effet	   on	   connaît	   l’extrème	  hétérogénéité	  

des	   clones	   tumoraux	   et	   leur	   grande	   labilité	   au	   cours	   du	   temps.	   En	   particulier	  

lorsqu’une	   métastase	   apparaît,	   ses	   caractértisques	   génomiques	   et	   moléculaires	   sont	  

très	   probablement	   différentes	   de	   celles	   de	   la	   tumeur	   primitive.	   Il	   est	   donc	  

indispensable	   de	   pouvoir	   donner	   une	   réponse	   rapide	   et	   fiable	   sur	   un	   tissu	   le	   plus	  

proche	  possible	  de	  celui	  que	  l’on	  veut	  combattre	  chez	  le	  patient.	  

Fiebig	  et	  al.	  en	  Allemagne	  travaillent	  dans	  ce	  sens	  depuis	  les	  années	  1970.	  Dans	  

une	  publication	  de	  2004,	   leurs	  PDTX	  ont	  permis	  de	  prédire	   la	   réponse	  au	   traitement	  

dans	  90%	  des	  cas	  (19	  sur	  21	  tumeurs)	  et	  ont	  prévu	  la	  résistance	  dans	  97%	  des	  cas	  (57	  

sur	  59)(Fiebig	  et	  al.,	  2004).	  L’équipe	  de	  Freiburg	  possède	  une	  très	   longue	  expérience	  

des	   PDTX	   qui	   ont	   pu	   être	   développées	   sur	   12	   types	   de	   cancers	   différents	   dont	   le	  

mélanome	   depuis	   1988.	   Fiebig	   et	   al.	   cherchent	   à	   réduire	   le	   temps	   nécessaire	   pour	  

donner	   au	   clinicien	   une	   réponse	   fiable	   concernant	   la	   réponse	   aux	   traitements	   des	  

tumeurs.	  Des	  tests	  de	  monoclonogénicité	  sur	  les	  cellules	  souches	  tumorales	  isolées	  des	  

PDTX	  permettent	  de	  rendre	  un	  résultat	  reproductible	  et	  fiable	  plus	  rapidement.	  

L’industrie	   s’empare	   également	   de	   ces	   outils	   et	   offre	   depuis	   peu	   de	   temps	   le	  

service	   PDTX	   aux	   cliniciens.	   La	   Patient-‐Derived	  Orthotopic	   Xenograft	   ou	   PDOXTM	   est	  

une	  marque	  déposée	  par	  un	   industriel	  d’animaux	  d’expérimentation	  animale.	   Il	   s’agit	  

de	  préparer	  pour	  le	  client	  une	  banque	  de	  tumeurs	  prêtes	  à	  être	  amplifiées	  pour	  tester	  

des	   traitements	  particuliers.	  Les	  arguments	  mis	  en	  avant	   sont	   la	  personnalisation	  du	  

traitement	   et	   la	   rapidité	   de	   l’évaluation	   de	   la	   réponse	   au	   traitement	   guidée	   par	   des	  

techniques	  d’imagerie.	  
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Figure	   24	  :	  Deux	  propositions	   commerciales	   pour	   la	   production	   industrielle	   de	   Patient-‐
Derived	  Tumor	  Xenograft	  (PDTX)	  

	  

	  

Il	   est	   important	   de	   concevoir	   un	   programme	   de	   PDTX	   à	   visée	   de	   recherche	  

fondamentale	  ou	  clinique	  qui	  soit	  le	  plus	  complet	  et	  efficace	  possible.	  Ceci	  passe	  par	  la	  

mise	  au	  point	  de	  techniques	  d’imagerie	  permettant	  l’évaluation	  précoce	  de	  la	  réponse	  

aux	   traitements.	   Dans	   le	   cas	   du	  mélanome,	   la	   Tomographie	   à	   Emission	   de	   Positions	  

(TEP)	  au	  18F-‐FDG	  est	  un	  moyen	  peu	  invasif	  pour	  surveiller	  l’activité	  métabolique	  de	  la	  

tumeur.	  Le	  mélanome	   fixe	  de	  manière	   intense	   le	  glucose	  et	   le	  marqueur	  analogue,	   le	  
18F-‐FDG,	  car	  il	  a	  un	  métabolisme	  glycolytique	  exacerbé.	  L’effet	  du	  traitement	  peut	  alors	  

être	  mis	  en	  évidence	  avant	  de	  percevoir	  un	  changement	  sur	  la	  progression	  du	  volume	  

tumoral.	  

Baudy	  et	  al.	  étudient	  les	  variations	  de	  fixation	  du	  18F-‐FDG	  en	  TEP	  sur	  un	  modèle	  

de	  mélanome	  muté	  BRAF	  V600E.	  Le	  modèle	  animal	  utilisé	  est	  une	  souris	  nude	  greffée	  
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en	   sous-‐cutanée	   par	   des	   cellules	   de	  mélanomes	   issues	   de	   culture	   (A375).	   In	   vitro	   le	  

Vémurafénib	   entraîne	   une	   diminution	   de	   la	   fixation	   de	   18FDG	   par	   les	   cellules	   BRAF	  

mutées.	  A	  l’inverse,	  certaines	  tumeurs	  BRAF	  mutées	  se	  développant	  au	  sein	  du	  modèle	  

animal	   et	   traitées	   au	   Vémurafénib	   ont	   augmenté	   leur	   fixation	   au	   18F-‐FDG	   dès	   la	  

première	   semaine	   de	   traitement	   (Baudy	   et	   al.,	   2012).	   Cette	   augmentation	   de	   15%	   à	  

30%	  de	  la	  fixation	  de	  FDG	  est	  paradoxale.	  Il	  pourrait	  s’agir	  d’un	  effet	  prolifératif	  induit	  

par	  le	  Vémurafénib	  et	  un	  métabolisme	  augmenté.	  Par	  aileurs	  la	  même	  équipe	  montrent	  

que	  l’imagerie	  TEP	  est	  aussi	  un	  bon	  marqueur	  de	  la	  résistance	  acquise	  au	  traitement.	  	  

D’autres	  modèles	   s’appuient	   sur	   l’imagerie	  en	  microIRM	  (Ovrebø	  et	  al.,	  2013).	  

Une	   tumeur	   qui	   répond	   au	   traitement	   antiprolifératif	   peut	   ne	   pas	   varier	   de	   volume	  

global	  mais	   être	   le	   siège	   d’une	   nécrose	   tissulaire	   difficile	   à	   analyser	   et	   quantifier	   in	  

vivo.	   En	   imagerie	   du	   petit	   animal,	   la	   pondération	   T2	   ne	   permet	   pas	   d’identifier	  

précisément	   la	   nécrose	   au	   sein	   d’une	   masse	   tumorale.	   L’injection	   intraveineuse	   de	  

Gadolinium	  n’améliore	  pas	   la	  précision	  des	   résultats.	   En	   revanche,	   plusieurs	   équipes	  

ont	  montré	   l’intérêt	  de	   l’imagerie	  en	   IRM	  dynamique	  ou	  DCE-‐MRI	  (Dynamic	  Contrast	  

Enhanced-‐	  Magnetic	  Resonance	  Imaging)(Gulliksrud	  et	  al.,	  2008	  ;	  Egeland	  et	  al.,	  2011	  ;	  

Ovrebø	   et	   al.,	   2013).	   Un	   agent	   de	   contraste,	   le	   Gadolinium,	   est	   administré	   par	   voie	  

intraveineuse	  en	  un	  bolus	  de	  5,0	  mL/kg.	  L’imagerie	  est	  réalisée	  avec	  une	  microIRM	  1,5	  

Tesla	   sur	   un	   animal	   sédaté	   à	   l’isoflurane.	   Ce	  procédé	  d’imagerie	   fonctionnelle	   donne	  

une	   bonne	   résolution	   de	   la	   perfusion	   tissulaire	   et	   donc	   de	   la	   nécrose	   intratumorale	  

parfois	  en	  relation	  avec	  une	  réponse	  au	  traitement.	  

Dans	  le	  cas	  de	  modèles	  orthotopiques	  dont	  l’organe	  envahi	  par	  la	  tumeur	  est	  un	  

organe	  profond,	  d’autres	   types	  d’imagerie	  ont	  été	  proposées.	   Il	   s’agit	  par	  exemple	  de	  

l’échographie	   haute	   fréquence	   3D	   pour	   l	  ‘évaluation	   et	   le	   suivi	   des	   métastases	  

hépatiques.	  Les	  plus	  petites	  métastases	  détectables	  au	  sein	  du	  foie	  par	  cette	  technique	  

ont	  un	  diamètre	  de	  0,22	  mm	  ce	  qui	  correspond	  à	  un	  volume	  d’environ	  0,01	  mm3.	  Il	  est	  

précisé	   qu’une	   tumeur	  de	  0,01	  mm3	   est	   constituée	  d’environ	  700	   cellules	   	   de	   15	  μm	  

organisées	  en	  sphère	  (Graham	  et	  al.,	  2005).	  
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II. Les	  PDTX	  pour	  l’étude	  et	  la	  prise	  en	  charge	  du	  

mélanome	  

	  

Dans	  le	  champs	  particulier	  du	  mélanome	  métastatique	  un	  outil	  préclinique	  aussi	  

proche	  du	  patient	  possible	  est	  indispensable	  dans	  le	  contexte	  des	  nouvelles	  modalités	  

thérapeutiques.	   En	   effet	   depuis	   peu	   de	   nouvelles	   propositions	   de	   traitement	   sont	  

apparues,	  parmi	  elles	  les	  immunothérapies	  et	  les	  thérapies	  ciblées.	  Elles	  reposent	  sur	  

une	   meilleure	   caractérisation	   moléculaire	   des	   tumeurs.	   50%	   des	   mélanomes	   sont	  

porteurs	   d’une	  mutation	   activatrice	   sur	   la	   voie	   de	   signalisation	   des	  MAPKinases	  :	   la	  

mutation	   BRAF	   V600.	   Des	   inhibiteurs	   de	   BRAF	   sont	   aujourd’hui	   disponibles	  :	   le	  

vémurafenib	  et	  la	  dabrafénib.	  Les	  schémas	  thérapeutiques	  sont	  multiples.	  Les	  modèles	  

murins	  peuvent	  être	  une	  aide	  (i)	  pour	  mieux	  comprendre	   les	  mécanismes	  d’action	  et	  

d’échappement	   de	   ces	   traitements,	   (ii)	   pour	   tester	   des	   alternatives	   thérapeutiques	  

innovantes,	   (iii)	   pour	   trouver	   des	   biomarqueurs	   de	   la	   réponse	   au	   traitement,	   (iv)	   et	  

pour	  guider	  le	  choix	  du	  clinicien	  dans	  les	  différentes	  options	  thérapeutiques.	  	  

Au	   laboratoire	   le	   travail	   sur	   un	  matériel	   le	   plus	   proche	   possible	   de	   la	   réalité	  

clinique	   est	   primordial.	   Les	   PDTX	   restent	   hétérogènes	   et	   bien	   différenciées.	   Elles	  

peuvent	  être	  maintenues	  dans	  plusieurs	  générations	  d’animaux	  successifs,	  une	  dizaine,	  

sans	  perdre	  leurs	  caractéristiques	  histologiques,	  moléculaires	  et	  génétiques	  (Tentler	  et	  

al.,	   2012	  ;	   Fiebig	   et	   al.,	   2004).	   Pour	   identifier	   et	   faire	   la	   preuve	   de	   la	   valeur	   d’un	  

biomarqueur,	   la	   PDTX	   donne	   l’avantage	   par	   rapport	   aux	   travaux	   cliniques	   d’être	  

beaucoup	   plus	   disponible.	   Les	   expériences	   peuvent	   être	   répétées	   et	   les	   conditions	  

contrôlées	  (Fichtner	  et	  al.,	  2008).	  	  

Si	  le	  premier	  modèle	  de	  xénogreffes	  de	  mélanome	  a	  été	  publié	  en	  1950	  (Greene,	  

1950),	   il	   n’existe	   pour	   autant	   que	   très	   peu	   de	  modèles	   de	   PDTX	   de	  mélanome.	   Une	  

étude	   française	  a	   rapporté	   l’établissement	  et	   la	   caractérisation	  d’un	  modèle	  de	  PDTX	  

de	   mélanome	   uvéal	   dans	   la	   souris	   SCID	   (Nemati	   et	   al.,	   2010).	   Dans	   cette	   étude,	   90	  

fragments	  tumoraux	  différents	  de	  mélanomes	  uvéaux	  ont	  été	  greffés	  sur	  de	  souris	  SCID	  

femelles.	  73	  fragments	  provenaient	  d’une	  énucléation	  contenant	  une	  tumeur	  primitive	  

et	  17	  de	   l’éxérèse	  d’une	  métastase.	   Les	  pièces	   tumorales	   fraiches	  ont	   été	   greffées	   en	  

sous-‐cutané	   dans	   la	   région	   interscapulaire	   permettant	   un	   examen	   clinique	   régulier.	  
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Après	   amplification	   tumorale	   dans	   3	   générations	   de	   souris	   consécutives,	   les	  

xénogreffes,	   considérées	   comme	   stables,	   sont	   utilisées	   pour	   les	   protocoles	   de	  

caractérisations	  et	  de	  test	  thérapeutiques.	  Sur	  les	  90	  tumeurs	  de	  patients	  prélevées,	  25	  

ont	  abouti	  à	  une	  xénogreffe	  viable	  soit	  un	  taux	  de	  prise	  de	  28%.	   Il	  est	   intéressant	  de	  

noter	  que	  le	  taux	  de	  prise	  était	  plus	  important	  dans	  le	  sous-‐groupe	  de	  tumeurs	  issues	  

de	   métastases	   (53%).	   Pour	   4	   tumeurs,	   deux	   chimiothérapies	   cytotoxiques	   ont	   été	  

administrées	  :	   fotémustine	   (Muphoran®)	   et	   témozolomide	   (Temodal®).	   Trois	   d’entre	  

elles	   ont	   répondu	   et	   une	   tumeur	   a	   continué	   de	   progresser.	   Ces	   résultats	   étaient	  

similaires	  à	  l’évolution	  clinique	  observée	  chez	  les	  patients.	  

Nous	   avons	   publié	   le	   cas	   d’une	   patiente	   dont	   le	   traitement	   par	   l’anti-‐BRAF	  

Vémurafénib	   a	   pu	   être	   réintroduit	   alors	   que	   l’impression	   clinique	   orientait	   vers	   une	  

résistance	   secondaire	   de	   la	   tumeur.	   D’autres	   cas	   de	   réintroduction	   d’un	   inhibiteur	  

antiBRAF	   ont	   été	   publiés	   (Seghers	   et	   al.,	   2012).	   Ces	   observations	   permettent	   de	  

proposer	  des	   traitements	   séquentiels	   dans	  une	   approche	   similaire	   au	   traitement	  par	  

anti-‐EGFR	   (Gefitinib	   et	   Erlotinib)	   des	   cancers	   du	   poumon	   non	   à	   petites	   cellules	  

(Chmielecki	   et	   al.,	   2011).	   L’hypothèse	   de	   ce	   nouveau	   concept	   d’administration	  

séquentielle	   est	   basée	   sur	   la	   progression	   plus	   rapide	   des	   clones	   sensibles	   sous	  

chimiothérapie	   standard.	   Ainsi	   lorsque	   le	   premier	   traitement	   par	   anti-‐EGFR	   n’est	  

cliniquement	  plus	  efficace,	  des	  contingents	  hétérogènes	  de	  tumeur	  persistent	  :	  certains	  

sont	   des	   clones	   encore	   sensibles	   et	   d’autres	   sont	   devenus	   résistants.	   Sous	   une	  

chimiothérapie	   de	   seconde	   ligne,	   ces	   clones	   sensibles	   à	   l’anti-‐EGFR	   prolifèrent	   plus	  

rapidement	  que	  les	  résistants.	  Alors	  les	  clones	  sensibles	  redeviennent	  plus	  nombreux	  

que	   les	   résistants	   et	   la	   réintroduction	   de	   l’anti-‐EGFR	   est	   à	   nouveau	   efficace	  

cliniquement	  (Oxnard	  et	  al.,	  2011).	  	  

Les	  PDTX	  pourraient	  être	  l’outil	  idéal	  pour	  établir	  un	  véritable	  tumorogramme	  

du	  cancer	  à	  traiter.	  En	  effet	  on	  pourrait	  faire	  un	  parallèle	  entre	  la	  cellule	  cancéreuse	  et	  

les	   bactéries,	   virus	   ou	   autres	   agents	   pathogènes,	   tous	   capables	   de	   mutations	   et	  

d’adaptation	   face	   à	   la	   pression	   des	   traitements.	   A	   quelle	   thérapie	   ciblée	   ou	   à	   quelle	  

association	  médicamenteuse,	   le	  mélanome	  d’un	  patient	  particulier	  est-‐il	  «	  sensible	  »	  ?	  

Une	  cohorte	  de	  souris	  toutes	  xénogreffées	  directement	  à	  partir	  d’un	  fragment	  tumoral	  

du	   patient	   permettrait	   de	   répondre	   à	   de	   telles	   questions	   cliniques.	   Depuis	   2005	   le	  

modèle	  Hopkins	   tente	   de	   remplir	   cette	  mission	   pour	   le	   cancer	   du	   pancréas.	   Dans	   le	  
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contexte	   de	   la	   prise	   en	   charge	   du	   mélanome,	   l’évolution	   au	   stade	   métastatique	   est	  

parfois	   très	  rapide.	   Il	   faut	  donc	  développer	  des	  outils	   (biomarqueurs,	   imagerie)	  pour	  

raccourcir	   le	   délai	   de	   réponse	   des	   PDTX	   à	   différents	   traitements.	   Dans	   notre	  

expérience,	   la	   réintroduction	   du	   vémurafénib	   (inhibiteur	   de	   BRAF)	   a	   eu	   un	   effet	  

clinique	   positif	   alors	   que	   la	   patiente	   semblait	   résistante	   quelques	   mois	   plus	   tôt.	  

Sidransky	  et	  al.	  ont	  publié	  le	  cas	  similaire	  d’un	  patient	  traité	  d’un	  cancer	  du	  pancréas	  

(Olive	  et	  al.,	  2009).	  La	  PDTX	  a	  permis	  dans	  ce	  cas	  d’identifier	  précocément	  la	  résistance	  

au	   traitement	   de	   première	   intention,	   la	   gemcitabine.	   Une	  molécule	  moins	   utilisée,	   la	  

mitomycine	  C	   a	  montré	   sont	   efficacité	   sur	   le	  modèle	   animal	   permettant	   de	   traiter	   le	  

patient	  rapidement	  et	  efficacement	  pendant	  2	  ans.	  
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III. Les	  limites	  des	  modèles	  de	  PDTX	  
	  

Les	  PDTX	  ont	  toutefois	  des	  limites	  techniques	  et	  économiques.	  Le	  taux	  d’échec	  

de	   transplantation	   peut	   être	   important	   pour	   certaines	   tumeurs.	   Dans	   la	   large	  

expérience	  de	  Fiebig,	   les	   taux	  de	  prise	  pour	   le	  cancer	  du	  colon,	   le	  cancer	  du	  poumon	  

non	  à	  petites	  cellules	  et	  le	  mélanome	  culminent	  à	  40%	  à	  60%.	  Pour	  le	  cancer	  du	  sein	  ce	  

taux	  baisse	  à	  12%-‐20%.	  Il	  n’est	  plus	  que	  de	  3%	  pour	  le	  cancer	  de	  la	  prostate	  (Fiebig	  et	  

al.,	  2004).	  Dans	  le	  modèle	  proposé	  par	  Nemati	  et	  al.	   les	  taux	  de	  prise	  des	  mélanomes	  

uvéaux	  sont	  également	  très	  bas	  (28%)	  (Némati	  et	  al.,	  2010).	  

Notre	   taux	   de	   prise	   sur	   une	   série	   de	   7	   patients	   différents	   prélevés	   et	   58	  

xénogreffes	  a	  été	  de	  91%.	  Nous	  expliquons	  ce	  bon	   taux	  de	  prise	  par	   la	   rapidité	  de	   la	  

mise	   en	   place	   de	   la	   tumeur	   dans	   l’animal.	   Une	   bonne	   coordination	   des	   équipes	  

chirurgicales	  et	  de	  laboratoire	  permet	  une	  xénogreffe	  dans	  l’heure	  qui	  suit	  l’exérèse	  au	  

bloc	   opératoire.	   La	   tumeur	   est	   conservée	   à	   4°C	   puis	   greffée	   en	   sous-‐cutanée	   en	  

présence	   d’une	   pseudo-‐membrane	   basale	   (BD	   Matrigel).	   Le	   choix	   du	   degré	  

d’immunodéficience	   impacte	  également	   le	   taux	  de	  prise.	  Nous	  utilisons	  des	  souris	  de	  

souche	  SCID	  qui	  ne	  possèdent	  ni	  lymphocytes	  B,	  ni	  lymphocytes	  T.	  Ces	  souris	  sont	  plus	  

immunodéprimées	   que	   les	   souris	   nude.	   Elles	   sont	   malgré	   tout	   assez	   robustes	   pour	  

supporter	   les	   traitements	   et	   les	   investigations	   complémentaires	   comme	   un	  

prélèvement	   sanguin	   hebdomadaire	   pour	   la	   recherche	   de	   biomarqueurs	   (LDH	   et	   ses	  

isoformes)	  ou	  un	  examen	  en	  TEP	  au	  18F-‐FDG.	  

Par	  ailleurs	  le	  facteur	  temps	  peut	  également	  être	  un	  frein	  à	   l’utilisation	  de	  tels	  

outils.	   Nous	   estimons	   à	   environ	   1	   mois	   la	   prise	   et	   la	   croissance	   significative	   de	   la	  

xénogreffe	   dans	   la	   première	   génération	   de	   souris	   greffées.	   Mais	   d’autres	   équipes	  

décrivent	  des	  temps	  plus	  long	  encore	  :	  de	  2	  mois	  à	  4	  mois	  (Morton,	  Houghton,	  2007).	  

Pour	   d’autres	   encore	   il	   faudrait	   attendre	   6	   mois	   pour	   conclure	   que	   la	   prise	   de	   la	  

xénogreffe	   a	   échoué	   (Jin	   et	   al.,	   2010).	   Il	   est	   souvent	   indispensable	   d’amplifier	   le	  

nombre	  de	  souris	  du	  fait	  de	   la	  relative	  faible	  quantité	  de	  matériel	  tumoral	  disponible	  

chez	   le	   patient.	   Cette	   amplification	   est	   réalisée	   sur	   2	   à	   3	   générations	   successives	  

d’animaux.	   Dans	   le	  modèle	   du	   John	   Hopkins	   Hospital,	   9	  mois	   sont	   nécessaires	   pour	  

mener	  la	  totalité	  du	  protocole	  sur	  des	  PDTX	  de	  cancer	  du	  pancréas(Garber,	  2009).	  On	  
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remarque,	   comme	   l’a	   souligné	   Tentler	   et	   al.	   (Tentler	   et	   al.,	   2012),	   que	   la	   croissance	  

tumorale	   est	   plus	   rapide	   dans	   la	   2e	   génération	   que	   dans	   la	   première	   et	   encore	   plus	  

rapide	  dans	  la	  troisième.	  

	  

	  

	  

Figure	   25	  :	   Amplification	   de	   la	   tumeur	   dans	   2	   à	   3	   générations	   de	   souris	   successives.	   La	   phase	   de	  
traitement	  ne	  peut	  commencer	  que	  2	  à	  3	  mois	  en	  moyenne	  après	  le	  prélèvement	  de	  la	  tumeur	  sur	  le	  
patient	  (Baudy	  et	  al.,	  2012)	  

	  

	  

Au	   total	   il	   faut	   au	  minimum	   6	   à	   8	   semaines	   et	   en	  moyenne	   2	   à	   3	  mois	   pour	  

obtenir	   une	   cohorte	   suffisante	   d’animaux.	   Il	   faut	   ensuite	   traiter	   les	   animaux	  10	   à	   20	  

jours	  pour	  évaluer	   la	  réponse	  au	   traitement.	  Pour	  une	  utilisation	  clinique,	   la	  réponse	  

au	   traitement	   peut	   être	   définie	   au	   minimum	   3	   mois	   après	   le	   prélèvement	   des	  

fragments	  tumoraux	  chez	  le	  patient.	  	  

Ce	  facteur	  temps	  peut	  parfois	  être	  réduit.	  La	  cohorte	  initiale	  d’animaux	  greffés	  

(F0)	  peut	  parfois	  être	  importante	  d’emblée	  si	  le	  matériel	  tumoral	  est	  disponible.	  Pour	  

réaliser	  une	  xénogreffe	  on	  estime	  que	  200	  mm3	  de	  tissu	  tumoral	  suffisent.	  A	  partir	  d’un	  

nodule	   de	   perméation	   de	   1	   cm	  de	   diamètre,	   2	   souris	   peuvent	   être	   greffées.	   Certains	  

patients	   présentent	   d’emblée	   de	   très	   nombreux	   nodules	   accessibles	   à	   une	   exérèse	  

simple.	  On	  estime	  qu’il	  faut	  environ	  10	  animaux	  xénogreffés	  pour	  fournir	  une	  réponse	  
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fiable	  quant	  à	  la	  réponse	  au	  traitement.	  Un	  autre	  manière	  de	  réduire	  ce	  facteur	  temps	  

est	  l’imagerie	  fonctionnelle	  par	  TEP	  ou	  DCE-‐MRI	  ou	  d’autres	  biomarqueurs.	  

La	   mise	   en	   place	   et	   l’utilisation	   en	   clinique	   d’une	   telle	   approche	   nécessite	  

beaucoup	   de	   temps	   de	   manipulation.	   L’organisation	   logistique	   est	   primordiale.	   Elle	  

commence	   par	   une	   excellente	   coordination	   de	   l’équipe	   chirurgicale	   qui	   réalise	  

l’éxérèse	  de	  la	  tumeur	  et	  celle	  qui	  réalise	  la	  xénogreffe	  dans	  l’animal.	  Pour	  améliorer	  le	  

taux	   de	   prise	   de	   greffes,	   le	   temps	   pour	   réaliser	   la	   xénogreffe	   doit	   être	   le	   plus	   court	  

possible.	   Au	   sein	   d’une	   équipe	   entraînée	   on	   estime	   à	   une	   heure	   ce	   temps	   de	  

manipulation	  initiale.	  Lorsque	  les	  tumeurs	  ont	  atteint	  un	  volume	  significatif	  d’environ	  

400	   mm3,	   les	   animaux	   sont	   traités.	   Certains	   traitements	   sont	   administrés	   par	   voie	  

intraveineuse	  deux	   fois	  par	   jour	   tous	   les	   jours	  pendant	  20	   jours.	  Traiter	  5	  souris	  par	  

voie	   intra-‐veineuse	   demande	   une	   heure	   de	   manipulation	   en	   routine.	   Ces	   exemples	  

concrêts	  illustrent	  bien	  les	  limites	  d’une	  utilisation	  des	  PDTX	  à	  grande	  échelle.	  

Il	  est	  évident	  que	  ce	  type	  d’approche	  personnalisée	  du	  traitement	  anticancéreux	  

est	   non	   seulement	   très	   coûteux	   en	   terme	   de	   temps	   mais	   aussi	   financièrement.	   Les	  

souris	   employées	   pour	   une	  PDTX	   sont	   immunodéficientes	   pour	   tolérer	   la	   xénogreffe	  

d’un	   tissu	   tumoral	   humain.	   Les	   animaux	   utilisés	   sont	   produits	   industriellement	   de	  

façon	  très	  contrôlée	  afin	  de	  leur	  garantir	  un	  statut	  sanitaire	  exempt	  de	  tout	  pathogène	  

(statut	  Specific	  and	  Opportunistic	  Pathogen	  Free	  ou	  SOPF).	   Ils	  sont	  stabulés	  dans	  des	  

milieux	  stériles	  et	  clos.	  Ils	  sont	  nourris	  avec	  des	  aliments	  irradiés.	  Les	  animaleries	  qui	  

peuvent	   les	  accueillir	  sont	  soumises	  à	  des	  contrôles	  stricts	  et	   réguliers	  de	   leur	  statut	  

sanitaire.	  L’ensemble	  de	  cet	  environnement	  est	  bien	  sûr	  très	  coûteux.	  

Par	  ailleurs	   il	  est	   important	  de	  noter	  que	   les	  PDTX	  ne	  peuvent	  pas	  répondre	  à	  

une	   des	   grandes	   problématiques	   fondamentales	   et	   cliniques	  :	   le	   rôle	   du	   système	  

immunitaire	  dans	  la	   lutte	  contre	  le	  cancer.	  En	  effet	   les	  PDTX	  sont	  basées	  sur	  l’emploi	  

d’animaux	   immunodéficients	   afin	   qu’ils	   puissent	   tolérer	   la	   xénogreffe	   d’un	   tissu	  

humain.	  Or	  le	  système	  immunitaire	  joue	  un	  rôle	  très	  important	  dans	  la	  luute	  contre	  la	  

maladie.	   De	   plus	   certaines	   approches	   thérapeutiques	   s’appuient	   sur	   ce	   système	  

immunitaire	   pour	   détruire	   la	   tumeur.	   Il	   s’agit	   des	   immunothérapies,	   largement	  

développées,	   notamment	   dans	   le	   traitement	   du	   mélanome	  :	   les	   cytokines	   comme	  

l’interféron	   ou	   l’interleukine	   2,	   les	   vaccins	   ou	   encore	   les	   anticorps	  monoclonaux	   tels	  

que	  l’ipilimumab.	  L’ipilimumab	  est	  le	  premier	  anti-‐corps	  anti-‐CTLA-‐4	  ayant	  permis	  une	  
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augmentation	   de	   la	   durée	   de	   survie	   dans	   plusieurs	   essais	   randomisés	   (Hodi	   et	   al.,	  

2010	  ;	  Robert	  et	  al.,	  2011	  ;	  Attia	  et	  al.,	  2005).	  Le	   taux	  de	  réponse	  n’est	  que	  d’environ	  

15%,	   mais	   des	   durées	   de	   rémissions	   remarquables	   ont	   été	   rapportées	   chez	   des	  

patients	  en	  stade	  IV.	  Aux	  Etats-‐Unis	  l’ipilimumab	  est	  autorisé	  en	  première	  ligne.	  
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IV. Les	  limites	  des	  modèles	  développés	  dans	  ce	  travail	  
	  

Aux	  inconvénients	  intrinsèques	  des	  PDTX	  déjà	  développés	  de	  manière	  générale,	  

deux	  autres	  limites	  des	  modèles	  mis	  en	  place	  par	  ce	  travail	  doivent	  être	  soulignées.	  	  

Tout	  d’abord	  nos	  modèles	  de	  PDTX	  ne	  sont	  pas	  métastatiques	  spontanément.	  Ils	  

utilisent	   du	   matériel	   tumoral	   issu	   de	   métastases	   cutanées	   ou	   sous-‐cutanées	   de	  

mélanome.	   Ce	   tissu	   est	   ensuite	   xénogreffé	   en	   sous-‐cutané	   dans	   la	   souris	   SCID.	   Dans	  

notre	   expérience	   de	   PDTX	   nous	   n’avons	   jamais	   retrouvé	   de	   métastases	   dans	   les	  

organes	  examinés	  après	  euthanasie	  de	  l’animal.	  Il	  faut	  noté	  que	  le	  temps	  d’évolution	  de	  

la	  maladie	  dans	  l’animal	  n’est	  que	  de	  quelques	  semaines,	  environ	  6	  à	  8	  semaines.	  Pour	  

voir	  apparaître	  des	  métastases	  spontanées	  le	  temps	  minimum	  nécessaire	  est	  de	  l’ordre	  

de	  3	  mois	  (Welch,	  1997).	  	  

Nous	   avons	   en	   revanche	   pu	   obtenir	   des	   métastases	   induites	   par	   injection	  

intraveineuse	  de	  cellules	  tumorales.	  Ces	  cellules	  sont	  piègées	  dans	  la	  microcirculation	  

pulmonaire	   et	   on	   a	   pu	   ainsi	   mettre	   en	   évidence	   des	   métastases	   pumonaires.	   Pour	  

autant	   ce	   type	  de	  modèle	  de	  métastases	   induites	  n’est	  pas	  pertinent	  pour	   le	   suivi	  de	  

l’évolution	   d’un	   patient.	   Il	   pourrait	   l’être	   si	   on	   cherchait	   à	   évaluer	   l’efficacité	   d’un	  

traitement	   sur	   une	   métastase	   localisée	   à	   un	   organe	   particulier	   pour	   un	   patient	  

particulier.	   On	   pourrait	   alors	   construire	   une	   PDTX	   ayant	   une	   métastase	   hépatique,	  

pulmonaire,	  cérébrale	  ou	  une	  carcinose	  péritonéale.	  Ce	  type	  de	  PDTX	  est	  réalisable	  par	  

les	  techniques	  de	  métastases	  induites	  décrites	  par	  de	  nombreux	  auteurs.	  Le	  modèle	  le	  

plus	   répandu	   est	   l’injection	  de	   cellules	   tumorales	   dans	   la	   circulation	   sanguine	  par	   la	  

veine	  caudale	  de	  l’animal.	  Dans	  ce	  cas	  les	  métastases	  sont	  principalement	  localisées	  au	  

poumon	  par	  un	  phénomène	  mécanique	  de	  piègeage	  des	   cellules	  dans	   le	   lit	   capillaire	  

pulmonaire.	  Curieusement	  les	  métastases	  dans	  ce	  type	  de	  modèle	  ne	  sont	  pas	  toujours	  

reproductibles	  et	   le	  taux	  d’échec	  est	   important	  (Welch,	  1997).	  D’autres	  méthodes	  ont	  

été	  proposées	  pour	  obtenir	  des	  modèles	  métastatiques.	  Des	  cellules	  tumorales	  peuvent	  

être	   injectées	  dans	   la	  circulation	  portale	  pour	   favoriser	   les	  métastases	  hépatiques	  ou	  

dans	   le	   ventricule	   gauche	   pour	   cibler	   l’os.	   L’injection	   intra-‐splénique	   est	   plus	   simple	  

que	   le	   cathétérisme	  de	   la	   veine	   porte	   ou	   de	   la	   veine	  mésentérique	   pour	   envoyer	   les	  

cellules	   coloniser	   le	   foie.	   Le	   modèle	   présenté	   par	   Kuo	   et	   al.	   est	   une	   injection	  
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intrasplénique	   de	   5	   millions	   de	   cellules	   COL-‐2-‐JCK	   en	   intrasplénique.	   Les	   cellules	  

tumorales	  humaines	  injectées	  sont	  issues	  d’une	  sélection	  métastatique	  dans	  plusieurs	  

générations	   de	   souris	   nude	   (Kuo	   et	   al.,	   1993).	   L’injection	   intra-‐carotidienne	   peut	  

favoriser	   l’émergence	   de	   métastases	   cérébrales	   (Schackert,	   Fidler,	   1988).	   Certains	  

miment	   une	   dissémination	   métastatique	   par	   injection	   directe	   par	   voie	   transcutanée	  

dans	   le	   parenchyme	   hépatique	   (L	   Chen	   et	   al.,	   1998)	   ou	   pulmonaire,	   dans	   la	   cavité	  

pleurale	  ou	  péritonéale,	  dans	  le	  cerveau	  (Randazzo	  et	  al.,	  1995)	  ou	  la	  moelle	  osseuse.	  

La	  morbidité	  est	  importante	  et	  la	  reproductibilité	  difficile	  (Liu,	  Hicklin,	  2011).	  Dans	  le	  

cas	  de	  métastases	  spontanées,	  les	  cellules	  greffées	  ont	  été	  sélectionnées	  dans	  plusieurs	  

générations	  successives	  d’animaux.	  Seuls	   les	  clones	  à	  haut	  pouvoir	  métastatique	  sont	  

conservés	  et	  amplifiés	  (Man	  et	  al.,	  2007).	  Cette	  approche,	  certes	  utile	  pour	  l’étude	  des	  

mécanismes	  métastatiques,	  ne	  reflète	  pas	  l’hétérogénéité	  tumorale	  toujours	  retrouvée	  

chez	   le	   patient.	   Ce	   type	   de	   modèle	   est	   trop	   éloigné	   de	   la	   réalité	   du	   patient	   pour	  

répondre	  à	  des	  réponses	  cliniques	  de	  médecine	  personnalisée.	  

	  

Par	   ailleurs	   nos	   modèles	   ne	   sont	   pas	   capables	   de	   prédire	   la	   toxicité	   et	   la	  

tolérance	   aux	   traitements	   administrés.	   Ainsi	   un	   des	   effets	   indésirables	   majeurs	   des	  

inhibiteurs	   de	   BRAF	   récemment	   développés	   (Vémurafénib)	   est	   l’augmentation	   de	  

l’incidence	  de	   carcinomes	  épidermoïdes	   cutanés	   (Su	  et	   al.,	   2012).	  Grâce	  à	  un	  modèle	  

murin	  de	  tumeur	  cutanée	  publié	  préalablement	  (Abel	  et	  al.,	  2009),	  Su	  et	  al.	  montrent	  

que	   l’inhibition	  de	  BRAF	   active	   paradoxalement	   la	   voie	   des	  MAPKinases	   et	   aboutit	   à	  

l’augmentation	  des	  mutations	  HRAS-‐Q61L	  dans	   les	  kératinocytes	   (Su	  et	  al.,	  2012).	  Le	  

modèle	   utilisé	   a	   été	  mis	   au	   point	   par	   l’équipe	   de	  Abel	   et	   al.	   Il	   s’agit	   d’un	  modèle	   de	  

carcinome	   épidermoïde	   induit	   par	   l’exposition	   séquentielle	   à	   plusieurs	   carcinogènes	  

cutanés.	  Su	  et	  al.	   indiquent	  que	  le	  vémurafenib	  joue	  le	  rôle	  d’un	  potentialisateur	  chez	  

les	   individus	  prédisposés.	  Ceci	  explique	  que	  cette	  complication	  ne	  soit	   retrouvée	  que	  

dans	  la	  sous-‐population	  des	  patients	  traités.	  
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V. Les	  alternatives	  à	  l’utilisation	  de	  modèles	  murins	  en	  

pratique	  clinique	  

	  

L’utilisation	   des	   PDTX	   à	   grande	   échelle	   en	   pratique	   clinique	   courante	   semble	  

illusoire	  tant	  sur	  le	  plan	  financier	  que	  sur	  la	  disponibilité	  technique	  des	  équipes.	  Il	  est	  

important	  d’en	  cibler	  les	  indications	  et	  de	  développer	  des	  alternatives.	  

La	  caractérisation	  des	  tumeurs	  en	  biologie	  moléculaire	  a	  permis	  d’identifier	  un	  

grand	   nombre	   de	   types	   tumoraux	   très	   différents	   alors	   qu’ils	   se	   développent	   dans	   le	  

même	   organe	   et	   parfois	   sous	   le	   même	   aspect	   histologique.	   Cette	   connaissance	  

approfondie	   des	   cellules	   cancéreuses	   a	   conduit	   à	   l’identification	   de	   nouvelles	   cibles	  

thérapeutiques.	   Les	   stratégies	   de	   traitement	   sont	   devenues	   multiples.	   Il	   est	   donc	  

indispensable	   de	   pouvoir	   préciser	   les	   indications.	   L’identification	   de	   biomarqueurs	  

fiables	  est	  cruciale.	  Ces	  biomarqueurs	  peuvent	  être	  définis	  en	  biologie	  moléculaire	  par	  

certaines	  mutations	  oncogéniques	  du	  tissu	  tumoral	  lui-‐même.	  

Il	  s’agit	  par	  exemple	  de	  la	  mutation	  BRAF	  V600E	  qui	  s’accompagne	  couramment	  

d’une	   réponse	   clinique	  aux	   inhibiteurs	  de	  BRAF	  comme	   le	  Vémurafénib.	  De	   la	  même	  

manière	   dans	   le	   cancer	   du	   colon,	   il	   a	   été	   montré	   que	   les	   tumeurs	   présentant	   une	  

amplification	  de	  HER2	  étaient	  résistantes	  au	  cetuximab	  et	  que	  l’association	  d’un	  anti-‐

HER2	  au	  cetuximab	  pouvait	  mener	  à	  une	  régression	  tumorale	  (Bertotti	  et	  al.,	  2011).	  

Le	   biomarqueur	   peut	   également	   être	   détecté	   dans	   le	   serum	   de	   l’animal.	  

L’activité	   sérique	   élevée	   de	   la	   Lactate	   Déshydrogénase	   est	   un	   facteur	   pronostic	  

défavorable	   dans	   le	   cadre	   de	   la	   surveillance	   d’un	   mélanome	   métastatique.	   Cette	  

activité	   LDH	   pourrait	   être	   un	   marqueur	   de	   réponse	   au	   traitement.	   Cette	   hypothèse	  

n’est	  pas	  démontrée	  actuellement.	  Pour	  le	  suivi	  des	  métastases	  hépatiques	  d’un	  cancer	  

du	   colon,	   l’équipe	  de	  Kuo	   fait	   la	  même	  hypothèse.	   Ils	   indiquent	  que	   l’isoforme	  LDH5	  

détectée	  dans	   le	   serum	  de	  souris	  SCID	  développant	  ces	  métastases	  augmente	  avec	   le	  

nombre	  et	  le	  volume	  des	  métastases	  hépatiques	  (Kuo	  et	  al.,	  1993).	  

Dans	  certains	  types	  de	  cancers,	  le	  tissu	  tumoral	  sécrète	  des	  antigènes	  circulant	  

dans	   le	   sang.	   Ces	   derniers	   sont	   alors	   de	   bons	   biomarqueurs	   pour	   la	   surveillance	   et	  

l’évaluation	   de	   la	   réponse	   au	   	   traitement.	   C’est	   le	   cas	   du	   PSA	   dont	   le	   taux	   sérique	  
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augmente	  lors	  de	  la	  progression	  d’un	  cancer	  de	  la	  prostate.	  Un	  biomarqueur	  spécifique	  

d’un	  cancer,	  peut	  également	  être	  dévoyé	  et	  permettre	  le	  suivi	  d’une	  tumeur	  d’un	  autre	  

type	  histologique.	  C’est	   le	  cas	  d’un	  modèle	  mis	  au	  point	  par	  Conway	  et	  al.	   Il	   s’agit	  de	  

cellules	   tumorales	   issues	   d’un	   cancer	   du	   poumon	   dans	   le	   génome	   desquelles	   a	   été	  

tranfecté	   le	   gène	   codant	   pour	   l’antigène	  PSA	   	   humain	   (Conway	   et	   al.,	   2000).	   Le	   taux	  

sérique	  de	  PSA	  a	  augmenté	  parallèlement	  avec	  le	  volume	  des	  tumeurs	  sous-‐cutanées	  et	  

des	  métastases	  induites	  par	  injection	  dans	  la	  circulation	  veineuse.	  
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VI. Place	  et	  indication	  des	  modèles	  murins	  dans	  le	  

traitement	  des	  mélanomes	  métastatiques	  

	  

La	  possibilité	  de	  développer	  des	  modèles	  de	  PDTX	  est	  un	  atout	  indéniable	  pour	  

la	  recherche	  fondamentale,	  la	  recherche	  pré-‐clinique	  et	  la	  prise	  en	  charge	  des	  patients	  

en	  situation	  métastatique.	  Toutefois	   les	  limites	  de	  ce	  type	  d’approche	  nous	  obligent	  à	  

définir	  précisément	  les	  indications	  de	  l’utilisation	  d’un	  tel	  outil.	  

En	   recherche	   fondamentale	   les	   PDTX	   sont	   une	   amélioration	   très	   positive	   des	  

modèles	   de	   xénogreffes	   à	   partir	   de	   cellules	   issues	   de	   culture.	   Les	   PDTX	   sont	   un	  

meilleur	   reflet	   du	   tissu	   tumoral	   des	   patients.	   Ils	   conservent	   en	   particulier	   le	   tissu	  

stromal	  qui	  les	  entourent	  et	  leur	  capacité	  d’interaction	  avec	  leur	  microenvironnement.	  

Par	   ailleurs	   l’établissement	   d’une	   PDTX	   permet	   d’amplifier	   le	   tissu	   tumoral	   d’un	  

patient	   sans	   passer	   par	   la	   culture	   cellulaire.	   Nous	   possédons	   un	  modèle	   PDTX	   d’un	  

patient	   dont	   le	   mélanome	  métastatique	   est	   porteur	   de	   la	   double	   mutation	   C-‐KIT	   et	  

BRAF.	   Dans	   certaines	   études	   de	   caractérisation,	   il	   est	   important	   de	   réaliser	   de	   très	  

nombreux	  essais	  et	  le	  matériel	  tumoral	  directement	  issu	  de	  patient	  est	  limité.	  A	  partir	  

de	   102	   prélèvements	   tumoraux	   de	   patients,	   Fichtner	   et	   al.	   parviennent	   à	   établir	   25	  

PDTX	  de	  cancer	  du	  poumon	  non-‐à-‐petites	  cellules.	  Ce	  matériel	  hétérogène	  leur	  permet	  

d’identifier	   des	   biomarqueurs	   de	   la	   réponse	   tumorale	   à	   différents	   anti-‐EGFR.	   Les	  

conditions	   sont	   multiples	   et	   peuvent	   être	   répétées	   de	   très	   nombreuses	   fois.	   Ceci	  

n’aurait	  pas	  été	  possible	  à	  partir	  des	  fragments	  de	  tumeurs	  initialement	  prélevés	  chez	  

le	  patient	  (Fichtner	  et	  al.,	  2008).	  

	  

Un	   nouvel	   utilisation	   des	   PDTX	   pour	   une	  médecine	   plus	   personnalisée	   serait	  

l’aide	  au	  choix	  des	   traitements	  proposés	  au	  patient.	  La	  preuve	  du	  concept	  a	  été	   faite	  

par	   notre	   étude	   présentant	   une	   PDTX	   permettant	   la	   réintroduction	   du	   Vémurafénib	  

alors	   que	   la	   patiente	   avait	   évolué	   sous	   ce	  même	   traitement	   quelques	  mois	   plus	   tôt.	  

Cette	  même	   démonstration	   a	   été	   publiée	   par	   Sidransky	   et	   al.	   à	   propos	   d’un	   patient	  

traité	   d’un	   cancer	   du	   pancréas	   (Olive	   et	   al.,	   2009).	   La	   PDTX	   a	   mené	   dans	   ce	   cas	   à	  

l’identification	   précoce	   de	   la	   résistance	   au	   traitement	   de	   première	   intention,	   la	  
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gemcitabine.	  Une	  molécule	  moins	  utilisée,	  la	  mitomycine	  C	  a	  montré	  son	  efficacité	  sur	  

le	  modèle	  animal	  permettant	  de	  traiter	  le	  patient	  rapidement	  et	  efficacement	  pendant	  

2	  ans.	  

Dans	   cette	   indication	   il	   nous	   semble	   indispensable	   de	   bien	   sélectionner	   les	  

patients	  éligibles	  à	  une	  PDTX.	  

Un	  des	  critères	  est	  la	  vitesse	  de	  progression	  de	  la	  maladie	  métastatique.	  Il	  est	  en	  effet	  

illusoire	  de	  pouvoir	  donner	  une	  réponse	  clinique	  en	  moins	  de	  3	  mois	  avec	  l’aide	  d’une	  

PDTX.	  Il	  faut	  donc	  choisir	  des	  patients	  dont	  la	  maladie	  semble	  progresser	  lentement.	  

De	   plus	   il	   est	   indispensable	   de	   pouvoir	   prélever	   du	   tissu	   tumoral	   facilement	   et	   en	  

quantité	   suffisante.	   L’exérèse	   doit	   être	   acceptée	   par	   le	   patient	   sans	   difficulté.	   C’est	  

souvent	  le	  cas	  des	  nodules	  de	  perméation	  qui	  deviennent	  douloureux	  et	  dont	  l’exérèse	  

–	  suture	  est	  possible	  sous	  anesthésie	  locale	  sans	  préjudice	  physique	  pour	  le	  patient.	  Le	  

volume	   tumoral	   prélevable	   doit	   être	   supérieur	   à	   1	   cm3	   pour	   espérer	   pouvoir	  

xénogreffer	  avec	  succès	  2	  souris.	  

Enfin	   le	  patient	  ne	  doit	  pas	  être	  éligible	   à	  une	   traitement	  par	   immunothérapies	  

car	   ces	   approches	   thérapeutiques	   ne	   sont	   pas	   transposables	   aux	   animaux	  

immunodéficients.	  
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Conclusion	  
	  

En	   premier	   lieu,	   notre	   travail	   a	   eu	   pour	   objectif	   la	  mise	   au	   point	   de	  modèles	  

murins	  de	  xénogreffes	  de	  tumeurs	  humaines	  de	  mélanome.	  Le	  développement	  de	  tels	  

modèles	   implique	   tout	  d’abord	   le	  choix	  d’une	  souche	  de	  souris	   immunodéficientes.	   Il	  

s’agit	  d’un	  compromis	  entre	  la	  relative	  robustesse	  de	  l’animal	  face	  aux	  infections	  et	  sa	  

capacité	  à	   tolérer	   les	   tumeurs	  humaines	  greffées.	  Après	  quelques	  xénogreffes	  chez	   la	  

souris	  NMRI-‐Nude	  et	  selon	  les	  données	  de	  la	  liitérature,	  notre	  choix	  définitif	  s’est	  porté	  

sur	  la	  souche	  CB17-‐SCID	  (Severe	  Combined	  ImmunoDeficiency).	  Les	  liens	  étroits	  entre	  

le	   bloc	   opératoire	   et	   le	   laboratoire	   ainsi	   que	   l’adjonction	   d’une	   pseudo-‐membrane	  

basale	  Matrigel®	  nous	  permettent	  d’obtenir	  un	  taux	  de	  prise	  de	  greffe	  d’environ	  90%.	  

Ces	   modèles	   nous	   ont	   apporté	   une	   plu	   value	   dans	   la	   validation	   de	   nouvelles	  

approches	   thérapeutiques	   face	   au	   mélanome	   métastatique.	   Une	   association	  

thérapeutique	   innovante,	   efficiente	   in	   vitro,	   a	   pu	   être	   testée	   in	   vivo	   sur	  des	   tumeurs	  

issues	  de	   lignées	  cellulaires	  établies	  d’une	  part,	  et	  sur	  des	   tumeurs	  de	  patients	  suivis	  

dans	  notre	  centre	  d’autre	  part.	   Il	  s’agit	  d’une	  approche	  métabolique	  du	  traitement	  du	  

mélanome	  métastatique.	  En	  effet	  le	  mélanome	  est	  une	  tumeur	  très	  glycolytique	  dont	  le	  

métabolisme	  mitochondrial	  est	  switché	  aux	  dépens	  de	  la	  glycolyse	  anaérobie.	  In	  vitro,	  

l’effet	   du	  DichloroAcétate	   (DCA)	   a	  montré	   sa	   capacité	   à	   accélérer	   la	   phosphorylation	  

mitochondriale	  des	  cellules	  de	  mélanomes.	  L’adjonction	  d’une	  molécule	  pro-‐oxydante,	  

l’elesclomol,	   a	   un	   effet	   synergique	   menant	   à	   la	   mort	   par	   apoptose	   des	   cellules	  

tumorales.	   Un	   modèle	   murin	   de	   PDTX	   a	   confirmé	   l’effet	   antitumoral	   de	   cette	  

association	  in	  vivo.	  

Enfin	  le	  modèle	  de	  PDTX,	  établi	  en	  lien	  étroit	  avec	  la	  clinique	  de	  dermatologie	  et	  

le	  service	  de	  chirurgie	  plastique,	  a	  montré	  toute	  sa	  place	  dans	  le	  suivi	  et	   l’orientation	  

thérapeutique	   de	   quelques	   patients.	   Cette	   indication	   ciblée	   a	   notamment	   donné	  

l’opportunité	  au	  clinicien	  de	  réintroduire	  un	  inhibiteur	  antiBRAF,	  le	  Vémurafénib	  chez	  

une	  patiente	  dont	   l’évolution	  clinique	  était	  en	   faveur	  d’un	  échappement	   tumoral	  à	  ce	  

traitement.	  
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Perspectives	  
	  

La	  phase	  initiale	  de	  mise	  au	  point	  technique	  des	  xénogreffes	  de	  cellules	  puis	  de	  

tumeurs	  directement	   issues	  de	  patients	   a	   fait	   l’objet	   de	  notre	   travail.	  Nous	   avons	  pu	  

proposer	  des	  applications	  concrètes	  tant	  sur	  le	  plan	  de	  la	  recherche	  fondamentale	  que	  

sur	  les	  indications	  cliniques.	  	  

Ce	   travail	   initié	  en	  2009	  doit	  être	  poursuivi	  de	  manière	  plus	  systématisée	  et	  à	  

plus	  grande	  échelle.	  Les	  patients	  pouvant	  bénéficier	  de	  cet	  outil	  thérapeutique	  original	  

et	  novateur	  doivent	  être	  sélectionnés	  sur	  des	  critères	  cliniques	  précis	  par	  notre	  équipe	  

médico-‐chirurgicale.	  Le	  statut	  métastatique,	  le	  nombre	  et	  la	  localisation	  des	  métastases	  

doivent	  permettre	  d’inclure	  les	  patients	  éligibles.	  En	  effet	  les	  métastases	  sous-‐cutanés	  

doivent	   être	   en	   assez	   grand	   nombre	   et	   situées	   dans	   des	   localisations	   anatomiques	  

permettant	  une	  exérèse	  chirurgicale	  simple.	  Le	  performans	  status	  du	  patient	  doit	  être	  

bon	  pour	  que	   les	  délais	  de	  construction	  du	  modèle	  murin	   soient	   compatibles	  avec	   la	  

survie	  du	  patient.	  Le	  modèle	  permettra	  alors	  de	  guider	  l’orientation	  vers	  une	  seconde	  

ligne	  de	  traitement	  en	  cas	  de	  récidive.	  

Le	   nombre	   de	   patients	   suivis	   à	   l’aide	   de	   PDTX	   doit	   être	   compatible	   avec	   les	  

possibilités	   financières	   et	   humaines	   du	   laboratoire.	   Un	   technicien	   ou	   un	   chercheur	  

doivent	   être	   présents	   chaque	   jour	   pour	   l’administration	   biquotidienne	   de	   certains	  

traitements.	   Un	   financement	   pérenne	   devrait	   être	   dégagé	   au	   même	   titre	   que	   pour	  

l’imagerie	  métabolique	  ou	  la	  recherche	  de	  biomarqueurs	  moléculaires.	  	  

Enfin	   ces	  modèles	   doivent	   rester	   à	   la	   disposition	  des	   chercheurs	   pour	   valider	  

des	   hypothèses	   plus	   fondamentales	   et	   donner	   plus	   de	   poids	   aux	   avancées	   de	   la	  

connaissance	   sur	   le	   comportement	   des	   mélanomes	   métastatiques,	   les	   nouvelles	  

molécules	  développées	  et	  les	  mécanismes	  de	  résistance	  aux	  différents	  traitements.	  
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