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CHAPITRE 1 : MELANOME 

1. Des mélanocytes au mélanome 

1.1. Les mélanocytes 

Le mélanome provient de la transformation des mélanocytes, localisés à la jonction dermo-

épidermique de la peau, soit dans la couche basale de l’épiderme, soit au sein d’un follicule pileux. 

L’épiderme et le derme sont les deux compartiments principaux de la peau humaine. L’épiderme 

est la couche externe qui se divise en quatre couches. Au plus profond, la couche basale assure le 

renouveau constant des cellules de l’épiderme. Cette couche ne contient qu’une rangée de 

cellules épidermiques dédifférenciées appelées kératinocytes basaux. Les mélanocytes se 

trouvent au sein de cette fine couche basale, au ratio d’un mélanocyte pour dix kératinocytes. 

Après division, les kératinocytes se différencient et migrent vers les couches supérieures en 

commençant par la couche épineuse, la couche granuleuse puis la couche cornée. En migrant à 

travers chaque couche, les kératinocytes deviennent de plus en plus matures, remplissant les 

fonctions propres à chaque sous couche avec notamment la production de kératines adaptées. 

Les cornéocytes composants la couche cornée la plus externe, sont des cellules dérivées de 

kératinocytes morts, dépourvus d’organelles. Ils composent la première barrière contre les 

toxiques. Les kératinocytes représentent plus de 90 pourcent des cellules de l’épiderme. Les 

mélanocytes proviennent de cellules de la crête neurale. Suite à l’invagination de la plaque 

neurale, le tube neural se forme de la partie antérieure de l’embryon, où se trouvera sa future 

tête, jusqu’à la partie postérieure de ce dernier, situé en bas de son futur dos. Les cellules de la 

crête neurale se séparent de la partie dorsale du tube neural et commencent à migrer suivant un 

processus appelé délamination. Ce processus est finement régulé par la transition épithélio-

mésenchymateuse que nous détaillerons au troisième chapitre. Ces cellules au fort potentiel 

migratoire vont donner naissance à de multiples structures spécialisées après migration, 

prolifération et différentiation. Le devenir des cellules de la crête neurale est défini par leur 

position initiale dans le tube neural. On distingue ainsi différents domaines sur cet axe: le domaine 

du crâne, celui du cœur, du tronc et les domaines vagaux et sacrés (Figure 1).  
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Figure 1 Les différents domaines de la crête neurale et leurs principaux dérivés, adapté de (1; 2) 

Ce sont les cellules du tronc qui donneront entre autre les mélanoblastes, les cellules gliales 

et les neurones. La migration ventrale précoce des cellules de crête neurale du tronc permet la 

formation de neurones alors que les mélanoblastes résultent d’une migration dorso-latérale plus 

tardive. Cependant, la possibilité d’une transdifférentiation de cellules de Schwann provenant 

d’une migration ventrale en mélanoblastes a été démontrée in vitro, décrivant une deuxième 

origine possible des mélanocytes (3). La localisation n’est pas la seule responsable du devenir des 

cellules de la crête neurale. Des signaux moléculaires sont envoyés à travers les protéines BMP 

(Bone Morphogenic Protein), Wnt et les facteurs de croissance fibroblastiques FGF, activant 

l’expression de facteurs de transcription spécifiques de la crête neurale tels que SOX10. Les 

mélanoblastes acquièrent ensuite l’expression de facteurs propres au lignage tels que le facteur 

clé de différentiation mélanocytaire, le facteur de transcription associé à la microphtalmie MITF 

jusqu’à différentiation finale en mélanocyte (Figure 2) (4). En régulant l’expression de gènes 

associés à la pigmentation tels que la tyrosinase, TRP1 et TRP2/DCT, et à la formation de 

mélanosomes tel que le prémélanosome Pmel, MITF permet la différenciation mélanocytaire. 

MITF régule également l’expression d’un large panel de gènes fondamentaux au maintien de 

l’homéostasie cellulaire comme la prolifération avec la régulation du cycle cellulaire via 

notamment CDK2,  la suppression des dommages à l’ADN avec la transcription par exemple de 

BRCA1 et RAD54, la mort cellulaire via l’anti-apoptotique BCL2 (Figure 3). Des niveaux finement 
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régulés d’expression de MITF sont associés à une ou plusieurs fonctions biologiques. On parle du 

modèle de rhéostat, que nous aborderons plus loin. Des mutations pertes de fonction de MITF 

sont responsables du syndrome de Waardenburg de type IIA, induisant une dépigmentation due 

à la perte des mélanocytes (5). De manière intéressante, il a été montré que MITF est capable de 

réguler d’autres facteurs de transcription, dont le facteur de transcription lié à la transition 

épithélio-mésenchymateuse (EMT-TF) ZEB1. 

 

Figure 2 Développement mélanocytaire. A gauche, représentation schématique du devenir des cellules de 

crête neural se différenciant en mélanoblastes. L’image à droite représente un embryon de souris transgénique 

exprimant lacZ sous le contrôle du promoteur Dct. Le marquage X-Gal révèle en bleu les mélanoblastes, en 

particulier proches des cervicales et sur la tête. Le cerveau, le ganglion rachidien et l’épithélium pigmenté rétinien 

apparaissent également marqués (3).  
 

Après maturation, les mélanocytes sont capables de synthétiser la mélanine dans des 

organelles spécialisés appelés les mélanophores. La mélanine est un polymère irrégulier 

contenant des indoles, ce qui permet notamment l’absorption et la dispersion de la lumière UV, 

la neutralisation de radicaux libres via des réactions d’oxydoréduction et le stockage d’ions. 

L’oxydation de la tyrosine par l’enzyme tyrosinase est l’étape clé de la synthétisation de la 

mélanine. Chez les vertébrés, la tyrosinase n’est active que dans des organelles spécialisées des 

mélanocytes et des épithéliums pigmentaires de la rétine (6). Il existe deux types de mélanine : 

l’eumélanine et la phéomélanine. L’eumélanine est responsable d’une pigmentation brune-noire 

alors que la phéomélanine donne une pigmentation dans les tons de jaune-rouge (7). 

L’accessibilité en composé organique dirige la production d’eu- ou de phéo-mélanine. En 

l’absence de thiols, c’est notamment l’eumélanine qui sera produite (Figure 4) (8). Ainsi, en plus du 

facteur clé de différenciation mélanocytaire MITF (4) on identifie à l’échelle moléculaire les 

mélanocytes grâce à des protéines spécifiques du lignage comme la tyrosinase (TYR) et les 

protéines associées à la tyrosinase 1 et 2, aussi connues sous les noms respectifs de DHICA oxidase 

et dopachrome tautomerase (TRP1 et TRP2/DCT). 
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Figure 3  Régulation des gènes cibles du facteur de transcription MITF et fonctions biologiques principales 

associées à savoir de haut en bas : réparation des dommages à l’ADN, déacétylation, biogenèse de lysosome, anti-

apoptose, relatif au cytosquelette, cycle cellulaire et biogenèse de la pigmentation (4).  
 

 

Figure 4 Production de la mélanine, adaptée de Mirosława Cichorek, 2013 
 

Nous reviendrons plus en détails sur les facteurs de transcription liés à la transition épithélio-

mésenchymateuse dans le troisième chapitre, mais je souhaiterais évoquer ici l’implication des 

EMT-TFs dans la mélanogenèse. L’EMT-TF SNAIL2 joue un rôle important dans le linéage 

mélanocytaire et la migration des mélanoblastes. Aussi, les souris déficientes pour Snai2 

présentent des défauts de pigmentation. Des délétions homozygotes de SNAI2 ont été reportées 

chez des patients atteints du syndrome de Waardenburg. L’EMT-TF ZEB2 a été reporté pour avoir 
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non seulement un impact sur la migration des mélanoblastes mais aussi sur la différenciation 

mélanocytaire.  L’équipe du professeur Geert Berx a étudié la fonction de ZEB2 en utilisant une 

approche perte de fonction spécifiquement dans le lignage mélanocytaire. Dans ce contexte, la 

perte de ZEB2 induit non seulement un défaut de migration des mélanoblastes mais aussi une 

diminution d’expression de MITF et autres marqueurs de différenciation mélanocytaire. En 

parallèle, l’EMT-TF ZEB1 est surexprimé. Ainsi, ces travaux mettent en évidence l’importance du 

réseau ZEB2-MITF-ZEB1 dans le lignage mélanocytaire, où ZEB2 induit l’expression et activité de 

MITF, lui-même responsable de la répression de ZEB1 (9). Nous reviendrons plus en détail dans le 

troisième chapitre sur ce réseau ZEB2-MITF-ZEB1 au cœur de la mélanomagenèse et de la 

progression tumorale (10).  

1.2. Facteurs de risque de transformation des mélanocytes 

Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif, dont l’incidence n’a cessé d’augmenter 

du fait des habitudes comportementales (exposition au soleil). En effet, le premier facteur de 

risque est l’exposition aux ultraviolets naturels ou artificiels comme l’exposition au soleil aux 

heures chaudes, notamment dans l’enfance, et l’utilisation de cabines à UV. Certains patients 

atteints de mélanome n’ont cependant ni un phototype les sensibilisant au soleil, ni de mauvaises 

habitudes d’exposition aux radiations UV. Dans ce cas, une prédisposition génétique familiale 

peut être à l’origine du mélanome. On estime à 10% la proportion des patients atteints de 

mélanome à cause de prédisposition familiale. Les deux gènes de prédisposition majeurs les plus 

connus sont la kinase cycline-dépendante Cdk4 et son inhibiteur associé, le suppresseur de 

tumeur Cdkn2a (p16-Ink4a) qui contrôlent tous deux l’entrée du cycle cellulaire. Nous détaillerons 

leur rôle dans la section « altérations génétiques et mélanomagenèse ». Des amplifications ou 

mutations spécifiques de MITF ont également été reportées comme événement oncogénique de 

certains mélanomes familiaux (5). La taille et le nombre de nævus sont aussi un facteur de risque 

de développement du mélanome. Dans ce cas, un examen clinique régulier est suffisant afin de 

détecter de manière précoce la transformation d’un ou plusieurs nævus en mélanome(s) (11).  

1.3. Classification des mélanomes 

La classification actuelle des mélanomes de l’organisation mondiale de la santé (OMS) 

s’appuie sur une classification proposée il y a plus de 30 ans et constamment en évolution depuis. 

Ainsi, en 1986, le professeur Clark définissait 4 sous-types de mélanomes sur la base de leur 

localisation et aspects morphologiques croissance précoce : le mélanome superficiel extensif 
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(SSM, Superficial Spreading Melanoma), le mélanome acro-lentigineux (ALM, Acral Lentiginous 

Melanoma), le mélanome de Dubreuilh (LMM, Lentigo Malignant Melanoma) et le mélanome 

nodulaire. Les mélanomes SSM sont d’origine épidermique. Ils ont généralement une phase de 

croissance radiale importante avant de croitre verticalement et d’envahir le derme (12).Comme 

ce sont les plus fréquents (70%), je me suis concentrée sur les mélanomes cutanés de type SSM 

pour mes travaux de thèse. Plus récemment, le professeur Boris Bastian a proposé une 

classification plus détaillée, intégrant les altérations génétiques précoces, des caractéristiques 

cliniques et histologiques, des caractéristiques propres au patient tel que son âge, son type de 

peau, ainsi que l’impact des radiations UV, identifiant 10 classes de mélanomes (Figure 5). Aussi, la 

classification de l’OMS, en constante évolution, a intégré ces dernières données décrivant 9 

classes principales de mélanomes. Les mélanomes SSM qui m’ont intéressée au cours de ma thèse 

sont des mélanomes dits non-CSD sur peau exposées au soleil sans dommage cumulatif induit par 

le soleil. Ils proviennent de la transformation de nævus bénin, plus connu sous le nom de grain de 

beauté (Figure 6).  

 

Figure 5 Classification des mélanomes et lésions pré-malignes par Boris Bastian (11) 
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Figure 6 Classification des mélanomes de l’OMS 2018 

 

 



26 

 

1.4. Altérations génétiques et mélanomagenèse 

Les altérations génomiques participant à l’évolution des mélanomes depuis les étapes 

précoces de transformation de lésions prémalignes ont récemment été rigoureusement étudiées 

par l’équipe du professeur Bastian. La chronologie d’apparition des altérations a pu être obtenue 

par séquençage ADN et ARN de 82 mélanomes primaires et de zones adjacentes saines ainsi que 

des métastases associées. Aussi, interviennent dans l’ordre d’évolution des mélanomes : les 

altérations somatiques inductrices de la voie des MAPKinases, la surexpression de la télomérase, 

les modifications de la chromatine, le bypass du contrôle du cycle cellulaire et l’arrêt en phase 

G1, la perturbation de la voie p53 et l’activation de la voie PI3K/AKT (13) (Figure 7). 

 

Figure 7 Evolution génétique au cours  de la progression des mélanomes (13) En rouge, activation de la voie 

associée, en bleu inactivation ou dérégulation négative de la voie associée 

L’activation oncogénique est le premier événement au cours de la mélanomagenèse, 

nécessaire mais non suffisant. En effet, l’activation de l’oncogène peut induire un néoplasme 

bénin, appelé nævus mélanocytaire, plus communément connu sous le nom de grain de beauté. 

De manière générale, l’événement le plus précoce dans la transformation mélanocytaire est 

l’activation de la voie des MAPK (Figure 7) (13). En particuliers, des mutations activatrices de 

l’oncogène BRAF sont fréquemment retrouvées dans des nævus mélanocytaires. Ces nævus 

apparaissent principalement au cours des 20 premières années de vie sur des zones exposées au 

soleil comme le tronc et les extrémités, suggérant la forte contribution des radiations UV sur cette 

première étape de transformation (14). Concernant les mélanomes SSM, la moitié présente une 



27 

 

mutation activatrice de la protéine kinase BRAF (BRAFV600E), 20 pourcent ont une mutation sur 

la GTPase NRAS (NRASQ61R) et environ 10 pourcent présentent une mutation de NF1 (15). BRAF 

et NRAS sont tous deux des composants clés de la voie des MAPKinase (Mitogen Activated Protein 

Kinase), exprimés de manière aberrante dans approximativement un tiers des cancers chez 

l’homme, tous types confondus (16). Le signal émane de l’activation par trans-phosphorylation 

de récepteurs à tyrosine kinase à la surface cellulaire. L’activation de la GTPase RAS est suivie par 

une série de phosphorylations en commençant par les dimères de sérine-thréonine tyrosine 

kinase RAF, puis MEK1/2 et ERK1/2 (Figure 8).  Cette voie contrôle non seulement la transcription 

de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, mais aussi la transformation phénotypique et 

l’acquisition de propriétés souches. En plus d’une activation précoce via des mutations 

activatrices, la voie des MAPKinases est encore activée à de plus forts niveaux au cours de la 

progression tumorale (Figure 7) et l’intensité de la signature transcriptionnelle associée corrèle 

avec le stade de progression des mélanomes (13). Dans le cas des mutations activatrices de la 

GTPase NRAS, la voie de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) est également activée de manière 

constitutive favorisant la croissance, prolifération et survie cellulaire ainsi que l’acquisition de 

propriétés souches. L’activation de PI3K permet la phosphorylation et création d’un second 

messager phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphate (PIP3) à la membrane plasmique. Ce dernier 

permet le recrutement et l’ancrage à la membrane plasmique de la sérine/thréonine kinase AKT, 

favorisant ainsi son activation complète par double phosphorylation par mTORC2 et la protéine 

kinase 3-phosphoinositide dépendante PDK1 (17). La voie des PI3K peut également être activée 

dans des mélanomes BRAF-mutés via une mutation inactivatrice ou via la délétion de la tyrosine 

phosphatase PTEN. En jouant un rôle antagoniste à la kinase PI3K, PTEN empêche la 

phoshorylation d’AKT et bloque ainsi la signalisation PI3K (Figure 8). L’inactivation de PTEN est 

retrouvée dans environ 20 pourcent des mélanomes BRAF-mutés invasifs (15) et est rare dans les 

néoplasmes mélanocytaires et mélanomes localisés, suggérant un rôle plus tardif dans la 

progression tumorale (Figure 7) (13).  

Au cours de ma thèse, je me suis principalement concentrée sur les mélanomes BRAF-mutés.  

L’activation oncogénique n’est pas suffisante à la transformation. En effet, la prolifération 

des mélanocytes au sein des nævus bénins est contrôlée par une multitude de facteurs incluant 

les points de contrôle du cycle cellulaire, la longueur des télomères et le système immunitaire. 
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Figure 8 Voie des MAPkinases (MAPK pathway, à gauche) et PI3Kinases (PI3K-AKT pathway, à droite) (18) 

 

Le contrôle de la longueur des télomères fait partie des mécanismes suppresseurs de 

tumeur. A chaque fois qu’une cellule se divise, les extrémités de ses chromosomes appelées 

télomères se raccourcissent jusqu’à atteindre une taille limite. La crise télomérique induit alors la 

sénescence des cellules aux télomères trop courts, limitant le risque de transformation de cellules 

ayant une division anarchique et rapide. A l’inverse, en s’opposant au processus de 

raccourcissement des télomères, la télomérase permet la division continue et anarchique des 

cellules transformées. Des mutations activatrices de la télomérase ont été rapportées comme 

favorisant la transformation des mélanocytes et la progression tumorale. Des mutations dans le 

promoteur de la télomérase transcriptase inverse (TERT) ont été rapportées dans la quasi-totalité 

des mélanomes et une grande majorité de néoplasmes intermédiaires. Aucune altération de ce 

type n’a été reportée dans les nævus (13), mettant en évidence son rôle clé dans la 

transformation du nævus bénin en mélanome. De manière intéressante, des zones de régression 

sont fréquemment observées sur des mélanomes primaires. La crise télomérique pourrait être à 

l’origine de ces régressions et l’activation de la télomérase serait nécessaire au développement 

des mélanomes (19). 

La sénescence induite par un oncogène est une réponse immédiate à l’activation excessive 

non-physiologique d’une voie de signalisation clé telle que la voie des MAP-kinases. Le stress 
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provoqué induit alors un arrêt permanent en phase G1 évitant la prolifération de cellules en cours 

de transformation. Des altérations somatiques inactivatrices de gènes impliqués dans le contrôle 

de l’arrêt en phase G1 ont été observées de manière hétérogène dès les stades intermédiaires de 

néoplasmes mélanocytaires et de mélanomes localisés. A ces stades de progression tumorale, les 

mutations somatiques ne touchent généralement qu’un allèle alors qu’elles sont souvent 

bialléliques à des stades plus avancés (13) (Figure 7). Les mutations les plus communes touchent le 

gène CDKN2A, impliqués dans les voies de signalisation Rb et p53 via les intermédiaires protéiques 

p16Ink4a et p14ARF (Figure 9). Des mutations germinales de CDKN2A sont également connues 

pour prédisposer au mélanome avec une forte pénétrance. De manière intéressante, le 

suppresseur de tumeur p16Ink4a joue un rôle prédominant dans la transformation des 

mélanomes. En inhibant la cycline CDK4, p16INK4a lève l’inhibition sur la protéine du 

rétinoblastome Rb, aboutissant à l’arrêt du cycle cellulaire et à l’entrée en sénescence (Figure 9). 

La démonstration de rôle clé de p16Ink4a dans la transformation a été faite chez la souris et est 

la base de nombreux modèles murins de mélanome. Je les présenterai dans la partie 3 de ce 

chapitre dédiée aux modèles d’étude du mélanome.  

Les mutations associées à une défaillance de la voie p53 sont rares dans les phases précoces 

de mélanomagenèse. Seulement un quart des mélanomes invasifs (i.e. d’épaisseur supérieure à 

1mm) présentent un défaut de la voie p53, suggérant que de telles altérations permettent une 

sélection positive des cellules de mélanome tardive (Figure 7) (13). Il est intéressant de noté que la 

grande majorité (90 pourcent) des mélanomes BRAF-mutés n’ont pas d’altération du gène p53 en 

lui-même (15). 
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Figure 9 Transcription et voie de signalisation en aval de CDKN2A, contrôlant l’apoptose via p53 et l’arrêt du 

cycle cellulaire via Rb (20) 

Des altérations épigénétiques ont également été reportées dans un nombre significatif de 

mélanomes. Des hypo- et hyper-méthylations de promoteurs spécifiques sont caractéristiques du 

mélanome en comparaison avec le niveau basal dans les mélanocytes. Des mutations récurrentes 

du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF ont été observées. Ce complexe est 

composé d’une douzaine de protéines dont certaines sont constantes et ubiquitaires, en 

particulier SMARCB1 et SMARCA4. Dans le mélanome, on retrouve en majorité des mutations 

inactivatrices d’ARID2 et plus rarement des mutations touchant ARID1A, ARID1B, PBRM1 et 

SMARCA4 (15). Le complexe SWI/SNF est l’antagoniste du complexe polycombe répresseur 2 

PRC2. PRC2 a une activité histone-méthyltransférase permettant l’extinction de la transcription 

par triméthylation de l'histone H3 sur sa lysine 27 (H3K27me3). L’enzyme de méthylation 

d’histone SETDB1 (21) et l’histone méthyltransférase EZH2 (22) sont plus fortement exprimées 

dans les mélanomes que dans les nævus mélanocytaires. Ces données sont en faveur d’une 

balance d’expression de l’activité de remodelage de la chromatine avec la perte de l’activité du 

complexe SWI/SNF en faveur du complexe PRC2 au cours de la progression des mélanomes. Les 

altérations somatiques inactivatrices de SWI/SNF ou activatrices de PRC2 sont détectables dans 

certains mélanomes localisés et leurs fréquences augmentent dans les stades plus avancés (Figure 

7) (13). 

Le système immunitaire joue un rôle indéniable dans le contrôle de la prolifération de nævus 

partiellement transformés et mélanomes précoces. Les nævus sont souvent infiltrés par les 

lymphocytes T et leur taille diminue dans un contexte inflammatoire. Souvent, une 

dépigmentation localisée accompagne même la zone entourant le nævus. Les macrophages 
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jouent aussi un rôle important dans l’élimination de mélanocytes pré-malin. Lorsqu’ils sont 

chargés en pigments de mélanine, ces macrophages de la peau sont alors appelé mélanophages 

(11). Le rôle du système immunitaire dans le contrôle de la progression tumorale sera détaillé 

dans le chapitre 2. 

1.5. Altérations phénotypiques et progression tumorale 

Les mélanomes ont la particularité d’avoir une plasticité phénotypique exacerbée, 

permettant la présence simultanée de multiples sous-populations phénotypique au sein d’une 

même tumeur. Contrairement aux variations génétiques irréversibles, la plasticité phénotypique 

permet aux cellules tumorales de s’adapter de manière réversible face à la pression imposée par 

le microenvironnement tumoral en constante évolution. Ainsi, à un moment donné, une cellule 

de mélanome peut avoir un phénotype différencié, prolifératif ou encore invasif, lui permettant 

d’être extrêmement adaptative face au microenvironnement changeant. Cette plasticité 

exacerbée implique que la majorité des cellules de mélanome a le potentiel d’adopter des 

capacités de cellules souches (23). Le dogme que les cellules souches ne représentent qu’une rare 

population au sein de la tumeur n’est pas valable dans le mélanome. En effet, au moins une cellule 

sur quatre prise au hasard d’une xénogreffe ou de biopsie de patient est capable d’initier une 

nouvelle tumeur une fois injectée dans différentes  souris immunodéprimées telles que les souris 

NOD ou SCID (24). Le  facteur de croissance neurale NGFR/p75 est un marqueur de cellules 

souches de crête neurale (25). Le tri des cellules positives pour NGFR avant xénogreffe en cellule 

unique permet l’obtention d’une tumeur dans 70 pourcent des cas (26). Cette particularité des 

mélanomes vient du fait que la division asymétrique d’une cellule souche n’est pas la voie 

principale pour former la population de cellules initiatrice de tumeur. En principe, la simple 

régulation négative de MITF permet à une cellule en prolifération d’entrer en quiescence et 

d’adopter un phénotype apparenté au phénotype souche. A l’inverse, la restauration de 

l’expression de MITF permet de relancer la division cellulaire. Hoek et Goding ont décrit cette 

plasticité phénotypique sous le nom de switch de phénotype (23). Ainsi, la variation continue 

entre les états prolifératif / fort en MITF et invasif / faible en MITF permet à la tumeur de 

proliférer, s’adapter aux signaux du microenvironnement, devenir invasive, disséminer et 

proliférer de nouveau afin de former une métastase (Figure 10). Un large panel de stress cellulaires 

auxquels les cellules de mélanome sont exposées sont connus pour réguler négativement MITF, 
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comme l’hypoxie, des signaux inflammatoires (TGF-ß, TNF-α)  ou de faibles concentrations en 

glucose ou acides aminés (27).  

 
Figure 10 Niveau d’expression des signatures d’invasion et de prolifération au cours de la progression des 

mélanomes (28) 

Depuis, cette notion de switch phénotypique a été largement reprise et implémentée, 

notamment avec des acteurs clés du phénotype invasif/souche. Les cellules exprimant le 

récepteur à tyrosine kinase AXL (29) et WNT5a (30) ont des capacités d’invasion augmentées. Les 

facteurs de transcription TEAD/AP1 (31)  induisent aussi une signature invasive qui se chevauche 

à près de 70 pourcent avec la signature d’invasion initialement décrite. Ce phénotype peut être 

induit par le TNF-α qui inhibe l’expression de MITF et induit l’expression de JUN, une sous unité 

du facteur de transcription AP1 (32). Les propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire ont 

aussi la capacité d’induire un changement phénotypique des cellules de mélanome. En l’absence 

de TGF-ß, le complexe YAP-PAX3 induit l’expression de MITF mais en présence de TGF-ß le 

recrutement de YAP par TEAD est favorisé, supprimant l’expression de MITF. Dans ce contexte, 

YAP est donc un acteur clé de régulation phénotypique entre les états transcriptionnels induits 

par MITF ou TEAD (33). L’implication de la plasticité phénotypique dans l’initiation et la 

progression des mélanomes a été élégamment démontrée grâce à un modèle murin possédant 

un système d’induction de NGFR. La diminution de prolifération associée au phénotype invasif 

induit par l’expression forcée de NGFR est restaurée dès que l’induction du récepteur NGFR est 

levée (25).   

Le développement d’analyses à l’échelle de la cellule unique est dans ce contexte un outil clé 

pour l’étude de l’hétérogénéité intratumorale. En analysant les niveaux d’expression de 114 

gènes permettant la discrimination entre les états prolifératifs et invasifs, l’équipe d’Irwin 
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Davidson a mis en évidence la coexistence des différents états in vitro, en culture 2D. On trouve 

en effet quelques cellules aux faibles niveaux d’expression de MITF au sein de la lignée de 

mélanome 501Mel aux forts niveaux d’expression de MITF, très peu invasive et tumorigénique 

(34). De manière intéressante, ces travaux ont montré que l’hétérogénéité est augmentée lorsque 

les cellules sont cultivées en 3D ou in vivo dans des xénogreffes tumorales. Aussi, les travaux de 

Tirosh et al. sont une avancée majeure dans l’étude des mélanomes. 4645 cellules isolées à partir 

de tumeurs fraiches de 19 patients atteints de mélanome ont été séquencées à l’échelle de la 

cellule unique, permettant d’analyser  pour la première fois l’hétérogénéité intratumorale de 

mélanomes humains frais (35). Toutes les tumeurs analysées contiennent des cellules tumorales 

de chacun des deux états au niveau d’expression élevé de MITF ou au niveau d’expression faible 

de MITF et fort niveau d’expression de la kinase AXL. Enfin, deux études récentes à l’échelle de la 

cellule unique montrent que les cellules de mélanomes sont capables de transition entre non pas 

deux mais une multitude d’états au cours de la progression tumorale, en réponse aux signaux du 

microenvironnement et sous exposition aux agents thérapeutiques (36). Ces différents états 

stables peuvent être classés suivant le niveau d’activité de MITF depuis l’état hyper-différencié, 

l’état mélanocytaire, l’état intermédiaire, l’état de privation, l’état apparenté à l’état de cellule 

souche de la crête neurale et enfin l’état dédifférencié. Les états mélanocytaires, intermédiaires 

et de privation ont des capacités prolifératives et les états intermédiaires, de privation, 

apparentés cellules souche de la crête neurale et dédifférenciés sont capables d’invasion. Aussi 

dans ce modèle, la coexistence des deux états de prolifération et d’invasion est possible (Figure 

11).  
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Figure 11  Model de rhéostat de MITF version 2019, proposé par Florian Rambow (37) A gauche, de rouge à 

blanc un gradient d’expression de MITF et à droite les états prolifératifs et invasifs tels que décrits par Hoek et 

Goding. Au centre, les six nouveaux états supposés classés en fonction de leur niveau d’expression de MITF à savoir 

de haut en bas : l’état hyper-différencié, l’état mélanocytaire, l’état intermédiaire, l’état de privation l’état souche, 

crête neurale et enfin l’état dédifférencié.  

 

2. Thérapies des mélanomes métastatiques 

Aujourd’hui, les mélanomes non invasifs sont pris en charge par simple exérèse. Le diagnostic 

précoce des mélanomes est donc primordial. Dès qu’il a envahi le derme, le traitement du 

mélanome est plus complexe. Jusqu’en 2010, aucune solution thérapeutique efficace n’existait et 

le taux de survie à 5 ans était dramatiquement faible. Nous allons voir ci-dessous les avancées 

thérapeutiques majeures dont bénéficient les patients atteints de mélanome.  

 

2.1. Thérapies ciblées pour les patients BRAFV600: avancées 

et mécanismes de résistance 

Alors que le traitement des mélanomes métastatiques était dépourvu de solution 

thérapeutique efficace pendant des décennies, la découverte de la mutation activatrice 

BRAFV600E (38) a lancé la révolution des thérapies ciblées. Depuis maintenant dix ans, deux 

inhibiteurs ATP compétitifs de la kinase BRAF mutée, le vémurafénib et le dabrafénib, sont utilisés 

en clinique pour les patients présentant la mutation BRAFV600E. Les inhibiteurs de BRAF étaient 

premièrement administrés seuls et sont maintenant couramment combinés à un inhibiteur de 

MEK, le trametinib ou le cobimetinib (39; 40). La moitié des patients mutés pour BRAF montrent 



35 

 

un réel bénéfice des thérapies ciblées avec une régression tumorale rapide et drastique dans les 

semaines qui suivent la mise sous traitement. Cependant, quasiment tous les patients rechutent 

peu de temps après et le taux de survie à cinq ans est dramatiquement faible. Les principaux 

mécanismes de résistance sont liés à une réactivation de la voie des MAPKinase par des mutations 

activatrices des oncogènes NRAS ou KRAS, MEK1/2 ou ERK1/2, l’amplification de BRAF ou 

épissage alternatif du transcrit de BRAF, la perte de l’inhibiteur de kinase CDKN2A ou encore la 

réactivation de la voie PI3K/AKT par la perte de PTEN ou encore l’amplification d’AKT. Cependant, 

aucune altération génétique claire ne peut être identifiée dans 40 pourcent des cas de rechute 

suggérant l’implication d’altérations transcriptomiques. (41). Sous la pression des inhibiteurs de 

MAPK, les cellules de mélanome s’adaptent rapidement grâce à leur plasticité phénotypique 

exacerbée. Le traitement par inhibiteur de BRAF induit une augmentation d’expression de 

multiples marqueurs d’invasion tels qu’EGFR, AXL, NGFR, TEAD et YAP. Ces cellules invasives 

semblent programmées pour résister aux inhibiteurs de BRAF. La dédifférenciation est un 

mécanisme de réponse fréquente aux inhibiteurs de MAPK, permettant à quelques cellules 

résiduelles de mélanome de persister jusqu’à l’acquisition de mutations permettant la résistance 

aux traitements. On parle alors de phase de tolérance. Une étude récente d’analyse en cellules 

uniques à partir d’une cohorte de xénogreffe dérivées de patient (PDX), greffées chez la souris et 

traitées par inhibiteurs de MAPK détaille cette phase de tolérance et l’hétérogénéité 

phénotypique qui lui est associée. Le profil transcriptomique des tumeurs PDX avant, pendant et 

après traitements par inhibiteurs de BRAF/MEK a permis la distinction de quatre états de 

tolérance des cellules résiduelles. Un des états se distingue par une forte diminution des 

signatures métaboliques et possède des caractéristiques communes aux cellules privées de 

nutriments. Cet état est donc qualifié d’état de privation (SMC – Starved Melanoma Cell). Cet état 

SMC montre des niveaux d’expressions intermédiaires de MITF et possède des capacités 

prolifératives et invasives. A partir de cet état de privation, deux trajectoires principales sont 

possibles : l’hyperdifférentiation ou la dédifférentiation. En plus du phénotype dédifférentié MITF 

faible / AXL fort, cette étude a permis l’identification du rôle majeur du récepteur nucléaire de 

l’acide rétinoïque RXR dans la formation de la sous-population au phénotype associé à un 

phénotype de cellule de crête neurale.  L’identification et la caractérisation précise des 

phénotypes tolérants aux inhibiteurs de BRAF/MEK suggèrent de nouvelles pistes de 

combinaisons thérapeutiques permettant de cibler et d’éliminer les cellules résiduelles, 

prévenant ainsi l’apparition de résistance (Figure 12) (37).  
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Figure 12 Sélection de clones résistants aux thérapies ciblées par reprogrammation phénotypique. En haut : 

schématisation de la réponse aux thérapies ciblées avec une première phase de régression drastique suivie d’une 

phase de tolérance où coexistent les clones ayant résisté au traitement par adaptation phénotypique jusqu’à 

émergence d’un ou plusieurs clones capables de proliférer malgré la pression thérapeutique. En bas : potentielles 

vulnérabilité thérapeutique des populations tolérantes à la thérapie. 
 

Tsoi et al. ont comparé les trajectoires prises par les cellules de mélanome en réponse au 

vémurafénib (inhibiteur de BRAF) ou à un signal inflammatoire (TNF-α, IFN-γ) avec les états de 

différentiation progressive depuis la cellule souche embryonnaire vers le mélanocyte différencié 

en passant par les états de cellule de crête neurale et mélanoblaste (42).  Aussi, quatre états ont 

pu être identifiés, de l’état le plus différencié vers un état de dédifférenciation extrême : l’état 

mélanocytaire, l’état transitoire, l’état associé à la crête neurale et l’état dédifférencié. La 

description de ces nouveaux états ne remet pas en cause le modèle de plasticité phénotypique 

décrite par Hoek et Goding. En effet, l’analyse des niveaux d’expression des marqueurs des états 

prolifératifs et invasifs indique que les états mélanocytaires et transitoires de Tsoi s’apparentent 

à l’état prolifératif, fort en MITF alors que les états de crête neurale et dédifférenciés sont associés 

à l’état invasif, faible en MITF et au fort niveau d’expression d’AXL (Figure 13). Ces deux études ont 

permis à Rambow et al. d’actualiser le modèle du rhéostat de MITF version 2019 (Figure 11). 
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Figure 13 Heatmap des gènes des signatures mélanocytaire (vert), transitoire (violet), crête neurale (rouge) 

et dédifférenciée (bleue) et de leur moyenne (Z score) pour les lignées de mélanome M229 et M397 sous exposition 

chronique au vémurafénib pendant 90 jours (42). 

Concernant les patients présentant une mutation de l’oncogène NRAS, l’utilisation des 

thérapies ciblées offre de très faibles opportunités thérapeutiques. Des combinaisons de 

traitements sont en cours d’investigation. Les immunothérapies sont également un espoir 

thérapeutique pour tous les patients atteints de mélanome, quelle que soit leur statut 

mutationnel BRAF et NRAS. 

2.2. Immunothérapies : avancées et mécanismes de 

résistance 

Les immunothérapies constituent la deuxième révolution thérapeutique développée en 

parallèle des thérapies ciblées. Les immunothérapies sont principalement basée sur le contrôle 

physiologique du système immunitaire par les points de contrôle du système immunitaire (ICP, 

Immune Checkpoint) et leurs ligands (ICPL, Immune Checkpoint Ligand). Je décrirai ce mécanisme 

de contrôle du système immunitaire dans le deuxième chapitre et resterai plus clinique ici. Les 

immunothérapies présentent deux intérêts principaux. Elles peuvent être administrées quel que 

soit le fond mutationnel du mélanome. Elles sont donc une opportunité thérapeutique 

importante pour les patients ne présentant pas la mutation BRAFV600E. De plus, alors que les 

thérapies ciblées offrent des réponses rapides mais de courte durée, l’espoir des 

immunothérapies réside dans leur capacité  à induire des réponses durables (43; 44). 
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L’ipilimumab, un anticorps anti CTLA-4 (Anti-Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4) fut la première 

thérapie à anticorps à montrer un bénéfice clinique, avant l’approbation en 2015 par l’agence 

américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) de deux nouveaux couples 

d’anticorps ciblant un nouveau point de contrôle du système immunitaire PD-1 (récepteur de 

mort programmée) et son ligand PDL-1 (45). Deux anticorps anti-PD-1, le nivolumab (Opdivo©) 

et le pembrolizumab (Keytruda©), sont autorisés en France pour le traitement des mélanomes 

avancés (non résécables ou métastatiques) avec une autorisation de mise sur le marché en 2015 

en France. Initialement, les immunothérapies étaient indiquées en première ligne pour les 

patients ne présentant pas la mutation BRAV600E et en deuxième ligne après les thérapies ciblées 

dans le cas des mélanomes BRAF-mutés. L’ordre et la combinaison des deux approches pour les 

mélanomes BRAF-mutés ont ensuite été débattus et étudiés.  Plus tard, des extensions 

d’indications ont permis d’élargir l’utilisation des anti-PD-1 aux cancers bronchiques non à petites 

cellules, aux carcinomes à cellules rénales, aux lymphomes de Hodgkin classique, aux carcinomes 

urothéliaux et aux cancers épidermoïdes de la tête et du cou. Des études récentes dans le 

mélanome démontrent l’efficacité de la combinaison nivolumab/ipilimumab sur la survie avec un 

suivi sur plus de 5 ans (Figure 14). Après 60 mois d’étude, la survie moyenne globale des patients 

traités par la combinaison ipilimumab/nivolumab n’était pas atteinte, alors qu’elle était de 36.9 

mois dans le groupe ayant reçu le nivolumab et 19.9 mois dans le groupe traité par ipilimumab 

monothérapie (44). De plus, la combinaison ipilimumab/nivolumab a une efficacité clinique sur 

les métastases cérébrales (46). Malheureusement en France, l’arrêté du 20 novembre 2017 a 

radié l’ipilimumab des prestations prises en charges par l’assurance maladie, privant les patients 

français atteints de mélanome des bénéfices de la bi-thérapie ipilimumab/nivolumab. D’autre 

part, l’utilisation d’immunothérapies anti-PD-1 en thérapie adjuvante est une avancée majeure 

de ces dernières années dans la prise en charge des mélanomes de stade 3 ou 4 après résection 

chirurgicale de la lésion, permettant d’allonger la survie sans récurrence du mélanome et de 

diminuer son grade en cas de réapparition (47; 48). En France, l’utilisation des anti-PD-1 en 

traitement adjuvent en monothérapie chez les patients atteints de mélanomes de stade 3 ou 4 

après résection complète est également indiquée depuis 2018. 
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Figure 14 Courbes de Kaplan Mayer représentant en A la survie sans progression et en B la survie globale 

pour les patients traités par la combinaison ipilimumab/nivolumab (trait jaune), nivolumab seul (triangles bleus) 

et ipilimumab seul (rond verts). 

Malgré le bénéfice certains des immunothérapies, 60 pourcent des patients traités par 

anticorps anti-PD-1 présentent une résistance acquise ou innée. Actuellement, les mécanismes 

de résistance sont en cours d’investigation. La présence du ligand PDL-1 n’est pas un marqueur 

de réponse aux immunothérapies par anti-PD-1 dans le mélanome (à la différence du poumon 

par exemple). Seulement un sous-groupe de patients exprimant le ligand PDL-1 montre une 

réponse clinique sous anti-PD-1. A l’inverse, certains patients n’exprimant pas PDL-1 ont un réel 

bénéfice clinique sous anti-PD1 (49). Des facteurs additionnels modulent donc la réponse clinique. 

Quelques événements génétiques ont été associés à la résistance innée aux immunothérapies et 

de manière similaire à la résistance aux thérapies ciblées, la plasticité phénotypique semble jouer 

un rôle clé dans la résistance aux immunothérapies. L’équipe de Roger Lo a identifié pour la 

première fois une signature transcriptomique de résistance innée aux anti-PD-1 (IPRES) qui 

possède des similarités avec les signatures de résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK, incluant 

l’expression d’AXL, ROR2 et WNT5A (50). L’étude n’a cependant pas inclus que des patients traités 

en première ligne par les immunothérapies mais certains patients ont été évalués après 
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acquisition de résistance aux inhibiteurs de BRAF/MEK, pouvant biaiser l’établissement de la 

signature. Cependant, il est intéressant dans le cadre de ma thèse de retenir ce concept. Je 

détaillerai dans le deuxième chapitre les mécanismes de résistance démontrés depuis, après avoir 

décrit tous les concepts nécessaires à leur compréhension. 

 

3. Modèles d’études des mélanomes 

Le choix des modèles d’étude doit être orienté par la compréhension globale des avantages 

et inconvénients relatifs à chaque modèle.  Les conclusions doivent toujours être relativisées en 

connaissances des limites intrinsèques au modèle utilisé et la combinaison de différentes 

approches lorsque cela est possible renforce rigoureusement les travaux.  J’ai choisi ici de 

recenser l’ensemble des modèles existants pour l’étude des mélanomes en insistant sur leurs 

avantages et limites. Je détaillerai particulièrement les modèles permettant l’étude du 

microenvironnement immunitaire, au cœur de mes travaux.   

3.1. Culture en monocouche de cellules de mélanome 

adhérentes - in vitro 2D  

Il existe un nombre conséquent de lignées de mélanome humaines disponibles grâce à la 

collection américaine ATCC. Les cellules de mélanome sont des cellules adhérentes qui se 

cultivent facilement en 2D. Les tests en deux dimensions ont permis et permettent encore la 

caractérisation de la biologie cellulaire des mélanomes et les premiers essais de thérapies in vitro. 

Les cultures cellulaires ont l’avantage d’être « pures » en cellules de mélanomes, c’est à dire 

exemptes de toute contamination par un autre type cellulaire, ce qui est très important pour les 

caractérisations au niveau ADN, ARN et protéines. Je reviendrai sur cette notion clé de pureté 

lorsque je détaillerai les données de bioinformatique disponibles. A l’inverse, les monocultures 

peuvent faire défaut étant donné l’influence de certains signaux du microenvironnement sur les 

niveaux d’expression ARN et protéiques de certaines voies de signalisation. Dans ce cas, des 

expériences de co-culture sont très intéressantes, permettant de détailler les interactions 

cellulaires. Par exemple, la prolifération aberrante des mélanocytes cultivés en monoculture est 

résolue lorsque les mélanocytes sont cultivés avec  des kératinocytes (51).  

La limitation majeure des lignées cellulaires de mélanome est leur établissement et maintien 

en culture sous des conditions non-physiologiques, ce qui induit inévitablement une sélection de 

clones qui ne reflète pas l’hétérogénéité intra-tumorale de la tumeur d’origine. La caractérisation 
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transcriptomique de 86 lignées de mélanome a montré que les cellules en culture s’équilibrent 

dans un état soit de prolifération, soit d’invasion (52). Une fois injecté in vivo chez la souris, 

chaque type cellulaire est capable de former des tumeurs hétérogènes, mettant en évidence 

l’importance du switch phénotypique in vivo et des signaux du microenvironnement (28). 

Certaines molécules comme le TGF-ß perturbent l’état d’équilibre in vitro et permettent 

l’induction de la transition phénotypique (52). Cependant, certains mécanismes épigénétiques, 

semblent être verrouillés dans des lignées établies depuis des années. C’est ce que révèle l’étude 

du laboratoire de JC Marine, qui montre entre autre la relevance et l’intérêt des cultures à court 

terme (31). Les cultures à court terme sont établies à partir de biopsies de patient et n’ont subi 

qu’un faible nombre de passage. Il est rare d’obtenir des biopsies cutanées, de mélanome 

primaire ou de métastase, étant donné leur taille souvent petite et la priorité évidente placée sur 

leur utilisation pour le diagnostic. Une voie majeure d’obtention de lignées de mélanome dérivées 

de patients est l’utilisation des métastases liquides, principalement ascites et épanchements 

pleuraux. Les épanchements pleuraux sont dus à une production excessive de liquide séreux en 

réponse à l’implantation de nodules cancéreux sur la surface séreuse de la plèvre. Les ascites sont 

une accumulation de liquide dans la cavité péritonéale. Ces excès de liquide, de parfois plusieurs 

litres, doivent être ponctionnés afin de soulager le patient. Ces ponctions contiennent entre autre 

des cellules de mélanome qui peuvent être mises en culture ainsi que des cellules immunes. Les 

cultures à court terme s’insèrent bien dans le modèle de switch phénotypique et sont tout à fait 

adaptées à l’étude des états prolifératifs et invasifs. Alors qu’une signature de 97 gènes avait été 

identifiée pour définir les états prolifératifs et invasifs à partir de lignées établies de mélanome, 

l’analyse transcriptionnelle de cultures à court terme a permis de considérablement élargir la liste 

des gènes impliqués dans les deux états avec respectivement 643 et 772 gènes caractéristiques 

des états invasifs et prolifératifs, tout en incluant intégralement la signature initiale. De plus, alors 

que les régulateurs clés du phénotype prolifératif MITF et SOX10 avaient déjà été bien identifiés, 

la régulation du phénotype invasif était encore floue. L’analyse combinée du transcriptome et de 

l’architecture  de la chromatine de dix cultures à court terme a permis d’identifier des milliers de 

régions régulatrices contrôlant les états prolifératifs et invasifs, confirmant non seulement le rôle 

majeur des facteurs de transcription SOX10 et MITF et identifiant le nouveau réseau de facteurs 

de transcription AP-1/TEAD comme majeur régulateur de l’état invasif  (31). Cette étude suggère 

que la culture prolongée de lignées établies verrouille la chromatine dans une conformation 

empêchant l’observation de certains mécanismes transcriptionnels. Avec un faible nombre de 
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passages, les lignées à court terme sont moins figées. De plus, les métastases liquides étant 

malheureusement associées à des mélanomes en progression rapide, il est parfois possible 

d’avoir des prélèvements avant/après mise sous traitement ou après acquisition de résistance, 

permettant la génération de couples de modèles sensibles/résistants physiologiques.  

Il est également possible d’induire la résistance aux inhibiteurs de la voie des MAPKinases 

par exposition chronique à des doses de plus en plus fortes. Cette méthode, très utile afin 

d’étudier l’acquisition de résistance aux traitements n’est cependant pas physiologique.  

3.2. Culture en trois dimensions - in vitro 3D 

Bien que les cultures cellulaires en deux dimensions soient très satisfaisantes pour les études 

de biologie moléculaire, elles ne prennent pas en considération la croissance orientée en trois 

dimensions des mélanomes, en interaction constante avec son microenvironnement. Il a été 

montré que la croissance en trois dimensions favorisait la résistance aux traitements des 

mélanomes. Par exemple, la simple culture en trois dimensions  des cellules de mélanome HBL 

altère la reconnaissance par les lymphocytes T cytotoxiques effecteurs spécifiques, qui est intacte 

dans le cas de la culture en deux dimensions (53). Les cultures en trois dimensions peuvent être 

donc un bon compromis entre le manque absolu de microenvironnement des cultures en deux 

dimensions et la complexité des modèles animaux. Ces structures en trois dimensions s’attachent 

à recréer un environnement proche d’une tumeur in vivo en reproduisant notamment les zones 

de nécrose, les difficultés d’accès à l’oxygène et aux nutriments ou encore aux molécules 

thérapeutiques. Parmi les structures en trois dimensions, les organoïdes sont une approche 

particulièrement intéressante. Initialement, les organoïdes étaient établis à partir de cellules 

souches embryonnaires ou adultes. De manière remarquable, leur structure en trois dimensions 

reflète bien le tissu d’origine (54). Ces dernières années, des organoïdes dérivés de biopsies de 

patients ont été développés dans le but de mimer au plus proche la tumeur d’origine et son 

microenvironnement. Neal et al. ont développé un système de culture d’organoïdes dérivés de 

biopsies de patient à l’interface air-liquide incluant les cellules stromales et immunes. Les 

organoïdes développés à partir de différents types tumoraux conservent l’architecture 

histologique du microenvironnement tumoral. De manière remarquable, les lymphocytes T 

infiltrants sont pleinement fonctionnels et leur répertoire de TCR est conservé, ce qui ouvre des 

perspectives sur l’utilisation des immunothérapies anti-PD-1 (55). 
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D’autres approches sont en cours de développement afin d’étudier la tumeur humaine dans 

son environnement complet. Une première approche vise à reconstruire la peau en trois 

dimensions, afin d’y cultiver les cellules tumorales. Cultivés sur le derme, les kératinocytes se 

différencient afin de former les différentes couches de l’épiderme. La culture de cellules de 

mélanome au sein de ces structures permet de prendre en compte la structure et composition de 

la peau dans l’évolution des mélanomes. Il serait possible de greffer des cellules immunes dans 

ces peaux. 

Une autre approche vise à maintenir en culture ex vivo des biospies de patients intactes après 

retrait chirurgical.  En gardant intacte la biopsie, l’architecture tumorale ainsi que les relations 

spatiales et interactions entre les cellules tumorales et stromales ou immunes sont conservées. 

L’avantage majeur est la conservation de l’infiltrat immunitaire au sein de la biopsie. Cette 

approche est encore en développement mais a été utilisée dans le cas des cancers colorectaux où 

le traitement de biopsies de patients ex vivo s’est avéré prédictif de la réponse à l’inhibiteur de 

MEK1/2 selumetinib (56).  

3.3. Xénogreffes dérivées de patient (pdx) 

Afin de suivre l’évolution de la tumeur dans un environnement plus physiologique, les lignées 

de mélanome ou prélèvements de tumeurs de patients peuvent être greffés chez l’animal, en 

général chez des souris immunodéprimées telles que les souris Swiss nude, Rag Knock-out, les 

NOD/SCID ou les NSG. Les souris nude n’ont pas ou peu de lymphocytes T à cause d’une aplasie 

thymique. Les souris Rag-KO n’ont pas de lymphocytes B et T matures. Les souris NOD/SCID (Non-

Obese Diabetic Severe Combined ImmunoDeficiency) n’ont ni lymphocytes B ni T suite à une 

mutation du gène Prkdc dans un contexte NOD lié à une défaillance de l’activité des macrophages 

et Natural Killer. Une mutation supplémentaire invalidante pour le gène codant pour la chaine 

commune du récepteur à l’interleukine 2 donne la souche NSG (pour NOD/SCID γ). 

La croissance en PDX permet les interactions directes entre les cellules de mélanome 

humaines et le stroma murin, incluant les vaisseaux lymphatiques et sanguins. Fréquemment, les 

cellules sont injectées en sous-cutané ou en intradermique. Les xénogreffes sont adaptées à 

l’étude de l’impact de thérapies anticancéreuses telles que les thérapies ciblées dans le 

mélanome (37). Les xénogreffes ont l’avantage de permettre un test relativement rapide des 

différentes stratégies thérapeutiques à partir de cellules humaines dans un environnement 

presque complet (57) (Figure 15).  
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Figure 15 Potentiel des xénogreffes dérivées de tumeurs de patients dans la mise en place de la thérapie 

personnalisée. La tumeur extraite par chirurgie (1) est séquencée afin d’obtenir ses profiles mutationnels, 

transcriptionnels, etc. et transplantée en parallèle chez la souris pour le développement de PDTX (2b). 

L’amplification du modèle PDTX permet le test de différentes opportunités thérapeutiques (3) permettant de 

sélectionner la meilleure stratégie thérapeutique pour le patient (4). Si le traitement s’avère efficace, il pourra être 

rapidement étendu aux patients ayant un profil tumoral semblable (6-8) (58). 
 

La principale limitation des modèles de PDX est l’absence de système immunitaire nécessaire 

à la croissance de tumeurs humaines chez la souris, malgré le développement de modèles murins 

humanisés dans lesquels est également greffée une sélection de cellules immunitaires. Des 

lymphocytes et des cellules souches hématopoïétiques CD34+ purifiées à partir de moelle 

osseuse, sang de cordon ombilical ou tissus thymique peuvent être transférées dans des souris 

immunodéprimées et modèles PDX. Idéalement, les cellules proviennent du même patient, ce qui 

évite les réactions immunes contre la tumeur greffée (59). Les lymphocytes T et B développés à 

partir du transfert de cellules souches hématopoïétiques ont subi la sélection négative au cours 

de leur différenciation chez la souris et sont donc tolérants aux cellules murines de l’hôte. 

Cependant, le manque de cytokines humaines ne permet pas la croissance et différenciation de 

toutes les populations immunes à partir de cellules souches hématopoïétiques. De plus, les 

biopsies de moelle osseuse ne sont pas toujours souhaitables ou réalisables pour le patient. 

L’utilisation de tissus fœtaux quant à elle pose des problèmes éthiques. Enfin, des modèles 

utilisant les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) du patient sont en cours de 

développement. Dans ce cas, les lymphocytes transférés sont déjà matures, permettant l’analyse 

des fonctions immunitaires des cellules du patient, l’analyse de réponse antigénique ou de 

réponse aux immunothérapies. Cependant, la maturité des lymphocytes provoque de fréquentes 
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réactions contre l’hôte pouvant entrainer la mort de l’animal.  Les études sont donc généralement 

limitées à quatre semaines (60). 

Afin d’étudier en profondeurs les interactions entre les cellules tumorales et le système 

immunitaire, l’utilisation de modèles murins immunocompétents est alors incontournable, bien 

que les études intégrales chez la souris nous éloignent du patient. Il est important de mentionner 

les différences histologiques entre l’homme et la souris. La biologie et la localisation des 

mélanocytes peuvent différer entre l’homme et la souris. Chez la souris, les mélanocytes sont 

localisés dans les follicules pileux et jouent un rôle majeur dans la pigmentation des poils. Chez 

l’homme, les mélanocytes ne sont que rarement au sein d’un follicule pileux et délivrent la 

mélanine aux kératinocytes environnant afin de protéger l’épiderme des dommages induits par 

les radiations UV. Cette remarque prend tout son sens dans l’étude du microenvironnement 

immunitaire, dont les populations résidentes diffèrent entre l’épiderme et le derme (confère 

chapitre 2). 

3.4. Modèles murins de transplantation syngénique 

Afin de permettre la formation tumorale chez l’animal immunocompétent, il est nécessaire 

que l’espèce et le fond génétique soient conservés entre la lignée cellulaire injectée et l’animal 

receveur. On parle alors de greffe syngénique. Dans le cas de lignées établies à partir de mâles, il 

est même nécessaire de les injecter dans des animaux de sexe masculin afin d’éviter un rejet lié 

à l’expression du chromosome sexuel Y. De nombreuses études utilisent la lignée cellulaire B16 

générée chez la souris C57BL6/6J. Le mélanome spontané initial a été obtenu par induction 

chimique et des clones ont été sélectionnés par passages in vivo successifs incluant les clones 

B16F1 et B16F10. Le clone B16F1 a un faible potentiel métastatique alors que le variant B16F10 

présente un fort potentiel métastatique, notamment vers le poumon.  Les B16 sont très 

différenciées, exprimant de forts niveaux de tyrosinase et protéines associées Trp2. Ainsi, les B16 

sont très pigmentées. Les B16 prolifèrent très rapidement, limitant les temps d’étude à quatre 

semaines après injection maximum. Regardant le profil mutationnel, les B16 diffèrent des 

mélanomes majoritaires humains. Bien que l’on retrouve des mutations inactivatrices du gène 

Cdkn2a, l’oncogène Braf est intact ainsi que le suppresseur de tumeur Pten. Autre point 

important, les B16 n’expriment que faiblement le complexe majeur d’histocompatibilité 1, les 

rendant très peu immunogènes (confère chapitre 2). Dans l’ensemble, bien que très souvent 
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utilisé, la relevance de l’utilisation de ce modèle questionne et nous préfèrerons l’utilisation de 

lignées établies à partir de modèles transgéniques. 

3.5. Modèles transgéniques murins 

Les souris sauvages développent rarement des mélanomes spontanément. Des modèles 

transgéniques ont été développés en activant des oncogènes impliqués dans les mélanomes 

humains comme Braf et Nras et/ou en inactivant des gènes suppresseurs de tumeurs connus tels 

que Pten ou Cdkn2a au sein du lignage mélanocytaire. Avec un temps de latence plus ou moins 

long, des mélanomes apparaissent de manière spontanée, souvent au sein de nævus, site 

d’apparition naturel de mélanome. L’avantage incontournable de ces modèles d’étude est la 

présence d’un système immunitaire totalement fonctionnel, qui joue un rôle majeur sur la 

croissance tumorale et la réponse aux thérapies (61).  

Un des premiers modèles de mélanome transgénique murin fut établi par l’expression du 

virus vacuolant SV40 dans le lignage mélanocytaire sous le contrôle du promoteur de la 

tyrosinase. L’expression de la protéine virale mime la perte de Cdkn2a en supprimant les voies de 

signalisation Rb et p53. Des mélanomes oculaires sont d’abord induits puis plus rarement et 

tardivement, des mélanomes cutanés peuvent apparaitre mais sont très souvent bénins (62).  

L’importance des mutations de l’oncogène Ras dans le développement des mélanomes a été 

étudiée in vivo grâce à l’expression dans le lignage mélanocytaire d’un transgène constitué d’une 

forme mutée de NRas sous le contrôle du promoteur de la tyrosinase. La seule expression de la 

forme mutée NrasQ61K dans les mélanocytes permet le développement de tumeurs mais avec 

une incidence relativement faible de 29 pourcent et une latence très longue de 70 semaines. Le 

croisement de ces souris avec des souris Knock-Out pour p16Ink4a/p16ARF augmente 

significativement l’incidence et diminue la latence qui passent de 83 pourcent à 65 semaine dans 

le cas des souris hétérozygotes Ink4a+/- et 94 pourcent à 42 semaines de latence pour les 

homozygotes Ink4a-/-. Ces tumeurs sont agressives et métastases dans 30 pourcent des cas vers 

le ganglion ou d’autres organes (63). Dans ce modèle, la mutation NrasQ61K est présente dans 

les mélanocytes dès le développement embryonnaire, ce qui est rarement le cas 

physiologiquement. Les bébés ont alors un phénotype bien reconnaissable puisqu’ils sont 

rapidement bien plus noirs, avec une coloration particulièrement marquée au niveau des pattes, 

de la queue et des oreilles. Le phénotype de ces souris est délétère. En plus d’induire des 
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mélanomes, ses souris souffrent d’épaississement et de vieillissement précoce de la peau et de 

problèmes oculaires tels que la cataracte (Figure 16).  

 

Figure 16 Souris transgénique Tyr::N-RasQ61K (Ackermann et al., 2005). (A) Schéma de la construction Tyr::N-

RasQ61K. (B) Hyperpigmentation particulièrement évidente sur les oreilles et pattes. (C) coupe de peau d’une 

souris bitransgénique Dct::lacZ; Tyr::N-RasQ61K à deux mois. (D) Mélanome apparu sur le dos de la souris (E) 

coloration H&E (F) Grossissement de (E) montrant l’invasion de cellules de  mélanome (64) 
 

L’importance de la mutation BrafV600E dans la transformation des mélanocytes et le 

développement des mélanomes a été étudiée dans un modèle très physiologique induisant 

l’insertion de la mutation BrafV600E au niveau du locus du gène Braf endogène grâce à la 

technologie LoxP/stop/LoxP(LSL)/Cre recombinase. Le réarrangement LSL-BrafV600E est régulé 

par une Cre-recombinase inductible au tamoxifène (CreERT2), placée sous le contrôle du 

promoteur de la tyrosinase. Ainsi, le modèle LSL-BrafV600E;Tyr::CreERT2+/o (abrégé 

BrafV600E/CreERT2) permet un contrôle précis de l’acquisition somatique de la mutation de 

BrafV600E à l’âge adulte dans les mélanocytes (Figure 17) (65). La seule activation deBrafV600E 

induit le développement de mélanomes cutanés avec une incidence relativement élevée de 54 

pourcent à 12 mois. Cependant, toutes les lésions ont en fait des niveaux d’expressions élevés 

d’Akt et de faibles niveaux d’expression de p16Ink4a. C’est à partir de ce modèle 

BrafV600E/CreERT2 que nous avons généré les lignées de mélanomes murins 16eM3, 25fF4 et 

42bM6 utilisées pour mes travaux de thèse (Article 2). La suppression simultanée de p16Ink4a 

augmente la pénétrance à 80 pourcent à 1 an. Rapidement après induction au tamoxifène sur le 

dos rasé des souris, des tâches pigmentées apparaissent sur la peau de la souris en trois/quatre 

semaines. Ces lésions prémalignes se transformeront éventuellement plus tardivement, après un 
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an environ. Les tumeurs BrafV600E/CreERT2 ont la particularité d’être très peu différenciées. Elles 

ne sont pas pigmentées et expriment de très faibles niveaux d’expression de la tyrosinase et 

protéine associée Trp2. Elles ne sont pas métastatiques, permettant l’étude de mélanomes 

primaires et des événements précoces du développement des mélanomes.  

 

Figure 17 adaptée de (65) Phénotype des souris BrafV600E/Cre ERT2 (A)(B) et (C), hypermigmentation des 

souris BrafV600E/Cre ERT2. (D) Apparition des multiples nævi sur la peau rasée des souris BrafV600E/Cre ERT2 

après application du tamoxifène (E)(F) et (G) tumeur de mélanome BrafV600E/Cre ERT2 
 

Afin de diminuer la latence d’obtention des mélanomes, la délétion de Pten est souvent 

combinée à l’activation de Braf.  En effet, dans le modèle Tyr:Cre-ERT2 BrafCA/+; PTENlox/lox, les 

lésions mélanocytaires apparaissent 7 à 10 jours seulement après application du tamoxifène et 

les souris développent des mélanomes métastatiques agressifs qui arrivent en point limite en 

seulement 25 à 50 jours (66; 67). La prolifération des cellules de mélanome est si rapide qu’elle 

apparait simultanément dans l’épiderme et le derme.  

L’équipe de JC Marine a développé un modèle permettant de mieux mimer l’invasion à 

travers la jonction dermo-épidermique : ils ont ainsi appliqué le tamoxifène non pas sur le dos 

mais sur la queue des souris. Les mélanocytes dorsaux sont principalement localisés au sein de 

follicules pileux et contribuent à la pigmentation du pelage. A l’inverse, les mélanocytes de la 

queue se trouvent à la jonction dermo-épidermique entre les follicules où ils peuvent transférer 

la mélanine aux kératinocytes voisins. Chez l’homme, la grande majorité des mélanocytes sont 

interfolicullaires. De plus, la transformation de mélanocytes interfolliculaires matures différenciés 

est suivie d’une phase de croissance radiale avant l’invasion du derme par croissance verticale 

(68).  
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Récemment, un nouveau modèle a été développé permettant également de mieux mimer 

les phases de croissances radiales dans l’épiderme puis d’invasion verticale du derme observées 

chez l’homme tout en affinant la question encore ouverte concernant la cellule d’origine du 

mélanome. Au lieu d’induire la mutation BrafV600E et la perte de Pten dans tout le lignage 

mélanocytaire par contrôle du promoteur de la tyrosinase, Sun et al. proposent de n’affecter que 

les potentielles cellules souches mélanocytaires en plaçant la construction Cre-ERT2 BrafCA/+; 

PTENlox/lox sous le contrôle du promoteur de c-KIT (69). 

Le modèle de surexpression d’HGF/SF sous le contrôle du promoteur de la métallothionéine 

permet également de mimer le développement des mélanomes avec les phases de nævus bénin, 

croissance radiale puis verticale et dissémination métastatique. En se liant au récepteur à tyrosine 

kinase MET, HGF/SF active les voies des MAPKinases et PI3Kinases. Les souris HGF/SF ont des 

mélanocytes dans l’épiderme, le haut du derme et surtout à la jonction épidermo-dermique. 

Moins d’une souris sur quatre développe spontanément un mélanome dermique avec une 

latence de 15 mois. Cependant, l’exposition aux radiations UV des jeunes souris permet le 

développement de mélanome à l’interface épiderme/derme similaires aux mélanomes humains 

(70). Ce modèle a donc l’avantage d’être physiologique par rapport à son développement, mais 

ne présente pas une mutation majoritairement observée chez l’homme. 

Il existe une multitude d’autres modèles murins, basés sur la technologie RCAS/TVA, le proto-

oncogène Ret, la mutation du rare sous-type de mélanome Gnaq ou encore des inductions 

chimiques (58). J’ai fait le choix ici de ne détailler que les principaux modèles nécessaires à la 

compréhension et discussion de mes travaux de thèse. Les tumeurs spontanées peuvent être 

directement utilisées et analysées pour une étude précise, qui tient alors compte du 

développement physiologique du mélanome. Cette approche, bien que très rigoureuse, est 

cependant difficilement généralisable à une étude complète étant donné la difficulté d’obtenir 

des cohortes homogènes de taille suffisante à cause des temps de latence longs et variables 

d’apparition de tumeur. Nous avons fait le choix d’établir des lignées cellulaires à partir de 

modèles spontanés que nous avons ensuite allogreffés chez des souris C57BL6/6J. Cette approche 

permet la réalisation de tests fiables et répétables à partir d’un nombre significatif d’animaux.  
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3.6. Données de bioinformatique accessibles publiquement 

Je souhaite dans cette partie résumer les données bioinformatiques actuellement 

disponibles pour l’étude des mélanomes métastatiques. L’objet ici n’est pas de rentrer dans le 

détail des résultats tirés des différents sets de données mais plutôt de présenter les différentes 

cohortes qui permettront d’enrichir la discussion. Aussi, de nombreuses pages internet sont 

développées afin de rendre accessible à tous l’utilisation des outils de bioinformatique. Je vais 

présenter les principales.  

La grande majorité des séquençages de tumeurs a été réalisée à l’échelle de la tumeur 

entière, c’est-à-dire incluant le microenvironnement tumoral stromal et immun. La cohorte la plus 

connue est celle du Cancer Genome Atlas TCGA. Elle est établie à partir de 480 biopsies de 471 

patients. 109 échantillons sont des mélanomes primaires et 371 sont métastatiques. Une 

information primordiale est la localisation des biopsies (Figure 18). En effet, les données 

transcriptomiques à l’échelle de la tumeur entière peuvent être biaisées par les données 

d’expression d’autres composantes du milieu. Par exemple, les métastases ganglionnaires auront 

un infiltrat et un profil transcriptionnel bien particulier. Dans la cohorte du TCGA, seules 29 

biopsies proviennent du ganglion (6.2%). Outres les données d’expressions transcriptomiques 

disponibles pour 472 échantillons, des données de méthylation (473), de mutations et 

d’altérations du nombre de copie (368) et d’expressions protéiques RPPA (355) sont également 

disponibles.  

 

Figure 18 Répartition des sites tumoraux des mélanomes du TCGA, la figure a été réalisée à partir de 

cbioPortal.org 
 

De nombreux algorithmes ont été développés afin d’estimer la part tumorale et la part non-

tumorale incluant le stroma et le microenvironnement immunitaire. Classiquement, les 

proportions des composantes tumorales, stromales et immunitaires sont estimées grâce à 
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l’algorithme ESTIMATE développé au MDAnderson (71). Les composantes stromales et 

immunitaires des biopsies de mélanome du TCGA sont à prendre en compte dans les analyses 

(Figure 19). 

 

Figure 19 Estimations de la part des infiltrats stromal (en bleu) et immunitaire (en rouge) des mélanomes du 

TCGA par l’algorithme ESTIMATE. En vert, le score estimate déduit à partir des scores stromal et immunutaire 

représentant la pureté tumorale. Graphes réalisés à partir de l’outil du MDAnderson  

https://bioinformatics.mdanderson.org/estimate/disease.html  

 

Des algorithmes de déconvolution ont été développés afin de détailler l’ensemble de 

l’infiltrat population par population. Dans le mélanome, une avancée majeure a été réalisée avec 

l’établissement de signatures robustes à l’échelle de la cellule unique par l’équipe de Garraway à 

partir de données établies sur 16 échantillons de patients (Itay Tirosh, 2016). Aussi, la composition 

des infiltrats immunitaires et du stroma des mélanomes du TCGA a pu être évaluée (Figure 20). La 

cohorte initiée par Tirosh et al. a été élargie avec l’ajout de 17 échantillons supplémentaires 

provenant de 16 nouveaux patients (72). Il est intéressant de noter que ces données sont 

accessibles à tous. Il est cependant important de préciser que plus d’un tiers des échantillons sont 

des métastases ganglionnaires et que le nombre de cellules par patient séquencé est très variable, 

et la répartition par type cellulaire est très hétérogène. 
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Figure 20 Heatmap représentant les expressions relatives des signatures définies par analyses à l’échelle de 

la cellule unique pour les type cellulaires lymphocytes T et B, macrophages, cellules endothéliales et fibroblastes 

associés à la tumeur (axe vertical) pour les 471 mélanomes du TCGA (axe horizontal). Chaque colonne est un 

patient, répartis en 10 groupes par partitionnement en K-moyenne (35) 

 

Figure 21 Description de la cohorte (72) à droite : Répartition de la localisation des échantillons séquencés. A 

gauche : Répartition du nombre de cellules dans chaque type cellulaire par patient. 
 

Récemment, de nouvelles signatures établies à l’échelle de la cellule unique permettent la 

distinction de phénotypes de cellules hématopoïétiques et l’algorithme de déconvolution associé 

xCIBERSORT permet d’accéder à la composition du microenvironnement tumoral (Figure 22) (73). 

Initialement, l’algorithme CIBERSORT développé par Neuman et al. (74) était la référence de 

déconvolution pan-cancers. CIBERSORT utilise la matrice de signatures LM22 permettant de 

distinguer 22 phénotypes de cellules hématopoïtiques à partir de 547 gènes. Des variants de 

l’algorithme CIBERSORT basés à partir de profiles de méthylation (MethylCIBERSORT) ou de 

signatures établies à l’échelle de la cellule unique (xCIBERSORT) ont été développées par la suite. 

L’intérêt principal des signatures établies à l’échelle de la cellule unique est leur robustesse, 

enlevant tout biais lié à la contamination. Afin de valider la robustesse de l’algorithme 

xCIBERSORT dans le mélanome, les auteurs ont comparé les compositions d’infiltrat obtenues par 

analyse en cellule unique ou par déconvolution des données transcriptomique depuis la tumeur 



53 

 

entière (Figure 22). Les résultats sont très encourageants. L’algorithme est utilisable en ligne via la 

plateforme https://cibersortx.stanford.edu/. 

 

Figure 22 (A) Schéma représentant l’établissement de l’algorithme de déconvolution CIBERSORTx (B) 

Validation de l’algorithme de déconvolution sur 17 échantillons de mélanome par comparaison de la reconstitution 

des populations immunes grâce à l’algorithme cibersortx (à gauche) avec une analyse à l’échelle de la cellule 

unique (à droite). 

Enfin, les signatures phénotypiques robustes des cellules tumorales établies à l’échelle de la 

cellule unique par Tsoi et al. et Rambow et al. sont d’un intérêt majeur afin de caractériser non 

pas l’infiltrat immunitaire mais les cellules tumorales (37; 42).Ces signatures phénotypiques 

peuvent en effet être étendues à d’autres analyses transcriptomiques et cohortes telles que la 

cohorte du TCGA. L’utilisation de signatures établies à partir d’un nombre significatif de gènes 

permet de gagner en puissance d’analyse sur des données de qualité parfois moindre et d’être 

plus robuste.  En effet, il est possible que l’expression d’un gène soit faussée par la qualité du 

séquençage, c’est le cas des faux zéros par exemple. Dans ce cas, les corrélations gène à gène 

peuvent s’avérer décevantes. En se basant sur plusieurs gènes, la probabilité d’être biaisée 

diminue et celle de mettre en évidence des relations d’expressions augmentent. Par exemple, les 

états décrits par Tsoi ont été associés aux tumeurs de mélanome du TCGA. Alors qu’en analyse 

en composantes principales, les seules expressions de MITF, NGFR et SOX10 auraient permis 

l’attribution d’un état majoritaire à une tumeur, l’expression de SOX9 aurait échoué (Figure 23) 

(42).  
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Figure 23 Analyse en composantes principales (ACP) des profils d’expressions des données en bulk du TCGA, 

annotées en haut à gauche par les sous-types prédictifs (dédifférencié en bleu, crête neurale en rouge, transitoire 

en violet et mélanocytaire en vert). Les données d’expressions ont été processées afin de supprimer les facteurs 

confondants liés au microenvironnement immunitaire et stromal. Les ACP suivantes sont colorées en fonction des 

niveaux d’expression respectivement de MITF et AXL en haut puis NGFR, SOX10 et SOX9 en bas  Ces ACP ont été 

générées grâce au logiciel en ligne de création de cartographies d’ACP 

https://systems.crump.ucla.edu/dediff/index.php 
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CHAPITRE 2 : MICROENVIRONNEMENT IMMUNITAIRE 

1. Le microenvironnement immunitaire des mélanomes : 

modèle d’immunoéditing 

Le système immunitaire joue un rôle majeur dans le contrôle de la progression tumorale dès 

les premières phases d’initiation tumorale jusqu’à l’émergence de clones résistants à son 

contrôle. Le concept d’immunoéditing proposé par l’équipe de Robert Schreiber dans les années 

2000 décrit les interactions entre le système immunitaire et les cellules tumorales en trois 

phases : l’élimination, l’équilibre et l’échappement (Figure 24) (75).  

 

 

Figure 24 L’immunoéditing en trois étapes : l’élimination, l’équilibre et l’échappement. Les cellules tumorales 

et leurs variants sont représentés respectivement en marron et violet. Les cellules non transformées ou stromales 

sont représentées en gris. Adapté à partir de (76) 

Dans cette partie, j’ai choisi de dresser un tableau général du microenvironnement 

immunitaire au cours des différentes phases d’immunoéditing dans le contexte de la peau. Dans 

la suite du chapitre, je me focaliserai sur les lymphocytes T cytotoxiques (partie 2), qui sont au 

cœur de mes travaux de thèse, ainsi que sur le rôle des cellules de mélanome dans l’échappement 

à la lyse des lymphocytes T cytotoxiques (partie 3).  

1.1. La phase d’élimination 

Dans la première phase, appelée phase d’élimination, le système immunitaire reconnait et 

détruit les cellules transformées en activant des mécanismes immunitaires innés et adaptatifs. La 

peau représente une vaste barrière avec le monde extérieur. Il est donc crucial pour cet organe 

d’enclencher une réponse immune efficace et rapide face aux menaces constantes de 
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l’environnement extérieur telles que l’invasion par des pathogènes, une blessure ou des 

dommages associés à l’exposition aux radiations ultraviolettes. Tous ces processus physiologiques 

font intervenir le système immunitaire. De plus, il existe système de communication efficace entre 

le système immunitaire et la peau permettant de maintenir l’homéostasie tissulaire (77). Aussi, 

la peau normale a été décrite comme un organe immunocompétent peuplé d’une grande variété 

de cellules immunes myéloïdes et lymphoïdes (Figure 25) en communication permanente avec la 

circulation sanguine et les ganglions lymphatiques (78). Dans ce contexte, l’initiation tumorale 

peut être rapidement détectée et la croissance contrôlée par le système immunitaire de la peau. 

 

Figure 25 Anatomie et composition de la peau (79) : Dans l’épiderme, les cellules de Langerhans forment un 

réseau dense de cellules dendritiques. Deux principaux groupes de cellules dendritiques résident également dans 

le derme : les CD103+CD11b- et les CD11b+ (Heath WR, 2013). Des macrophages cutanés sont présents le derme. 

Ils sont aussi retrouvés autour des vaisseaux sanguins favorisant le recrutement de neutrophiles circulant dans le 

sang (Abtin A, 2014). Les lymphocytes résident en nombre significatif dans la peau saine. En particulier, les T CD4 

peuplent le derme. A l’inverse, les T CD8 sont principalement localisés dans l’épiderme. Enfin, les Tγδ sont 

retrouvés à la fois dans le derme et l’épiderme. 
 

Grâce à leur capacité de phagocytose, les cellules myéloïdes incluant les macrophages, les 

cellules dendritiques, les mastocytes et les dérivés granulocytaires neutrophiles, apportent une 

première ligne de défense primordiale de l’immunité innée.  
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Les cellules Natural Killeur (NK) sont dérivées de cellules lymphoïdes. Elles induisent la lyse 

de leur cible via l’attaque de protéases appelées granzymes. Elles ciblent les cellules étrangères 

ne présentant pas ou peu les molécules du soi ou bien les cellules présentant les ligands 

activateurs de NK tels que les ligands de NKG2D ou TRAIL. Dans le mélanome, le rôle des NK intra-

tumoraux est sujet de controverses. En effet, une récente analyse en cellule unique des NK 

circulants dans le sang et intra-tumoraux a mis en évidence chez cinq patients la rareté des NK 

intra-tumoraux, dont le pourcentage parmi les cellules lymphoïdes ne dépassait pas les 6.5%. A 

l’inverse, les NK circulant pouvaient représenter jusqu’à 46.1% des cellules lymphoïdes du sang 

(80). Cependant, bien que faible, l’infiltration tumorale par les NK a été associée à un meilleur 

pronostic pour les patients atteints de mélanome (81). 

Les cellules de Langerhans forment un réseau de cellules dendritiques représentant environ 

2 % des cellules de l’épiderme. Sentinelles immunitaires en charge de la détection de structures 

étrangères, les cellules dendritiques comprenant les cellules de Langerhans de l’épiderme et les 

cellules dendritiques CD103+ du derme sont capables d’initier une réponse immunitaire 

adaptative en activant les lymphocytes T des ganglions lymphatiques. Nous détaillerons le rôle 

clé des cellules dendritiques dans l’activation de lymphocytes T plus loin (Partie 2.2). 

De plus, les cellules dendritiques produisent de l’interleukine 12 et de l’interféron, 

permettant l’activation des macrophages, NK et autres leucocytes. La reconnaissance de motifs 

moléculaires associés à des dommages (DAMP) conduit également à la sécrétion de l’interleukine 

pro-inflammatoire 1, aux effets antinéoplasiques (82).  

Avec une estimation de 1 million de lymphocytes T/cm2, les lymphocytes T résident en nombre 

significatif dans la peau saine (83). En particulier, les T CD4 peuplent le derme et les T CD8 sont 

principalement localisés dans l’épiderme. La majorité des T-αß résidents dans la peau sont des 

lymphocytes T mémoires (TRM). Les TRM expriment la lectine de type C CD67 et un récepteur à la 

E-cadhérine CD103 TRM. De plus, les TRM de la peau montrent une forte activité d’acquisition et de 

métabolisme des acides gras extracellulaires libres (FFA) suggérant une bonne capacité 

d’adaptation au microenvironnement local de la peau (84). Les TRM sont capables de survivre 

longtemps après une réaction immune afin de protéger l’hôte d’une nouvelle exposition au 

pathogène. Ils ne seraient donc pas impliqués au cours de l’évolution tumorale. Parmi les T CD4, 

les T régulateurs (Treg) pourraient cependant jouer un rôle majeur au cours des étapes précoces 
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de tumorigenèse. Dans une peau adulte humaine saine, environ 20% des T CD4 résidents sont des 

Treg. Chez la souris la proportion de Treg parmi les T CD4 résidents varie de 20 à 60% (77). Il 

apparait que les Treg auraient des fonctions spécifiques au tissu où ils se trouvent. Dans les 

follicules pileux par exemple, les Treg ont été identifiés pour jouer un rôle clé dans l’homéostasie 

des cellules souches épithéliales (77). Cependant, plus généralement, les Treg sont connus pour 

leur rôle immunosuppresseur empêchant une réaction auto-immune contre les cellules du soi, ou 

un emballement d’une réaction immunitaire. Dans ce contexte, les Treg pourraient permettre le 

développement tumoral. Enfin, comme nous le verrons dans la partie suivante, les lymphocytes 

T spécifiques ayant une activité anti-tumorale ne résident pas dans la peau mais proviennent du 

ganglion lymphatique après activation par les cellules dendritiques.  

Enfin, moins spécifiques que les lymphocytes T-αß CD4 ou CD8, les T-γδ sont retrouvés à la 

fois dans le derme et l’épiderme. Peu d’études s’intéressent au rôle des T-γδ dans la 

tumorigenèse. Cependant, les T-γδ semblent jouer un rôle non négligeable dans la réponse anti-

tumorale. Ils ont la double capacité de tuer les cellules tumorales par la voie des 

perforines/granzymes et de phagocyter. De plus, contrairement aux T-αß, leur activation n’est 

pas restreinte à la reconnaissance d’un complexe CMH/peptide ce qui élargi leur domaine 

d’action (85). Une analyse de près de 18 000 transcriptomes de 39 types tumoraux incluant les 

mélanomes primaires et métastatiques a associé une signature T-γδ à un pronostic favorable tout 

cancer confondu (86). Bien que peu ou faiblement retrouvés dans la peau humaine, les 

lymphocytes T dermiques au TCR-γδ (DETC) sont très abondants dans la peau des souris (87). Les 

DETC contrôlent les cellules épidermiques et sont prêts à reconnaitre et répondre contre des 

antigènes du soi altérés exprimés par les kératinocytes voisins exposés à un dommage. Dès la 

reconnaissance d’un signal de danger, les DETC sécrètent un ensemble de chémokines et 

molécules cytotoxiques, facteurs de croissances et cytokines aboutissant à l’inflammation 

cutanée et la destruction des cellules transformées ou en cours de transformation (88).   

 

1.2. La phase d’équilibre 

Certaines cellules tumorales parviennent à survivre à l’action du système immunitaire et 

rentrent alors en phase d’équilibre. Lors de la phase d’équilibre, la prolifération des cellules 

tumorales est encore maîtrisée sans éradication complète de la tumeur. La phase d’équilibre 

favorise la sélection de variants tumoraux à immunogénicité réduite qui échappent à la détection 
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du système immunitaire. Le système immunitaire présent exerce une pression suffisante sur la 

tumeur pour la contenir, parfois pendant plusieurs années. Dès que le système immunitaire faillit, 

la phase d’équilibre passe rapidement en phase d’échappement (89).  

La phase d’équilibre est difficilement modélisable dans les modèles murins pour l’étude des 

mécanismes moléculaires. Son occurrence a principalement été décrite par des observations chez 

l’homme. Le développement de cancers au sein d’organes transplantés est une preuve clinique 

de l’existence de la phase d’équilibre. Une étude de cas a rapporté le développement de 

mélanomes, en moins de deux ans, chez deux patients ayant reçu un rein d’une même donneuse. 

Cette même donneuse avait été traitée avec succès d’un mélanome métastatique 16 ans avant 

sa mort. Des cellules de mélanomes étaient vraisemblablement présentes dans les reins de la 

donneuse dans une phase d’équilibre avec le système immunitaire.  A cause de 

l’immunosuppression nécessaire à la réussite de la transplantation, les cellules de mélanomes 

sont sorties de l’équilibre avec le système immunitaire pouvant se diviser rapidement et 

disséminer dans l’ensemble du corps des patients receveurs (90).  

1.3. La phase d’échappement 

L’échappement au contrôle du système immunitaire résulte de divers mécanismes pouvant 

être mis en place par les cellules tumorales elles-mêmes. En dérégulant la présentation 

antigénique, les cellules tumorales empêchent la reconnaissance par le système immunitaire. De 

plus, par la mise en place de mécanismes d’exhaustion, les cellules tumorales sont capables 

d’inhiber l’activité des cellules cytotoxiques. Enfin, par le biais de facteurs sécrétés, les cellules 

tumorales peuvent aussi moduler le microenvironnement immunitaire en faveur d’un 

microenvironnement immunosuppresseur, favorable à sa croissance. Au cours de ma thèse, je 

me suis intéressée de près à l’ensemble de ces mécanismes et au rôle de la plasticité 

phénotypique des cellules de mélanome dans l’échappement au système immunitaire. Aussi, je 

consacrerai une partie de ce chapitre au détail de l’ensemble de ces mécanismes (partie 3). 

Avant de m’arrêter sur les mécanismes d’échappement, je souhaite détailler la réponse 

lymphocytaire mise en place lors de l’initiation tumorale, permettant le contrôle de la tumeur 

dans les deux premières phases d’immunoéditing.  
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2. Les lymphocytes T : acteurs majeurs de la réponse anti-

tumorale 

2.1.  Genèse des lymphocytes T  

Les lymphocytes proviennent de la différenciation d’un progéniteur lymphoïde résident dans 

la moelle osseuse. Ce progéniteur est commun aux cellules lymphoïdes pouvant donner des 

lymphocytes T, des lymphocytes B ou encore des cellules NK. Le progéniteur lymphoïde entre 

dans la circulation sanguine et rejoint le thymus où il se différenciera progressivement en 

thymocytes sous l’influence de la signalisation Notch puis en lymphocyte T (91). Les thymocytes 

sont initialement double négatif CD4-/CD8- et n’expriment encore ni CD3 ni TCR. La 

différenciation approfondie des thymocytes se déroule en plusieurs étapes durant près d’une 

semaine qui permettront notamment l’expression progressive des clusters de différenciation 

CD3, CD4 et CD8 et le réarrangement des gènes codant le récepteur T nommé TCR.  Les TCR sont 

des récepteurs membranaires propres aux lymphocytes T, permettant la reconnaissance des 

fragments peptidiques antigéniques présentés par les complexes majeurs d’histocompatibilité 

(CMH). Le TCR est toujours associé au cluster de différenciation CD3 qui permet la transmission 

de signaux d’activation intracellulaire via des motifs ITAM.  

La mise en place du TCR implique des réarrangements somatiques au sein des gènes codant 

pour les chaines composant le TCR α,ß ou γ,δ. Ces réarrangements, dits VDJ, permettent de 

rapprocher un gène variable V d’un gène de juxtaposition J, éventuellement d’un gène de 

diversité D puis d’un gène constant C. En configuration germinale, ces gènes sont éloignés les uns 

des autres empêchant leur fonctionnalité. Un réarrangement somatique ordonné permet 

d’aboutir à un TCR fonctionnel. Le choix de chaque gène V, J, D et C relève du hasard, permettant 

de générer une variété de TCR importante (92).  

Dans le thymus, 20 pourcent des thymocytes réarrangent les gènes γ et δ formant les 

lymphocytes T-γδ. Une fois formés, les T-γδ migrent en périphérie et se logent principalement 

dans l’épiderme. 20 pourcent réarrangent les gènes α et ß formant des TCR de très faible diversité 

associés au CD3 sans exprimer de cluster de différenciation CD4 ou CD8. Ces cellules expriment 

également le récepteur NK1.1 retrouvé sur les cellules NK et font ainsi partie de la vaste famille 

des cellules NKT invariantes (iNKT). Enfin, les 60 pourcent restant réarrangent les gènes α et ß 

pour former un TCR associé au CD3 et aux deux clusters de différenciation CD4 et CD8.  
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Le choix du cluster de différenciation CD4 ou CD8 est défini par l’étape de sélection positive 

qui a lieu dans le cortex du thymus. Cette sélection permet de ne conserver que les TCR utiles, 

capables de reconnaitre des complexes CMH/peptide. Le CD4 est conservé par les lymphocytes T 

possédant un TCR affin avec le CMH-II alors que le CD8 est retrouvé associé aux TCR reconnaissant 

le CMH-I. Enfin, certains thymocytes ne sont pas sélectionnés sur leur expression du CMH mais 

par l’analogue CD1d reconnaissant les antigènes glycolipidiques et se différencient alors en NKTi 

pouvant exprimer le cluster de différenciation CD4+ (93). Les thymocytes qui échouent à 

reconnaitre un complexe CMH/peptide meurent par apoptose (89).  

Afin d’assurer la tolérance des lymphocytes T face aux peptides du soi, les lymphocytes T 

simples positifs subissent une deuxième vague de sélection, dite négative. Une série de sélection 

s’enchainent alors le long du thymus, depuis la partie cortex jusqu’à la médulla. Tout d’abord dans 

le cortex, les thymocytes CD4+ CD8+ doubles positifs réagissant trop fortement avec un complexe 

CMH-peptides du soi présenté par les cellules dendritiques sont à leur tour éliminés par apoptose. 

Ce phénomène a été mis en évidence chez des souris exprimant un récepteur T transgénique 

spécifique d’un peptide de l’ovalbumine présenté dans le contexte des molécules de classe II du 

CMH. L’injection d’ovalbumine aux souris induit la mort des thymocytes par apoptose dans le 

thymus. En revanche, suite  à l’injection d’ovalbumine, les lymphocytes T en périphérie s’activent 

et prolifèrent (94).  

Les thymocytes doubles positifs ayant passé cette première sélection négative continuent 

leur programme de maturation vers un état simple positif (orienté par la sélection positive, 

confère partie 2.1.B) et acquièrent le récepteur CCR7, permettant leur migration du cortex vers 

la médulla suivant un gradient d’expression des ligands CCL19 et CCL21. Les cellules épithéliales 

composant le thymus médullaire (mTEC) se différencient au contact des thymocytes simples 

positifs provenant du cortex. Une fois matures, les mTEC ont la capacité de présenter un large 

panel d’antigènes restreints aux tissus (TRA), permettant de présenter la quasi-totalité des 

antigènes du soi exprimés en périphérie. Le programme d’expression de ces antigènes TRA est au 

moins en partie sous le contrôle du régulateur transcriptionnel de l’autoimmunité AIRE.  

Dans ce contexte, les thymocytes simples positifs subissent une deuxième sélection négative. 

Les thymocytes réagissant trop fortement avec un antigène du soi présenté par les mTEC meurent 

par apoptose. Dans le cortex comme dans la médulla, l’élimination des thymocytes auto-réactifs 

est médiée par la protéine pro-apoptotique BIM. Il est intéressant de souligner le rôle clé des 
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facteurs solubles présents dans le thymus dans la réalisation de la sélection négative. Encore 

faiblement documenté, le TGF-β a récemment été mis en évidence pour son rôle dans l’apoptose 

induite par BIM. En effet, il a été démontré dans un modèle murin CD4-cre;tgfbr2fl/fl, que les 

thymocytes auto-réactifs n’exprimant pas le récepteur au TGF-β échappent à la sélection négative 

dans le thymus (95). 

Finalement, les lymphocytes T matures ayant passé les étapes de sélection positive et 

négative rejoignent ensuite les tissus lymphoïdes périphériques, en attendant d’être activés par 

les cellules dendritiques présentatrice d’antigène.   

Les multiples étapes de sélections, nécessaire pour contrer l’auto-immunité, constituent une 

étape clé du façonnage du répertoire TCR. Grâce à la multitude de complexes CMH-peptides du 

soi présents dans le thymus, le répertoire T est purgé et les cellules ayant une trop forte affinité 

avec les molécules du soi sont éliminées. Ce façonnage du répertoire T peut avoir un impact 

majeur sur le développement tumoral, si les clones T reconnaissants des antigènes tumoraux 

n’étant pas des néoantigènes sont éliminés.  Récemment, une étude analysant la diversité du 

répertoire TCR chez 44 patients atteints de mélanome a mis en évidence qu’une forte diversité 

TCR dans le sang est associée à une meilleure survie sans progression. Les TCR ont été analysés 

par PCR semi-quantitative N-Plex et la diversité a été calculée en prenant en compte à la fois la 

richesse (c’est-à-dire le nombre de clones différents) et leur occurrence (abondance relative de 

chaque clone) (96).  

2.2. Mise en place de la réponse T 

Les cellules de l’immunité innée reconnaissent les pathogènes grâce à des récepteurs de 

reconnaissances de motifs pathogènes ou de dommage, appelés PRR et TLR (97). Dans le contexte 

cutané, les kératinocytes activés sont également capables de détecter les signaux de danger. La 

signalisation en aval permettra l’expression de molécules de costimulation et la sécrétion de 

cytokines nécessaires à la mise en place d’une réponse adaptative spécifique. Dans le contexte 

tumoral, la mise en évidence de l’existence d’une réponse adaptative anti-tumorale a soulevé la 

question de la nature du signal de danger à l’origine de la mise en place de la réponse immune. 

Cette question est difficilement adressable chez l’homme ou dans les modèles animaux étant 

donné que les premiers signaux de danger doivent apparaitre avant même tout signe clinique de 

l’existence d’une tumeur. L’équipe de Thomas Gajewski a mis en évidence le rôle majeur de la 

voie du stimulateur des gènes de l’IFN STING. La voie STING est une voie de détection innée 
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permettant de détecter l’ADN tumoral présent dans le cytosol des cellules dendritiques infiltrant 

la tumeur. En induisant la production d’IFN de type I, la voie STING favorise la mise en place d’une 

réponse immune adaptative anti-tumorale (98). L’IFN de type I alors produit permet l’activation 

des cellules dendritiques BATF3+ capables d’aller activer les lymphocytes T dans le ganglion 

drainant (confère parties 2.2.c et d). De plus, la signalisation en aval de l’IFN de type I permet la 

production de chémokines telles que CXCL10 capables d’attirer les lymphocytes T CD8 au cœur 

de la tumeur (confère partie suivante 2.2.d) (Figure 26). 

 

Figure 26 Modèle d’étude de la détection innée de signaux tumoraux aboutissant à la mise en place d’une 

réponse T anti-tumorale. L’ADN tumoral généré au court d’un stress cellulaire tumoral ou bien la mort de cellule 

tumorale peut être retrouvé dans le cytosol des cellules dendritiques. Il induit alors la voie STING et la production 

d’IFN-β, l’activation des cellules dendritiques BATF3+ (ou CD8α+/CD103+) et la production de CXCL9 et CXCL10 

contribuant au recrutement de T CD8 effecteur au cœur de la tumeur  (99).     
 

A. DEFINITIONS GENERALES DES FACTEURS SECRETES 

Via la production de signaux solubles comprenant les signaux cytokiniques, une première 

vague de cellules immunes peut être recrutée au cœur de la zone tumorale. On appelle de 

manière générale cytokine toute protéine sécrétée affectant le comportement de cellules 

environnantes exprimant le récepteur approprié (89). Les chémokines représentent une vaste 

famille de cytokines impliquées dans le déplacement des différentes populations immunes en 

interagissant avec des récepteurs couplés à des protéines G. Des chémokines ont également été 

rapportées pour affecter les cellules stromales et tumorales favorisant la prolifération, l’invasion 
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et le développement de métastases. Une première classification divise les chémokines en quatre 

sous-groupes fonction de la localisation des deux premières cystéines C de leur séquence 

protéique. Ainsi, on retrouve les chémokines CC-, CXC-, C- et CX3C. Il existe une forte redondance 

entre les chémokines et leur(s) récepteur(s), impliquant que différentes chémokines peuvent lier 

un même récepteur et vice versa. Je présenterai ici les principales chémokines impliquées dans la 

mise en place de la réponse anti-tumorale dans le contexte cutané. 

B. RECRUTEMENT PRECOCE DE NEUTROPHILES, MONOCYTES ET DC 

En sécrétant des cytokines proinflammatoires et des chémokines telles que CXCL8, CXCL1, 

CCL2, CCL3 et CCL5, les kératinocytes activés et macrophages permettent le recrutement de 

monocytes et neutrophiles exprimant CXCR2 et CCR2 (Figure 27) (79). Dans le mélanome, le rôle 

majeur de la chémokine CCL4 sur le recrutement des cellules dendritiques BATF3+ a été démontré 

(100). Dans cette étude, la production de CCL4 a été associée aux cellules de mélanome ayant 

une faible activation de la voie β-caténine. Les DC immatures exprimant CCR6 peuvent aussi être 

recrutées sur le site tumoral par l’intermédiaire de CCL20 (Figure 27). Il a été montré chez la souris 

que la surexpression des chémokines CCL20 et CXCL14 non seulement attirait les DC immatures 

mais permettait également leur maturation favorisant l’inhibition de la croissance tumorale (101).  

 

Figure 27 Mise en place de la réponse immunitaire anti-tumorale par un réseau de chémokines (102) 
 

Les cellules dendritiques ont un rôle primordial dans la mise en place de la réponse T. Après 

avoir phagocyté une cellule cancéreuse, les DC dégradent les antigènes en peptides qu’elles 

chargent sur leurs molécules de classe I et II du CMH. Cette capacité de charger des peptides 

exogènes sur les deux classes de molécules du CMH est propre aux cellules dendritiques et est 

nécessaire à la bonne activation des lymphocytes T naïfs, on parle de présentation antigénique 

croisée. Une fois matures, les DCs expriment les récepteurs de chémokines CCR7 et CXCR4 qui 

leur permettent de migrer vers le ganglion lymphatique le plus proche afin de présenter les 

peptides antigéniques aux lymphocytes naïfs présents dans le ganglion (103). On parle de priming 

(Figure 28).   
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Figure 28 Initiation d’une réponse adaptative par les cellules dendritiques. Adapté à partir de (89) 

Dans les tissus, on distingue deux principaux sous-groupes de DCs conventionnels aux 

fonctions distinctes: les cDC1 et cDC2 (Figure 29). Les cDC1 sont Langerin+CD103+CD11b- ou CD8α+ 

DCs chez la souris et les cDC2 sont Langerin-CD11b+Sirpα+. Les Langerin+CD103+ cDC1 ont une 

importance toute particulière puisqu’elles sont capables de présentation antigénique croisée 

dans le ganglion (104). La capacité de cross-présentation d’antigène par les DC XCR1+ a été 

démontrée plus tardivement. De manière intéressante, les populations de DC XCR1+/CD103+ et 

XCR1+/CD103- sont toutes deux capables de migrer et de présenter les antigènes de mélanome 

aux cellules T du ganglion (105). Chez la souris, l’importance du lignage CD8α+ DC a été étudiée 

par délétion du facteur de transcription Batf3 (pour basic leucine zipper transcriptional factor 

ATF-like 3). Le développement des CD8α+ DCs est fortement impacté par la délétion de Batf3 et 

les cellules dendritiques restantes ne sont pas capables de réaliser la présentation antigénique 

croisée dans le ganglion (106), anéantissant l’activation des T CD8 et le rejet de tumeurs 

immunogéniques dans les souris Batf3- (107).  

 

Figure 29 Fonctions des cellules dendritiques conventionnelles cDC1 à gauche et cDC2 à droite. Adapté de 

(108) 
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C. PRIMING 

Le priming des lymphocytes T naïfs dans le ganglion nécessite trois signaux : un premier signal 

permettant l’activation du lymphocyte, un deuxième signal nécessaire à la survie du lymphocyte 

et enfin le troisième signal orientant la différenciation (Figure 30).  

 

Figure 30 Signaux d’activation ou de « priming » des lymphocytes T naïfs. Schéma représentant les trois 

signaux nécessaires à l’activation, la survie et différenciation des lymphocytes T adapté de (89).  

C.1. SIGNAL 1 : COUPLE CMH / PEPTIDE 

Le premier signal permettant l’activation des lymphocytes T est la liaison de son TCR avec le 

complexe CMH/peptide présenté par la cellule dendritique. Les T CD8 se lient au complexe CMH-

I/peptides alors que les T CD4 reconnaissent les peptides présentés par le CMH de type II. 

C.2. SIGNAL 2 : MOLECULES DE CO-STIMULATION 

Le deuxième signal permet la survie et l’expansion du clone T activé. Les molécules B7 sont 

les molécules de co-stimulation les mieux caractérisées. Le récepteur des molécules B7 à la 

surface des T naïfs est CD28. Ce deuxième signal peut être modulé par des voies de co-stimulation 

additionnelles telles que le co-stimulateur inductible ICOS ou CTLA-4.   

C.3. SIGNAL 3 : FACTEURS SOLUBLES ORIENTANT LA DIFFERENCIATION 

Le troisième et dernier signal passe par la sécrétion de cytokines telles que l’interleukine 2 

qui soutiennent la prolifération et orientent la différenciation (89). Une fois activés, ils se 

différencient en lymphocytes fonctionnels appelés lymphocytes effecteurs. Parmi les 

lymphocytes T effecteurs, on retrouve les T CD8 cytotoxiques, les T CD4 dits helper et les T 

régulateurs. Les T cytotoxiques ont la capacité d’éliminer les cellules cibles. Les T helper (TH) 

soutiennent et orientent la réaction immunitaire en fournissant des signaux additionnels. Enfin, 
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les T régulateurs (Treg) contrôlent négativement la réponse immune en supprimant l’activité des 

autres lymphocytes (89).  

L’activation des lymphocytes T CD8 nécessite souvent de forts niveaux d’expression de 

molécules de co-stimulation et d’IL-12. Dans un premier temps les DC n’expriment que les niveaux 

d’expression des molécules de co-stimulation nécessaires à l’activation des T CD4. En produisant 

de l’IFN-γ et via la stimulation de CD40, les T CD4 stimulent à nouveau les DC qui expriment alors 

des niveaux plus importants de molécules de co-stimulation et produisent de plus fortes quantités 

d’IL-12 permettant à l’activation des T CD8. L’interaction entre une cellule dendritiques et un 

lymphocyte T CD4 et CD8 est alors connue sous le nom de ménage à trois (109).  

 

Figure 31 Présentation du « ménage à trois ». Les DC expriment les molécules de co-stimulation nécessaires 

à l’activation des T CD4. En produisant de l’IFB-γ et via la stimulation de CD40, les T CD4 stimulent à nouveau les 

DC qui expriment alors des niveaux plus importants de molécules de co-stimulation et produisent de plus fortes 

quantités d’IL-12. Ces niveaux d’expression sont souvent nécessaires à l’activation des T CD8. (109) 

La réponse immunitaire adaptative qui suit l’activation des rares lymphocytes T naïfs 

spécifiques dépend de leur expansion et de leur différenciation qui sont soutenues par les signaux 

de co-stimulation 2 (B7/CD28) et 3. Après 4 à 5 jours d’intense prolifération, ces lymphocytes T 

se différencient en cellules T effectrices capables de synthétiser toutes les protéines nécessaires 

à leur fonction de cellule T cytotoxique ou auxiliaire. Les cellules effectrices subissent des 

changements qui les distinguent des cellules naïves. On notera entre autre l’expression 

différentielle de certaines molécules d’adhérence. Les cellules effectrices n’expriment plus la L-

sélectine qui permet le maintien des lymphocytes à l’intérieur du ganglion. En revanche, ils 
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expriment VLA-4 qui favorise la fixation des cellules activées au niveau de l’endothélium 

vasculaire des sites d’inflammation. Aussi, les lymphocytes activés sont capables de quitter le 

ganglion en direction de la zone d’inflammation. 

A leur tour, les lymphocytes activés dans le ganglion migrent sur le site d’inflammation. 

Environ un tiers des mélanomes sont dits « chauds » ou inflammés.  Dans le contexte cutané, 

cette inflammation peut provenir des multiples dommages causés par l’exposition aux radiations 

UV par exemple, ou bien encore à la détection d’un signal de danger et l’activation de la voie 

STING (confère partie 2.2.A). Une étude transcriptomique à partir de 44 biopsies de mélanome 

associe l’infiltration lymphocytaire dans les mélanomes métastatiques à six principales 

chémokines : CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10 (110). 

D. ROLE DE LA SIGNALISATION CXCR3 

La signalisation impliquant CXCR3 est surement la voie de signalisation la moins controversée 

pour son rôle dans le recrutement des lymphocytes T cytotoxiques qui expriment le récepteur 

CXCR3 (CD183) (Figure 27). CXCR3 est un récepteur à protéines G composé de sept domaines 

transmembranaires dont deux domaines intracellulaires distincts d’activation. Il est sous le 

contrôle direct du facteur de transcription clé de la différenciation TH1 et CD8 cytotoxique T-bet 

(111). CXCR3 est majoritairement induit par l’IFN-γ (112) et signalise en aval de la liaison à un de 

ses trois ligands CXCL9, CXCL10 et CXCL11. CXCL9, CXCL10 et CXCL11 sont localisées sur le 

chromosome 4. CXCL9 est aussi connue sous le nom de monokine induite par IFN-γ (MIG). CXCL9 

est induite par l’IFN-γ mais pas par l’IFN-α/β. CXCL10 ou protéine induite par l’IFN-γ (IP-10) est 

induite sous plusieurs signaux incluant l’IFN-γ, l’IFN-α/β et de plus faibles niveaux d’expression de 

CXCL10 peuvent être induits par le TNF-α. Enfin, CXCL11, le chémoattractant alpha des cellules T 

inductible à l’interféron (I-TAC ou IP-9) est principalement induit par l’IFN-γ et l’IFN-β mais 

faiblement par l’IFN-α. Le domaine de liaison de CXCL11 sur CXCR3 diffère de celui de CXCL9 et 

CXCL10. CXCL11 a la plus grande affinité avec le récepteur CXCR3, s’ensuit CXCL10 puis CXCL9. Le 

rôle majeur de CXCL10 sur le recrutement des lymphocytes infiltrant les mélanomes a été 

démontré par l’équipe de Gajewski (113) puis confirmé par un modèle murin déficient pour 

CXCR3. L’injection syngénique de la lignée de mélanome murine B16 dans des souris CXCR3-/- 

révèle un infiltrat lymphocytaire réduit, une croissance tumorale accélérée et une survie réduite 

(114). Dans le modèle dépendant de la β-caténine de Gajewski, CXCL10 serait majoritairement 

produit par les cellules dendritiques présentatrices d’antigène BATF3 (100). Une étude sur 
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tumeurs solides a montré le rôle de la coopération des chémokines CCL5 et CXCL9 sur le 

recrutement des lymphocytes T CD8. CCL5 est directement produite par les cellules tumorales et 

permet l’attraction de lymphocytes T CCR5+. De manière intéressante, il est également connu 

que CCL5 induit le recrutement de macrophages.  CXCL9 est quant à elle sécrétée par les 

macrophages CD68+ et cellules dendritiques CD11c+ et vient en soutien pour le recrutement de 

lymphocytes T cytotoxiques (115).  

Une fois activés, les lymphocytes T cytotoxiques rejoignent le microenvironnement tumoral 

afin de tuer les cellules tumorales. Les T cytotoxiques reconnaissent leur cible de manière 

spécifique grâce à la présentation de peptides antigéniques sur le CMH-I. ce qui conduit au 

relargage de granules cytotoxiques. Les granules cytolytiques sont des lysosomes contenant les 

protéines cytotoxiques perforine et des granzymes. La perforine permet aux granules 

cytotoxiques de pénétrer la membrane plasmique de la cellule cible en faisant des pores dans la 

membrane plasmique. Les granzymes sont des sérines protéases. On en dénombre cinq chez 

l’homme et dix chez la souris. Les granzymes induisent l’apoptose de la cellule cible en activant 

les caspases. La granzyme B clive et active la caspase 3. Une autre cible de la granzyme B est la 

protéine régulatrice de l’apoptose dite « à BH3 seulement » BID. Le clivage de BID induit la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et le relargage de molécules pro-

apoptotiques comme le cytochrome c (Figure 32). La perforine et les granzymes sont tous les deux 

indispensables pour induire la mort de la cellule cible.  

 

Figure 32 Induction de l’apoptose dans la cellule cible par la voie des perforine/granzymes, adapté de (89) 

Un autre moyen d’induire l’apoptose indépendamment de la voie des granzymes passe par 

l’expression de Fas et de son lignad FAS-L. Ce mécanisme permet principalement la régulation du 

nombre de lymphocytes. Un lymphocyte activé peut donc induire la mort d’autres lymphocytes 

par la signalisation Fas/Fas-L qui induit l’activation des caspases. Les T CD4 helper TH1 et TH2 ont 

aussi été reportés capable d’induire la mort par la signalisation Fas/Fas-L. Le syndrome 

lymphoprolifératif avec auto-immunité est observé chez l’homme comme chez la souris en cas de 



70 

 

mutation de Fas ou de son ligand, démontrant le rôle de cette voie de signalisation dans le 

maintien de l’homéostasie lymphocytaire (116).  

Les lymphocytes cytotoxiques sont aussi de bons sécréteurs des cytokines inflammatoires 

IFN-γ et le TNF-α. L’IFN-γ induit l’expression du CMH-I par les cellules transformées ainsi que 

d’autres protéines impliquées dans le chargement des peptides antigéniques. L’IFN-γ et le TNF-α 

activent les macrophages et les recrutent sur le site de l’inflammation en tant qu’effecteurs et 

cellules présentatrices d’antigènes, favorisant la réponse anti-tumorale. Cependant, l’exposition 

continue à l’IFN-γ favorise l’état d’exhaustion des lymphocytes T CD8 et la progression tumorale 

en induisant l’expression de ligands de point de contrôle immunitaire comme PD-L1 ou l’enzyme 

IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase) par les cellules tumorales. L’expression de plusieurs points de 

contrôle immunitaire est une caractéristique de l’état d’exhaustion des lymphocytes T. 

L’exhaustion est définie par des fonctions effectrices affaiblies voire la perte des fonctions 

cytotoxiques pour les T CD8, l’expression prolongée de récepteurs inhibiteur et un état 

transcriptionnel général distinct. 

 

2.3. Régulation de l’activité des T Cytotoxiques : Les points de 

contrôle du système immunitaire 

Les récepteurs des points de contrôle du système immunitaire (PCSI ou IPC en anglais) tels 

que PD1, TIGIT, CTLA4, TIM3 et LAG3, sont exprimés de manière physiologique par les cellules 

immunitaires dans un contexte inflammatoire, en cas d’infection ou encore de tolérance face à 

un antigène du soi. Ils inhibent l’activité des T effecteurs mais aussi des T-γδ en balance avec les 

signaux d’activation comprenant GITR, CD28, CD27, ICOS, 4-1BB et OX40 (Figure 33) (117; 118). Des 

modèles murins d’inhibition individuelle ou combinée de ces points de contrôle du système 

immunitaire et/ou de leurs ligands montrent une amélioration de la réponse immune anti-

tumorale.  

Les récepteurs inhibiteurs des points de contrôle du système immunitaires se subdivisent 

encore en deux groupes : le premier groupe contient les inhibiteurs du priming, tels que CTLA-4, 

qui empêche l’activation des T dans le ganglion. D’autres inhibiteurs, tels que PD-1, agissent plus 

tardivement en inhibant l’activité des lymphocytes T effecteurs. Dans le mélanome, l’apparition 

en clinique de deux anticorps bloquant les récepteurs CTLA-4 et PD-1 sont à l’origine d’une réelle 

révolution thérapeutique (Figure 34).  
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Figure 33 Balance entre les signaux activateurs (en bleu) et inhibiteur (en rouge) des lymphocytes T 

effecteurs. Ces signaux sont fournis à la cellule T (en jaune) par les cellules dendritiques (en orange) et les cellules 

tumorales (en violet). Adapté de (117) 

 

CTLA-4 est le premier récepteur des points de contrôle immunitaire à avoir été ciblé en 

clinique (119). CTLA-4 est exprimé à la membrane plasmique des cellules T. Il agit précocement 

dans le contrôle de l’activation des T en entrant en compétition avec le récepteur de co-

stimulation des lymphocytes T CD28 (120). CTLA-4 et CD28 ont tous les deux CD80 (B7.1) et CD86 

(B7.2) comme ligands. Alors que la liaison de CD28 avec ses ligands participe au priming des 

lymphocytes T naïfs dans le ganglion, CTLA-4 génère un signal inhibiteur une fois lié à CD80/CD86. 

En se liant avec une plus forte affinité à CD80/CD86 que CD28, CTLA-4 agit également en 

empêchant la liaison des ligands CD80/CD86 avec CD28.  

Contrairement à CTLA-4 qui agit sur l’activation des lymphocytes T, PD-1 limite l’activité des 

lymphocytes T effecteurs. Via la phosphatase SHP250, PD-1 inhibe les kinases impliquées dans 

l’activation et la prolifération des lymphocytes T et induit leur mort par apoptose. PD-1 n’est pas 

exclusivement exprimé par les lymphocytes T mais est aussi retrouvé sur les lymphocytes B et NK 

activés (119). L’engagement chronique du TCR avec le complexe CMH/peptide induit de forts 

niveaux d’expression de PD-1 et donc l’inhibition du clone T spécifique à l’antigène (121).  
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Figure 34 Représentation schématique du mécanisme d’action des deux inhibiteurs des points de contrôle 

du système immunitaire utilisés en clinique dans le cas de traitement des mélanomes. A gauche, les anti-CTLA-4 

lèvent le signal inhibiteur de CTLA-4/B7 qui empêche le priming des lymphocytes T naïfs dans le ganglion. A droite, 

les anti-PD-1 bloquent la régulation négative de la liaison PD-L1/PD-1 occurrent sur les lymphocytes T effecteurs 

infiltrant la tumeur.  

 

TIGIT est une glycoprotéine transmembranaire possédant un domaine Ig-like de type V et un 

domaine de signalisation ITIM. TIGIT est exprimé par les lymphocytes T activés et mémoires, les 

NK et Treg. CD155 et CD112, les ligands de TIGIT, se trouvent sur les cellules présentatrices 

d’antigène et/ou les cellules tumorales. En se liant à TIGIT, ils empêchent la maturation des 

lymphocytes et inhibe leur activité cytotoxique, leur conférant ainsi un phénotype de tolérance 

(122). De par ses forts niveaux d’expression sur les lymphocytes T infiltrant la tumeur, TIGIT a 

fortement attiré l’attention dans le mélanome, d’autant plus que son ligand majoritaire, CD155 

est exprimé de manière constitutive par les cellules de mélanome (123). De plus, des études chez 

la souris TIGIT-/- soulignent le faible niveau de risque du ciblage de TIGIT, induisant moins d’effets 

secondaires que les anti-CTLA4 ou anti-PD1 (124).  

LAG3 a été identifié pour la première fois en 1990 sur des NK activés et lymphocytes T (125). 

De manière intéressante, le gène de LAG3 est adjacent au gène CD4 sur le chromosome 12 

humain. De plus, comme CD4, LAG3 possède 4 domaines extracellulaires immunoglobuline. LAG3 
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se lie au CMH-II, sur un domaine différent que CD4 et avec une affinité plus forte.   Bien que très 

peu ne soit connu sur le mécanisme d’action de LAG3, LAG3 est une cible à fort potentiel dans le 

traitement des mélanomes. Des données préliminaires de l’utilisation de l’anti-LAG3 relatlimab 

en combinaison d’un anti-PD1 permet un taux de réponse de 11 pourcent parmi les patients 

atteints de mélanome en progression après anti-PD1 première ligne (126).   

TIM3 quant à lui a été initialement identifié comme inhibiteur de la réponse TH1. TIM3 peut 

également être exprimé à la surface des lymphocytes T mémoires ou activés, des lymphocytes B, 

des cellules NK, mais également par les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et 

les cellules myéloïdes suppressives. Le premier ligand de TIM3 identifié est la galectine 9, qui peut 

être exprimée par les cellules tumorales. La signalisation TIM3/Galectine-9 induit la mort des 

cellules. Aussi, TIM3 est une cible thérapeutique prometteuse, justifiant plus de 10 essais 

cliniques testant l’efficacité du ciblage de TIM3 seul ou en combinaison (127).  

Enfin, BTLA a été initialement identifié comme récepteur inhibiteur sur les lymphocytes T. 

L’expression de BTLA sur les lymphocytes T CD8 spécifiques de virus est faible mais peut être bien 

plus forte dans un contexte tumoral tel que le mélanome. En présence de son ligand, le médiateur 

d’entrée du virus de l’herpès HVEM (TFNSFR14), BTLA inhibe l’activité des lymphocytes T. Le 

réseau de molécules interagissant avec HVEM est cependant complexe. Le membre de la 

superfamille des immunoglobulines CD160 et le membre de la famille des TFN LIGHT (TNFSF14) 

participent également à des signalisations d’inhibition ou d’activation en interaction avec HVEM. 

Ce réseau de signalisation est d’autant plus complexifié qu’il peut être bidirectionnel, HVEM 

pouvant agir comme ligand de CD160 et BTLA et récepteur pour LIGHT. De plus, la signalisation 

en aval de la liaison d’HVEM dépend du type cellulaire. CD160 est principalement exprimé par les 

NK alors que BTLA est plutôt retrouvé sur les lymphocytes B et T. Ainsi, HVEM inhibe l’activité des 

lymphocytes T via BTLA mais active les NK via CD160 (128).  

En plus de l’expression des récepteurs des points de contrôle du système immunitaire, le 

microenvironnement tumoral peut-être riche d’autres molécules immunosuppressives telles que 

le TGF-β. De manière intéressante, à des stades précoces de développement tumoral, le TGF-β 

bloque la prolifération des cellules cancéreuses, favorise leur différenciation et induit l’apoptose 

des cellules tumorales. Au cours de la progression tumorale en revanche, la tumeur perd sa 

sensibilité au TGF-β en perdant l’expression du récepteur ou suite à une mutation inactivatrice en 

aval. Le TGF-β favorise alors la progression tumorale via son effet sur l’angiogenèse et l’induction 
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d’un microenvironnement immunosuppresseur. Le TGF-β empêche l’activation des lymphocytes 

T et réduit les capacités effectrices des T et NK. De plus, le TGF-β induit la différenciation des Treg, 

souvent rapporté comme facteur de mauvais pronostic.  

Lors de l’ASCO 2018, Merck a présenté les avancées concernant sa nouvelle stratégie 

permettant de cibler PD-L1 et de capturer le TGF-β dans le microenvironnement tumoral grâce à 

sa protéine de fusion M7824. M7824 est composée du domaine extracellulaire du récepteur II au 

TGF-β, relié à la partie C-terminale de la chaine légère de PD-L1 (129). Actuellement, l’essai 

concerne les carcinomes pulmonaires à non petites cellules et les cancers induit par le 

papillomavirus.  

Bien que l’expression simultanée de plusieurs points de contrôles du système immunitaire 

soit souvent utilisée afin de caractériser l’état d’exhaustion, il est primordial de rappeler que 

l’expression des points de contrôle du système immunitaire reflète premièrement l’activation 

d’une réponse immune qui peut être efficace. Elle n’indiquera que plus tardivement un état 

d’exhaustion. Ainsi, plusieurs analyses des lymphocytes cytotoxiques infiltrant la tumeur à 

l’échelle de la cellule unique définissent des états d’exhaustion précoce et terminale. Le facteur 

de transcription TCF7 permet la distinction entre les états d’exhaustion précoce et terminale. Les 

lymphocytes T CD8 TCF7+ sont des lymphocytes spécifiques des cellules tumorales avec des 

propriétés de cellules souches, permettant le maintien de la population T spécifique à l’antigène 

et la différenciation en lymphocytes effecteurs. A l’inverse, les T CD8 TCF7- sont en état 

d’exhaustion terminale et ne sont plus capables d’induire une réponse anti-tumorale efficace 

(130). Une autre analyse récente du transcriptome et des TCR des lymphocytes T CD8 infiltrant 

les mélanomes à l’échelle de la cellule unique pour 25 patients fait évoluer le terme d’exhaustion 

en concept de dysfonctionnement. Alors que l’exhaustion était traditionnellement associée à un 

arrêt de prolifération des lymphocytes T, l’étude montre que les lymphocytes T en état de 

dysfonctionnement précoce exprimant fortement PD1 et LAG3 sont en fait très prolifératifs. De 

manière intéressante, cet état de dysfonctionnement est lié à une bonne reconnaissance 

tumorale. Plus tardivement, les niveaux d’expression des récepteurs inhibiteurs augmentent 

encore et la prolifération des lymphocytes diminue voire se stoppe, les T sont alors totalement 

non-fonctionnels (131).  
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3. Les mécanismes d’échappement médiés par la cellule 

tumorale 

Afin d’échapper à l’attaque du système immunitaire, les cellules cancéreuses mettent en 

place différents mécanismes. Les cellules de mélanome peuvent empêcher la reconnaissance par 

les lymphocytes T cytotoxiques en altérant la présentation antigénique. Elles envoient également 

des signaux inhibiteurs en exprimant les ligands des points de contrôle du système immunitaire 

tels que PD-L1. Enfin, via la sécrétion de cytokines et chémokines, les cellules de mélanome 

peuvent favoriser un microenvironnement immunosuppresseur favorable au développement 

tumoral (Figure 35). Je souhaite dans cette partie détailler les mécanismes d’échappement au 

système immunitaire déjà décrits dans le mélanome.  

 

Figure 35 Mécanismes d’échappement au système immunitaire des cellules tumorales. (1) La reconnaissance 

des cellules tumorales peut être impactée à la suite par exemple de la perte d’expression du CMH-I. (2) En 

exprimant les ligands des points de contrôle du système immunitaire comme PD-L1 et PD-L2, les cellules tumorales 

envoient des signaux de co-régulation négatives aux lymphocytes T (3) Les cellules cancéreuses peuvent induire la 

mort des lymphocytes T CD8 (CTL) Grâce à l’expression de signaux de mort comme FAS-L et TRAIL. (4) Les cellules 

tumorales produisent et secrètent une variété de molécules immuno-modulatrices. Par exemple, elles recrutent 

des cellules myéloïdes dérivées suppressives (MDSC) par production d’IL-6 et induisent la différenciation Treg en 

secrétant de l’IL-10. Adaptée de (132) 

 

3.1. Altération de la présentation antigénique 

L’altération de la présentation antigénique est un mécanisme tumoral d’échappement à la 

lyse par les lymphocytes T CD8 spécifiques. En régulant négativement la production de peptides 

antigéniques ou l’expression du CMH-I, les cellules de mélanome empêchent la reconnaissance 

par les lymphocytes T cytotoxiques. 
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De nombreuses études révèlent une expression altérées des molécules du CMH-I dans les 

mélanomes associée à un échappement à la reconnaissance par les T cytotoxiques (133). Les 

molécules de classe 1 sont composées de deux chaînes polypeptidiques α et β « 

immunoglobuline-like » associées de manière non covalente. La chaîne α, aussi appelée chaîne 

lourde, est codée par les gènes HLA-A, HLA-B et HLA-C. Elle est polymorphique et varie donc d’un 

individu à l’autre. La chaîne β, également nommée chaîne légère, est quant à elle non-

polymorphique. Elle est donc identique chez tous les individus. Elle assure un maintien de la 

conformation. Cette chaîne possède un domaine « immunoglobuline-like » β2m. Les analogues 

murins des CMH de classe I sont les H2-K et H2-D. (Figure 36) (134). 

Dans le mélanome, on retrouve majoritairement une délétion de la β2-microglobuline B2M, 

ce qui empêche l’expression du CMH-I (135). La perte totale d’expression du CMH-I par délétion 

ou mutation perte de fonction est rarement observée (136). Une étude sur 91 lignées cellulaires 

de mélanome de la banque européenne ESTDAB (European Searchable Tumour Cell Line 

Database) démontre que la perte d’expression du CMH-I HLA-B fréquemment observée est 

réversible sous traitement par IFN-γ (136). La perte totale d’expression du CMH-I rendrait les 

tumeurs sensibles à la lyse par les NK. L’expression ou l’absence d’expression des molécules du 

CMH-I par les cellules de mélanome serait donc réversible, permettant aux cellules de mélanomes 

d’échapper à la lyse des T et à l’immunosurveillance des NK.   

Les antigènes du mélanome peuvent être classés en différents groupes incluant les protéines 

du lignage mélanocytaire, les antigènes testiculaires associés au cancer et les néoantigènes. Les 

antigènes de différenciation ou protéines du lignage mélanocytaire comme la tyrosinase, MLANA 

ou gp100 sont exprimés par les mélanocytes normaux et par les cellules de mélanome, 

principalement primaires ou en métastatiques précoces. Les antigènes testiculaires associés au 

cancer sont fortement exprimés au cours du développement. Leur expression se restreint aux 

testicules et au placenta à l’âge adulte. Ils sont ensuite de nouveau exprimés dans un certain 

nombre de cancer incluant le mélanome métastatique. Contrairement aux antigènes de 

différenciation trouvés dans les mélanocytes sains, les antigènes associés au cancer sont exprimés 

plus tardivement dans la progression tumorale. On recense par exemple les antigènes associés au 

mélanome (MAGE) ou NYESO-1. Enfin, les néoantigènes sont composés d’antigènes formés au 

sein des cellules cancéreuses à la suite de mutations somatiques et d’antigènes viraux (137). Ils 

permettent au système immunitaire de détecter les cellules transformées.  
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La présence d’antigènes tumoraux est nécessaire mais non suffisante à la reconnaissance par 

les lymphocytes T cytotoxiques. En effet, avant d’être chargées sur le CMH, les protéines 

antigéniques doivent être transformées en peptides antigéniques. Le protéasome est un 

complexe clé permettant la dégradation de protéines cellulaires et la génération de peptides. Il 

est composé de trois sous-unités catalytiques. PSMB5 (β5), PSMB6 (β1) et PSMB7 (β2) sont trois 

sous unités composant le protéasome constitutif. Dans un contexte inflammatoire (IFN-γ, TNF-α), 

elles sont remplacées par les sous unités composant le protéasome immunitaire PSMB8 (β5i), 

PSMB9 (β1i) et PSMB10 (β2i). L’immunoprotéasome et le protéasome constitutif ont des activités 

catalytiques différentes ce qui aboutit à la production de peptides différents. Certaines études 

montrent que les antigènes immunogènes ne peuvent être produits que par 

l’immunoprotéasome. D’autres montrent cependant que des protéasomes intermédiaires, c’est-

à-dire exprimant à la fois des sous unités constitutives et des sous unités immunitaires, sont 

capables de former des peptides tumoraux. L’antigène MAGE-A3 est par exemple exclusivement 

pris en charge par un protéasome intermédiaire ne contenant qu’une sous-unité catalytique 

PSMB8 (β5i) de l’immunoprotéasome contre deux sous-unités constitutives (138).  Récemment, 

il a été montré que l’expression des sous-unités de l’immunoprotéasome PSBM8 et PSMB9 

corrèle avec une meilleure survie globale des patients atteints de mélanome et sont de bon 

pronostic de réponse aux immunothérapies (139). 

Enfin, toutes autres altérations de la machinerie de présentation (Figure 36) permettant la 

formation du complexe CMH/peptide peuvent anéantir la présentation antigénique. Une 

altération décrite dans le cas du mélanome est la délétion du transporteur TAP permettant le 

passage de peptides antigénique dans le réticulum endoplasmique où ils seront chargés sur le 

CMH-I avant de migrer vers la membrane plasmique.  
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Figure 36 Présentation antigénique par la voie du CMH-I, adapté de (134).  La chaîne lourde α et la chaîne 

légère β du CMH-I sont assemblées et maintenues grâce aux protéines chaperonnes à savoir la calréticuline, la 

calnexine et la tapasine. Les transporteurs TAP-1 et TAP-2 permettent le passage des peptides antigéniques 

présents dans le cytoplasme. Une fois assemblé, le complexe CMH/peptide migre vers la membrane plasmique via 

l’appareil de Golgi. Avant d’être chargées sur le CHM-I, les molécules antigéniques sont dégradées par le 

protéasome en peptides de 9 acides aminés 
 

3.2. Les ligands des points de contrôle du système 

immunitaire 

En plus de se masquer du système immunitaire, les cellules tumorales sont capables d’inhiber 

l’activité des cellules cytotoxiques dans le microenvironnement tumoral en exprimant les ligands 

des points de contrôle du système immunitaire (L-PCSI ou ICPL en anglais) tels que PD-L1 (B7-H1, 

CD274) et PD-L2 (B7-CD, CD273). Tous deux sont les  ligands du point de contrôle PD-1 (140). Dans 

le mélanome, PD-L1 semble être le ligand majoritaire de PD-1 et est incontestablement le plus 

étudié à l’heure actuelle. Comme PD-1, PD-L1 est une protéine transmembranaire appartenant à 

la superfamille des immunoglobulines. PD-L1 est retrouvé sur les cellules immunes incluant les 

lymphocytes B et T, les macrophages, les DC et mastocytes, et sur les cellules non-immunitaires 

saines telles que par exemples les cellules endothéliales et kératinocytes. PD-L1 peut également 

être exprimé par les cellules tumorales et les cellules stromales (141). L’expression de PD-L1 est 

sous le contrôle de divers signaux en aval d’aberrations génomiques, de signaux inflammatoires, 

de l’activation de voie de signalisation oncogénique ou encore de réseau de micro-ARN. Au-delà 

des régulations génétiques, transcritpionnelle et traductionnelle, la régulation de PD-L1 peut 

aussi se faire par stabilisation protéique (Figure 37). 
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L’amplification chromosomique de portions contenant PD-L1, PD-L2 et JAK2 ont été 

observées dans des carcinomes pulmonaires (142). En amont de la voie JAK/STAT, l’IFN-γ est le 

facteur soluble le plus reconnu pour induire l’expression de PD-L1. Les cellules de mélanome 

peuvent exprimer PD-L1 de manière constitutive mais à des niveaux d’expression et fréquences 

bien plus faibles en comparaison avec l’expression de PD-L1 induite par IFN-γ. L’expression de PD-

L1 par les cellules de mélanome semble de plus restreinte aux zones riches en lymphocytes T CD8 

producteurs d’IFN-γ (143). Dans ce cas, l’expression de PD-L1 est le reflet direct de l’activité des 

lymphocytes T. Les interférons de type I IFN-α et IFN-β induisent également l’expression de PD-

L1 dans des lignées de mélanome en culture. Il est toutefois intéressant de noter que l’exposition 

à l’IFN de type I induit plus fortement PD-L2 que PD-L1, suggérant des voies de régulation 

divergentes pour les deux ligands (144).   

 

Figure 37 Mécanismes de régulation de PD-L1 : des stimuli extérieurs (vert) induisent un ensemble de voies 

de signalisation (orange) aboutissant à la régulation de PD-L1 par fixation directe de facteurs de transcription sur 

la région promotrice de PD-L1. Des altérations génétiques (rouges) sont également rapportées au sein du gène PD-

L1. PD-L1 est également régulé par le biais de micro-ARN (bleu). Enfin, la protéine PD-L1 est stabilisée à la 

membrane (marron) (141).   
 

L’activation de voies oncogéniques favorisent également l’expression de PD-L1. De 

nombreux facteurs de transcriptions oncogéniques en aval ont été identifiés comme régulateurs 

direct de PD-L1. Avec une expression aberrante dans plus de 70 pourcent des cancers, MYC 

appartient aux facteurs de transcription majeurs de la progression tumorale. Des approches 
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combinées d’immunoprécipitation de la chromatine et de délétion de MYC par shARN ont permis 

de démontrer le rôle du facteur de transcription MYC sur l’expression de PD-L1 (145). L’hypoxie 

favorise aussi l’expression de PD-L1 dans différents types cellulaires incluant des cellules de 

mélanome et de carcinome mammaire par directe fixation du facteur induit par l’hypoxie HIF-1α 

sur les éléments de réponses à l’hypoxie présents dans le gène codant PD-L1 (146). La voie des 

MAPKinase apparait être également une voie clé de régulation de PD-L1 qui est alors fortement 

impactée par l’utilisation des inhibiteurs de BRAF et MEK dans le mélanome. Il a été montré que 

l’exposition aux inhibiteurs de BRAF et MEK induit l’expression de PD-L1 par les cellules de 

mélanome (147). L’acquisition de résistance aux inhibiteurs de BRAF aboutit à une expression 

augmentée de PD-L1 médiée par c-Jun et STAT3 (143).  

En amont de la transcription, les micro-ARN sont également impliqués dans la régulation de 

PD-L1, soit directement en induisant sa dégradation au niveau ARN messager et/ou en inhibant 

la traduction, soit indirectement en ciblant des régulateurs de PD-L1. Le micro-ARN miR-513 

réprimé par l’IFN-γ a été le premier micro-ARN démontré pour empêcher la traduction de PD-L1. 

A l’inverse, le micro-ARN miR-155 induit par l’IFN-γ et le TNF-α inhibe PD-L1, suggérant une 

régulation fine de PD-L1 en aval de la signalisation interféron par le biais de micro-ARN (141). 

Dans le mélanome le micro-ARN miR-17-5p a été identifié comme régulateur de l’expression de 

PD-L1. Une analyse sur une cohorte de 80 biopsies de mélanome montre une corrélation inverse 

entre l’expression de miR-17-5p et PD-L1. La régulation par liaison directe de miR-17-5p en 3’-

UTR de l’ARN messager de PD-L1 a été démontrée par test de reporteur luciférase (148).  

Enfin, PD-L1 est régulé au niveau protéique. En empêchant l’ubiquitinilation de PD-L1, 

CMTM6 stabilise l’expression protéique de PD-L1 (149). De même, en aval de la signalisaion NFkb, 

le signalosome CSN5 stabilise PD-L1 en retirant les groupements ubiquitine (150).  A l’inverse, en 

aval de la cycline D/ kinase CDK4, l’ubiquitinilation de PD-L1 par la ligase cullin-3 SPOP favorise sa 

dégradation par le protéasome, régulant ainsi négativement son expression (151). 

 

3.3. Rôles des facteurs solubles sur l’attraction, la répulsion 

et la différentiation des populations immunes 

En plus d’inactiver directement l’activité des lymphocytes effecteurs en exprimant les ligands 

des points de contrôle du système immunitaire, les cellules tumorales, en réseau avec leur 

microenvironnement, peuvent moduler l’infiltration immunitaire en impactant négativement le 
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recrutement des lymphocytes T cytotoxiques (confère partie 2) et/ou positivement le 

recrutement de cellules immunosuppressives (Figure 38). Après avoir décrit le rôle de la 

signalisation chémokinique CCR5 – CCL3/CCL4/CCL5, je souhaite faire un focus sur les populations 

immunosuppressives pouvant jouer un rôle dans le développement des mélanomes à savoir les 

Treg et les macrophages. 

 

Figure 38 Recrutement de populations immunosuppressive par un réseau de chémokines (102) 

A. ROLE DE LA SIGNALISATION CHEMOKINIQUE CCR5-CCL3/CCL4/CCL5 

L’implication de la signalisation impliquant CCR5 sur les cellules immunes et le 

développement tumoral des mélanomes est controversée mais semble majoritairement favoriser 

un environnement immunosuppresseur. Avec ses ligands CCL3, CCL4 et CCL5, CCR5 a un effet sur 

diverses populations immunes. De forts niveaux d’expression de CCR5 ont été retrouvés à la 

surface de lymphocytes T infiltrant la tumeur (115; 152). Cependant, il a été reporté que CCR5 

n’agit pas seulement sur le recrutement des lymphocytes T CD8 mais induit la mort par apoptose. 

La liaison de CCL3, CCL4 ou CCL5 sur leur récepteur CCR5 induit le relargage du cytochrome c dans 

le cytoplasme et active le programme de mort cellulaire dépendant des caspases 3 et 9 (153). De 

plus, la délétion de CCR5 in vivo chez la souris par knock-out ou utilisation d’anticorps bloquant 

retarde la croissance tumorale. En plus d’être fortement exprimé par les lymphocytes T CD8, CCR5 

est retrouvé sur les T CD4 conventionnels et régulateurs (154) ainsi qu’à la surface des cellules 

myéloïdes dérivées suppressives (MDSC) dans différents types de cancers incluant le mélanome 

(155; 156). Les chémokines CCL3, CCL4 et CCL5 sont produites par les MDSC intra-tumorales et 

circulantes (154), mais aussi par les cellules tumorales (115). De manière intéressante, la délétion 

de CCR5 chez la souris, par knock-out ou utilisation d’anticorps bloquant réduit l’infiltrat 

immunosuppresseur Treg et MDSC sans impacter les lymphocytes T CD8 et CD4 conventionnels 

(154). De fortes concentrations des ligands CCL3, CCL4 et CCL5 au cœur de lésions mélanocytaires 

peut expliquer un enrichissement des MDSC CCR5+ au cœur de la tumeur (155).  
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B. LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS 

B.1. DEFINITIONS 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont des lymphocytes T CD4 régulant négativement 

l’activité immune suivant divers mécanismes inhibant in fine l’immunité innée, les fonctions des 

cellules présentatrices d’antigène ainsi que les réponses adaptatives B et T effectrices. 

Initialement, les Treg ont été identifiés sur la base de l’expression du cluster de différenciation 

CD25. La protéine forkhead box P3 (FoxP3) a ensuite été identifiée comme facteur de 

transcription définissant le lignage Treg. Il existe deux types de Treg : les Treg naturels et les Treg 

induits. 

Les Tregs naturels se développent dans le thymus. Ils sont CD4 positifs et survivent à la 

sélection positive avec un TCR d’affinité moyenne à forte avec un couple CMH-II/peptide du soi.   

Les Treg induits proviennent de la différenciation de T CD4 FoxP3- naïfs orientée par le TGF-

β. La signalisation TGF-β active les facteurs de transcription Smad2/3 qui permettent directement 

la transcription de FoxP3. En plus de son rôle dans la différenciation, le TGF-β (et particulièrement 

l’isoforme 1) permet la maintenance de l’expression de FoxP3 et des fonctions suppressives des 

Treg. De manière globale, TGF-β1 participe à l’homéostasie des Treg en périphérie (157).  

B.2. ACTIONS IMMUNOSUPPRESSIVES 

Les Treg peuvent agir spécifiquement ou non à un antigène donné. Par exemple, des Treg 

spécifiques de l’antigène tumoral NY-ESO-1 et des antigènes de différenciation GP100 et TRP1 

sont retrouvés dans le sang de patient atteints de mélanome et sont de mauvais pronostic (158). 

Les Tregs peuvent également agir de manière indépendante d’un antigène en exprimant 

fortement le point de contrôle du système immunitaire CTLA-4.  CTLA-4 entre en compétition 

avec les ligands activateurs de CD28 exprimés par les cellules présentatrices d’antigène, 

empêchant l’activation complète des lymphocytes T naïfs. Les autres récepteurs tels que PD1 et 

LAG3 sont également retrouvés sur les Treg. Leur rôle est alors d’amplifier leur activité 

immunosuppressive. Ainsi, certains points de contrôle du système immunitaire ont un rôle double 

en inhibant directement les lymphocytes T effecteurs et en soutenant l’activité régulatrice des 

Treg. Enfin, en sécrétant l’IL-10 et le TGF-β, les Treg inhibent la prolifération des lymphocytes T. 
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B.3. RECRUTEMENT DES TREG : CCL22, CCL28 

Les Treg expriment CCR4 et sont recrutés au cœur de la tumeur par CCL22 principalement 

produit par les cellules tumorales et les macrophages. Les Treg expriment également CCR10 qui 

induit leur recrutement dans les zones hypoxiques riches en CCL28 (159). 

B.4. INTERVENTIONS PRECOCES DES TREG DANS LA TUMORIGENESE 

Une étude récente a mis en évidence le rôle très précoce des Treg dans la transformation 

des mélanomes induite par l’oncogène BRAF. Chez la souris, l’activation oncogénique BrafV600E 

et la perte de Pten dans les mélanocytes induit une accumulation de Treg FOXP3+ en l’absence 

de T CD8. Le recrutement des Treg sur le site de la transformation est médiée par la production, 

en aval de l’activation oncogénique BrafV600E de chémokines attractrices des Treg, ligands de 

CCR4. Dans ce modèle, les Treg jouent donc un rôle précoce majeur dans la restriction de 

l’immunosurveillance au cours de la tumorigenèse. Ces travaux soulignent également une 

conséquence de l’activation oncogénique sur la modulation du microenvironnement immunitaire 

de la tumeur naissante (160). 

B.5. TREG ET RETROCONTROLE IMMUNITAIRE 

De manière intéressante, les Treg ont été retrouvés dans les tumeurs infiltrées, dans les 

mêmes régions que les T CD8 alors que les tumeurs froides sont généralement dépourvues de 

cette population régulatrice. Le mécanisme d’immunosuppression médié par les Treg ne 

semblerait donc pas être une propriété intrinsèque à la tumeur mais plutôt un processus de 

rétrocontrôle immunitaire négatif suivant le recrutement des T CD8.  Une étude mécanistique 

chez la souris a confirmé le rôle des T CD8 dans l’attraction des Treg FOXP3+ via la production de 

la chémokine CCL22 (161).  

C. LES MACROPHAGES 

C.1. DEFINITIONS 

Les macrophages représentent une population immune connue pour sa capacité 

d’élimination des cellules mortes et débris cellulaires par phagocytose. L’origine des macrophages 

est double. Les macrophages résidents sont d’origine embryonnaire avec la capacité de s’auto-

renouveler. Les autres macrophages sont la forme mature des monocytes. Les monocytes 

circulent dans le sang et se différencient en macrophage en pénétrant le tissu (162). 
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Chez l’homme, les macrophages expriment les marqueurs CD68, CD163, CD16, CD312 et 

CD115. Chez la souris, on les caractérise par l’expression membranaire de F4/80, CD11b et le 

récepteur CSF-1R. 

C.2. POLARISATION M1/M2 

Les macrophages représentent une population cellulaire très diverse et plastique, modulant 

constamment leur état fonctionnel en réponse aux stimuli du microenvironnement. On parle 

classiquement de polarisation entre les états d’activation classique M1 et d’activation alternative 

M2. Les macrophages en activation classique M1 produisent des cytokines pro-inflammatoires et 

espèces réactives de l’oxygène et induisent une réponse TH1, jouant un rôle majeur dans la 

défense de l’hôte et l’élimination de cellules tumorales. Les macrophages M1 sont caractérisés 

par leurs forts niveaux d’expression du CMH-II, CD68 et les molécules de co-stimulation CD80 et 

CD86. A l’inverse, les macrophages en polarisation M2 produisent des cytokines anti-

inflammatoires afin de résorber l’inflammation. Ils suppriment ainsi l’immunité contre les cellules 

tumorales. Ils sécrètent également l’interleukine 10 et le facteur de croissance TFG-ß favorisant 

l’infiltrat en Treg et la progression tumorale (163). Les macrophages en polarisation M2 expriment 

de faibles niveaux d’expression du CMH-II. Ils sont caractérisés par l’expression de CD163, la 

glycoprotéine membranaire CD200R et de l’enzyme arginase 1 ARG1.  

Les cellules de mélanome sont capables de moduler le ratio M1/M2 par l’expression de la 

kinase sphingosine 1 (S1K). Cette kinase S1K produit un lipide bioactif, le lipide sphigosine 1-

phosphate. De faibles niveaux d’expression de la kinase S1K sont associés à une réduction du 

nombre de macrophages en polarisation M2 en faveur d’une augmentation de macrophages en 

polarisation M1 (164). 

C.3. MACROPHAGES ASSOCIES A LA TUMEUR (TAM) 

Longtemps, les macrophages associés à la tumeur (TAMs) étaient associés à la polarisation 

M2. D’autres études ont cependant associé la polarisation au stade de progression tumoral et au 

microenvironnement tumoral à un instant donné. Les macrophages associés à la tumeur 

semblent former une population variée évoluant sur un continuum d’états physiologiques et 

fonctionnels, toujours en cours de caractérisation (Figure 39) (163).  
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C.4. RECRUTEMENT DES MACROPHAGES 

Les macrophages sont principalement recrutés par les signalisations CCL5-CCR5 mais aussi 

CCL2-CCR2. Le rôle dans le recrutement des macrophages du facteur stimulant les colonies de 

macrophages (M-CSF ou CSF1) a aussi été montré. Des facteurs chémotactiques induits par 

l’hypoxie comme CXCL12, ligand de CXCR4 et l’angiopoïétine 2 (Ang-2) induisent également le 

recrutement de monocytes exprimant le récepteur à tyrosine kinase Tie2 dans les zones d’hypoxie 

tumorale qui se différencieront en macrophages exprimant Tie2, connus pour favoriser 

l’angiogenèse.  

C.5. FONCTIONS PRO-TUMORALES ET IMMUNOSUPPRESSIVES DES MACROPHAGES 

ASSOCIES A LA TUMEUR 

 

Figure 39 Rôles des macrophages associés à la tumeur et marqueurs correspondants au phénotype associé 

(163) 

La vascularisation est induite par les facteurs sécrétés par les macrophages infiltrant la 

tumeur tels que les facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire VEGF, l’adrénomédulline 

ADM, les facteurs de croissance dérivés des plaquettes PDGF et le TGF-ß.  

Les macrophages ont également un rôle clé dans l’invasion et la migration des cellules 

tumorales. En sécrétant des métalloprotéinases matricielles (MMP), les macrophages permettent 

le remodelage de la matrice extracellulaire.   

Les macrophages associés à la tumeur induisent également la transition phénotypique des 

cellules tumorales en faveur d’un phénotype invasive/souche via notamment la sécrétion de TGF-

ß, et d’interleukines 6 et 10 (confère chapitre 3).  

Enfin, les macrophages associés à la tumeur induisent un environnement 

immunosuppresseur via principalement le recrutement de Treg par production d’interleukine 10 
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et de TGF-ß et l’exhaustion des T effecteurs en exprimant les ligands des points de contrôle du 

système immunitaire PD-1 et CTLA-4, respectivement PD-L1/PD-L2 et CD80/CD86.  De manière 

intéressante, il a également été montré que la signalisation à travers PD-L1 induit un phénotype 

encore plus immunosuppresseur des macrophages associés à la tumeur, que ne sont alors plus 

capables de phagocytose et d’immunité anti-tumorale (165; 166).  

 

4. Mécanismes de résistance à l’immunothérapie 

Encore non totalement élucidés, les mécanismes de résistance aux immunothérapies 

reposent non seulement sur la composition/fonction de l’infiltrat immunitaire, mais aussi sur des 

altérations oncogéniques des cellules tumorales. Dans une première partie, j’ai choisi de décrire 

deux paramètres relatifs aux T CD8 jouant un rôle dans la réponse aux anti-PD1. Je me 

concentrerai ensuite sur la description des altérations oncogéniques au sein des cellules 

tumorales comme mécanisme d’évasion au système immunitaire et de résistance aux 

immunothérapies. En effet, mes travaux de thèse visent à étudier la potentielle implication d’une 

altération oncogénique des cellules de mélanome – la plasticité cellulaire dépendante de ZEB1 – 

dans l’évasion des mélanomes et la résistance aux immunothérapies anti-PD1 (Article 2).  

4.1. Mécanismes d’origine immunitaire 

Le concept de tumeurs chaudes et de tumeurs froides a été introduit en 2010 par Gajewski, 

suite à l’observation du profil d’expression génique de biopsies de mélanome avant traitement 

dans le contexte d’essais cliniques de vaccins anti-tumoraux. Deux groupes majeurs de 

microenvironnements tumoraux ont été identifiés, basés sur l’absence ou la présence d’un profil 

transcriptionnel associé à un infiltrat T préexistant (167). Cette observation a été largement 

reprise depuis et confirmée au niveau protéique notamment par marquages 

immunohistochimiques dans diverses études. Aujourd’hui, on parle de ‘tumeurs chaudes’ lorsque 

l’infiltrat en cellules T CD8 cytotoxiques est conséquent, dans un environnement globalement 

inflammatoire. Les cellules dendritiques et macrophages soutiennent la réaction immune anti-

tumorale. Des lymphocytes T anergiques et régulateurs sont le reflet du contexte inflammatoire 

et d’une réponse immune. L’anergie des lymphocytes T est induite suite à l’engagement du TCR 

par la cellule présentatrice d’antigène sans signal de co-stimulation CD80/CD86. Les lymphocytes 

anergiques sont alors incapables d’initier une réponse immune vis-à-vis de l’antigène. A l’inverse, 

les tumeurs dépourvues de T CD8 sont caractérisées de ‘froides’. Elles ne sont infiltrées que de 
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macrophages principalement pro-tumoraux avec un phénotype de macrophage associé à la 

tumeur (Figure 40). Il est aujourd’hui largement admis que les tumeurs pauvres en T CD8 activés 

ou tumeurs froides ne bénéficient pas d’effet des immunothérapies (113). L’exclusion des T CD8 

et autres populations immunes est appelée l’évasion innée et est un mécanisme majeur de 

résistance aux immunothérapies (168). 

 

Figure 40 Composition du microenvironnement immunitaire des tumeurs chaudes (à gauche) et froides (à 

droite). Les tumeurs chaudes ont un environnement inflammatoire riche en lymphocytes T effecteurs (en bleu). 

Les cellules dendritiques (en vert et orange) et macrophages (en rose) soutiennent la réaction immune anti-

tumorale. Des lymphocytes T anergiques (en jaune) et régulateurs (en rose) sont le reflet du contexte 

inflammatoire et d’une réponse immune. Les tumeurs froides sont des « déserts » de lymphocytes et ne sont 

infiltrées que par des macrophages principalement pro-tumoraux avec un phénotype de macrophages associes a 

la tumeur (en bleu) 

La présence de T CD8 avant traitement mais aussi l’enrichissement en lymphocytes T intra-

tumoraux sous traitement est un marqueur bien admis de bon pronostic et réponse aux anti-PD-

1. Un nombre croissant d’études analysent les lymphocytes infiltrant la tumeur à l’échelle de la 

cellule unique afin d’affiner leur caractérisation et de mieux comprendre leur rôle dans l’évasion 

adaptative des mélanomes. Un répertoire de TCR riche et spécifique des cellules tumorales est 

nécessaire à la reconnaissance des cellules de mélanome. La caractérisation du répertoire TCR est 

couramment basée sur la détection des réarrangements V-J de la chaine β du TCR. La régularité 

du répertoire est calculée à partir des fréquences des réarrangements V-J. Un score de régularité 

de diversité DE50 est attribué à chaque patient. Il est calculé par le ratio du nombre de 

réarrangements permettant de reproduire 50 pourcent de la cartographie TCR sur le nombre total 

de réarrangements présents. Un DE50 élevé correspond donc à une occurrence homogène de 

chaque réarrangement V-J alors qu’un faible score témoigne de la présence de lymphocytes T 

clonaux. Récemment, une étude réalisée sur 38 patients atteint de mélanome montre que 
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l’analyse qu’une forte clonalité du répertoire TCR des lymphocytes T circulant dans le sang 

pourrait être un marqueur de réponse aux immunothérapies anti-PD-1 (169). Cette clonalité est 

le résultat de la prolifération de lymphocytes T activés. Les lymphocytes T activés exprimant le 

facteur de transcription TCF7 sont un marqueur de bon pronostic de réponse aux anti-PD-1. De 

manière intéressante, ils expriment les récepteurs des points de contrôle du système immunitaire 

caractérisant un état de dysfonctionnement précoce (130). Cet état de dysfonctionnement 

précoce pourrait conduire à un état d’exhaustion tardive sans traitement. Il a été proposé que les 

immunothérapies anti-PD-1 empêcheraient ou retarderaient l’état d’exhaustion terminal en 

favorisant l’amplification des lymphocytes T clonaux (170). Les analyses des lymphocytes T à 

l’échelle de la cellule unique ont permis des avancées majeures dans la compréhension de la 

réponse lymphocytaire anti-tumorale. Cependant, ces approches ne prennent pas en compte la 

localisation spatiale des cellules immunes alors que la proximité avec les cellules tumorales est 

nécessaire à l’efficacité de l’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8. De plus, une réponse 

immune efficace ne peut être mise en place sans la collaboration de différentes populations et 

l’importance du microenvironnement ne peut être exclue. 

4.2. Les mécanismes de résistance intrinsèques à la cellule 

tumorale 

Au-delà des paramètres immunitaires, un nombre croissant d’études démontre le rôle 

majeur d’altérations oncogéniques dans la résistance aux immunothérapies et particulièrement 

aux thérapies anti-PD-1. Nous avons vu auparavant que la présentation antigénique pouvait être 

altérée, ce qui induit un défaut de priming et/ou d’activation des lymphocytes T et est donc 

défavorable à la réponse aux anti-PD-1. A l’inverse, la charge mutationnelle induisant une forte 

production de néoantigènes corrèle avec de haut taux de réponse aux anti-PD-1 (171). De 

manière moins évidente, l’activation de voies de signalisation oncogéniques a également été 

reportée pour avoir un impact sur le microenvironnement stromal et immunitaire, au-delà des 

impacts intrinsèques déjà décrits sur la prolifération, survie ou invasion des cellules de 

mélanomes (Figure 41). Dans la suite de cette partie, je souhaite détailler les principales altérations 

oncogéniques associées à la résistance aux immunothérapies des mélanomes. En fonction de la 

date de l’étude, toutes les études notamment les plus anciennes ne font pas de lien direct avec 

la réponse aux anti-PD-1 mais s’intéressent à d’autres solutions thérapeutiques telles que les anti-

CTLA-4 ou le transfert adoptif de lymphocytes T. Je présenterai ici les études qui peuvent 
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raisonnablement être extrapolées comme mécanisme potentiel de résistance aux anti-PD-1 qui 

est en France l’immunothérapie de référence actuellement. 

 

Figure 41 Mécanismes de résistance aux immunothérapies intrinsèques à la cellule tumorale affectant 

principalement le recrutement et l’activation des lymphocytes T cd8. L’activation de la voie WNT/ β-caténine 

réduit la production de CCL4. Or, CCL4 permet le recrutement des 103+ DC essentielles pour l’activation des T CD8 

et le recrutement par production de CXCL9/10. La production de PGE2 par de forts niveaux d’expression de COX1/2 

impaire le recrutement et l’activité des NK producteurs de CCL5 et XCL1. En aval, le recrutement des CD103+ DC 

est là encore impacté. Le recrutement des NK est aussi affecté suite à la perte de PTEN, causant de la diminution 

de production de CCL2 par les cellules tumorales sénescentes. En perturbant le mécanisme d’autophagie des 

cellules tumorales, la perte de PTEN affecte la présentation antigénique et l’activation des lymphocytes T par les 

DC. Enfin, le facteur de transcription MYC régule directement la transcription de PD-L1 et CD47. PD-L1 inhibe 

l’activité des T et CD47 inhibe la phagocytose en engageant SIRP-α sur les cellules présentatrices d’antigène (172).  

 

L’activation tumorale de la voie WNT/ß-caténine fut la première altération oncogénique 

intrinsèque à la cellule tumorale associée à un défaut d’infiltrat T CD8 dans le mélanome. Les 

données d’expressions de patients atteints de mélanome métastatique de la cohorte du TCGA 

ont été utilisées afin d’étudier comparativement les tumeurs faiblement et fortement infiltrées 

par les lymphocytes T CD8 grâce à une signature spécifique des T CD8. L’analyse conjointe des 

mutations et des données d’expression dans les deux catégories de patients a permis d’associer 

l’activation de la voie WNT/ß-caténine à l’absence d’infiltrat T CD8. Plus précisément, 

approximativement un tiers des mélanomes ayant anormalement activé la voie WNT/ß-caténine 

présentent un infiltrat T CD8 insuffisant. Afin d’étudier la mécanistique, un modèle murin a été 

généré permettant l’expression stable de la ß-caténine inductible au tamoxifène sous le 

promoteur de la tyrosinase (Tyr ::CreER) à partir du modèle BRaf/Pten décrit dans le premier 
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chapitre. L’analyse de l’infiltrat immunitaire comparative des tumeurs ß-caténine activée ou wild-

type a révélé une importante défaillance en T CD8 dans les tumeurs présentant une ß-caténine 

activée due à un défaut de priming des cellules T spécifique des tumeurs ß-caténine dans le 

ganglion drainant. Ce défaut de priming est dû à une diminution des cellules dendritique CD103+ 

Batf3, connues pour jouer un rôle majeur dans la présentation croisée des antigènes spécifiques 

à la tumeur aux cellules T CD8. Les travaux de Stefany Spranger ont permis de montrer que ce 

défaut de recrutement des Batf3 DC est causé par une production réduite, par les mélanomes ß-

caténine activés, de la chémokine CCL4 impliquée dans l’attraction des cellules dendritiques 

Batf3. Concernant la réponse aux anti-PD1, les tumeurs ß-caténine activées, faiblement infiltrées 

en T CD8 ont été montrées résistantes aux immunothérapies anti-PD-1. L’infiltrat T CD8 et la 

sensibilité des tumeurs ß-caténine activées ont été restaurés par injection intratumorale de 

cellules dendritique Batf3 activée (113). De manière intéressante, le transfert adoptif de cellules 

T CD8, sensé générer un infiltrat de T effecteurs et mémoires,  s’est révélé insuffisant pour le 

contrôle des mélanomes ß-caténine activés (100). La présence des cellules dendritiques CD103+ 

Batf3 dans le microenvironnement tumoral est donc nécessaire au bon fonctionnement de 

l’immunité anti-tumorale dans ce modèle d’étude. Récemment, le rôle de la sérine/thréonine 

protéine kinase 4 activée par p21 PAK4 a été détaillé. En phosphorylant directement un site 

spécifique de la ß-caténine, PAK4 active la voie WNT. Chez l’homme, PAK4 est enrichie dans les 

biopsies de mélanomes froids peu infiltrés en lymphocytes T et cellules dendritiques. Chez la 

souris, la délétion génétique de PAK4 dans un modèle syngénique d’allogreffe sous cutanée à 

partir de la lignée B16 restaure l’infiltrat T CD8 et sensibilise les mélanomes aux immunothérapies 

par anti-PD-1. De plus, la combinaison de l’anti-PD-1 avec l’inhibiteur pharmacologique de PAK4 

KPT-9274 améliore la réponse anti-tumorale. Cette étude a abouti au lancement d’un essai 

clinique de phase 1 combinant l’anti-PD-1 nivolumab à l’inhibiteur de PAK4/NAMPT KPT-9274 

dans diverses tumeurs solides avancées incluant le mélanome (NCT02702492) (173). 

Des mutations perte de fonction de la phosphatase PTEN représentent la deuxième 

altération la plus fréquemment associée à un phénotype immunitaire pauvre en T CD8 dans les 

mélanomes. L’analyse des mélanomes métastatiques recensés dans le TCGA montre que la perte 

de PTEN et l’activation de la voie β-caténine sont deux mécanismes indépendants et non 

redondants. (Figure 42) (174). Les mécanismes d’action moléculaires en aval de la perte de PTEN 

ne sont pas complètement élucidés. L’étude comparative du transcriptome de tumeurs 

provenant de l’injection de la lignée A375 dont l’expression de PTEN a été régulée par sh-ARN 
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ciblant PTEN dans des souris nude révèle une augmentation d’expression de CCL2 et VEGF-A dans 

les tumeurs shPTEN par rapport aux tumeurs contrôles. L’impact sur le recrutement des 

macrophages n’a pas été approfondit dans cette étude impliquant des souris immunodéprimées. 

Plus relevant, l’expression des gènes associés à l’autophagie LC3I et LC3II est diminuée dans les 

lignées de mélanome et tumeurs déficiente pour PTEN. L’autophagie a été proposée comme 

mécanisme d’activation de cellules présentatrices d’antigènes permettant la présentation 

d’antigènes tumoraux et l’activation des lymphocytes T. Ainsi, la perte de PTEN diminuerait 

l’attraction et l’activation des cellules présentatrices d’antigènes macrophages et DC. L’inhibition 

pharmacologique de PI3Kβ chez les souris Tyr:CreER; PTENlox/lox; BRAF V600E/+, synergise avec 

le traitement anti-PD-1 dans le contrôle de la croissance tumorale (174). 

 

Figure 42 Fréquences des altérations génétiques des voies β-caténine et PTEN entre les tumeurs chaudes et 

tumeurs froides. Les mélanomes métastatiques du TCGA ont d’abord été divisés en fonction de leur infiltrat T CD8, 

fort à gauche et faible à droite puis sous-divisés sur les mutations activatrices de la voie β-caténine ou perte de 

fonction des régulateurs négatifs de la voie (APC, APC2, axin1, axin2) en bleu ; les délétions de PTEN en rouge ; les 

mutations pertes de fonction de PTEN en marron. Les tumeurs dont les deux voies sont affectées sont représentées 

en violet et celles dont aucune des deux altérations n’est reportées sont en gris (174). 
 

Plusieurs études ont montré un lien entre la régulation du cycle cellulaire et la réponse aux 

anti-PD1. Dans un modèle murin de cancer du sein par exemple, l’inhibiteur de CDK4/CDK6 

abemaciclib agit en synergie avec les immunothérapies anti-PD-1. L’effet de l’inhibiteur de 

CDK4/CDK6 a été attribué aux cellules tumorales induisant un contexte inflammatoire via une 

production augmentée de cassures d’ARN (175). L’inhibition de CDK4/CDK6 est cependant aussi 

connue pour impacter l’activité des lymphocytes T, en induisant la production d’interleukine 2 et 

favorise leur infiltration au cœur de la tumeur. A l’inverse, elle diminue leur capacité proliférative 

(176). Il semble donc difficile de dissocier l’effet de l’inhibition de CDK4/CDK6 sur les cellules 

tumorales et immunes. Une étude à partir de l’analyse de 33 tumeurs de mélanome à l’échelle 
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de la cellule unique a permis de mettre en évidence un programme oncogénique d’exclusion des 

lymphocytes T et plus généralement d’évasion immunitaire mené par CDK4/CDK6. Ce programme 

est en place avant traitement. La valeur prédictive de résistance aux anti-PD-1 du programme 

CDK4/CDK6 a été validée sur une cohorte indépendante de 112 patients atteints de mélanome. 

L’intérêt de cibler CDK4/CDK6 en combinaison des immunothérapies anti-PD-1 a de plus été 

validé chez la souris (72).   

En aval de l’activation de la voie des MAPKinase, la production des cytokines 

immunorégulatrices IL-10 et IL-6 par les cellules tumorales peut induire un environnement 

immunosuppresseur. Une étude in vitro sur trois lignées de mélanome humaines incluant les 

A375 a montré que la production d’IL-10 et IL-6 était directement liée à la mutation activatrice 

BRAFV600E puisqu’elle diminue fortement sous traitement à l’ARN interférant la mutation 

BRAFV600E (177). Une étude comparative à partir de 34 biopsies de patients avant traitement et 

quatorze jours après traitement par inhibiteur de BRAF seul ou combiné à l’inhibiteur de MEK 

valide une diminution d’expression des cytokines inflammatoires IL-6 et IL-8 sous traitement mais 

ne montre aucune variation d’expression d’IL-10 et de TGF-β. En parallèle, l’étude a révélé que 

l’inhibition de la voie des MAPK favorise l’expression d’antigènes du mélanome (178). Une étude 

in vitro sur la lignée de mélanome A375 suggère aussi que l’inhibition de BRAF permet l’expression 

du CMH-I (179). A partir de données transcriptomiques de mélanomes humains, l’équipe de Lo a 

identifié une signature de résistance innée aux anti-PD-1 appelée IPRES. Cette signature 

comprend un panel de gènes régulant la transition épithélio-mésenchymateuse, le remodelage 

de la matrice extracellulaire, l’angiogénèse, l’adhésion cellulaire et la réparation (50). La signature 

IPRES présente des similarités avec les signatures de résistance aux inhibiteurs de BRAF, ce qui 

peut révéler soit un lien entre la voie des MAPK et la résistance aux immunothérapies, soit un 

biais lié au choix de la cohorte incluant des patients ayant été traités en première ligne par les 

inhibiteurs de BRAF. Aussi, dans sa dernière revue, Antoni Ribas conseille d’être prudent avec 

cette signature, qui n’a pas été confirmée par la suite sur d’autres grandes cohortes incluant la 

cohorte en cellule unique de Jerby Arnon et al. (180). Ainsi, contrairement aux autres altérations 

oncogéniques décrites plus haut, l’implication de la voie des MAPKinases dans l’évasion des 

mélanomes n’est à ce jour que suggérée par quelques observations sans démonstration formelle 

in vivo. 
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L’activité métabolique varie grandement d’une tumeur à l’autre et même d’une lignée 

cellulaire à l’autre. Une consommation importante en oxygène par la tumeur favorise l’exhaustion 

des lymphocytes T et diminue la réponse immune. L’évaluation prospective d’une cohorte de 19 

patients atteints de mélanome a mis en évidence un métabolisme oxydatif augmenté chez les 

patients non-répondeurs aux immunothérapies anti-PD-1 alors que le métabolisme glycolytique 

n’était pas prédictif de réponse aux anti-PD-1 (181). Récemment, l’impact du métabolisme des 

sphingolipides sur la résistance aux anti-PD1 a aussi été démontré. La sphingosine kinase de type 

1 catalyse la phosphorylation de la sphingosine en sphingosine-1-phosphate S1P. In vivo, 

l’inhibition par shARN et pharmacologique de SK1 ralentie la croissance tumorale, restaure un 

infiltrat T CD8 et atténue le recrutement de Treg. L’inhibition de SK1 améliore la réponse aux anti-

PD1, ouvrant une voie innovante et prometteuse de combinaison thérapeutique dans le 

mélanome (182).  
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CHAPITRE 3 : LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION INDUCTEURS 

D’EMT, LES EMT-TFS, DES REGULATEURS DE LA PLASTICITE DES 

CELLULES CANCEREUSES 

1. Plasticité cellulaire des cellules cancéreuses 

Au cours de la progression tumorale, les cellules cancéreuses subissent des changements 

aussi bien moléculaires que phénotypiques décrits par le concept de plasticité cellulaire. La 

plasticité des cellules cancéreuses résulte d’un ensemble de signaux émanant du 

microenvironnement, d’altérations génétiques et épigénétiques, ou encore de la pression induite 

par les thérapies anti-cancéreuses. La plasticité cellulaire est une source majeure d’hétérogénéité 

intra-tumorale. Elle confère à la tumeur une capacité d’adaptation exacerbée, lui permettant de 

surmonter les pressions de sélection rencontrées à chaque étape de la progression tumorale 

depuis les phases précoces d’initiation tumorale jusqu’à la réponse aux thérapies anti-

cancéreuses.  

La transition épithélio-mésenchymateuse est l’un des programmes de plasticité cellulaire les 

plus étudié. Dans l’équipe, nous travaillons sur la plasticité des cellules cancéreuses dépendantes 

des EMT-TFs. Aussi, je commencerai par présenter l’EMT et les facteurs de transcriptions associés. 

La bibliographie étant plus exhaustive dans les cellules épithéliales et plus modeste dans les 

cellules de mélanome, je détaillerai le rôle des EMT-TFs au cours de chaque étape de la 

carcinogénèse incluant la transformation, l’acquisition de propriétés souches et invasives, la 

résistance aux traitements, et l’échappement au système immunitaire. Enfin, j’introduirai la 

notion de « pseudo-EMT » applicable au mélanome et détaillerai plus particulièrement le 

potentiel tumorigène de ZEB1 dans le mélanome. 

2. La transition épithélio-mésenchymateuse 

2.1. Définition de la transition épithélio-mésenchymateuse 
La transition épithélio-mésenchymateuse dite EMT est un processus fondamental de 

transdifférenciation cellulaire essentiel au cours du développement embryonnaire et de la 

réparation tissulaire. L’EMT a initialement été décrite par Elizabeth Hay en 1982 comme une 

transformation, impliquant le passage de cellules épithéliales jointives et polarisées en cellules 

mésenchymateuses, individuelles et motiles (183). Afin de souligner le caractère réversible du 

processus d’EMT, le concept fût par la suite rebaptisé en substituant au terme de transformation 
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la notion de transition. Le retour d’un état mésenchymateux à un état épithélial se fait par la 

transition inverse appelée transition mésenchymo-épithéliale ou MET. Grâce aux processus 

réversibles d’EMT et de MET, les cellules sont capables de passer d’un état à l’autre de manière 

très plastique et dynamique (Figure 43).  

On distingue trois types d’EMT : l’EMT de type I au cours du développement embryonnaire, 

l’EMT de type II au cours de la réparation tissulaire et enfin l’EMT de type III pathogène, retrouvée 

au cours de la progression tumorale. Avant de m’arrêter plus en détail sur la description des EMT-

TFs et leurs rôles dans la progression tumorale, il convient de décrire le rôle de l’EMT au cours du 

développement. J’insisterai principalement sur le développement de la crête neurale, à l’origine 

du lignage mélanocytaire.  

2.2. EMT et développement embryonnaire 
Le processus d’EMT est primordial dès les premiers stades de l’embryogenèse. Afin d’assurer 

l’implantation de l’embryon et un correct ancrage du placenta, les cellules du trophectoderme 

envahissent l’endomètre en suivant un programme d’EMT. Concernant l’embryon lui-même, le 

programme d’EMT est enclenché au cours de la gastrulation où l’embryon évolue d’un simple 

feuillet de cellules épithéliales aux trois feuillets primordiaux à savoir le mésoderme, l’endoderme 

et l’ectoderme. Les cellules du mésoderme et de l’endoderme subissent plusieurs transitions EMT 

et/ou MET. Elles contribueront au développement d’un grand nombre de tissus (Figure 44). 

Le programme EMT a également une importante majeure dans le développement du 

système nerveux. Les cellules de la plaque neurale s’enroulent afin de former le tube neural, 

Figure 43 Schéma caractéristique de la transition épithélio-mésenchymateuse EMT et de la transition 

inverse MET. Les cellules épithéliales polarisées sont maintenues entre elles par des jonctions serrées, 

adhérentes et desmosomes. La couche adhérente à la membrane basale est maintenue par les 

hémidesmosomes. Les cellules passent progressivement à un état mésenchymateux en passant par des états 

intermédiaires (Caroline Moyret-Lalle, 2016).  
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précurseur du cerveau et de la moelle osseuse. Les cellules de la partie dorsale de la crête neurale 

se séparent de celle-ci suivant un processus d’EMT. Ces cellules au fort potentiel migratoire vont 

donner naissance à de multiples structures spécialisées après migration, prolifération et 

différenciation (Figure 45). 

 

Figure 44 Gastrulation et devenir des cellules : Suite à la gastrulation, les cellules du mésoderme génèreront 

une multitude de types cellulaires à savoir les cellules cardiaques, les cellules hématopoïétiques, le système 

reproducteur, les cellules du cordon ombilical, les cellules osseuses et musculaires. Les cellules de l’endoderme 

formeront le système digestif. Les cellules subissant une EMT sont schématisées en vert (184).  

 

Figure 45 Délamination et devenir des cellules. Après délamination, les cellules migratoires de la crête 

neurale migrant, prolifèrent et se différencient pour former les neurones et cellules gliales du système nerveux 

périphérique, les mélanocytes, les odontoblastes. Et autres types cellulaires (184).   

Les programmes d’EMT mis en place lors de la gastrulation et de la délamination des cellules 

de la crête neurale sont sous le contrôle de voies de signalisation similaires, impliquant les 

molécules de la superfamille du TGF-ß, telles que Nodal et les protéines morphogéniques 

osseuses BMP, les signalisations Wnt et/ou les facteurs de croissance fibroblastiques FGF. Le 

facteur de transcription Snail est conservé en aval des deux processus d’EMT. Toutefois, si Snail 

apparait être un facteur régulateur clé de l’EMT au cours de la gastrulation, le contrôle de l’EMT 

au cours de la délamination des cellules de la crête neurale est sous le contrôle d’un ensemble de 

facteurs de transcription (Figure 46).  
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Figure 46 Comparaison des programmes d’EMT mis en place au cours de la gastrulation (à gauche) et de la 

délamination des cellules de la crête neurale (à droite) (184). 

 

2.3. L’EMT partielle : source d’hétérogénéité phénotypique 
L’EMT est souvent associée de manière très réductionniste à la simple transition entre deux 

états. Le processus d’EMT n’est alors considéré qu’en cas de changements extrêmes de perte 

d’expression de marqueurs de l’état épithélial comme la E-cadhérine et les cytokératines et le 

gain d’expression de marqueur de l’état mésenchymateux tels que la N-cadhérine et la vimentine. 

Cependant, dans la majeure partie des cas, l’EMT génère une multitude de phénotypes dits 

intermédiaires, fonction du contexte cellulaire incluant l’ensemble des signaux extra-cellulaires 

(185). Afin de souligner le caractère dynamique du processus d’EMT et la flexibilité des cellules 

en état d’EMT partielle, les états intermédiaires ont été décrits comme métastables (186). La 

notion de métastabilité provient du domaine de la thermodynamique pour lequel un état 

métastable correspond à un état d’équilibre délicat se trouvant en dehors d’un minimum 

d’énergie. Alors qu’un minimum d’énergie garantit la stabilité, nécessitant un apport d’énergie 

important afin de changer d’état, tout autre niveau d’énergie suggère une phase de transition 

vers un état de moindre énergie. Sur ce modèle thermodynamique, le processus d’EMT a été 

modélisé par trois états stables, l’état épithélial, l’état intermédiaire de maturation et l’état 

mésenchymateux et deux états métastables (Figure 47). Ainsi, le processus d’EMT est schématisé 

comme un continuum entre des états plus ou moins stables, avec la perte progressive de 

propriétés épithéliales et le gain progressif de propriétés mésenchymateuses. L’état d’EMT 

partielle stable EM2 a été observé au cours du développement embryonnaire, de la réparation 

tissulaire, ou encore de pathologies comme la fibrose ou la progression tumorale (185). Une étude 

d’un panel de marqueurs d’EMT de surface sur des tumeurs primaires mammaires et cutanées a 
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permis d’identifier de multiples populations tumorales plus ou moins avancées dans le processus 

d’EMT, de la cellule épithéliale pure à la cellule mésenchymateuse, en passant par divers états 

intermédiaires dits hybrides. L’établissement des cartographies transcriptionnelles et 

épigénétiques a mis en évidence des réseaux de régulation de gènes, facteurs de transcription et 

voies de signalisation aboutissant aux différents états hybrides (187).  

 

Figure 47 Transition entre les différents états au cours du processus d’EMT (185) : l’EMT est considérée 

comme un continuum au cours duquel les cellules peuvent présenter un phénotype épithélial (E), intermédiaires 

(EM) et mésenchymateux (M). Sur l’axe des x, le modèle de transition d’EMT (de gauche à droite) ou de MET (de 

droite à gauche). L’énergie thermodynamique associée à chaque état est représentée sur l’axe y avec des états 

stables de faible énergie et des états métastables de plus haute énergie. L’intervention des régulateurs d’EMT lors 

de la transition est représentée sur l’axe Z. Parmi ces régulateurs, nous retrouvons les facteurs de transcriptions 

liés à l’EMT (SNAI1/2, ZEB, TWIST1, GRHL2 et PRRX1). 
 

2.4. Les voies de signalisation régulant l’EMT 
De manière générale, les voies moléculaires régulant l’EMT sont remarquablement 

conservées dans de nombreuses espèces mais très diverses. L’EMT est finement régulée par le 

biais de multiples signaux extracellulaires incluant le TGF-β, TNF-α ainsi que les facteurs de 

croissance EGF, PDGH, HGF, IGF activant des récepteurs à tyrosine kinase. L’effet ou la prévalence 

d’une signalisation est dépendante du contexte cellulaire dans lequel elle apparait (188; 189). 

Toutes les voies de signalisation alors activées convergent vers un réseau de facteurs de 

transcription appelés EMT-TFs, dont les principaux appartiennent aux familles SNAIL, ZEB et 

TWIST que je vais décrire dans la partie suivante. La régulation des marqueurs des états 

épithéliaux tels que la E-cadhérine CDH1 ou mésenchymateux tels que la vimentine en aval des 

voies de signalisation induisant l’EMT et/ou de la signalisation par les EMT-TFs est très souvent 

utilisée pour mettre en évidence l’occurrence de l’EMT. De plus, des régulations épigénétiques 

assurent la dynamique réversible rapide.  
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Figure 48 Voies de signalisation inductrices d’EMT (Samy Lamouille, 2014) : L’EMT est finement régulée par 

le biais de multiples signaux extracellulaires incluant le TGF-β, TNF-α ainsi que les facteurs de croissance EGF, 

PDGH, HGF, IGF activant des récepteurs à tyrosine kinase. Enfin, le contexte extracellulaire comprenant 

l’inflammation et l’hypoxie est également connu pour induire l’EMT. 
 

A. VOIE DU TGF-Β 

La voie de signalisation inductrice d’EMT la mieux caractérisée est sans doute la voie du TGF-

β. La voie est activée par la famille de ligands comprenant trois isoformes de TGF-β (TGF-β1, TGF-

β2 et TGF-β3) et six isoformes de protéines de morphogénie osseuse (BMP2 à BMP7). Le signal 

est transmis par un complexe de récepteurs TGF-βRI et TGF-βRII. Il existe sept récepteurs de type 

I et cinq récepteurs de type II. Les différentes combinaisons favorisent la liaison avec certains 

ligands. Une fois activé, TGF-βRII phosphoryle TGF-βRI qui permet l’activation et translocation 

nucléaire de SMAD2/3 en complexe avec SMAD4. La signalisation via BMP est identique à la 

différence qu’elle est initiée par un récepteur BMP de type II et non TGF-βRII. Elle induit ensuite 

l’activation des SMAD 1, 5 et 8 au lieu de 2 et 3. Les dimères de STAT activent la transcription des 

gènes codant pour les EMT-TFs ainsi qu’un ensemble de gènes favorisant la motilité, l’invasion, la 

croissance cellulaire, la prolifération et le contrôle des voies d’apoptose et de sénescence (190). 

La signalisation TGF-β peut aussi activer les voies de signalisation PI3K et voie des récepteurs à 

tyrosine kinase en transphosphorylant le récepteur. 

La voie du TGF- β induit également des modifications épigénétiques cruciales pour la 

régulation des EMT-TFs et marqueurs d’EMT. La signalisation TGF-β s’accompagne notamment 

de la perte du variant d’histone H2A.Z et le gain d’expression de nouveau modulateurs de la 

chromatine tels que UTX, Rad21, PRMT5 et RbBP5 (191). Ces modulations épigénétiques 
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contrôlent la régulation de gènes impliqués dans l’EMT, comme nous l’évoquerons dans la partie 

2.4.c. 

B. FACTEURS DE CROISSANCE 

En aval des récepteurs à tyrosine kinase, de nombreux facteurs de croissance peuvent initier 

l’EMT de manière dépendante ou indépendante des EMT-TFs. Les facteurs de croissance activent 

principalement la voie des MAPKinases. La signalisation Ras induit les facteurs de transcription 

JUN et FOS ainsi que les EMT-TFs. Ras peut également induire l’EMT par la voie PI3K et/ou en 

affectant l’activité des petites GTPases Rac et Rho. Rac et Rho régulent les jonctions adhérentes, 

les adhésions focales, les fibres d’actine et la phosphorylation des myosines favorisant la mobilité 

et l’invasion. Les facteurs de croissances peuvent également activer la kinase SRC qui permet le 

réarrangement de l’architecture cellulaire et des adhésions focales par phosphorylation de 

protéines du cytosquelette et d’adhésions focales.  

Le facteur de croissance ressemblant à l’insuline IGF2 a quant à lui été associé à l’expression 

nucléaire de la β-caténine. En se liant au récepteur Frizzled, les ligands de WNT activent Disheveld 

qui s’oppose à la dégradation de la β-caténine. En absence de signalisation, la β-caténine est 

maintenue dans un complexe APC/axine. Sa phosphorylation par GSK3β favorise sa dégradation 

par le protéasome. En présence de ligands WNT, l’inhibition de la dégradation de la β-caténine 

permet sa stabilisation et translocation dans le noyau. En association avec le facteur de 

transcription TCF/LEF, elle induit l’expression d’un large panel de gènes dont Snail (185). 

C. INFLAMMATION 

L’activation du processus d’EMT peut également faire suite à des signaux de stress provenant 

du microenvironnement tels que l’inflammation ou l’hypoxie. L’induction de l’EMT par des 

signaux pro-inflammatoires tels que IFN-γ, l’IL-6 et bien sûr le TGF-ß (confère partie 2.4.A.) 

souligne bien les interactions permanentes entre le microenvironnement immunitaire et les 

cellules cancéreuses. Au cours de ma thèse, je me suis principalement focalisée sur l’impact de la 

plasticité des cellules tumorales sur le microenvironnement immunitaire (Article 2). Toutefois, il 

est bien admis aujourd’hui que les populations immunes jouent un rôle majeur dans la plasticité 

des cellules cancéreuses via les facteurs qu’elles sécrètent (192; 193). Il s’agit donc plutôt d’un 

échange réciproque entre cellules tumorales et cellules immunes.  
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D. HYPOXIE 

Des concentrations en oxygènes insuffisantes induisent un stress dit hypoxique pour les 

cellules tumorales. Ce stress induit de nombreux changements métaboliques, épigénétiques et 

phénotypiques dont la plasticité cellulaire. Le facteur de transcription induit par l’hypoxie HIF1-α 

est capable d’induire directement l’expression des EMT-TFs TWIST1 et ZEB1 (194). De manière 

intéressante, l’expression du TGF-β est régulée par HIF-1 et le TGF-β stabilise à son tour HIF-1 

(195).  

L’EMT peut être activée de manière réversible par la réactivation d’expression des EMT-TFs 

via des régulations transcriptionnelles, épissages alternatifs ou modifications post-traductionelles. 

Très peu de mutations génétiques activent de manière constitutive le programme d’EMT, dont 

une des propriétés majeures est sa réversibilité (196).  

E. REGULATIONS EPIGENETIQUES SUR LE PROMOTEUR DE LA E-CADHERINE 

Les premières modifications épigénétiques associées à l’EMT étudiées sont les modifications 

épigénétiques du promoteur de la E-cadhérine CDH1. La méthylation de l’ADN sur les îlots CpG 

est un mécanisme rapide de contrôle d’expression transitoire. La méthylation du promoteur de 

CDH1 a été identifiée comme mécanisme d’induction d’EMT (197). Des modifications d’histone 

telles que la déacétylation ou des motifs spécifiques de (dé)méthylation permettent également 

la répression génique. Par exemple, SNAI1 induit des modifications d’histones sur le promoteur 

de la E-cadhérine en recrutant les histones déacétylases HDAC 1 et HDAC2 (198). De la même 

manière, ZEB1 en coopération avec la déacétylase Sirtuine1 sur le promoteur de la E-cadhérine, 

permet la déacétylation de l’histone H3 (199). 

F. REGULATIONS PAR LES ARN NON-CODANTS 

Les régulations par les petits ARN non-codants ou microARN permettent également une 

réponse cellulaire rapide et transitoire. Les microARN sont des répresseurs post-transcriptionnels. 

Ils se présentent sous la forme de petits fragments simple-brin de 21 à 24 nucléotides de long, 

capables de s'apparier à des ARN messagers portant une séquence homologue. Ainsi, les ARN 

messagers ciblés sont dégradés ou bien leur traduction est inhibée. Les familles des microARN 

miR200 et miR34 ont été associées à la répression du programme d’EMT et des EMT-TFs. L’EMT 

dépendante de SNAIL1 est régulée par la famille miR34 (200). La famille miR200 quant à elle, 

interagit avec la famille ZEB. Elle est composée de cinq membres : miR-200a, miR-200b, miR-429, 

miR-200c et miR-141. La boucle de rétrocontrôle entre les familles des miR-200 et ZEB contrôle 
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finement l’EMT ainsi que la MET (201). Les protéines ZEB peuvent réguler négativement la 

transcription des miR-200 en se fixant sur les E-Boxes présentes dans leur promoteur (202). Enfin, 

les protéines ZEB entrent en compétition avec le micro-ARN miR-200 sur le promoteur de la E-

cadhérine, inhibant sa transcription. Je reviendrai dans la suite de ce chapitre sur le rôle de la 

boucle de rétro-contrôle entre la famille ZEB et les miR-200. 

G. EPISSAGES ALTERNATIFS 

L’EMT peut aussi être régulée par des mécanismes post-transcriptionnels tels que l’épissage 

alternatif des pré-ARN messager. Les protéines régulatrices de l’épissage alternatif des cellules 

épithéliales ESRP1 et ESRP2 ont été identifiées comme régulatrices post-transcriptionnelles 

permettant le switch d’épissage alternatif au cours de l’EMT. Le réseau d’épissage régulé par les 

ESRP est vaste avec plus de deux cents épissages alternatifs parmi des gènes liés aux fonctions 

d’adhésion cellulaire, de polarité et de migration (203). Un exemple concret est l’épissage 

alternatif du gène de la δ-caténine 1 CTNND1, qui dans un contexte de cellule épithéliale, aboutit 

à une isoforme courte et une protéine favorisant la stabilisation de la E-cadhérine à la membrane 

plasmide. A l’inverse, au cours de l’EMT ou dans un contexte mésenchymateux, l’isoforme de 

CTNND1 est plus longue. La protéine ainsi produite interagit avec RHOA et atténue son activité, 

favorisant ainsi l’invasion (204). Cet exemple montre que les différents épissages alternatifs sont 

à la fois une conséquence et une potentielle voie d’amplification du programme d’EMT. La 

régulation négative des ESRP par les facteurs de transcription SNAIL1 et ZEB1, ZEB2 a été 

démontrée dans deux études à partir de cellules épithéliales mammaires (205; 206). A l’inverse 

des protéines ESRP, RBFOX est impliqué dans l’épissage alternatif favorisant l’EMT. Dans un 

modèle mammaire de cellules épithéliales dédifférenciées, la délétion de RBFOX2 induit un 

phénotype épithélial (207).  

H. REGULATIONS DE LA TRADUCTION ET MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES 

Enfin, le processus d’EMT peut-être contrôlé soit par régulation directe de la traduction, soit 

par modifications post-traductionnelles des acteurs de l’EMT. Les modifications post-

traductionnelles induisent un ou plusieurs changement(s) de la fonction de la protéine 

considérée, que ce soit au niveau de son action, de sa demi-vie, ou de sa localisation cellulaire. 
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H.1 REGULATIONS DE LA TRADUCTION : YB1 

Les niveaux protéiques peuvent être directement régulés en favorisant ou bloquant la 

traduction des ARN messagers. La protéine se liant aux Y-Box 1 YB1 est une protéine capable de 

se lier aux ARN messagers réprimant la traduction de transcrits favorisant la croissance cellulaire 

tout en activant la traduction de protéines associées à l’EMT (208).  

H.2 REGULATIONS PAR DEGRADATION DES EMT-TFS 

La dégradation protéique est une autre façon de contrôler la demi-vie des protéines. 

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle dont la fonction principale est la 

reconnaissance puis la destruction de la protéine ciblée par le protéasome. Les EMT-TFs SNAI1, 

SNAI2, TWIST1 et ZEB2 sont notamment ciblés pour dégradation par l’E3 ubiquitine ligase PPA 

(209). A l’inverse, SNAI1 est stabilisé par phosphorylation spécifique par la kinase associée à 

l’activation de p21 PAK1 (210). 

H.3 REGULATIONS DE LA LOCALISATION 

La localisation nucléaire des EMT-TFs est indispensable à leur activité. Aussi, toute 

modification post-traductionnelle empêchant ou stabilisant la localisation nucléaire a un impact 

sur le processus d’EMT. La protéine kinase PRKD1, en phosphorylant SNAI1, favorise la liaison de 

complexes spécifiques du statut épithélial, transportant SNAI1 en dehors du noyau (211). De 

manière similaire, la localisation cellulaire de ZEB1 est sous le contrôle de multiples modifications 

post-traductionnelles.  

H.4 REGULATION DE LA FONCTION DES EMT-TFS 

Enfin, des modifications post-traductionnelles de type SUMOylation modifient l’activité 

protéique. La SUMOylation des facteurs de transcription ZEB empêche le recrutement du co-

represseur transcriptionnel CTBP. Plus particulièrement, la SUMOylation de ZEB2 atténue la 

répression transcriptionnelle de la E-cadhérine (212).  
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Figure 49 Réseaux de contrôle de l’EMT. Le réseau le mieux caractérisé fait intervenir les EMT-TFs tels que 

SNAI1, ZEB et TWIST1. En coopération avec la machinerie épigénétique, les EMT-TFs répriment les caractéristiques 

épithéliales. Les facteurs de transcriptions spécifiques de l’état épithélial sont beaucoup moins renseignés. De 

nombreux ARN non-codant semblent être les garants du statut épithélial. Ces micro-ARN, notamment miR-200, 

miR-34 et miR-101, forment un autre réseau de régulation du programme EMT. Des boucles de rétrocontrôle avec 

les EMT-TFs favorisent la réversibilité du processus. Des variants spécifiques des états épithéliaux et 

mésenchymateux résultent de différents épissages alternatifs, constituant ainsi un troisième niveau de régulation 

de l’EMT. Enfin, les protéines impliquées dans les différents réseaux de régulation sont encore régulées après 

traduction. Ces régulations peuvent soit favoriser l’activité protéique ou bien la dégradation de la protéine. 

Aujourd’hui, si la régulation transcriptionnelle des EMT-TFs est bien démontrée, des études plus approfondies afin 

de déterminer si la régulation post-traductionnelle des facteurs de transcription du statut épithélial est relevante 

dans le processus d’EMT (flèches en pointillés). ELF3, E74-like factor 3; ESRP1, epithelial splicing regulatory protein 

1; GRHL2, Grainyhead-like 2; MET, mesenchymal to epithelial transition; RBFOX2, RNA binding protein FOX1 

homologue 2. (196) 
 

3. Présentation des principaux EMT-TFs 
 

L’expression des EMT-TFs a longtemps été considérée comme étant restreinte aux étapes du 

développement embryonnaire et absente à l’âge adulte, excepté dans certains types cellulaires 

tels que les fibroblastes. L’expression des EMT-TFs est ainsi latente, notamment dans les cellules 

épithéliales, où elle peut être réactivée par des signaux similaires à ceux mis en jeu au cours du 

développement embryonnaire. De plus, il est apparu au fil des années, que l’expression des EMT-

TFs est maintenue dans un certain nombre de types cellulaires autres que les fibroblastes, que ce 

soit des cellules différenciées, notamment les mélanocytes, certaines populations immunes, les 

cellules endothéliales, mais aussi certains types de cellules souches, comme mis en évidence par 

l’équipe d’Alain Puisieux dans les cellules souches mammaires normales.  
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Les EMT-TFs sont couramment divisés en deux catégories : les régulateurs directs ou 

indirects de la E-cadhérine (Figure 50). Suite à la première observation de l’interaction directe de 

SNAI1 avec le promoteur de la E-cadhérine, d’autres répresseurs directs de la E-cadhérine ont été 

identifiés, à savoir SNAI2, ZEB1, ZEB2, E47, KLF8 (Krüppel-like factor 8) et Brachyury 31. En plus 

de réprimer la E-cadhérine, ces facteurs répriment un ensemble de gènes impliqués dans les 

jonctions cellulaires, favorisant l’EMT (196). Il est important de noter que les EMT-TFs agissent au 

sein de réseaux de régulation complexes dans lesquels ils s’activent et se répriment les uns les 

autres.  

 

Figure 50 Classification des EMT-TFs en répresseur directs de la E-cadhérine (à gauche) et indirects (à droite) 

(196) 
 

Aussi, les cibles des EMT-TFs ne sont pas restreintes à la E-cadhérine, et dépendent sans 

doute également du type cellulaire et de l’état de différenciation de la cellule. Bien 

qu’initialement identifiés comme répresseurs transcriptionnels, il est important de préciser que 

les EMT-TFs peuvent également agir comme activateurs de la transcription. De plus, le réseau 

d’EMT-TFs agit en coopération avec les régulateurs épigénétiques. Les EMT-TFs peuvent ainsi 

coopérer avec la méthyltransférase DNMT1 pour ajouter des méthylations répressives sur le 

promoteur de la E-cadhérine ou autre. Les EMT-TFs peuvent également favoriser ou orienter 

l’activité de modificateurs d’histones tels que les histones déacétylase HDAC ou déméthylase 

LSD1 afin de réprimer la transcription (213).  
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Dans cette partie, je souhaite présenter les principales familles d’EMT-TFs à savoir les familles 

SNAI, TWIST et ZEB. Au cours de ma thèse, je me suis principalement focalisée sur le rôle de ZEB1. 

Aussi, j’ai fait le choix de particulièrement détailler les EMT-TFs ZEB1 et ZEB2 et d’être plus brève 

sur les autres.  

3.1. Les protéines à doigts de zinc et homéo-domaine de la 

famille ZEB 

De manière intéressante, le facteur de transcription ZEB1 a été identifié pour la première fois 

en 1991 en tant que régulateur transcriptionnel de l’interleukine 2 dans les lymphocytes T 

humain. ZEB1 était alors nommé protéine inhibitrice de l’IL-2 (NIL2A) (214). Indépendamment, 

une autre équipe étudiait la régulation du gène delta-cristallin dans le poulet. Comme ils 

trouvèrent une séquence promotrice ‘enhancer’ dans le troisième intron du gène responsable 

d’un motif d’expression spécifique des cellules du cristallin, le gène fût rebaptisé delta-crystallin 

enhancer factor (deltaEF1) (215). AREB6, ZEB et BZP, maintenant connus sous le nom de ZEB1, 

ont été identifiés comme facteur de transcription dans différentes études indépendantes dans 

différents types cellulaires (216). Le répresseur transcriptionnel ZEB a par exemple été identifié 

comme régulateur de la chaine lourde immunoglobuline, impliquée dans la spécificité des 

lymphocytes B (217).  

De son côté, ZEB2 a été identifié pour la première fois lors d’une étude chez l’amphibien 

Xenopus comme facteur de transcription pouvant lier le domaine MH2 de Smad1. Le répresseur 

transcriptionnel alors identifié fût nommé protéine interagissant avec Smad (SIP1) ou ZEB2 pour 

sa forte homologie avec ZEB1 (218). 

La famille des facteurs de transcription aux homéo-domaines à doigts de zinc ZEB comporte 

deux protéines homologues ZEB1 et ZEB2 (Figure 51). Les protéines ZEB possèdent un homéo-

domaine central qui ne peut se lier à l’ADN. Cet homéo-domaine « POU-like » est principalement 

impliqué dans des interactions protéines/protéines. ZEB1 et ZEB2 se lient sur des séquences 

CACCT(G) de l’ADN appelées E-box grâce à leurs domaines en doigts de zinc. ZEB1 et ZEB2 ont 

chacun deux zones riches en doigts de zinc bien séparées. La zone localisée en partie N-terminale 

(NZF) contient quatre domaines à doigts de zinc et la zone en C-terminale (CZF) en contient trois. 

Alors que les séquences en dehors des zones NZF et CZF diffèrent, il existe une forte similarité 

entre les séquences NZF et CZF des protéines ZEB1 et ZEB2, avec respectivement 88 pourcent et 
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93 pourcent de similitudes. Grâce au domaine d’interaction avec le co-répresseur CtBP (CID), ZEB1 

et ZEB2 sont capable de s’associer à CtBP afin de réprimer la transcription. Le seul domaine CID 

de ZEB2 est même capable de réprimer la transcription de la E-cadhérine en coopération avec 

CtBP. ZEB1 et ZEB2 peuvent aussi interagir avec les SMAD impliqués dans la signalisation TGF-β 

via les domaines d’interaction SBD. ZEB1 a la particularité de pouvoir interagir avec des co-

activateurs transcriptionnels P300 et P/CAF. ZEB1 a également été décrit comme coactivateur de 

la voie Hippo médiée par YAP. YAP et ZEB1 colocalisent dans le noyau. Des expériences d’immuno-

précipitation de la chromatine ont montré que ZEB1 et YAP se lient aux promoteurs de CTGF, 

CYR61, SDPR et AXL sur des motifs différents des E-box, sites de liaison de ZEB1. Alors que YAP ne 

possède pas de site de liaison à l’ADN, le complexe ZEB1/YAP se lie au facteur de transcription 

TEAD afin de lancer son programme transcriptionnel (219) (Figure 52). Les facteurs de 

transcription ZEB peuvent enfin être sumoylées (SUMO), ce qui affecte leur activité de régulateurs 

transcriptionnels. Les modifications post-translationnelles telles que la sumoylation et la 

phosphorylation pourraient favoriser les interactions protéine/protéine et orienter le 

recrutement d’un coactivateur ou corépresseur transcriptionnel (220). Au final, bien que ZEB1 et 

ZEB2 aient une structure très similaire, la présence de domaines d’interactions spécifiques donne 

la possibilité d’activités transcriptionnelles distinctes, voire antagonistes.  

 

Figure 51 Représentation des facteurs de transcriptions ZEB1 (en haut) et ZEB2 (en bas). La famille des 

facteurs de transcription ZEB est caractérisée par la présence de deux zones riches en domaines à doigts de zinc à 

chaque extrémité (NZF et CZF) et un homéo-domaine central (HD). ZEB1 et ZEB2 peuvent interagir avec les SMAD 

et CtBP via les domaines d’interaction respectifs SBD et CID. ZEB1 a la particularité de pouvoir interagir avec des 

co-activateurs transcriptionnels P300 et P/CAF. Les protéines ZEB peuvent enfin être sumoylées (SUMO), ce qui 

affecte leur activité de régulateurs transcriptionnels Adapté de (220). 
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Figure 52 Exemples de mécanismes d’action du facteur de transcription ZEB1. Zeb1 peut agir comme 

répresseur transcriptionnel en se liant avec des corépresseurs sur les promoteurs de gènes à réprimer via les E-Box 

(à gauche en rouge). Zeb1 Peut également agir en tant que coactivateur du complexe YAP1/TEAD (à droite en vers) 

(Waltraut Lehmann, 2016). 

 

Les phénotypes des souris KO pour les facteurs de transcription diffèrent également. Le KO 

de Zeb2 chez la souris est létal au stade E9.5. Les embryons de souris présentent un défaut de 

fermeture du tube neural, une absence d’ectoderme et un retard de croissance (221). Le KO de 

Zeb1 induit quant à lui la mort des animaux à la naissance en raison d’une déficience respiratoire 

sévère. Les souris présentent également des malformations osseuses. De plus, elles présentent 

un système immunitaire défaillant avec une déficience en lymphocytes T (222). Alors que Zeb1 

est exprimé au cours du développement du système nerveux central, le KO de Zeb1 n’induit pas 

de déficience majeure sur le système nerveux, suggérant un rôle compensatoire du facteur de 

transcription Zeb2 lors de la perte de Zeb1 dans les tissus nerveux. De manière intéressante, les 

souris hétérozygotes Zeb2+/- se développent jusqu’au terme mais meurent à la naissance en 

raison d’une déficience respiratoire sévère similaire aux souris Zeb1-/-. Enfin, le phénotype 

Zeb2+/- Zeb1-/- est létal au stade E13.5 suggérant un effet additif des facteurs de transcription 

ZEB1 et ZEB2 (223).  

Chez l’homme, des mutations de ZEB1 et ZEB2 ont également été décrites et associées à des 

malformations. Des mutations hétérozygotes de ZEB2 ont été associées à la maladie de 

Hirschsprung. La maladie de Hirschsprung est une maladie congénitale affectant le tube digestif. 

Elle est la conséquence d’un défaut de développement du système nerveux dans la paroi du 
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segment terminal de l’intestin. Des mutations non-sens de ZEB1 sont retrouvées chez plus de la 

moitié des patients atteints de dystrophie de la cornée (220).  

L’expression de ZEB1 et ZEB2 ne se limite pas aux cellules mésenchymateuses, puisqu’ elle a 

été décrite dans différentes populations immunes (T, B, NK, …), les cellules endothéliales, certains 

neurones. Je tiens à souligner que l’expression de ZEB1 par différents types cellulaires dans le 

microenvironnement tumoral, incluant non seulement les cellules stromales mais aussi les 

cellules immunes, a été une problématique majeure au cœur de mes travaux de thèse. 

A. FONCTIONS NON REDONDANTES DE ZEB1 ET ZEB2 AU COURS DU DEVELOPPEMENT 

EMBRYONNAIRE 

Les fonctions antagonistes de ZEB1 et ZEB2 sont encore très peu décrites. Un argument en 

faveur des fonctions spécifiques à chaque EMT-TF est leur profil d’expression au cours du 

développement embryonnaire. Au stade embryonnaire E8.5 et E14.5 par exemple, les expressions 

de ZEB1 et ZEB2 sont largement mutuellement exclusives (Figure 53).  

 

Figure 53 a. Représentation schématique des expressions de ZEB1 et ZEB2 au stade embryonnaire E8.5. ZEB1 

est principalement exprimé dans le prosencéphale ventral, rhombencéphales 3 et 5, dans le notochorde er 

l’endoderme. ZEB2 quant à lui est exprimé dans le prosencéphale dorsal, le tube neural à l’exception des 

rhombencéphales 3 et 5 et dans le mésoderme paraxial. B. Représentation schématique de l’expression de ZEB1 

et ZEB2 au cours du développement du cerveau au stade E14.5. L’expression de ZEB1 est restreinte aux zones 

ventriculaires et sous-ventriculaires du prosencéphale alors que ZEB2 est exprimé dans le stratium superficiel et 

intermédiaire (224).  
 

B. FONCTIONS OPPOSEES DE ZEB1 ET ZEB2 DANS LA REGULATION DE LA VOIE DU TGF-Β 

Une des premières études démontrant le rôle antagoniste de ZEB1 et ZEB2 date de 2003. 

Postigo a alors étudié les rôles des deux homologues de la famille ZEB dans la régulation de la 
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voie du TGF-β. Alors que ZEB1 synergise avec les SMAD pour activer la signalisation TGF-β/BMP, 

ZEB2 joue le rôle de répresseur en recrutant CtBP (225). 

C. FONCTIONS DE ZEB1 ET ZEB2 DANS LE CONTROLE DE LA DIFFERENCIATION DES T CD8 

EFFECTEURS 

L’expression en miroir des homologues de la famille ZEB dans les lymphocytes T CD8 

effecteurs a soulevé la question de la coopération/redondance des fonctions des facteurs de 

transcription ZEB1 et ZEB2 ou de fonctions spécifiques. Les expressions variables de ZEB1 et ZEB2 

au cours de la réponse immune permettent de définir l’état de différenciation des lymphocytes T 

CD8. Alors que ZEB2 favorise le phénotype de lymphocytes T cytotoxiques très différencié, ZEB1 

est indispensable à la maintenance des T CD8 mémoires (226).  

D. ROLES DE ZEB1 ET ZEB2 DANS LE LIGNAGE NK 

L’équipe de Thierry Walzer s’intéresse tout particulièrement aux rôles distincts de ZEB1 et 

ZEB2 dans le développement des cellules NK. Aussi, il a pu être démontré que ZEB2, en 

coopération avec T-bet, est essentiel à la maturation et activité des cellules NK (227). Récemment, 

le rôle clé de ZEB1 dans le développement des lymphocytes NKT invariant a été révélé. ZEB1 

favorise la survie des thymocytes doubles positifs CD4+CD8+ et doubles négatifs CD8-CD4- en 

réprimant la signalisation TCR (228). 

E. ROLES DE ZEB1 ET ZEB2 DANS LE LIGNAGE MYELOÏDE 

Les facteurs de transcription ZEB régulent un réseau transcriptionnel orientant la 

différenciation, maintenance et fonction des cellules myeloïdes. En 2012, le consortium ImmGen 

observait pour la première fois l’expression restreinte de ZEB2 aux cellules dendritiques 

plasmocytoïdes (pDCs) et conventionnelles cDC2 mais pas cDC1. Tout comme pour les 

macrophages et monocytes, ZEB2 est nécessaire à la survie et au développement des pDCs. Le 

rôle de ZEB2 dans les cellules conventionnelles cDC2 n’est pas élucidé étant donné le faible impact 

de la délétion de ZEB2 sur le nombre de cDC2 chez la souris. De son côté, ZEB1 impacte le 

sécrétome des cDC1 (229). 
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F. ROLES DE ZEB1 ET ZEB2 DANS LE LIGNAGE MELANOCYTAIRE ET LA MELANOMAGENESE 

Le lignage mélanocytaire est aussi une belle illustration d’expression en miroir des facteurs 

de transcription de la famille ZEB ainsi que de leurs fonctions spécifiques pour la mise en place et 

le maintien du lignage mélanocytaire et le développement de mélanome. Je m’arrêterai plus en 

détail sur l’expression des EMT-TFs dans les mélanocytes et cellules de mélanomes dans la 

dernière partie (partie 5). 

3.2. La famille SNAIL 

Snail est le premier facteur de transcription inducteur d’EMT découvert et sans doute un des 

plus important répresseurs de la E-cadhérine. Snail a été décrit pour la première fois chez la 

drosophile, où il apparait être essentiel pour la formation du mésoderme et de la crête neurale 

(230; 231). Suite à cette découverte, de nombreux homologues de Snail ont été mis en évidence 

dans d’autres espèces aussi bien chez les invertébrés que les vertébrés. Chez les vertébrés, trois 

facteurs de transcription membres de la famille Snail ont été identifiés : Snail1 (Snail), Snail2 (Slug) 

et Snail3 (Smuc). 

Les membres de la famille SNAIL sont également des facteurs de transcription à doigts de 

zinc. La région C terminale, très conservée, contient quatre à six doigts de zinc qui permettent la 

liaison à l’ADN sur les motifs E-Box. SNAIL et SLUG peuvent donc agir en compétition ou en soutien 

des facteurs de transcription de la famille ZEB. SNAIL et SLUG sont tous deux des répresseurs 

transcriptionnels via le domaine d’interaction protéines-protéines commun Snag. SLUG possède 

en plus un domaine qui lui est propre qui permet notamment le recrutement du corépresseur 

CtBP (Figure 54).  

 

Figure 54 Représentation des facteurs de transcriptions SNAIL (en haut) et SLUG (en bas). La famille des 

facteurs de transcription SNAIL est caractérisée par la présence de d’une zone riche en domaines à doigts de zinc 

à l’extrémité C terminale. SNAIL et SLUG peuvent interagir via le domaine d’interaction commun SNAG. SLUG 

possède un domaine d’interaction supplémentaire portant son nom (232) 
 

Les deux membres de la famille des SNAIL ont un rôle prépondérant dans l’embryogenèse, 

notamment au cours de la gastrulation et formation de la crête neurale. Ils coordonnent non 



112 

 

seulement les changements morphologiques, les mouvements cellulaires pendant la gastrulation 

mais aussi le devenir des cellules en orientant la différenciation.  

Tout comme les EMT-TFs ZEB, SNAIL est principalement exprimé de manière transitoire au 

cours du développement puis réactivé dans les cellules épithéliales néoplastiques. L’expression 

de Snail par d’autres types cellulaires tels que les cellules souches mammaires (233) ou les 

macrophages a récemment été observée (234; 235).  

Chez la souris, l’invalidation de Snail1 est létale au stade de la gastrulation pour l’embryon 

qui ne parvient pas à former le mésoderme. 

La perte homozygote de Snail2 est quant à elle viable. Snail2 intervient moins précocement 

que Snail1 au cours du développement embryonnaire. Cependant, Snail2 étant essentiel au 

développement des cellules hématopoïétiques, cellules germinales et mélanoblastes, la perte 

homozygote de Snail2 entraine de l’anémie, des problèmes de fertilité et des défauts de 

pigmentation comparables à ceux observés chez les patients atteints du syndrome de 

Waardenburg (236). 

3.3. Les bHLH TWIST 

Le gène Twist a été découvert chez la drosophile ou son absence induit un phénotype 

« vrillé » des embryons (237). TWIST apparaît être essentiel pour la gastrulation, la polarité 

dorso-ventrale ainsi que la différenciation du mésoderme et la formation des muscles.  

Les facteurs de transcription TWIST1 et TWIST2 appartiennent à la famille des facteurs de 

transcription à motif basique hélice-boucle-hélice qui permettent à la fois leur dimérisation et 

liaison à l’ADN. En effet, TWIST1 et TWIST2 se lient sur les motifs E-box de l’ADN sous forme de 

dimères. TWIST1 et TWIST2 hétérodimérisent avec les protéines bHLH de classe I ubiquitaires 

nommées protéines E, incluant les protéines E12, E47, TCF4 et TCF12 (238). 

La partie à l’extrémité C-terminale appelée « TWIST box » est fortement impliquée dans 

l’activité transcriptionnelle activatrice ou inhibitrice de la famille TWIST (Figure 55). La régulation 

de la transcription dépend de plusieurs facteurs incluant le choix du partenaire de dimérisation, 

les modifications post-traductionnelles, ainsi que le recrutement de coactivateurs ou 

corépresseurs. Ainsi, les protéines TWIST peuvent à la fois inhiber la E-cadhérine et activer la N-

cadhérine par exemple. 
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Figure 55 Représentation des facteurs de transcriptions TWIST1 (en haut) et TWIST2 (en bas). La famille des 

facteurs de transcription TWIST est caractérisée par les domaines basiques et hélice-boucle-hélice (HLH). La TWIST 

box permet le recrutement de corégulateurs transcriptionnels (232) 
 

Tout comme les EMT-TFs des familles ZEB et SNAIL, les membres de la famille TWIST sont 

exprimés de manière variable au cours du développement embryonnaire. A l’âge adulte, les gènes 

TWIST restent exprimés dans de nombreux tissus glandulaires, tubulaires ou épithéliaux dont les 

cellules gastriques principales, l’épithélium de la prostate, les hépatocytes, les tubes séminifères, 

la granulosa des follicules ovariens, les tubules rénaux collecteurs et sécrétoires, les glandes 

utérines, la corticosurrénale, les bronchioles ainsi que les alvéoles pulmonaires. Les membres de 

la famille TWIST sont également exprimés par les cellules immunes. Il a notamment été montré 

que TWIST1 et TWIST2 interagissent avec la sous-unité NF-κB p65 (Rel-A) pour inhiber l’activation 

de la voie (239). 

Les délétions des gènes Twist1 ou Twist2 chez la souris sont toutes deux létales, mettant ainsi 

en évidence le rôle majeur de ces deux gènes au cours du développement (240; 241). 

L’invalidation homozygote de Twist est létale après 11,5 jours de développement avec une 

exencéphalie sévère.  

L’état hétérozygote est viable mais accompagné d’un ensemble d’anomalies osseuses crano-

faciales et des membres, et de polydactylie. La perte hétérozygote de TWIST est associée au 

syndrome de Saethre-Chtozen entrainant une déformation du visage due à une soudure latérale 

précoce des structures coronales, un ptosis et des malformations de l’oreille (241).  

 

 

 



114 

 

4. Fonctions oncogéniques des EMT-TFs dans les carcinomes 
 

L’expression aberrante des EMT-TFs a été décrite dans un grand nombre de cancers, incluant 

entre autres les carcinomes mammaires, pulmonaires, colorectaux pancréatiques, cutanés et les 

mélanomes. L’essentiel des fonctions des EMT-TFs ont été décrites dans les carcinomes, 

apportant des informations majeures, potentiellement généralisables aux autres cancers, même 

si des spécificités sont observées en fonction du type cellulaire d’origine, notamment pour les 

cancers dérivés de la crête neurale comme le mélanome (confère partie 5).   

4.1. EMT et dissémination métastatique 
Si l’implication de l’EMT dans la tumorigenèse a été envisagée pour la première fois dans les 

années 80s, le rôle oncogénique de l’EMT in vivo a longtemps été sujet de controverse. En effet, 

le processus d’EMT étant transitoire, il est difficile de l’observer. Etant donné son rôle majeur 

dans la mobilité cellulaire au cours du développement, l’EMT était premièrement soupçonnée de 

jouer un rôle dans la dissémination métastatique. Cependant, les capacités mésenchymateuses 

nécessaires à la métastase, telles que la dissociation cellulaire, la migration, la dissémination et 

l’invasion ont longtemps été associées à une succession d’altérations génétiques secondaires 

(242).  

Les premières preuves de l’implication de l’EMT dans la carcinogénèse sont arrivées au cours 

des années 2000 grâce notamment à une étude de l’équipe d’Angela Nieto sur l’EMT-TF SNAIL1. 

L’expression ectopique de SNAIL1 dans des cellules épithéliales saines, plus précisément des 

kératinocytes, et des lignées tumorales incluant des cellules de carcinome du colon, 

d’adénocarcinome mammaire, de carcinome de la vessie ainsi que la lignée de mélanome A375P 

était corrélée à une diminution de la E-cadhérine et plus généralement l’acquisition d’un 

phénotype mésenchymateux. De plus, pour les cellules cancéreuses, la surexpression de ZEB1 

augmentait le potentiel invasif (243).  

Un an plus tard, Thomas Brabletz décrivait des cellules à morphologie fibroblastique sur le 

front invasif de carcinomes colorectaux (244). De plus, ces cellules avaient perdu l’expression de 

la E-cadhérine au profit de la N-cadhérine. Ainsi, des caractéristiques de l’occurrence du 

programme d’EMT étaient retrouvées sur le front invasif de tumeurs, aussi bien primaires que 

métastatiques.  
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En 2004, le laboratoire de Robert Weinberg démontre l’implication de TWIST1 dans la 

formation de métastases. Dans un modèle murin de carcinome mammaire hautement 

métastatique, la déplétion de Twist1 par ARN interférence empêche la formation de métastase 

au poumon. A l’inverse, l’expression ectopique de Twist1 induit la perte de la E-cadhérine, 

l’activation de marqueurs mésenchymateux et la dissémination métastatique (245). 

La relevance de l’EMT dans le cancer du sein a été démontrée in vivo en 2008 grâce à la 

génération de souris transgéniques exprimant l’oncogène c-Myc et le traceur cellulaire lacZ 

spécifiquement et de manière inductible dans les cellules épithéliales mammaires. Après 

induction de l'oncogène, la présence de cellules mésenchymateuses positives pour lacZ était la 

preuve de l'occurrence du processus d’EMT in vivo à partir de cellules épithéliales (246).  

Le rôle de la boucle de rétrocontrôle ZEB/miR-200 sur le contrôle de la dissémination 

métastatique a été étudié dans un modèle murin d’adénocarcinome du poumon 

KrasG12Dp53R172HΔG. L’analyse différentielle d’expression entre les tumeurs formant des 

métastases ou non identifie les membres de la famille miR-200. L’expression ectopique de miR-

200b dans les tumeurs initialement capables de former des métastases anéantit leurs capacités 

d’entrer en EMT, d’invasion et de métastases (247). Dans un modèle murin d’adénocarcinome 

canalaire pancréatique Kras/p53 muté (KPC), la délétion du facteur de transcription Zeb1 

supprime les capacités d’invasion et de formation de métastases (248). Dans le même modèle, la 

déplétion des EMT-TFs Snai1 et Twist1 s’était avérée inefficace sur l’altération des capacités 

invasives et métastatiques des tumeurs primaires suggérant un rôle spécifique de Zeb1 dans ce 

modèle (249). 

Enfin, si l’EMT est nécessaire pour la dissémination, la transition inverse MET est 

indispensable à la colonisation métastatique. L’analyse de l’expression de TWIST sur presque cent 

carcinomes métastatique a montré une diminution de l’expression de TWIST1 dans les 

métastases ganglionnaires en comparaison à la tumeur primaire. L’impact de l’EMT-TF a été 

étudié rigoureusement dans un modèle de carcinome cutané où l’expression de Twist1 peut-être 

induite grâce au transgène TetOP-Twist1 sous le contrôle du promoteur de la kératine 5 K5. Ainsi, 

sous traitement à la doxycycline, les cellules de la couche épidermique basale expriment Twist1. 

L’expression de Twist1 n’étant pas suffisante à la formation de tumeur, l’induction de carcinomes 

est induite par traitements DMBA/TPA. Une fois les tumeurs formées, Twist1 est soit induit dans 
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les cellules K5 de la tumeur primaire par application locale de la doxycycline, soit dans toutes les 

cellules tumorales incluant les cellules ayant disséminé par traitement à la doxycycline dans l’eau 

de boisson. Le maintien de l’expression de Twist1 dans le deuxième groupe réduit drastiquement 

la formation de métastases démontrant l’importance du caractère réversible de l’EMT dans la 

formation de métastases (250). Dans un autre modèle murin, la perte de l’inducteur d’EMT Prrx1 

a été démontrée nécessaire à la formation de métastases après injection dans la queue de souris 

immunodéprimées de cellules cancéreuses (251). Finalement, c’est la succession réversible de 

cycles d’EMT et de MET et non pas la seule induction d’un phénotype mésenchymateux qui 

permet l’invasion et la formation de métastase, soulignant là encore l’importance de la plasticité 

cellulaire. 

L’ensemble de ces travaux illustre le rôle de la transition réversible entre les états épithéliaux 

et mésenchymateux orchestrée par les EMT-TFs dans l’invasion et la formation de métastases. 

Cependant, l’expression des EMT-TFs a également été rapportée dans des tumeurs humaines et 

murines non-invasives, suggérant leur implication dans d’autres processus. Chez l’homme par 

exemple, de forts niveaux d’expression de ZEB1 sont observés dans des adénocarcinomes 

pancréatiques in situ (252). En parallèle chez la souris, Zeb1 a été retrouvé dans des lésions 

d’adénocarcinome pancréatique canalaire non invasives (249). L’équipe du Pr. Alain Puisieux a 

démontré les rôles précoces des EMT-TFs et particulièrement de ZEB1 dans la transformation et 

progression tumorale que je vais détailler (Figure 56, confère annexe). Enfin, il apparait que les 

EMT-TFs sont impliqués à chaque étape de la carcinogenèse incluant la résistance aux traitements 

et échappement au système immunitaire des carcinomes que je décrirai dans une dernière partie. 
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Figure 56 Fonctions Oncogéniques de ZEB1. Comme les EMT-TFs des familles SNAIL et TWIST, ZEB1 joue un 

rôle central déterminant le devenir cellulaire en régulant la transcription de facteurs impliqués dans le contrôle de 

la différenciation, prolifération, survie et mobilité. Son expression soutien la transformation et la progression 

tumorale et contribue à la résistance aux traitements et l’évasion au système immunitaire (Julie Caramel, 2018). 

De plus, si un grand nombre de fonctions sont conservées d’un EMT-TF à l’autre, certaines fonctions sont 

spécifiques et non redondantes (224). Enfin, certaines cibles directes ont pu être démontrées par de nombreux 

ChIP Seq réalisés à partir de lignées cancéreuses mammaires.   
 

4.2. Les EMT-TFs favorisent l’échappement aux systèmes de 

sauvegarde permettant la transformation 

Les travaux notamment de l’équipe d’Alain Puisieux, ont permis de montrer que l’implication 

des EMT-TFs dans la carcinogenèse est en fait très précoce en favorisant l’échappement aux 

systèmes de sauvegarde incluant les voies Rb et p53 (253). Dans un modèle cellulaire épithélial 

mammaire immortalisé HMEC, la surexpression de TWIST1 inhibe la sénescence induite par 

l’oncogène ERBB2 en inhibant p16 et p21 (254). La capacité de ZEB1 à inhiber la sénescence 

induite par l’oncogène EGFR a aussi été démontré in vitro dans un modèle humain de cellules 

épithéliales de l’œsophage immortalisées EPC2-hTERT. Dans ce modèle, ZEB1 inhibe p16INK4A et 
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p15INK4B (255). Cette capacité est conservée chez la souris et a été observée dans un contexte 

différent à savoir un modèle de fibroblaste embryonnaire. La délétion de Zeb1 par knock-out 

induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S précoce suite à l’expression de p21 et p15 (256).  

En inhibant les mécanismes de sauvegarde, les EMT-TFs favorisent la transformation 

maligne. Ainsi, dans un modèle de lignée épithéliale mammaire immortalisée HMEC, l’expression 

ectopique de ZEB1 ou de TWIST1 accélère la transformation induite par l’oncogène RAS en 

réduisant le nombre d’événements génétiques nécessaires. Le potentiel transformant des cellules 

HMEC après induction combinées de RAS et d’un EMT-TF a été validé in vitro par test de formation 

de colonies en agar mou. In vivo, la coopération de TWIST1 avec RAS a été montrée dans un 

modèle transgénique murin. Les transgènes Twist1 et/ou K-rasG12D sont principalement 

exprimés dans la glande mammaire mais aussi dans l’épithélium cutané grâce à un contrôle par 

le promoteur MMTV.  Alors qu’aucune souris Twist1 ne développe de lésion maligne, les souris 

KrasG12D développent des papillomes oraux et anaux et les souris exprimant les deux transgènes 

développent des papillomes qui évoluent en carcinomes (257).  

Suite à ces travaux révélant la synergie existante entre l’induction oncogénique de Ras et la 

réactivation de l’expression de l’EMT-TF Twist1, l’équipe Cédric Blanpain a étudié le rôle de Twist1 

dans les étapes d’initiation de carcinomes cutanés émergeants après activation de Ras. Dans un 

modèle murin de carcinome cutané induit par mutation de Kras ou traitement DMBA/TPA, les 

niveaux d’expression de Twist1 augmentent au cours de la progression tumorale. Alors que Twist1 

n’est pas détectable dans les cellules épidermiques normales, Twist1 est exprimé par quelques 

cellules après activation de Kras ou traitement DMBA/TPA, avant même l’apparition de tumeur 

bénigne. Twist1 est ensuite exprimé par une grande majorité de tumeurs cutanées et les niveaux 

d’expression de Twist1 sont encore augmentés au stade le plus avancé de carcinome cutané dit 

SCC. L’inactivation conditionnelle de Twist1 dans les cellules épidermiques murines 

K14Cre:Twist1fl/fl compromet l’initiation tumorale. Enfin, la délétion de Twist1 dans les tumeurs 

existantes démontre son rôle dans le maintien de la croissance tumorale. En fait, Twist1 inhibe 

l’apoptose induite par l’oncogène en régulant p53 d’une part et favorise la prolifération cellulaire 

et propagation de façon indépendante de p53 d’autre part (258).  

Dans un modèle de cancer du poumon médié par Kras, de faibles niveaux d’expression de 

Zeb1 ont été montrés suffisants pour l’initiation de tumeurs in vivo (252). Enfin, dans le modèle 

KPC d’adénocarcinome pancréatique canalaire Kras/p53, le rôle majeur et spécifique de l’EMT-TF 
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Zeb1 sur l’initiation tumorale a été démontré. La déplétion homozygote de Zeb1 réduit 

drastiquement le nombre de métaplasie et lésions précancéreuses alors que les déplétions de 

Snail1 ou Twist1 n’ont pas d’effet (248).  

4.3. Les EMT-TFs favorisent l’acquisition de propriétés 

souches et la génération de cellules souches cancéreuses 

Les cellules souches cancéreuses (CSCs) sont caractérisées par la double capacité d’auto-

renouvellement en générant une hétérogénéité phénotypique comparable à la tumeur d’origine 

(259). Initialement, le modèle hiérarchique plaçait la CSC au sommet de la pyramide de 

différenciation tumorale. Elle seule était alors capable d’initier une tumeur hétérogène. Le « gold 

standard » d’isolation et de caractérisation de CSC humaine est le test de transplantations sériées 

en dilution limite chez les souris immunodéficiences. Le faible nombre de cellules injectées 

permet d’évaluer la fréquence de CSC en fonction du nombre de tumeurs formées par rapport au 

nombre de cellules implantées. La répétition de transplantations sériées permet de démontrer le 

maintien des capacités tumorigènes au cours du temps, en excluant la présence de cellules 

cancéreuses très proliférantes mais non CSC. Les tests de mammosphères ont été développés afin 

d’isoler et de cultiver les CSC in vitro. De même que chez la souris, la capacité à former plusieurs 

générations de mammosphères est associée aux CSC. L’analyse de l’efficacité à former des 

organoïdes ainsi que l’expresssion du cluster de différenciation CD44 et de l’enzyme ALDH sont 

également des biomarqueurs couramment utilisés pour l’isolement de CSC dans les tumeurs 

solides. En utilisant des tests de mammosphères, Anne-Pierre Morel et al. a démontré le rôle de 

la coopération des EMT-TFs TWIST1, ZEB1 et ZEB2 avec l’oncogène RAS dans l’acquisition de 

propriétés souches par la lignée épithéliale mammaire  HMEC. L’acquisition de CD44 et la perte 

du cluster de différenciation CD24 sous expression combinée de HRASG12V avec les EMT-TFs 

valident la reprogrammation en cellules souches cancéreuses des cellules HMEC. De manière 

intéressante, alors que l’expression de RAS, TWIST1 ou ZEB2 n’est pas suffisante à elle seule pour 

l’induction d’un phénotype souche,  la seule expression ectopique de ZEB1 permet la conversion 

de près de 85 pourcent des cellules épithéliales HMEC en CSC CD44+/CD24- (257). L’acquisition 

de propriétés souches grâce au processus d’EMT remet en cause le dogme attaché aux rares 

cellules souches cancéreuses au sommet d’une hiérarchie unidirectionnelle. La notion de 

reprogrammation de cellules cancéreuses non souches en cellules souches cancéreuses révèle de 

plus une plasticité tumorale longtemps sous-estimée.  
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Au niveau moléculaire, ZEB1 régule négativement les micro-ARN répresseurs de propriétés 

souches comme miR-200, miR-183 et miR-203 qui régulent les facteurs associés aux propriétés 

souches BMI1, SOX2 et KLF4 (253). Les travaux de l’équipe d’Alain Puisieux ont également 

démontré le rôle de ZEB1 dans la régulation du programme de protection des cellules souches 

mammaires humaines saines contre le stress oxydatif. Le facteur de transcription ZEB1 régule 

directement la réductase sulfoxide/méthionine MSRB3 qui joue un rôle majeur dans la prévention 

des dommages à l’ADN induits par un oncogène. Ainsi, ZEB1 empêche l’activation de p53 et 

permet le maintien de la stabilité génomique au cours de la transformation (260). L’expression de 

ZEB1 favorise donc un processus de tumorigénèse reposant davantage sur la plasticité cellulaire 

que sur l’acquisition de mutations génétiques. 

4.4. Les EMT-TFs dans la résistance aux traitements 
L’acquisition de propriétés souches mais aussi mésenchymateuses a été associée à la 

résistance aux traitements standards incluant les radio- et chimiothérapies mais aussi les 

thérapies ciblées. Ces thérapies échoueraient dans l’élimination des cellules cancéreuses ayant 

acquis des propriétés souches par le processus d’EMT (261). Le rôle spécifique d’un ou plusieurs 

EMT-TFs n’est cependant pas toujours clairement identifié et la résistance aux traitements est 

parfois simplement associée aux caractéristiques mésenchymateuses. Cependant, certaines 

études s’efforcent de disséquer le rôle spécifique à chaque facteur de transcription. Je souhaite 

ici en détailler les principales. Par exemple, un phénotype dépendant de ZEB1 favorise 

l’acquisition de résistance à l’erlotinib ciblant le récepteur à tyrosine kinase EGFR dans les cancers 

du poumon non à petites cellules (NSCLC) avec un rôle majeur du récepteur AXL (262). Les EMT-

TFs des familles TWIST et SNAIL contrôlent de manière directe l’expression du transporteur ABCB5, 

favorisant la résistance à la chimiothérapie (263). L’activation du programme de réponse aux 

dommages à l’ADN induit par ZEB1 décrit précédemment comme caractéristique de CSC (260) 

favorise la résistance des cellules cancéreuses mammaires aux radiothérapies. Il est intéressant 

de noter que le mécanisme identifié fait intervenir ZEB1 indépendamment de son activité 

transcriptionnelle. En interagissant avec la peptidase spécifique de l’ubiquitine USP7, ZEB1 

augmente la capacité de USP7 à déubiquityniler et donc stabiliser la kinase CHK1. En orchestrant 

la réparation de l’ADN de manière très fidèle par recombinaison homologue, CHK1 contre les 

effets de la radiothérapie (264). De plus, les micro-ARN cibles de ZEB1 miR-203, miR-429 et miR-

200c ont été largement impliqués dans la résistance à la chimiothérapie. Le cas des carcinomes 

de l’ovaire est particulièrement intéressant. En effet, les cancers de l’ovaire épithéliaux s’avèrent 
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être plus résistants au cisplatine comparativement à ceux présentant des caractéristiques 

mésenchymateuses (265). Dans le même type tumoral, la résistance au cisplatine a été associée 

à de forts niveaux d’expression de ZEB1 régulant miR-429 (266).  Ces deux observations, à priori 

incompatibles, suggèrent que le mécanisme de résistance dépendant de la boucle de 

rétrocontrôle ZEB1/miR-429 est découplé du processus d’EMT. miR-200c, un autre membre de la 

famille mirR-200 également régulé par ZEB1, favorise la sensibilité des glioblastomes à la 

chimiothérapie en contrôlant l’expression de la 6-O-Méthylguanine-ADN méthyltransférase 

MGMT, enzyme clé de la réparation de l’ADN (267). L’expression de miR-203 est aussi associée à 

la sensibilité des cellules cancéreuses mammaires et pancréatiques au paclitaxel et à la 

gemcitabine. Dans cette étude, l’équipe de Thomas Brabletz propose d’inhiber ZEB1 et de 

restaurer un niveau suffisant de miR-203 en utilisant un inhibiteur de HDAC appelé mocétinostat 

(268). Ces travaux soutiennent l’utilisation de drogues épigénétiques afin de favoriser le 

phénotype épithélial, différencié sensible aux traitements actuels. La palette des fonctions de 

ZEB1 a été élargie par une étude démontrant son rôle dans le métabolisme, la synthèse, le 

stockage et l’utilisation des acides gras à longue chaine polyinsaturée. Ces lipides sont des 

substrats pour la péroxydation des lipides. Les lipides péroxydés sont toxiques entrainant la mort 

cellulaire par ferroptose. Les cellules mésenchymateuses de différents types cancéreux 

résistantes aux thérapies expriment la péroxydase GPX4 qui protège les cellules de la ferroptose 

en dissipant les réactifs péroxydés. Dans cette étude, GPX4 apparait être le talon d’Achille 

commun aux tumeurs résistantes aux traitements ayant de forts niveaux d’expression de ZEB1 

(269).  

Enfin, bien que le lien direct d’un ou plusieurs EMT-TFs dans la résistance aux 

immunothérapies n’a à ce jour pas été démontré, le phénotype EMT a été associé à la résistance 

aux immunothérapies dans des modèles de cancer du sein (270). De plus, le rôle bien décrit des 

EMT-TFs dans l’échappement au système immunitaire des carcinomes suggère fortement qu’ils 

pourraient avoir un impact sur la réponse aux immunothérapies. 

4.5. Les EMT-TFs dans l’échappement au système immunitaire  

De plus en plus d’études s’intéressent aux rôles des EMT-TFs, et particulièrement des cellules 

cancéreuses aux caractéristiques mésenchymateuses, dans la modulation de l’immunité anti-

tumorale. Je souhaite dans cette partie discuter les multiples mécanismes (confère chapitre 2 
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partie 3) par lesquels les cellules tumorales en EMT influencent le microenvironnment 

immunitaire et la réponse immune anti-tumorale.  

 

 

Figure 57 Rôle de l’EMT dans les interactions entre les cellules tumorales et cellules immunes. Les cellules 

tumorales en EMT, moins immunogènes, contrôlent l’attraction de populations immunosuppressives et inhibent 

l’activité des populations immunes cytotoxiques et effectrices permettant l’échappement au système immunitaire 

(271).  

Plusieurs études ont associé l’induction du programme d’EMT à la résistance à la lyse par les 

lymphocytes T cytotoxiques. De manière intéressante, divers mécanismes indépendants 

favorisant cette résistance ont été mis en évidence, suggérant qu’une multitude de mécanismes 

associés à différents variants tumoraux en EMT sont capables d’induire la résistance à l’attaque 

du système immunitaire. Aussi, l’hétérogénéité intratumorale induite par l’EMT augmente la 

probabilité d’apparition d’un variant tumoral résistant à la lyse des T. 

Clé de la présentation antigénique, le CMH-I a été reporté régulé négativement par les cellules 

tumorales au phénotype mésenchymateux. La lignée de carcinome mammaire parentale au profil plutôt 

épithélial exprime de plus fort niveaux d’expression du CMH-I que sa dérivée mésenchymateuse (272). In 

vivo une diminution d’expression du CMH-I par les cellules de carcinomes mammaire mésenchymateuses 
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dérivées du modèle MMTV-PyMT a également été observée, par rapport aux tumeurs plus épithéliales 

(269).  

Dans un contexte de carcinome pulmonaire non à petites cellules, des déficiences de 

l’immunoprotéasome associées à un répertoire HLA-peptides peu divers sont des événements 

communément retrouvés dans des tumeurs aux profils plus mésenchymateux. Tripathi et al. se 

sont intéressés aux expressions constitutives et induites des sous-unités de l’immunoprotéasome 

et leur impact sur la présentation antigénique. En plus d’augmenter l’expression du CMH-I, un 

traitement par IFN-γ restaure le répertoire de peptides liés au CMH de classe I dans les cellules 

mésenchymateuses. Cependant, le répertoire peptidique généré par traitement à l’IFN-γ des 

cellules mésenchymateuses est significativement différent du répertoire des cellules épithéliales. 

Cette observation souligne l’impact de l’immunoprotéasome sur la présentation antigénique des 

cellules cancéreuses, indépendamment d’éventuels signaux pro- inflammatoires (273).  

Une étude sur la lignée de carcinome mammaire humain MCF-7 a démontré le rôle de l’EMT 

dans la résistance à la lyse par les lymphocytes T cytotoxiques. Les MCF-7 sont induites en EMT 

soit par expression ectopique de SNAIL1, soit par exposition chronique au TNF-α. Dans les deux 

cas, l’induction d’EMT protège les MCF-7 mésenchymateuses de la lyse par les lymphocytes T 

cytotoxiques. Le défaut de formation de synapse entre les lymphocytes T effecteurs Heu33 et les 

MCF-7 mésenchymateuses a été mis en évidence par quantification de l’accumulation de 

phospho-tyrosine à la synapse. Cette protection contre la lyse des T semble être liée à l’activation 

de l’autophagie dans les cellules mésenchymateuses. En effet, l’inhibition de l’autophagie par 

ARN interférant ciblant la bécline 1 restaure l’activité anti-cancéreuse des lymphocytes T (274).  

De manière intéressante, l’induction d’EMT dans le même modèle cellulaire MCF-7 par le 

ciblage de la protéine 2 induite par la signalisation WNT1 (WISP2) réduit également la sensibilité 

des MCF-7 à la lyse des T. Dans ce cas, l’EMT est associée à une hyperactivité de la voie du TGF-β 

et l’inhibition de la signalisation TGF-β restaure la sensibilité des MCF-7 à la lyse des T. Dans ce 

modèle, l’autophagie ne semble pas impliquée dans la résistance à la lyse par les lymphocytes T 

(275). 

Dans un modèle d’adénocarcinome pulmonaire IGR-Heu, l’EMT induite par culture en 

conditions hypoxiques favorise l’émergence de clones résistants à l’attaque par les lymphocytes 

T cytotoxiques spécifiques Heu171. La résistance des cellules mésenchymateuses IGR-Heu à la 
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lyse spécifique par les Heu171 peut être partiellement expliquée par la perte d’expression de la 

E-cadhérine par les IGR-Heu en EMT. En effet, l’activité des lymphocytes T cytotoxiques Heu171 

repose sur l’intégrine CD103 et son interaction avec la E-cadhérine, son ligand. L’inhibition des 

EMT-TFs des familles SNAIL et ZEB par ARN interférant restaure la sensibilité à la lyse des T (276).  

Enfin, malgré une immunogénicité suffisante, les cellules cancéreuses peuvent échapper à 

l’attaque des T et NK en dérégulant leur programme de mort apoptotique dépendante des 

caspases en aval des signalisations par TRAIL et FAS. Ainsi, les cellules de carcinome pancréatique 

PANC1 montrent une sensibilité réduite à la lyse par les LT après induction de l’EMT par 

expression ectopique du facteur de transcription à T-box Brachyury. Cette résistance ne semble 

pas associée à une perte d’immunogénicité mais à un défaut de la voie des caspases. Bien que les 

caspases soient activées, la laminine présente dans le noyau n’est pas dégradée correctement. 

Cette observation a été corrélée avec la perte d’expression de la kinase dépendante du cycle 

cellulaire CDK1, connue pour phosphoryler la laminine. Finalement, la restauration de l’activité 

de CDK1 restaure également l’immunosurveillance des cellules mésenchymateuses (277).  

4.6. Dérégulation de l’expression des ligands des points de 

contrôle du système immunitaire 

Un deuxième niveau d’échappement au système immunitaire passe par l’expression des 

ligands des points de contrôle du système immunitaire. De robustes corrélations entre un score 

EMT, les niveaux d’expression de miR-200 et de PD-L1 ont été observées en clinique dans des 

carcinomes pulmonaires non à petites cellules. Le contrôle direct d’expression de PD-L1 par la 

boucle de rétrocontrôle miR-200/ZEB1 a de plus été démontré. miR-200 régule négativement PD-

L1 par ciblage direct. En réprimant miR-200, ZEB1 lève la répression de PD-L1 favorisant 

l’immunosuppression des lymphocytes T CD8 (278). De nombreuses études montrent également 

une association entre un score EMT et les niveaux d’expression des ligands des points de contrôle 

du système immunitaire (279; 280). Toutefois, il est crucial de rappeler que les scores EMT et les 

expressions des ICPL obtenus à partir de la tumeur entière sont le reflet de l’expression des 

marqueurs d’EMT et ICPL par chacune des populations composant la tumeur, y compris les 

fibroblastes au fort score d’EMT et cellules immunes exprimant fortement les ICPL.  

 



125 

 

4.7. EMT et recrutement d’un microenvironnement pro-

tumoral 

Enfin, les cellules tumorales sont capables de recruter un microenvironnement immunitaire 

favorable au développement tumoral par la production et le relargage de cytokines 

inflammatoires.  

Dans un modèle de carcinome hépatique, l’EMT induite en condition d’hypoxie enclenche 

l’installation d’un microenvironnement immunosuppresseur. Les cellules tumorales en EMT 

favorisent le recrutement de macrophages dérivés de monocytes en produisant CCL20 de 

manière dépendante d’HIF-α. Ces derniers favorisent le ratio Treg/CD8 en produisant 

l’indoléamine-2,3-dioxygénase IDO (281). Dongre et al. ont également montré le rôle de l’EMT et 

plus particulièrement de Snail1 sur le recrutement des Treg et macrophages dans le modèle 

mammaire murin MMTV-PyMT. Des variants épithéliaux et mésenchymateux ont été dérivés à 

partir de la lignée de carcinome mammaire PyMT, avec induction possible des différents EMT-TFs 

à la doxycycline. Les tumeurs développées à partir de variants mésenchymateux ou aux forts 

niveaux d’expression de Snail1 ont un infiltrat plus faible en CD8 et plus riche en Treg, CD8 CTLA-

4+/PD-1+ et macrophages protumoraux CD206+ iNOS+ que leur homologues épithéliaux ou Snail1 

faible. De manière intéressante, la combinaison de clones épithéliaux et mésenchymateux dans 

diverses proportions permet de démontrer un gradient inverse entre l’infiltration T CD8 et le 

pourcentage de cellules mésenchymateuses à l’origine de la tumeur (269). 

Dans des lignées cancéreuses mammaires de type basal (MDA-231-D et Hs578T) et luminal 

(MCF-7), le séquençage d’immunoprécipitation de la chromatine ChIP-Seq avec un anticorps anti-

ZEB1 a permis d’identifier les cibles directes du facteur de transcription. En cohérence avec le 

niveau d’expression de ZEB1, 32 907 sites de fixation de ZEB1 ont été identifiés dans les MDA-

231-D, 13 514 dans les Hs578T et seulement 281 dans les MCF-7. Des sites de fixations connus 

sur les promoteurs de la E-cadhérine et ESRP2 valident le bon déroulement de l’expérimentation. 

L’analyse d’enrichissement de signature a mis en évidence la régulation de l’inflammation comme 

cible majeur du facteur de transcription ZEB1. Parmi les cibles directes de ZEB1, on retrouve des 

attractants de cellules myéloïdes dérivées suppressives MDSC telles que les interleukines -6, -8 et 

-1ß mais aussi les chémokines CXCL1 et CXCL5. L’implémentation in vivo d’approche gain de 

fonction de Zeb1 dans un modèle murin mammaire 4T1 a permis de confirmer le rôle de Zeb1 
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dans l’attraction des MDSC au cœur de la tumeur, via une production accrue d’IL6 et IL8 par les 

cellules tumorales surexprimant Zeb1 (282).  

 

5. Mélanome et pseudo-EMT 
 

A la différence du lignage épithélial, le lignage mélanocytaire trouve son origine au niveau de 

la crête neurale. Associer le processus d’EMT aux cellules mélanocytaires est donc un abus de 

langage, on peut toutefois utiliser le terme de pseudo-EMT afin de décrire un processus similaire 

que je vais présenter dans ce chapitre.  

5.1. Expression et fonction des EMT-TFs dans le lignage 

mélanocytaire dérivé de la crête neurale  

Les EMT-TFs jouent un rôle majeur dans l’établissement du lignage mélanocytaire et la 

fonctionnalité des mélanocytes adultes. La migration dorso-latérale des mélanoblastes à travers 

l’embryon nécessite la participation des EMT-TFs SNAIL2 et ZEB2. Les souris déficientes pour 

Snail2 présentent des défauts de migration des ménaloblastes qui induisent des défauts majeurs 

de pigmentation incluant un front blanc (283). La délétion spécifique de Zeb2 dans le lignage 

mélanocytaire (Tyr:Cre Zeb2 knock-out) induit une perte drastique de la pigmentation du pelage 

de la souris qui est dû à la fois à une mauvaise migration des mélanoblastes mais aussi à un défaut 

de différenciation des mélanocytes. En effet, l’invalidation de ZEB2 dans des mélanocytes 

primaires induit une diminution d’expression de MITF et des défauts de différenciation (9). En 

plus d’être exprimés par les mélanoblastes, SNAIL2 et ZEB2 restent exprimés par les mélanocytes 

adultes aussi bien chez l’homme que chez la souris. L’analyse de l’expression des EMT-TFs à partir 

d’échantillon de peau humaine saine a en effet démontré la présence de SNAIL2 et ZEB2 dans les 

mélanocytes différenciés, alors que ZEB1 et TWIST1 n’étaient pas détectés (10). L’ensemble de 

ces travaux souligne le rôle clé de SNAIL2 et ZEB2 dans le maintien de l’homéostasie du lignage 

mélanocytaire, depuis le développement embryonnaire jusqu’à l’âge adulte. 

A l’inverse, ZEB1 n’est pas exprimé par les mélanocytes différenciés. Cependant, l’expression de 

ZEB1 a été observée dans des mélanocytes souches de la peau murine, suggérant sa potentielle 

implication dans la génération de mélanocytes matures à partir du pool de cellules souches (9). 

Au sein de la niche de cellules souches, le contrôle d’expression de MITF et ZEB2 est obtenu via 
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l’expression du TGF-β. Il permet de prévenir l’activation du programme de différenciation médié 

par MITF ( 

Figure 58) (284).   

De plus, contrairement à ZEB2 qui active la transcription de MITF, ZEB1 réprime l’expression 

de MITF et altère la pigmentation des cellules épithéliales pigmentaires de la rétine (285). Il est 

également important de noter que l’invalidation de ZEB2 dans les mélanocytes n’impacte pas 

seulement l’expression de MITF et la différenciation, mais induit également l’expression de ZEB1 

(9). Une balance d’expression de ZEB2 vers ZEB1 est ainsi associée à la dédifférenciation 

mélanocytaire. 

 

 

Figure 58 A gauche : Expression des EMT-TFs au cours de la formation du lignage mélanocytaire à partir de 

cellules embryonnaire de la crête neurale. Le facteur de transcription SOX10 est exprimé par le progéniteur 

bipotent des cellules gliales et mélanocytaires. SNAIL2 et ZEB2 sont requis pour la délamination des cellules de la 

crête neurale, la spécification des mélanoblastes et leur migration dorso-latérale. (286) A droite : Expression des 

EMT-TFs à l’âge adulte. SNAIL2 et ZEB2 sont aussi nécessaires à l’homéostasie des mélanocytes différenciés de 

l’épiderme, en régulant positivement MITF. Au contraire, ZEB1 est exprimé par les mélanocytes souches, qui 

n’expriment pas MITF.  (287) 
 

5.2. Le « switch » d’expression des EMT-TFs au cours de la 

mélanomagenèse 

Ces observations relatives aux mélanocytes normaux soulèvent la question de l’implication 

éventuelle et différentielle des EMT-TFs dans les pathologies associées telles que les mélanomes. 

Les travaux de notre équipe ont permis de mieux comprendre le rôle de chaque EMT-TFs dans la 

mélanomagenèse, depuis les étapes précoces de transformation (10). Contrairement aux 

carcinomes, les EMT-TFs ne présentent ni le même profil d’expression, ni des fonctions similaires 

dans les mélanomes. L’analyse des expressions des EMT-TFs SNAIL1, SNAIL2, TWIST1, ZEB1 et 
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ZEB2 dans une série de tissus humains représentatifs de l’évolution des mélanomes incluant 

l’épiderme normal, des nævus, des mélanomes primaires et des métastases a permis de révéler 

les spécificités des EMT-TFs propres au développement des mélanomes. De manière intéressante, 

les mélanocytes normaux expriment les EMT-TFs SNAIL2 et ZEB2 et sont négatifs pour ZEB1 et 

TWIST1. Une balance d’expression de ZEB2/SNAIL2 vers ZEB1/TWIST1 est observée au cours de 

la progression et de la transformation tumorale. Au sein des lésions de mélanome, les EMT-TFs 

sont exprimés en gradient. ZEB2 et SNAIL2 sont fortement exprimés à la surface de l’épiderme et 

perdus en profondeur. ZEB1 et TWIST1 s’expriment suivant un gradient inverse, avec de plus 

fortes expressions en profondeur, sur le front invasif des mélanomes (Figure 59). L’analyse 

différentielle de la survie sans métastase en fonction des niveaux d’expressions individuels de 

chaque EMT-TFs confirme le risque majeur en termes de mauvais pronostique associé au switch 

d’expressions ZEB2/SNAIL2 vers ZEB1/TWIST1. Remarquablement, les patients présentant des 

mélanomes au fort niveau d’expression de ZEB2 et faibles niveaux de ZEB1/TWIST1 ont une survie 

sans progression très favorable alors que la quasi-totalité des tumeurs ZEB2 faible, ZEB1/TWIST1 

forts évoluent rapidement (10). Une autre étude incluant un nombre important de patients a 

confirmé que de faibles niveaux d’expression de ZEB2 améliorent le pronostique des patients 

atteints de mélanome (9).  

Ces observations démontrent le rôle majeur des EMT-TFs dans l’évolution des mélanomes et 

l’intérêt de disséquer leurs fonctions individuelles. Dans la suite, je détaillerai les signalisations 

contrôlant ce switch d’expression des EMT-TFs et positionnerai la transition de type EMT des 

mélanomes par rapport au switch de phénotype associé au modèle du rhéostat de MITF décrit au 

chapitre 1. Je me focaliserai ensuite sur ZEB1 et son potentiel tumorigénique. 
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Figure 59 En haut : Exemples représentatifs de marquage IHC des EMT-TFs respectivement de gauche à droite 

SNAIL2, ZEB2, ZEB1 et TWIST1 à la superficie et en  profondeur de mélanomes primaires. Les images illustrent les 

gradients inverses d’expression de ZEB2 et SNAIL2 versus ZEB1 et TWIST1. Les contours jaunes délimitent les bords 

de la tumeur. Adapté de (10) En bas : Représentation schématique de la balance d’expression des EMT-TFs au cours 

du développement des mélanomes. ZEB2 et SNAIL2 sont exprimés par les mélanocytes différenciés au sein de 

l’épiderme sain de la peau humaine. Leur expression est maintenue dans les névi sénescents. Au cours de la 

transformation en mélanome primaire, l’expression de SNAIL2 et ZEB2 est progressivement perdue en faveur de 

l’expression de TWIST1 et ZEB1. De plus, une hétérogénéité intra-tumorale est également observée dans les lésions 

de mélanomes, la balance d’expression des EMT-TFs étant généralement observée en gradient depuis la surface 

jusqu’au front invasif du mélanome. Le gain de capacités invasives via l’activation de ZEB1 favorise la dissémination 

des cellules de mélanome. Enfin, le profil d’expression différentiel inverse  des EMT-TF est retrouvé sur le site 

secondaire, permettant la croissance de la métastase (286).  
 

5.3. Contrôle de l’expression différentielle des EMT-TFs dans 

le mélanome 

Etant donné la prévalence de l’activation de la voie des MAPKinases dans le mélanome, son 

implication dans le réarrangement d’expression des EMT-TFs a été étudiée. Ainsi, l’expression 

ectopique d’une forme activée de BRAF dans deux lignées de mélanocytes immortalisés mais non-

transformées murine (melan-a) et humaine (NHEM) induit la conversion des profils d’expressions 
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ZEB2/SNAIL2 vers ZEB1/TWIST1. Le maintien d’expression de ZEB1/TWIST1 est dépendant de 

l’activation de la voie des MAPKinase puisque l’inhibition des kinases MEK et BRAF dans la lignée 

de mélanome A375p induit la transition inverse à savoir la perte d’expression de ZEB1 et TWIST1 

et le gain de l’expression de ZEB2. Le facteur de transcription FRA1 (Fos-related antigen 1), 

membre de la famille AP1, joue un rôle majeur en aval de la voie des MAPKinase MEK/ERK. Des 

expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont montré que FRA1 contrôle l’expression 

des EMT-TFs par fixation directe sur la zone de répression transcriptionnelle de ZEB2 et en avant 

des sites d’initiation de la transcription (TSS) de ZEB1 et TWIST1. Dans le contexte du mélanome, 

le contrôle de ZEB par la famille des micro-ARN miR-200 ne semble pas pertinent étant donné les 

faibles niveaux d’expression de miR-200 (10). Enfin, un séquençage d’immunoprécipitation de la 

chromatine ciblant MITF sur la lignée de mélanome 501Mel a identifié le locus de ZEB1 comme 

cible potentielle de MITF (288). Pour rappel, il a également été montré que ZEB2 contrôle 

l’expression de MITF dans les mélanocytes normaux (9). Ces données identifient donc des 

régulations réciproques entre les EMT-TFs ZEB et MITF, suggérant un couplage entre le switch de 

phénotype dépendant de MITF et le switch d’expression des EMT-TFs. 

 

5.4. Switch d’expression des EMT-TFs et couplage avec le 

switch phenotypique dependant de MITF 

La transformation des melan-a induit la diminution d’expression de Mitf et de ses gènes 

cibles (289). L’expression forcée de Snail2 et Zeb2 restaure l’expression de Mitf et induit le 

programme de différenciation mélanocytaire décrit par Hoek et Goding (chapitre 1). A l’inverse, 

l’expression ectopique de Zeb1 et Twist1 accentue le phénotype invasif faible en Mitf. Dans des 

lignées établies de mélanome, la délétion de SNAIL2 et ZEB2 par ARN interférant réduit les 

niveaux d’expression de MITF, tout comme l’induit l’expression ectopique de ZEB1, TWIST1. La 

balance d’expression des EMT-TF ZEB2/SNAIL2 vers ZEB1/TWIST1 permettrait donc l’acquisition 

d’un phénotype invasif au faible niveau d’expression de MITF (10). L’étude menée par Deneker 

confirme également la régulation de MITF par le switch d’expression ZEB1/ZEB2 (9). Des tests de 

migration en matrigel valident le potentiel invasif de ZEB1 et TWIST1. Ces observations sont en 

accord avec les gradients d’expressions observés in vivo et l’expression de ZEB1 et TWIST1 au plus 

fort sur le front d’invasion. Ainsi, la reprogrammation induite par l’EMT des mélanocytes et 

mélanomes  est capable d’induire le switch phénotypique médié par MITF et la transition 

réversible entre les états prolifératifs et invasifs (Figure 60) (10). 
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Figure 60 Les EMT-TFs orchestrent la transition phénotypique réversible entre les états différenciés forts en 

MITF et invasifs, faibles en MITF des cellules de mélanome (287) 

 

5.5. Fonctions oncogéniques antagonistes des EMT-TFs dans 

le mélanome 

Le switch d’expression des EMT-TFs induit par la voie des MAPKinases est nécessaire à la 

transformation des mélanocytes médiée par l’oncogène BRAF. Le potentiel transformant des 

cellules melan-a après induction combinée de BRAF et d’un EMT-TF a été validé in vitro par test 

de formation de colonies en agar mou. L’acquisition de l’expression des EMT-TFs Zeb1 et/ou 

Twist1 est nécessaire à la transformation induite par l’oncogène BRAF in vitro alors que 

l’expression ectopique de Zeb2 et Snail2 réduit drastiquement le nombre de colonies formées. De 

plus, l’expression ectopique de ZEB2 et/ou SNAIL2 dans des lignées établies de mélanome comme 

les A375P réduit également le potentiel transformant in vivo et leur tumorigénécité in vivo. Ainsi, 

les rôles des EMT-TFs apparaissent totalement découplés au cours de la mélanomagenèse, où 

ZEB1 et TWIST1 présentent des propriétés oncogénique alors que ZEB2 et SNAIL2 agissent comme 

suppresseurs de tumeur (10). Des supposées cellules souches cancéreuses, sur la bases 

d’expression des clusters de différenciation CD44 et CD133 ont été isolées à partir de B16F10. La 

délétion de Zeb1 par shARN confirme son implication dans la tumorigénécité des mélanomes. De 

plus, la délétion de Zeb1 réduit les capacités transformantes, les capacités d’invasion et de 

migration des B16F10 CD44+ CD133+ (290).  

Une étude récente à partir de modèles murins transgéniques indique que la délétion de Zeb2 

(Knock Out) n’est pas suffisante à l’initiation d’un mélanome, même dans le cas de l’activation 

oncogénique de Nras par la mutation NrasQ61 (291). Aussi, cette étude ne confirme pas la 

fonction suppresseur de tumeur prétendue de ZEB2. De plus, l’expression ectopique de Zeb2 dans 
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le même modèle murin favorise la croissance des mélanomes primaires et métastases en 

favorisant la prolifération cellulaire. A l’inverse, l’invalidation de Zeb2 induit une diminution de 

l’expression de Mitf, une augmentation d’expression de Zeb1 le tout associé à un défaut de 

prolifération. Ces résultats suggèrent que l’expression de ZEB2 pourrait mimer le modèle du 

rhéostat de MITF : l’expression ectopique de ZEB2/MITF dans les cellules de mélanome conduirait 

à la différentiation et à l’arrêt du cycle cellulaire alors que l’invalidation de ZEB2/MITF aboutirait 

aussi à un défaut de prolifération. En revanche, des niveaux intermédiaires de ZEB2/MITF seraient 

favorables à la prolifération des cellules de mélanome. De fait, l’expression aberrante de ZEB2 par 

les cellules de mélanome favoriserait une différentiation terminale et réduirait les capacités 

tumorigènes par xénogreffe chez la souris nude alors que des niveaux intérmédiaires de ZEB2 

seraient compatibles avec la prolifération et prise tumorale. Cependant, le lien entre l’expression 

des EMT-TFs et la prolifération demeure encore peu clair étant donné qu’aucun effet sur la 

prolifération n’est observé sous modulation d’expression de ZEB1 (10). 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

 

Les précédant travaux de l’équipe avaient permis de bien définir le rôle respectif de chacun des 

EMT-TFs (ZEB1/2, SNAIL1/2, TWIST1/2) dans le développement et la progression des mélanomes. 

De manière intéressante, ZEB2 et SNAIL2 ne sont pas seulement impliqués dans la délamination 

des cellules de crête neurale et la différenciation mélanocytaire mais ils restent exprimés par les 

mélanocytes normaux chez l’adulte. Leur expression diminue au cours de la progression tumorale, 

au profit des facteurs ZEB1 et TWIST1. Ce changement de profil d’expression est un facteur de 

mauvais pronostique pour les patients atteints de mélanome.  

Lorsque j’ai commencé ma thèse, j’ai eu la chance de participer à la finalisation des travaux du 

doctorant me précédant Geoffrey Richard (article 1) qui s’intéressaient au rôle oncogénique 

majeur de ZEB1 et son implication dans la résistance aux thérapies ciblées (inhibiteurs de BRAF, 

MEK). J’ai participé aux expérimentations in vitro, en élargissant notamment le panel de lignées 

permettant d’affirmer la corrélation inverse entre les expressions de ZEB1/TWIST1 et ZEB2/MITF 

et en réalisant les tests de sensibilité aux inhibiteurs de BRAF. Enfin, via la combinaison 

d’approches gain de fonction de ZEB1 et perte de fonction de NGFR, mes travaux ont participé à 

confirmer que l’acquisition de résistances aux inhibiteurs de BRAF/MEK médiée par ZEB1 est 

dépendante de la plasticité phénotypique.  

Concernant le potentiel impact de ZEB1 dans la résistance aux immunothérapies et plus 

généralement dans les interactions cellules tumorales / microenvironnement immunitaire des 

mélanomes, rien n’était décrit au commencement de ma thèse. Etant donné le nombre croissant 

d’études dans les carcinomes suggérant l’implication de l’EMT dans l’échappement au système 

immunitaire, j’ai voulu étudier le rôle de ZEB1 dans l’échappement au système immunitaire des 

mélanomes. Mon premier objectif était d’établir une potentielle corrélation entre l’expression 

tumorale de ZEB1 par les cellules de mélanome et une population immune infiltrant les tumeurs, 

à partir de biopsies de patients (multi IF, RNA-Seq). En parallèle, l’implémentation d’approches 

gain/perte de fonction de ZEB1 dans des modèles syngéniques murins m’a permis d’étudier le 

rôle de l’expression de ZEB1 par les cellules de mélanome sur les interactions avec le 

microenvironnement immunitaire. L’utilisation de modèles murins m’a également permis 

d’adresser la question majeure du rôle de ZEB1 dans la sensibilité aux immunothérapies par anti-

PD1. Enfin, j’ai essayé de décortiquer in vitro les mécanismes d’échappement au système 

immunitaire intrinsèques aux cellules de mélanome à savoir l’expression du CMH, des antigènes 

et des ligands des points de contrôle du système immunitaire. Etant donné la discordance 

obtenue entre nos modèles humains et murins, ces travaux ne sont pas intégrés à l’article 2 mais 

seront présentés dans la discussion.  
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ARTICLE 1 

 

Le mélanome est le plus agressif des cancers cutanés. Après des décennies d’impasse dans 

le traitement des patients atteints de mélanome métastatique , la découverte de la mutation 

majoritaire BRAFV600E a conduit à la première révolution des thérapies ciblées. La réponse 

obtenue par l’utilisation des inhibiteurs de la voie MAPK est drastique mais de courte durée. Une 

régression tumorale claire est observée chez la moitié des patients mutés pour BRAFV600 mais 

tous rechutent et le taux de survie à 5 ans reste relativement faible.  

 

En parallèle de l’acquisition de mutations génétiques, il est possible que les cellules de 

mélanome s’adaptent à la pression exercée par l’inhibition de la voie MAPK grâce à leur plasticité 

cellulaire exacerbée. Le facteur de transcription ZEB1, connu pour induire la transition épithélio-

mésenchymateuse et favoriser l’invasion est aujourd’hui considéré comme un facteur 

oncogénique impliqué dans la plasticité des cellules cancéreuses et la résistance aux thérapies 

dans les carcinomes. 

 

Dans l’étude qui suit, nous démontrons le rôle oncogénique majeur de ZEB1 et son implication 

dans la résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK (MAPKi) des mélanomes mutés pour 

BRAFV600. 

 

• De forts niveaux d’expression de ZEB1 sont associé à la résistance innée aux MAPKi à la 

fois des lignées cellulaires et tumeurs de mélanome présentant la mutation BRAV600E. 

• Des niveaux élevés de ZEB1 ont aussi été associés à la résistance acquise aux MAPKi, que 

ce soit in vitro ou bien à partir de biopsies de patient avant/après acquisition de résistance. 

• L’expression ectopique de ZEB1 est suffisante à l’émergence de résistance aux MAPKi en 

favorisant la transition réversible vers un phénotype souche tumorigène MITF faible/NGFR 

fort. 

• A l’inverse, l’invalidation de ZEB1 favorise la différenciation, ralentit la croissance 

tumorale in vivo, sensibilise les cellules de mélanome aux MAPKi et induit la mort des 

cellules résistantes. 

 

Ainsi, nous avons démontré le rôle majeur de ZEB1 dans le contrôle de la plasticité cellulaire 

des mélanomes, permettant l’adaptation et la résistance aux MAPKi. 
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Abstract

Targeted therapies with MAPK inhibitors (MAPKi) are faced with

severe problems of resistance in BRAF-mutant melanoma. In paral-

lel to the acquisition of genetic mutations, melanoma cells may

also adapt to the drugs through phenotype switching. The ZEB1

transcription factor, a known inducer of EMT and invasiveness, is

now considered as a genuine oncogenic factor required for tumor

initiation, cancer cell plasticity, and drug resistance in carcinomas.

Here, we show that high levels of ZEB1 expression are associated

with inherent resistance to MAPKi in BRAF
V600-mutated cell lines

and tumors. ZEB1 levels are also elevated in melanoma cells with

acquired resistance and in biopsies from patients relapsing while

under treatment. ZEB1 overexpression is sufficient to drive the

emergence of resistance to MAPKi by promoting a reversible

transition toward a MITFlow/p75high stem-like and tumorigenic

phenotype. ZEB1 inhibition promotes cell differentiation, prevents

tumorigenic growth in vivo, sensitizes naive melanoma cells to

MAPKi, and induces cell death in resistant cells. Overall, our results

demonstrate that ZEB1 is a major driver of melanoma cell plastic-

ity, driving drug adaptation and phenotypic resistance to MAPKi.
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Introduction

The recent emergence of targeted therapies directed against compo-

nents of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway has

led to unprecedented clinical benefits for the treatment of metastatic

melanoma. Approximately 50% of melanomas exhibit a BRAFV600E

mutation that can be targeted with specific inhibitors, namely vemu-

rafenib (or PLX4032) or dabrafenib (Chapman et al, 2011). Unfortu-

nately, resistance to these BRAF inhibitors (BRAFi) invariably

develops in patients after only a few months, through various mech-

anisms that generally lead to the reactivation of the BRAF-MEK-ERK

pathway or to the activation of the PI3K-AKT survival pathway (Lito

et al, 2013; Holderfield et al, 2014; Van Allen et al, 2014). Fifty

percent of patients displaying mutated BRAF melanomas also

develop intrinsic/innate resistance at an early stage during treat-

ment. The combined administration of BRAFi and MEK inhibitors

(MEKi), such as trametinib or cobimetinib, has been shown to
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extend median progression-free survival, from 7.3 months in the

vemurafenib monotherapy group to 11.4 months in the combination

therapy group (Robert et al, 2015). However, combination therapy

does not prevent the appearance of acquired resistance (Flaherty

et al, 2012), through genetic mechanisms resembling those

described during monotherapy (Long et al, 2014; Moriceau et al,

2015). Moreover, no clear mutational mechanism is found in up to

forty percent of resistant melanomas (Hugo et al, 2015), indicating

that transcriptomic or epigenetic alterations may underly acquired

MAPK inhibitor (MAPKi) resistance. Therefore, identification of

non-genomic mechanisms may lead to the design of more efficient

combination therapies.

We and others have recently demonstrated the role of epithelial–

mesenchymal transition-inducing transcription factors (EMT-TFs) in

the development of melanoma (Shirley et al, 2012; Caramel et al,

2013; Denecker et al, 2014; Tulchinsky et al, 2014). EMT is a rever-

sible embryonic process that is often aberrantly reactivated during

the progression of carcinomas (Trimboli et al, 2008; Morel et al,

2012), where it promotes invasion and metastatic dissemination

(Thiery et al, 2009). More recently, we and others have shown that

EMT-TFs of the ZEB, SNAIL, and TWIST families act as genuine

oncogenic factors in epithelial cells, promoting cell transformation,

stemness (Mani et al, 2008; Morel et al, 2008) and carcinoma initia-

tion in vivo (Liu et al, 2014; Puisieux et al, 2014; Beck et al, 2015).

ZEB1 is the main regulator of breast cancer cell plasticity enabling

the reversible conversion of non-CSCs (cancer stem cells) into CSCs

(Chaffer et al, 2013). EMT commitment has also been shown to

promote resistance to treatment, establishing a link with the

resistant phenotype of CSCs (Polyak & Weinberg, 2009; Singh &

Settleman, 2010; Mallini et al, 2014; Tan et al, 2014). However, the

epithelial phenotype was instead associated with resistance to

cisplatin in ovarian carcinoma, therefore highlighting cancer type

dependency and drug specificity (Tan et al, 2014; Miow et al, 2015).

Conversely to what has been reported for carcinoma, not all

EMT-TFs exhibit oncogenic functions in melanoma. Indeed, ZEB2

and SNAIL2 are expressed in normal adult melanocytes, and a

switch in EMT-TFs expression, characterized by a loss of ZEB2 and

SNAIL2 and an upregulation of ZEB1 and TWIST1, occurs during

melanoma progression (Shirley et al, 2012; Caramel et al, 2013;

Denecker et al, 2014; Tulchinsky et al, 2014). This reversible switch

is regulated by the MAPK pathway, at least in part through the AP1

JUN-FRA1 transcriptional complex, and represents a major risk

factor for a poor outcome in melanoma patients.

We herein wondered whether high ZEB1/TWIST1 expression

may be associated with the resistance to MAPKi in melanoma, with

the final aim of testing whether targeting these factors in combina-

tion with MAPKi could prevent the emergence of resistance. We

uncovered that high ZEB1 expression levels were associated with

inherent resistance to MAPKi in BRAFV600-mutated cell lines and

tumors. Moreover, ZEB1 expression level was increased in mela-

noma cell lines with acquired resistance to BRAFi and in biopsies

from patients relapsing while under BRAFi treatment. We further

demonstrated that ZEB1 overexpression in melanoma cell lines

triggered the emergence of resistance to MAPKi by promoting the

reversible conversion of a MITFhigh/p75low differentiated state into a

MITFlow/p75high stem-like and tumorigenic state. Consequently, the

inhibition of ZEB1 sensitized naive melanoma cells to BRAFi,

prevented the emergence of resistance following chronic exposure

to BRAFi in vitro, and induced cell death in resistant melanoma

cells. Collectively, these data highlight the role of ZEB1 as a major

driver of phenotype switching in melanoma cells, providing them

with a resistance to MAPKi.

Results

High levels of ZEB1 expression are correlated with low MITF

levels and are associated with inherent resistance to MAPKi in

BRAF
V600-mutated melanoma cell lines

The microphthalmia-associated transcription factor (MITF) is the

master regulator of melanocyte development, and MITF expression

levels tightly regulate and control the phenotype of melanoma cells

(Hoek & Goding, 2010). Indeed, according to the MITF rheostat

model, MITF regulates the transition from a differentiated, cell cycle-

arrested phenotype (MITFhigh) to a proliferative phenotype

(intermediate MITF) and then to a quiescent stem-like phenotype

(MITFlow). Interestingly, previous expression microarray profiling of

murine immortalized melan-a cells revealed that the ectopic expres-

sion of ZEB1 or TWIST1 induces the downregulation of MITF

(Caramel et al, 2013). Taking these findings into consideration, we

analyzed the crosstalk between EMT-TFs and MITF in human mela-

noma cells. We found a strong inverse correlation between the

mRNA expression of ZEB1 and MITF in melanoma cell lines from the

Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), regardless of their BRAF/

NRAS mutational status (n = 61, P = 4.08E-11; Fig 1A). As expected

from our previous results (Caramel et al, 2013), the level of ZEB2

expression was inversely correlated with ZEB1 and thus positively

associated with MITF (Appendix Fig S1). In contrast, the expression

of TWIST1 showed no significant correlation with that of MITF

▸
Figure 1. High levels of ZEB1 expression are correlated with low MITF levels and are associated with inherent resistance to MAPKi in BRAF

V600-mutated

melanoma cell lines.

A MITF mRNA expression according to ZEB1 expression levels in 61 melanoma cell lines available through the CCLE (Pearson correlation test).

B ZEB1, ZEB2, TWIST1, and MITF expression in a panel of BRAFV600-mutated melanoma cells assessed by Western blot. GLO and C-09.10 cells are patient-derived short-

term cultures. Actin was used as a loading control.

C Quantitative PCR analyses of ZEB1, ZEB2, TWIST1, and MITF in the same panel of cell lines. mRNA expression levels are represented relative to C-09.10 cells, in which

the levels were arbitrarily fixed at 1 (n = 3, mean � SD). The dotted line separates ZEB1high (left) and ZEB1low (right) cell lines.

D ZEB1, ZEB2, TWIST1, and MITF mRNA expression according to the IC50 of the drug (lM) administered (BRAFi/MEKi), in melanoma cell lines from the CCLE (n = 28)

(Tukey box plot, Student’s t-test). High ZEB1, low ZEB2, and low MITF expression levels were correlated with BRAFi (PLX4720) and MEKi (AZD6244) resistance. PLX4720

is an analog of PLX4032.

E IC50 values of PLX4032 (lM) in the panel of BRAFV600 melanoma cells as determined by ATP assay (n = 3, mean � SD). For SKMEL24 and WM793, IC50 was > 8 lM.

Source data are available online for this figure.
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(Appendix Fig S1). We then confirmed these results by conducting

quantitative PCR (Q-PCR) and Western blot analyses in a panel of 14

BRAFV600-mutated human melanoma cell lines, including two short-

term cultures established from patients with melanomas displaying

similar mutations (GLO and C-09.10; Fig 1B and C). We observed an

inverse correlation between the levels of ZEB1 and those of ZEB2

and MITF, while TWIST1 protein levels were generally high in all of

these cell lines and were not correlated with MITF (Fig 1B and C).

An increase in the expression of MITF was previously reported to

contribute to tumor progression and resistance to BRAFi in a subset

of melanomas (Johannessen et al, 2013), whereas low levels of

MITF expression were shown to predict intrinsic MAPKi resistance

(Konieczkowski et al, 2014; Muller et al, 2014), highlighting the

dual function of this factor. We thus investigated whether the sensi-

tivity of 28 BRAFV600-mutated melanoma cell lines from the CCLE to

BRAFi and MEKi was correlated with their EMT-TF/MITF expres-

sion profiles. We observed a significant inverse correlation between

the level of ZEB1 mRNA and sensitivity to the BRAFi PLX4720

(n = 28, P = 2E-4), with BRAFi-insensitive cell lines displaying the

highest ZEB1 expression levels (Fig 1D, Appendix Fig S1). A similar

correlation was observed for ZEB1 and inherent resistance to the

MEKi AZD6244 (P = 5.7E-3; Fig 1D, Appendix Fig S1). In contrast,

high levels of ZEB2 expression were correlated with low levels of

ZEB1 expression and with a higher sensitivity to BRAFi and MEKi

(Fig 1D, Appendix Fig S1). No correlation with TWIST1 was

observed (Fig 1D, Appendix Fig S1), indicating that not all EMT-TFs

are implicated in the regulation of MAPKi sensitivity in melanomas.

As previously suggested (Konieczkowski et al, 2014; Muller et al,

2014), low MITF levels were associated with intrinsic resistance to

MAPKi in these cell lines. We then validated these findings in our

panel of BRAFV600-mutated melanoma cell lines, by determining the

IC50 of PLX4032. To do so, we performed ATP assays, in which

melanoma cells were treated with this drug, at a dose ranging from

1 nM to 10 lM, for 72 h. The IC50 for PLX4032 was generally

higher in the ZEB1high/MITFlow cell lines, compared to the

ZEB1low/MITFhigh cell lines (Fig 1E). Overall, these in silico and

in vitro data demonstrate that cell lines intrinsically resistant to

MAPKi exhibit a ZEB1high/MITFlow profile.

High ZEB1 and low MITF levels are associated with inherent

resistance to MAPKi in BRAF
V600-mutated melanoma

tumors in patients

We then investigated the relevance of these in vitro observations in

human melanoma samples. The correlation between high ZEB1 and

low MITF expression was confirmed in a collection of 467 primary

and metastatic melanomas from The Cancer Genome Atlas (TCGA;

Cerami et al, 2012; Gao et al, 2013; The Cancer Genome Atlas

Network, 2015) (P < 2.2E-16; Fig 2A). Interestingly, in this cohort,

ZEB1 expression was higher in BRAFV600 or NRASQ61R-mutated mela-

nomas compared to BRAF/NRAS WT tumors (Appendix Fig S2),

which corroborates the involvement of the MAPK pathway in the

regulation of ZEB1. To determine whether the levels of ZEB1 and

MITF were predictive of the patients’ response to MAPKi, we

performed immunohistochemical staining for ZEB1, MITF but also

TWIST1 on a cohort of 70 human BRAFV600 melanoma samples from

patients whose response to the treatment was known. Thirty patients

presented a primary resistance (initial non-responders), and 40 were

initial responders but relapsed during their treatment with MAPKi

(developing acquired resistance). Sixteen of those patients received

combined treatment with the MEK inhibitor cobimetinib. In some

cases, ZEB1 staining was observed as a gradient from superficial to

deep sites (Fig 2B), as previously described (Caramel et al, 2013).

Interestingly, in other cases, ZEB1 was not only detected in the inva-

sive front but also in the bulk of the tumor (Fig 2C), suggesting that

in addition to its role in promoting tumor invasion, it may also be

implicated in tumor development. Regarding MITF staining, approxi-

mately half of the samples presented a strong and homogeneous

expression of MITF, while heterogeneous staining was observed in

the second half, with clones exhibiting a loss of or low levels of the

MITF protein. In most of those cases, a lower level of MITF was

found in a gradient from superficial to deep sites and was correlated

with higher levels of ZEB1 (Fig 2B). Of note, the faint ZEB1/MITF

correlation obtained from the TCGA compared to that observed in

cell lines may be due to ZEB1/MITF intra-tumoral heterogeneity.

Interestingly, TWIST1 was also detected in most of the ZEB1-

positive cases, although the intensity and percentage of positive cells

were generally lower for TWIST1 compared to ZEB1 (Fig EV1A).

Once again, the TWIST1 levels within the tumors were not correlated

with MITF levels.

In order to correlate the variation in ZEB1 levels with the

response to treatment, a ZEB1 staining score was defined based on

the intensity and percentage of positive cells. The samples were

divided into three groups (Fig 2C): “ZEB1high” was defined as

tumors with 80–100% positive cells showing a strong staining inten-

sity, “ZEB1int” (intermediate) included samples with 40–60%

positivity with a moderate intensity and 60–80% positivity with a

low intensity, whereas “ZEB1low” corresponded to samples with

fewer than 40% positive cells with a low to moderate intensity.

Interestingly, most ZEB1high melanoma samples were in the primary

▸
Figure 2. High ZEB1 and low MITF levels are associated with inherent resistance to MAPKi in BRAF

V600-mutated melanoma tumors.

A MITF mRNA expression levels according to ZEB1 expression in 467 melanoma tumors from the TCGA data set (Pearson correlation test).

B Representative pictures of ZEB1 and MITF immunostaining in primary melanomas. Scale bar = 40 lm. The aberrant activation of ZEB1 in melanomas is correlated

with a MITFlow phenotype.

C Representative pictures of ZEB1 immunostaining in BRAFV600 tumors from patients, classified into ZEB1high, ZEB1int, and ZEB1low subgroups based on the intensity of

ZEB1 staining and on the percentage of cells positive for ZEB1. Scale bar = 80 lm.

D Pie charts representing the distribution of ZEB1 alone (upper part), or ZEB1 and TWIST1 (lower part) immunohistochemical staining in tumors according to their

initial response to vemurafenib � cobimetinib treatment. ZEB1 � TWIST1 levels are higher in MAPKi primary resistant melanomas (initial non-responders) compared

to tumors that initially respond to treatment (n = 70, Fisher’s exact test).

E Representative pictures of ZEB1 and MITF immunostainings, before and after vemurafenib treatment, in the tumor from patient 1, exhibiting primary resistance to

BRAFi. Scale bar = 80 lm. Right: Magnification of MITFhigh and MITFlow clones in the resistant tumor under treatment. Arrows indicate endothelial and stromal cells

that also show positive staining for ZEB1, besides tumor cells.
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resistance group (Fig 2D). Thirty percent of primary resistant mela-

nomas exhibited high levels of endogenous ZEB1, compared to only

7.5% of the initially responding tumors (P = 2.27E-2; Fig 2D). More-

over, the samples with high levels of ZEB1 exhibited low levels of

MITF (patient 1, before treatment, Fig 2E). Interestingly, a signifi-

cant proportion of ZEB1-negative melanoma samples from patients

with primary resistance displayed strong TWIST1 staining. Collec-

tively, 50% of primary resistant melanomas exhibited a strong

staining for ZEB1 and/or TWIST1. Thus, initial high levels of

endogenous ZEB1 and/or TWIST1 were associated with primary

resistance to treatment (P = 3E-4; Fig 2D). Moreover, biopsies

conducted after vemurafenib treatment confirmed that a high level

of ZEB1 was maintained in three of three sample pairs (patient 1,

after vemurafenib, Fig 2E). Altogether, an inverse correlation was

observed between ZEB1 and MITF levels in BRAFV600-mutated mela-

noma at the intra-tumoral level, and this ZEB1high/MITFlow profile

showed a trend toward intrinsic resistance to MAPKi.

ZEB1 expression is activated in melanoma cell lines with

acquired resistance to BRAFi and in biopsies from patients

relapsing while under treatment

To investigate the putative role of ZEB1 in the development of

acquired resistance to BRAFi, we established two lines of BRAFi-

resistant melanoma cells. A375 and SKMEL5 human BRAFV600

melanoma cells were treated with increasing doses of PLX4032 for

8 weeks to generate resistant cell lines, subsequently referred to as

A375-R and SKMEL5-R. These cells exhibited a 10-fold increase in

their IC50 value for PLX4032 compared with the sensitive parental

cells (Fig 3A). The resistant cells displayed a strong increase in their

levels of ZEB1 protein and mRNA compared to their parental coun-

terparts (Fig 3B and C). The protein levels of the FRA1 transcription

factor, a known inducer of ZEB1 in melanomas, also increased,

whereas TWIST1 was not affected. It is worth noting that MITF

mRNA levels were lost in A375-R but increased in SKMEL5-R

(Fig 3C). We also established two BRAFi-resistant short-term

cultures from ascites of BRAFV600-mutated patients, which had

acquired a resistance to vemurafenib (GOKA and ESP). These

patients initially responded to BRAFi but became resistant within a

few months after the onset of the treatment. These BRAFi-resistant

cells exhibited a high level of ZEB1 expression equivalent to that of

resistant A375-R and SKMEL5-R cells (Fig 3B and C). Immunohisto-

chemical analyses of a metastatic melanoma sample from the

patient, from whom the ESP cells were established, revealed low

ZEB1 and TWIST1 protein levels before treatment (Fig EV1C), con-

firming the increase in ZEB1 expression upon acquisition of resis-

tance to vemurafenib. The level of MITF mRNA expression was low

in GOKA but remained elevated in resistant ESP cells, while ZEB1

was high in all of these in vitro resistant models (Fig 3C).

To assess the relevance of our findings in a physiologically more

relevant setting, we investigated the levels of ZEB1 and TWIST1

expression in tumors from a cohort of patients before and after

vemurafenib treatment. In five out of eight matched pre-treatment

and post-relapse sample pairs of acquired resistance, either ZEB1

proteins appeared or their levels had further increased (Fig 3D). In

the samples obtained from an initially responding patient, both

ZEB1 and TWIST1 were present at low levels and then increased

significantly in the relapsed tumor after treatment, in terms of both

the intensity and percentage of positive cells, which changed from

10% to 80% (patient 4, Figs 3D and EV1B). We observed a decrease

in MITF levels after treatment in two out of eight patients (some

clones of patient 1, Fig 2E), while these levels were maintained

(patient 2, Fig 3D) or increased (patients 3 and 4, Fig 3D) in most

melanoma relapse samples after vemurafenib treatment. High levels

of ZEB1 protein could be detected in both MITFhigh and MITFlow

clones after vemurafenib treatment, even within the same tumor

(patient 1, Fig 2E). Overall, our findings indicate that increased

ZEB1 expression is a common event in acquiring resistance to

vemurafenib but is not necessarily associated with a loss in MITF

expression in vitro or in tumors from patients. These observations

suggest that the function of ZEB1 in MAPKi resistance may be medi-

ated by MITF-dependent and MITF-independent mechanisms. This

prompted us to investigate how ZEB1 promotes intrinsic or acquired

resistance to MAPKi in BRAFV600-mutant melanoma.

ZEB1 overexpression promotes stemness properties, tumorigenic

capacity, and resistance to MAPKi

To further investigate the functions of ZEB1 in the modulation of

melanoma cell plasticity and resistance to MAPKi, we selected two

ZEB1high/MITFlow human melanoma cell lines (A375 and SKMEL5),

two ZEB1low/MITFhigh short-term cultures (C-09.10 and GLO), and

one ZEB1low/MITFhigh cell line (501MEL) (Fig 1B). ZEB1 was ectopi-

cally expressed in these different models by infecting cells with

ZEB1-expressing retroviruses. First, in A375 and SKMEL5, although

already expressing ZEB1, its expression level could still be signifi-

cantly increased (Fig 4A, Appendix Fig S3A) and proliferation was

not affected. ZEB1 ectopic expression triggered a downregulation of

MITF (Fig 4B and Appendix Fig S3B) as well as upregulation of

ZEB2 (Appendix Fig S4A). In addition to low levels of MITF, dif-

ferent markers, including ABCB5 and JARID1B (Schatton et al,

2008; Roesch et al, 2010), have been associated with the generation

of melanoma-initiating cells. Therefore, we analyzed the expression

of these two factors by Q-PCR and uncovered an activation follow-

ing the ectopic expression of ZEB1 (Fig 4B). Analyses of the

expression of the neural crest cell marker p75/CD271, another mela-

noma-initiating cell marker (Boiko et al, 2010; Civenni et al, 2011),

by Western blot and Q-PCR, consistently revealed its upregulation

in A375 and SKMEL5 cells that overexpressed ZEB1 (Fig 4A and B,

Appendix Fig S3B). Moreover, p75 mRNA expression was positively

correlated with ZEB1 in melanoma samples from the TCGA

(R = 0.29; P = 1.16E-10; Appendix Fig S5). Moreover, expression

levels of some invasion markers, such as Vimentin, SPARC, or

MMP1, were slightly induced in ZEB1-overexpressing cells, while

AXL and WNT5A levels were not modified (Appendix Fig S4B).

We then analyzed the oncogenic functions of ZEB1 in melanoma

cells. ZEB1 overexpression promoted the growth of A375 and

SKMEL5 cells in a semi-solid medium (Fig 4C, Appendix Fig S3C).

A 50% increase in the number of colonies growing from cells over-

expressing ZEB1 was observed compared to control cells, and was

associated with a concomitant increase in the size of the colonies.

Xenograft experiments in nude mice were performed with control or

ZEB1-overexpressing A375 cells and revealed a significant increase

in tumor growth in the latter case (Fig 4D). Next, we examined

whether the ectopic expression of ZEB1 could enhance adaptive

resistance to BRAFi. A375 and SKMEL5 cells were treated with
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PLX4032 at the IC50 dose of the control cells (150 or 300 nM, respec-

tively), which led to the inhibition of the MAPK pathway, as

assessed by a reduction in the level of ERK phosphorylation

(Fig 4E). The levels of ZEB1 and TWIST1 decreased upon treatment

with PLX4032 in the control cells, whereas the level of MITF

increased, which is consistent with the role of the MAPK pathway in

the modulation of the two EMT-TFs. Furthermore, the level of ZEB1

remained higher in ZEB1-overexpressing cells compared with

control cells, upon treatment with PLX4032 (Fig 4E). We then

analyzed the surface distribution of p75 in the different cell

populations by flow cytometry. ZEB1-mediated conversion into a

p75high phenotype was significantly potentiated in A375 (Fig 4F)

and SKMEL5 cells (Appendix Fig S3D) following their treatment

with PLX4032 for 10 days, indicating an early adaptation to the

drug. These results suggested that ZEB1 induces a reprogramming

of the cells upon BRAF inhibition and that ZEB1high cells are prone

to induce a p75high stem-like phenotype in response to treatment

with PLX4032.

To investigate the role of p75 in the ZEB1-mediated phenotype,

siRNA experiments against p75 were performed in A375 cells
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Figure 3. ZEB1 expression is activated in BRAF
V600-mutated melanoma cell lines with acquired resistance to BRAFi and in biopsies from patients relapsing

while under treatment.

A PLX4032 IC50 (lM) of sensitive A375 and SKMEL5 and resistant (A375-R, SKMEL5-R) cell lines, as well as of GOKA and ESP cells, two BRAFi-resistant patient-derived

short-term cultures, as determined by ATP assay (n = 3, mean � SD). For ESP, IC50 was > 8 lM.

B Western blot analyses of ZEB1, TWIST1, and FRA1 in A375-R and SKMEL5-R versus the parental naive cells, and in GOKA and ESP cells. GAPDH was used as a loading

control.

C Quantitative PCR analyses of ZEB1 and MITF in A375-R and SKMEL5-R versus the parental naive cells, and in GOKA and ESP cells. mRNA expression levels are

represented as arbitrary units (a.u.). Statistical difference relative to sensitive A375 cells is shown (n = 3, mean � SD, Student’s t-test).

D Representative pictures of ZEB1 and MITF immunostainings in tumors from patients 2, 3, and 4, before and after vemurafenib treatment. Scale bars = 40 lm. For

ZEB1 staining in patient 4, the inset shows a magnification. Arrows point at stromal cells (s). All other cells positive for ZEB1 are tumor cells.

Source data are available online for this figure.
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(Fig 4G). The knockdown of p75 in ZEB1-overexpressing A375 cells

resulted in a level of p75 equivalent to that in control cells. The

knockdown of p75 induced an increase in MITF expression levels in

ZEB1-expressing cells similar to that in control cells, thus suggesting

that ZEB1-mediated downregulation of MITF is dependent on p75.

We conclude that p75 is at least responsible for part of the effects

associated with ZEB1.

Next, we showed that the ability of ZEB1-overexpressing A375

and SKMEL5 cells to grow in a clonogenic assay was only moder-

ately affected in the presence of PLX4032 over the 10-day

experimental time course, whereas the number of colonies drasti-

cally decreased in the case of the control cells (Fig 4H,

Appendix Fig S3E). Concordantly, chronic treatment of A375 and

SKMEL5 cells with PLX4032 demonstrated that ZEB1 overexpression

favored the emergence of resistance in vitro. Indeed, in the presence

of ZEB1, the PLX4032 dose had to be increased more rapidly and

led to the emergence of resistant clones after only 3 weeks, in

comparison with the 8 weeks required for the control cells (Fig 4I).

Finally, since MEKi are now routinely used in clinical applications

in combination with BRAFi, we investigated whether ZEB1 could

also promote resistance to the combined PLX4032 and GDC-0973

(cobimetinib) treatment, and found that ZEB1-expressing A375

(Fig 4H) and SKMEL5 cells (Appendix Fig S3E) were also more

resistant to this combined treatment. Collectively, these data indi-

cated that the ectopic expression of ZEB1 drives the emergence of

resistance upon chronic exposure to MAPKi by exacerbating a

MITFlow/p75high stem-like phenotype insensitive to treatment.

We then investigated the consequences of ectopically express-

ing ZEB1 in ZEB1low/MITFhigh cells. Surprisingly, in the ZEB1low/

MITFhigh cell lines, such as 501MEL, ZEB1 overexpression was not

sufficient to promote p75 expression, even upon PLX4032 treat-

ment (Fig EV2A–C). However, ZEB1 expression increased the

clonogenic growth of ZEB1low 501MEL and, whereas PLX4032

treatment drastically inhibited the growth of control cells in soft

agar, ZEB1-overexpressing cells were less sensitive to the BRAFi

in this assay (Fig EV2D), suggesting that ZEB1 can promote resis-

tance in this model without p75 induction.

Finally, to investigate the function of ZEB1 in physiological

models with low levels of ZEB1 expression, the EMT inducer was

ectopically expressed in two BRAFV600 patient-derived short-term

cultures, C-09.10 cells and GLO (Figs 5 and EV3). ZEB1 ectopic

expression in C-09.10 cells led to a significant decrease in MITF

levels and increase in p75 levels (Fig 5A, B and D). Similarly in GLO

cells, ZEB1 ectopic expression was shown to promote the conver-

sion into a p75high state, which was potentiated upon PLX4032

treatment (Fig EV3). ZEB1-induced phenotype switching was associ-

ated with an increased capacity to form colonies in soft agar

(Fig 5C) and to resistance to BRAFi as assessed by a clonogenic

assay in the presence of PLX4032 (Fig 5E). Results in these two

short-term culture models therefore validated the conclusions

obtained in established ZEB1high cell lines, in a ZEB1low context.

ZEB1 knockdown in BRAF
V600 melanoma cells promotes cell

differentiation and inhibits tumor growth

To assess the benefit of targeting ZEB1 as a therapeutic strategy,

ZEB1 was knocked down in the ZEB1high A375 and SKMEL5 cell

lines by infecting cells with an shRNA-ZEB1-encoding retrovirus.

Proliferation of the cells was not affected, and neither cellular senes-

cence nor apoptosis was observed. An increase in MITF as well as

ZEB2 and E-cadherin expression levels, and a decrease in p75,

ABCB5, and JARID1B levels were observed upon ZEB1 knockdown

in A375 (Fig 6A–C and Appendix Fig S6) and SKMEL5 cells

(Fig EV4). ZEB1 knockdown triggered the conversion into a p75low

profile, as assessed by flow cytometry (Figs 6C and EV4B). More-

over, a fivefold decrease in the number of colonies growing in soft

agar was observed upon ZEB1 knockdown in those cell lines

(Figs 6D and EV4C). We then examined whether the presence of

ZEB1 was a requirement for the growth of malignant melanoma

cells in vivo. As expected from previous data in melan-a and B16F10

murine cells (Caramel et al, 2013; Dou et al, 2014), ZEB1 knock-

down in A375 cells prevented tumor initiation in nude mice

(Fig 6E), clearly demonstrating that ZEB1 is required for the tumori-

genic capacity of melanoma cells. We thus used IPTG-inducible

shRNA-ZEB1 to evaluate the impact of ZEB1 knockdown on tumor

shrinkage in established tumors. Two ZEB1-targeted shRNAs that

consistently reduced the levels of endogenous ZEB1 protein upon

IPTG treatment in vitro were used (Fig 6F). The A375 cells infected

with the IPTG-inducible shRNA control or shRNA-ZEB1 were

injected subcutaneously into nude mice. When tumors reached a

◀
Figure 4. ZEB1 overexpression in A375melanoma cells potentiates the conversion into aMITFlow/p75high stem-like tumor initiating phenotype, and promotes

resistance to MAPKi.

A A375 cells were infected with retroviruses expressing ZEB1. Western blot analyses of ZEB1 and p75. GAPDH was used as a loading control.

B Quantitative PCR analyses of MITF, p75, ABCB5, and JARID1B upon ZEB1 expression. mRNA expression levels are represented relative to control cells, in which the levels

were fixed at 1 (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

C Soft agar colony formation assay upon ZEB1 expression. Scale bar = 200 lm. Histograms represent quantitative analyses (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

D 2 × 10
6 control or ZEB1-overexpressing A375 cells were injected subcutaneously into nude mice. The mean tumor volume for five mice is represented � SEM

(Student’s t-test, P-value at 42 days).

E Western blot analyses of ZEB1, MITF, P-ERK, and TWIST1 levels in control or ZEB1-expressing cells � 150 nM PLX4032 treatment for 24 h. GAPDH was used as a

loading control.

F FACS analyses of p75 cell surface expression upon ZEB1 overexpression, after 10 days with or without 150 nM PLX4032 treatment. Bar chart representing the mean

percentage of p75high, p75int, and p75low cells from two independent experiments (Fisher’s exact test).

G Control or ZEB1-overexpressing A375 cells were transfected with control or p75-siRNA. p75 and MITF expression levels were analyzed by quantitative PCR after 48 h.

mRNA expression levels are represented relative to cells transfected with control siRNA, in which the levels were fixed at 1 (mean � SD, n = 2).

H Clonogenic assay � PLX4032 (150 nM), � GDC-0973 (5 nM) treatment for 10 days. The graphs represent the mean number of colonies (� SD) in three independent

experiments (Student’s t-test).

I Number of weeks of chronic exposure to PLX4032 before emergence of resistance in control or ZEB1-expressing cells (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

Source data are available online for this figure.
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diameter of 5 mm, the mice were given IPTG in their drinking

water. ZEB1 knockdown led to a significant decrease in tumor

growth, confirming the potent anti-tumor effect of ZEB1 inhibition

(Fig 6F). Finally, to demonstrate the reversibility of the ZEB1-

mediated phenotype switching, the expression of shRNA-ZEB1 was

induced for 10 days (+IPTG) and ZEB1 expression was then

reversed by removing IPTG for 10 days (�IPTG). Upon IPTG with-

drawal, levels of ZEB1, MITF, and p75 returned to the basal levels

in untreated cells (Fig 6G). Taken together with the results obtained

following ZEB1 overexpression, our data indicate that ZEB1 drives

the reversible conversion of MITFhigh/p75low differentiated into

MITFlow/p75high stem-like/initiating phenotypes, and regulates the

subsequent tumorigenic capacity of melanoma cells.

ZEB1 knockdown sensitizes naive melanoma cells to BRAFi and

decreases the viability of BRAFi-resistant melanoma cells

Next, we investigated whether knocking down ZEB1 in initially

PLX4032-naive melanoma cell lines could increase their sensitivity

to this drug. ZEB1 knockdown in sensitive ZEB1high A375 and

SKMEL5 melanoma cells inhibited colony formation in soft agar,

to a similar extent to that observed with BRAF inhibition (60%).

Importantly, the colony number was reduced by 90% in cells

knocked down for ZEB1 following PLX4032 treatment, indicating

a synergistic effect upon combined inhibition of BRAF and ZEB1

(Figs 7B and EV4C). This was associated with a concomitant

decrease in the size of the colonies. We then analyzed the
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Figure 5. ZEB1 overexpression in patient-derived ZEB1low/MITFhigh short-term culture cells promotes the conversion into a MITFlow/p75high stem-like

phenotype, resistant to MAPKi.

C-09.10 short-term culture cells were infected with retroviruses expressing ZEB1.

A Western blot analyses of ZEB1 and p75. GAPDH was used as a loading control.

B Quantitative PCR analyses of MITF and p75 upon ZEB1 expression. mRNA expression levels are represented relative to control cells (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

C Soft agar colony formation assay following ZEB1 expression. Scale bar = 200 lm. Histograms represent quantitative analyses (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

D FACS analyses of p75 cell surface expression upon ZEB1 overexpression. Bar chart representing the mean percentage of p75high, p75int, p75low, and p75negative cells from

two independent experiments (Fisher’s exact test).

E Clonogenic assay � PLX4032 (100 nM) treatment for 10 days. The graph represents the mean number of colonies (� SD) in three independent experiments

(Student’s t-test).

Source data are available online for this figure.
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efficacy of such a combination in vivo in SKMEL5 xenografts.

Mice were treated with vemurafenib through daily oral adminis-

tration. ZEB1 knockdown alone was as efficient as vemurafenib

treatment in decreasing SKMEL5 xenografted tumor growth, but

the combined inhibition of BRAF and ZEB1 did not lead to a

further significant decrease in tumor growth (Fig EV4D). This

finding does not preclude the hypothesis that ZEB1 inhibition

prevents the emergence of resistant cells in vivo. Indeed, we

could show in vitro that ZEB1 knockdown prevented the emer-

gence of resistance upon chronic exposure to PLX4032 in A375

cells, with a significant delay until the emergence of resistant cells

(Fig 7C).

Finally, we investigated whether ZEB1 expression was necessary

for the survival of resistant melanoma cells. The consequences of

ZEB1 knockdown were analyzed in a cell line intrinsically resistant

to vemurafenib, the RPMI7951, which exhibits high levels of ZEB1

expression (Fig 1, Appendix Fig S1) as well as in the vemu-

rafenib-acquired resistant cell lines A375-R and SKMEL5-R, and

patient-derived GOKA and ESP cells. ZEB1 expression was rapidly

downregulated following PLX4032 treatment in the parental naive

A375 cells (Fig 7A), whereas a high level of ZEB1 expression was

maintained in the resistant A375-R cells in the presence of 3 lM

PLX4032 (Fig 7D). In all these models, ZEB1 knockdown increased

the sensitivity to PLX4032, resulting in a decreased clonogenic

capacity (Fig 7E), which was associated with an apoptotic response

upon co-treatment with BRAFi, as shown by an increase in the

abundance of cleaved PARP in A375-R (Fig 7D). Moreover, p75

expression was decreased and MITF expression was increased upon

ZEB1 knockdown in resistant ESP cells (Fig 7F). shRNA control or

shRNA-ZEB1 ESP cells were then xenografted into nude mice and

orally treated with IPTG � vemurafenib. While vemurafenib did not

affect tumor growth of control resistant cells, ZEB1 inhibition alone

or in combination with vemurafenib led to a significant decrease in

tumor growth (Fig 7G). The efficacy of ZEB1 knockdown in vivo

was assessed by Western blot and immunostaining directly in the

tumors (Fig 7H). Overall, these data demonstrate that ZEB1 knock-

down decreases the viability of resistant melanoma cells in both

MITFlow (RPMI7951, A375-R, GOKA) and MITFhigh (SKMEL5-R,

ESP) cellular contexts.

Discussion

The aberrant activation of an epithelial–mesenchymal transition and

the subsequent generation of a cancer stem cell phenotype are

generally believed to foster therapy resistance in carcinoma (Singh

& Settleman, 2010). Such a relationship was not previously investi-

gated in melanoma, where the characterization of resistance mecha-

nisms to BRAF and/or MEK inhibitors remains a major issue.

Melanomas harbor a high level of intra-tumoral heterogeneity that

relies on exacerbated cell plasticity, which drives the highly efficient

reversible conversion between non-tumorigenic and tumorigenic

states (Quintana et al, 2008, 2010; Meacham & Morrison, 2013).

According to the concept of phenotype switching, tumor progression

does not necessarily rely on clonal evolution but rather on the rever-

sible reprogramming of signaling networks in large populations of

cells. In parallel to “genetic” resistance to MAPKi, due to the acqui-

sition of genetic mutations, affecting NRAS or MEK (Nazarian et al,

2010; Van Allen et al, 2014), the present study emphasizes mela-

noma cell plasticity as a potent driver of “phenotypic” resistance

(Roesch, 2015). Our findings demonstrate that the ZEB1 transcrip-

tion factor is a key determinant of melanoma phenotypic plasticity,

tumorigenicity, and resistance to MAPKi, by fostering the adaptation

to the therapeutic drugs. Data from cell lines and patients indicate

that a subset of mutated BRAF melanomas with high levels of ZEB1

expression may be intrinsically insensitive to BRAFi and MEKi,

suggesting that melanoma patients with high levels of ZEB1 expres-

sion may not benefit from MAPKi treatment. Analyses of larger

patient cohorts are required to validate the use of ZEB1 as a predic-

tive marker in order to stratify BRAF-mutated melanoma into

MAPKi-sensitive and MAPKi-resistant subgroups. Moreover, ZEB1

increased expression is frequently observed after acquisition of

resistance following chronic treatment with BRAFi. Functional stud-

ies revealed that ZEB1 overexpression is sufficient to drive the

emergence of resistance to BRAFi alone or in combination with

MEKi, whereas ZEB1 inhibition sensitizes naive melanoma cells to

BRAFi, prevents the emergence of resistance upon chronic exposure

in vitro, and decreases the viability of resistant cells. Since IC50

values for PLX4032 were only moderately modified upon ZEB1 over-

expression after 3 days of treatment in sensitive A375, C-09.10, or

▸
Figure 6. ZEB1 knockdown in ZEB1high/MITFlow melanoma cells promotes the reversible conversion into a MITFhigh/p75low differentiated phenotype and

inhibits tumor growth in vivo.

A375 cells were infected with retroviruses expressing a shRNA control or shRNA-ZEB1.

A Western blot analyses of ZEB1 and p75 upon ZEB1 knockdown. GAPDH was used as a loading control. High and low exposures (exp) for p75 are shown.

B Quantitative PCR analyses of MITF, p75, ABCB5, and JARID1B upon ZEB1 knockdown. mRNA expression levels are represented relative to shRNA control cells

(mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

C FACS analyses of p75 expression upon ZEB1 knockdown. Bar chart representing the mean percentage of p75high, p75int, and p75low cells from two independent

experiments (Fisher’s exact test).

D Soft agar colony formation assay upon ZEB1 knockdown. Scale bar = 200 lm. Histograms represent quantitative analyses (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

E 2 × 10
6 shRNA control or shRNA-ZEB1 A375 cells were injected subcutaneously into nude mice. The mean tumor volume for five mice is represented (� SEM)

(Student’s t-test, P-value at 42 days).

F A375 cells were infected with an IPTG-inducible shRNA-ZEB1. Left panel: Western blot analyses of ZEB1 expression � IPTG (100 lM) treatment for 6 days. Actin was

used as a loading control. Right panel: 2 × 10
6 IPTG-inducible shRNA control or shRNA-ZEB1 A375 cells were injected subcutaneously into nude mice. When the

tumor reached 5 mm in diameter, ZEB1 expression was silenced by adding IPTG (10 mM) into the drinking water for 20 days. The mean tumor volume for five mice

is represented (� SEM). (Student’s t-test, P-value at 18 days).

G SKMEL5 cells expressing an IPTG-inducible shRNA-ZEB1 were treated with IPTG (100 lM) for 10 days (+IPTG), and then IPTG was removed (-IPTG) and ZEB1, MITF,

and p75 expression levels were analyzed by Western blot and/or quantitative PCR analyses. GAPDH was used as a protein loading control, and mRNA expression

levels are represented relative to untreated cells, in which the levels were fixed at 1 (mean � SD, n = 2).

Source data are available online for this figure.
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Figure 7.
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GLO cells (Appendix Fig S7), this further indicates that ZEB1 effects

rely on a process of drug-induced phenotype adaptation that

requires at least one week of treatment. Moreover, cell death was

observed upon ZEB1 knockdown in A375-R cells even in the

absence of PLX4032 treatment (Fig 7D), indicating that these resis-

tant cells are addicted to ZEB1.

Our in vitro investigation of the underlying mechanisms

uncovered that ZEB1 regulates the reversible transitions from a drug-

sensitive differentiated state to a drug-resistant stem-like phenotype,

associated with a downregulation of MITF and direct or indirect acti-

vation of several melanoma-initiating cell markers, including the

neural crest cell marker p75/CD271, a crucial determinant of the

colony formation of melanoma cells, and of tumorigenicity (Boiko

et al, 2010; Civenni et al, 2011; Redmer et al, 2014). However,

knockdown experiments demonstrated that p75 was only respon-

sible for part of the effects associated with ZEB1, since the

ZEB1-mediated decrease in Tyrosinase was not reverted after the

knockdown of p75. Moreover, ZEB1 expression promoted resistance

to BRAFi in 501MEL cells without induction of p75, suggesting that

ZEB1 can promote resistance by other mechanisms. The expression

of two other markers that do not necessarily overlap with p75 (Cheli

et al, 2014), namely the ABCB5 transporter and the histone demethy-

lase JARID1B (Schatton et al, 2008; Roesch et al, 2010), was also

regulated upon ZEB1 modulation. Overall, ZEB1, as a transcription

factor which can act as a transcriptional repressor or activator thanks

to the binding to specific cofactors, is responsible for the modulation

of a large panel of targets, including downregulation of melanocyte

differentiation markers and upregulation of melanoma-initiating cell

markers that cooperate in mediating resistance to MAPKi.

ZEB1 ectopic expression was sufficient to increase p75 levels in

ZEB1high established cell lines (A375, SKMEL5), and ZEB1low

patient-derived short-term cultures (C-09.10 and GLO), and this

effect was potentiated upon BRAFi treatment. However, in ZEB1low/

MITFhigh established melanoma cell lines, such as 501MEL, ZEB1

overexpression was not sufficient to promote p75 expression, even

upon PLX4032 treatment. This may be due to epigenetic modifi-

cations acquired during the establishment of these cell lines that

may block the promoter in a closed chromatin configuration.

We found a potent correlation between high levels of ZEB1 and

low levels of MITF expression in various settings in both cell lines

and patient-derived samples. The ZEB1high/MITFlow profile was

associated with intrinsic resistance to MAPKi. Invasive MITFlow cells

with high levels of expression of WNT5A or of the receptor tyrosine

kinase AXL were recently shown to be more resistant to MAPKi

(Anastas et al, 2014; Konieczkowski et al, 2014; Muller et al, 2014),

supporting our own model. AXL, a known target of FRA1 that

promotes EMT in epithelial cells (Sayan et al, 2012), exhibit high

levels of expression in our resistant melanoma models

(Appendix Fig S8). However, neither AXL nor WNT5A levels were

induced upon ZEB1 ectopic expression, suggesting that ZEB1 func-

tion in resistance may be independent of these pathways. ZEB1 is

obviously not the only factor influencing sensitivity to MAPKi treat-

ment and we do not exclude the putative co-occurrence of other

mechanisms of resistance that could account for the differential

sensitivity to treatment observed in established cell lines in vitro.

Both ZEB1 and MITF are at least in part regulated by the MAPK

pathway. Although ZEB1 is downregulated by PLX4032 at an early

stage, it is strongly upregulated in resistant cells, indicating drug

adaptation. We previously showed that ZEB1 expression levels are

not only regulated at the transcriptional level by the FRA1 transcrip-

tion factor, but also at the posttranslational level (Caramel et al,

2013). This may explain why ZEB1 levels are still decreasing in cells

that ectopically express ZEB1 upon PLX4032 treatment. MITF is

upregulated after a short treatment with PLX4032 but may be lost in

resistant cells, in favor of a role for lower MITF expression in resis-

tance to MAPKi. However, the role of MITF is complex, since both

high and low levels of MITF can be found in cells with acquired

resistance, even within the same tumor in different clones, suggest-

ing that MITF may or may not be required for the acquisition and

maintenance of resistance to MAPKi (Wellbrock & Arozarena,

2015). Concordantly, we observed that cell lines and patient-derived

samples with intrinsic or acquired resistance to MAPKi could

display a ZEB1high/MITFhigh profile. Furthermore, ZEB1 knockdown

decreased the viability of resistant melanoma cells in both MITFlow

and MITFhigh contexts, suggesting that ZEB1 partly functions

through MITF-independent mechanisms.

▸
Figure 7. ZEB1 knockdown sensitizes naive melanoma cells to BRAFi and induces cell death in BRAFi-resistant melanoma cells.

A Western blot analyses of ZEB1 and P-ERK in shRNA control or shRNA-ZEB1-expressing A375 cells � 150 nM PLX4032 treatment for 24 h. GAPDH was used as a

loading control.

B Soft agar colony formation assay in A375 cells in the presence or absence of PLX4032 (150 nM). Scale bar = 100 lm. Histograms represent quantitative analyses

(mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

C Number of weeks of chronic exposure to PLX4032 before emergence of resistance in shRNA control or shRNA-ZEB1-expressing cells (mean � SD, n = 3, Student’s

t-test).

D RPMI7951, A375-R, and SKMEL5-R were infected with a retrovirus encoding a constitutive shRNA-ZEB1. Short-term cultures of GOKA and ESP cells, derived from

vemurafenib-resistant patients, were infected with a lentivirus encoding an IPTG-inducible shRNA-ZEB1. Western blot analyses showing efficient ZEB1 knockdown in the

different models,� IPTG (200 lM), � PLX4032 (3 lM) as indicated. Induction of cell death was assessed by PARP cleavage. GAPDH or actin was used as loading control.

E Clonogenic assays in the presence of 3 lM PLX4032, and with or without IPTG (200 lM) as indicated. The graphs represent the mean number of colonies (� SD) in

three independent experiments (Student’s t-test).

F Western blot analyses of ZEB1 and p75 and quantitative PCR analyses of MITF in shRNA control or shRNA-ZEB1 ESP vemurafenib-resistant patient-derived short-term

culture cells. Actin was used as a loading control. mRNA expression levels are represented relatively to control cells (mean � SD, n = 3, Student’s t-test).

G 2.5 × 10
6 shRNA control or shRNA-ZEB1 vemurafenib-resistant ESP cells were injected subcutaneously in nude mice. When the tumor reached 5 mm in diameter,

ZEB1 expression was silenced by providing mice with IPTG (10 mM) in their drinking water and orally administering vemurafenib (50 mg/kg) daily for 4 weeks. The

mean tumor volume for five mice is represented (� SEM) (Student’s t-test, P at 4 weeks).

H Upper part: Western blot analyses of ZEB1 in shRNA control (1 to 4) or shRNA-ZEB1 (5 to 8) ESP xenograft tumors, showing efficient ZEB1 knockdown directly in the

tumors, after IPTG � PLX4032 treatment in vivo. Lower part: Representative pictures of ZEB1 immunostaining in shRNA control or shRNA-ZEB1 tumors, after IPTG

treatment in vivo. Scale bar = 40 lm.

Source data are available online for this figure.
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High levels of ZEB1 expression undoubtedly promote an invasive

phenotype in melanoma, including decreased E-cadherin and

increased expression of Vimentin, SPARC, and MMPs (Caramel et al,

2013; Verfaillie et al, 2015) (Appendix Fig S4). Our results reinforce

the notion that ZEB1 additionally displays intrinsic oncogenic func-

tions. ZEB1 is expressed in the bulk of primary melanoma. Its

ectopic expression promotes stemness and tumorigenic features in

melanoma cell lines, and its knockdown drastically decreases the

tumorigenic growth of melanoma cells in vivo. Our results thus

demonstrate that ZEB1 is a major driver of phenotype switching-

mediated resistance to MAPKi and highlight that it is not the EMT

phenotype or invasive status itself but the specific functions of

EMT-TFs that cause resistance in melanoma cells. In contrast, ZEB2

is associated with low levels of ZEB1 expression and a differentiated

MAPKi-sensitive phenotype. As previously reported for their respec-

tive tumorigenic capacities (Caramel et al, 2013), ZEB2 could

therefore play an antagonistic function to ZEB1 in terms of resis-

tance to treatment in melanoma. Interestingly, specific functions of

EMT-TFs in resistance to treatment were previously reported in

carcinoma, corroborating our own model. As an example, ZEB1 was

previously shown to induce radioresistance through EMT-indepen-

dent, Chk1-dependent mechanisms (Zhang et al, 2014, 2015).

Moreover, invasive phenotypes and stemness properties can be

uncoupled in carcinomas, since ZEB1 and TWIST1 exhibit a dose-

dependent role in malignant progression. A lower threshold of ZEB1

or TWIST1 is sufficient to induce stemness and tumor initiation,

whereas further induction is necessary for EMT induction, invasion,

and tumor metastasis (Liu et al, 2014; Beck et al, 2015). Of note,

while the ectopic expression of ZEB1/ZEB2 has been associated with

attenuated cell proliferation in carcinoma models (Mejlvang et al,

2007), we did not observe any proliferation defect upon ZEB1

expression in melanoma cells, further highlighting cell-type-specific

functions of ZEB1 and ZEB2 in melanoma compared to carcinoma,

as we previously reported (Caramel et al, 2013; Puisieux et al,

2014).

While our study was mainly focused on ZEB1, TWIST1 is also

frequently activated in melanoma. However, the ectopic expression

of TWIST1 did not significantly stimulate the colony formation

capacity of melanoma cell lines (Appendix Fig S9), suggesting that

ZEB1 is a stronger oncogenic factor than TWIST1 in this tumor type.

Nevertheless, if the ectopic expression of TWIST1 is unable to

confer resistance to PLX4032 in ZEB1high cell lines (A375/SKMEL5),

our results indicate that TWIST1 can drive resistance in a ZEB1low

context (501MEL cells, Fig EV2). When combined with the observa-

tion that a significant number of primary resistant ZEB1-negative

melanomas exhibit high levels of TWIST1 expression, these results

suggest that ZEB1 is the main driver of BRAFi resistance, but that

TWIST1 may complement ZEB1 when this factor is not activated,

and may thus constitute a potential therapeutic target in a subset of

melanomas.

Finally, a better understanding of the function of EMT-TFs in

melanoma cell plasticity should lead to the design of novel combina-

tion therapies targeting specific EMT-TFs and the MAPK pathway.

Even if the aberrant expression of ZEB1 is more frequently found in

BRAFV600-mutated tumors (54%), it may be beneficial to target

ZEB1 as a mediator of cell plasticity in a subset of NRASQ61R-

mutated (29%) or BRAF and NRAS WT tumors (16%) with high

levels of ZEB1 expression (Appendix Fig S2). ZEB1 inhibition was

shown to increase sensitivity to MAPKi, prevent the emergence of

resistance, and induce cell death in various melanoma cells with

intrinsic or acquired resistance to BRAFi. Since the targeting of tran-

scription factors is challenging, a strategy may consist in identifying

ZEB1 gene targets or epigenetic mechanisms regulating ZEB1-driven

plasticity to overcome ZEB1-associated drug resistance. In this

context, the class I HDAC inhibitor mocetinostat was recently

shown to inhibit the expression of ZEB1, to upregulate its target,

miR-203, and to restore sensitivity to chemotherapy in pancreatic

cancer cells (Meidhof et al, 2015).

Materials and Methods

Human tumor samples and immunohistochemical analyses

Melanoma tumor samples were obtained through the Biological

Resource Center of the Hôpital Lyon Sud, Hospices Civils de Lyon,

and of the Hôpital Saint Louis, AP-HP, Paris. Human tumor samples

were used with the patient’s written informed consent. This study

was approved by the scientific board of the Hospices Civils de Lyon.

Immunohistochemical studies were conducted on a cohort of 70

melanomas with a BRAFV600 mutation, for which clinical data and

response to vemurafenib � cobimetinib treatment were known. Of

the 70 patients, 16 received the combination therapy. Patients were

referred to as “initially responding” when regression of the tumor

was observed (40) and referred to as “initially non-responding”

when the tumor progressed or remained stable (30) according to

RECIST criteria. In addition, biopsies were performed before and

after vemurafenib treatment (n = 12), on non-responding (n = 3) or

relapse (n = 9) patients. Specimens were formalin-fixed, paraffin-

embedded, and 3-lm-thick tissue sections were cut. The sections

underwent IHC staining using steam heat-induced epitope retrieval,

the Ventana Benchmark XT platform (Ventana-Roche Tissue Diag-

nostics, Meylan France), Ultraview red detection and commercially

available antibodies against ZEB1 (H102, rabbit polyclonal, 1/800,

Santa Cruz), MITF (C5/D5, mouse monoclonal, 1/200, Roche), and

TWIST1 (Twist2C1a, mouse monoclonal, 1/50, Abcam, Cambridge,

MA, USA). For all three antibodies, the staining was nuclear. A

blinded evaluation of the staining was carried out by experienced

pathologists. The IHC staining was scored evaluating the intensity

(1, 2, 3) and the percentage of positive cells.

CCLE and TCGA data sets

Data set analyses

The levels of mRNA expression of 61 melanoma cancer cell lines

obtained from the “CCLE_Expression_Entrez_2012-10-18.res” file

available through the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) were

analyzed. In addition, the drug response profile of 28 BRAFV600-

mutated melanoma cancer cell lines obtained from the

“CCLE_NP24.2009_Drug_data_2015.02.24.csv” file (CCLE) was also

analyzed (Barretina et al, 2012).

Furthermore, the levels of mRNA expression of 467 human

melanomas obtained from the level 3 data UNC Illu-

minaHiSeq_RNASeqV2 of the Skin Cutaneous Melanoma study

provided by The Cancer Genome Atlas (TCGA) were analyzed. The

mutational status of BRAF and NRAS genes of 341 human
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melanomas obtained from the cBioPortal (http://www.cbioportal.

org/) were also analyzed (Cerami et al, 2012; Gao et al, 2013; The

Cancer Genome Atlas Network, 2015). TCGA level 3 RNA sequenc-

ing data were normalized using the DESeq method with the R soft-

ware (version 3.1.2; the R core Team R: a language and

environment for statistical computing, 2008; http://www.R-project.

org) (Anders & Huber, 2010).

TCGA mRNA expression data processing

For the TCGA samples, the levels of ZEB1 mRNA expression exceed-

ing the 80th percentile were referred to as “High”, while ZEB1

expression levels inferior to the 20th percentile were referred to as

“Low”. The remaining samples were classified as “Intermediate”.

Mouse injections

Experiments using mice were performed in accordance with the

animal care guidelines of the European Union and French laws and

were validated by the local Animal Ethic Evaluation Committee

(CECCAPP). Mice were housed and bred in a specific pathogen free

animal facility “AniCan” at the CRCL, Lyon, France. Single cell

suspensions of A375 cell lines (2 × 106 cells), SKMEL5 (2 × 106

cells), or ESP (2.5 × 106 cells) in PBS/Matrigel (BD Biosciences,

Oxford, UK) (1/1) were injected subcutaneously into the flank of

six-week-old female athymic Swiss nude mice (Charles River Labo-

ratories). Five mice were included in each experimental group, in

separate cages (IPTG alone or IPTG + vemurafenib). No blinding

was done. For the IPTG-inducible models, when the tumor reached

5 mm in diameter, ZEB1 expression was silenced by adding IPTG

(10 mM) (Sigma) to the drinking water. BRAF was inhibited by

orally administering vemurafenib (50 mg/kg) or vehicle (DMSO/

PBS) daily for 2–5 weeks. Tumor growth was monitored during

4–6 weeks post-injection. Tumors grew up to 1.5 cm in diameter, at

which point animals were euthanized. Tumors were embedded in

paraffin and ZEB1 staining was performed using the anti-ZEB1

antibody (IHC-00419, 1/300, Bethyl), and DAB detection and coun-

terstaining with hematoxylin.

Cell culture and reagents

WM115, RPMI7951, SKMEL24, WM793, SKMEL28, SKMEL5, A375,

SKMEL3, and MALM3M human melanoma cell lines were

purchased from ATCC. 501MEL and WM9 cell lines were kindly

provided by Dr Robert Ballotti and M4BE cell line by Dr Thibault

Voeltzel (Centre Léon Bérard). All these BRAFV600 human melanoma

cell lines were cultured in DMEM complemented with 10% FBS

(Cambrex) and 100 U/ml penicillin–streptomycin (Invitrogen). In

order to authenticate the cell lines, the expected major genetic alter-

ations were verified by NGS sequencing. The absence of

mycoplasma contamination was checked every 3 weeks with the

MycoAlert detection kit (Lonza). Patient-derived short-term cultures

(< 10) were established from BRAFV600 metastatic melanomas,

before treatment for GLO and C-09.10, or after acquisition of resis-

tance to vemurafenib for ESP and GOKA. C-09.10 were kindly

provided by Dr Robert Ballotti (Nice). These short-term cell cultures

were grown in RPMI complemented with 10% FBS and 100 U/ml

penicillin–streptomycin. PLX4032/vemurafenib and GDC0973/

cobimetinib were purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX,

USA) and reconstituted in DMSO. Generation of A375-R and

SKMEL5-R resistant models was performed by treating cells chroni-

cally with increasing doses of PLX4032 for 2–3 months. All BRAFi-

resistant cell lines were permanently cultured in the presence of

3 lM PLX4032.

Retroviral and lentiviral infection

Human embryonic kidney 293T cells (4 × 106) were transfected

with retroviral or lentiviral expression constructs (10 lg) in combi-

nation with GAG-POL (5 lg) and ENV expression vectors (10 lg)

using GeneJuice (Millipore). Viral stocks were collected 48 h post-

transfection, filtered (0.45 lm membrane), and placed in contact

with 2 × 106 melanoma cells for 8 h in the presence of 8 lg/ml

polybrene. Forty-eight hours post-infection, cells were selected in

the presence of puromycin (1 lg/ml) (Invitrogen). The following

constructs: HA-ZEB1, Flag-TWIST1, shRNA control, and shRNA-

ZEB1 were described previously in pBABE-Puro vector (Caramel

et al, 2013). IPTG-inducible shRNA control and shRNA-ZEB1

(TRCN0000369266 and TRCN0000369267) in pLKO_IPTG_3xLacO

were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA). For acti-

vation of shRNA expression, IPTG (Sigma) was added to the

culture medium (100–200 lM) every two days. For reversion

experiments, IPTG was removed and analyses performed after

10 days.

siRNA transfections

For inactivation of p75 by small interference RNA, 3 × 105 cells

were seeded in 6-well plates. Control or p75-siRNA (Life Technolo-

gies) (Silencer select human NGFR s194654, #4392420) were trans-

fected into A375 cells (with a final concentration of 50 pM) using

Lipofectamine following the manufacturer’s instructions (Life Tech-

nologies). mRNA were extracted 48 h after transfection.

Immunoblot analyses

Cells were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS)

containing CaCl2 and then lysed in a 100 mM NaCl, 1% NP40,

0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0 RIPA buffer supplemented with a

complete protease inhibitor cocktail (Roche, Mannheim, Germany)

and phosphatase inhibitors (Sigma-Aldrich). Protein expression

was examined by Western blot using the anti-ZEB1 (H102, 1/200,

Santa Cruz), anti-ZEB2 (1/500, Sigma), anti-TWIST1 (Twist2C1a,

1/100, Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-P-ERK1/2 (#9106,

1/2,000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-

MITF (clone C5, ab80651, 1/500, Abcam), anti-FRA1 (sc-605,

1/400, Santa Cruz), anti-p75 (1/200, Alomone Labs, Jerusalem),

anti-AXL (AF154, 1/1,000, R&D Systems), and anti-PARP (cleaved

form, 29 kDa) (ab6079, 1/200, Abcam) antibodies for primary

detection. Loading was controlled using the anti-b-actin (clone

AC-15, 1/10,000, Sigma-Aldrich), anti-GAPDH (1/20,000, Milli-

pore), or anti-a-tubulin (T5168, 1/5,000, Sigma-Aldrich) antibod-

ies. Horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse, goat

anti-rabbit, and donkey anti-goat polyclonal antibodies (Dako,

Glostrup, Denmark) were used as secondary antibodies. Western

blot detections were conducted using the Luminol reagent (Santa

Cruz). For ZEB1 level analyses in mouse tumors, proteins were
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extracted from frozen tumors in liquid nitrogen by homogenizing

tissue in RIPA buffer.

Q-PCR

Total RNA was isolated using RNeasy Kit (QIAGEN) and reverse-tran-

scribed using a high cDNA capacity reverse transcription kit following

the manufacturer’s instructions (Fisher Scientific). Real-time PCR

intron-spanning assays were designed using the ProbeFinder software

(Roche). All reactions, including no-template controls and RT

controls, were performed in triplicate on a CFX96 (Bio-Rad) and were

analyzed with the Bio-Rad CFX manager software. Human HPRT1 was

used for normalization. The primers used were as follows: human

ZEB1 AGG GCA CAC CAG AAG CCA G and GAG GTA AAG CGT TTA

TAG CCT CTA TCA; human ZEB2 AAG CCA GGG ACA GAT CAG C

and GCC ACA CTC TGT GCA TTT GA; human TWIST1 GGC TCA GCT

ACG CCT TCT C and CCT TCT CTG GAA ACA ATG ACA TCT; human

MITF CAT TGT TAT GCT GGA AAT GCT AGA and TGC TAA AGT

GGT AGA AAG GTA CTG C; human p75, TCA TCC CTG TCT ATT

GCT CCA and TGT TCT GCT TGC AGC TGT TC; human ABCB5 TTG

AAA CCT TCG CAA TAG CC and TGG AAA AGT TAT CTA TAC TGG

GTT TCT; human JARID1B AGC AGA CTG GCA TCT GTA AGG and

GAA GTT TAT CAA CAT CAC ATG CAA; and HPRT1 TGA CCT TGA

TTT ATT TTG CAT ACC and CGA GCA AGA CGT TCA GTC.

Flow cytometry analyses

To analyze the expression of the p75/CD271 cell surface markers,

cells were incubated with an Alexa Fluor 647-conjugated anti-

CD271 antibody (BD Pharmingen) for 1 h before being counted on a

FACSCalibur. Data were analyzed using the FlowJo 7.5.5 software.

Soft agar colony formation assay

Melanoma cell lines were transduced with cDNA or shRNA retrovi-

ral or lentiviral expression vectors and selected with puromycin.

Plates were prepared by coating with 0.75% low-melting agarose

(Lonza) in growth medium and then overlaid with cell suspension

in 0.45% low-melting agarose (5 × 103 cells/well). Plates were incu-

bated for 2–3 weeks at 37°C. Colonies were stained with crystal

violet (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) and counted under microscope.

Viability assays

For short-term viability assays, the CellTiter-Glo Luminescent Cell

Viability Assay (ATP assay) (Promega) was used, based on quanti-

tation of the ATP present, which signals the presence of metaboli-

cally active cells. 1,000 cells in 96-well plates were treated with

the indicated drugs for 72 h in a final volume of 100 ll. Three by

threefold PLX4032 dilutions resulted in concentrations ranging

from 1 nM to 10 lM. After 72 h, the CellTiter-Glo reaction solution

(Promega) was added and luminescence was measured (Tekan).

Control wells with DMSO were used for normalization. IC50 values

were determined with the Compusyn software. For long-term

viability assays, 800 cells in 6-well plates were treated with the

indicated drugs at the IC50 concentration. Medium was changed

every 2–3 days, and colonies were fixed and stained with crystal

violet after 10–15 days.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6

software and Microsoft Excel 2010, except statistical analyses of

TCGA and CCLE data that were performed using the R software

(version 3.1.2; the R core Team R: a language and environment for

statistical computing, 2008; http://www.R-project.org). To assess

the significant correlation between ZEB1, MITF, and NGFR expres-

sion in the CCLE and TCGA data sets, a Pearson’s correlation coeffi-

cient was performed. To assess the significant associations between

the level of ZEB1 expression and BRAF- or NRAS-mutated status in

TCGA data set, a Wilcoxon signed-rank test was performed. All

experiments were performed at least in triplicate. Data are

presented as mean � s.d. or � s.e.m. as specified in the figure

legends. To determine significant differences between two groups,

parametric data were analyzed using a two-tailed t-test or a Fisher’s

exact test. The P-values obtained were considered significant

< 0.05.

Expanded View for this article is available online.

The paper explained

Problem

Targeted therapies with MAPK inhibitors (MAPKi) are faced with

severe problems of innate and acquired resistance in BRAF-mutant

melanoma. No clear mutational mechanism is found in up to forty

percent of resistant melanomas, indicating that transcriptomic or

epigenetic alterations may underly acquired MAPKi resistance. In

parallel to the acquisition of genetic mutations, melanoma cells may

also adapt to the drugs through phenotype switching. Therefore, iden-

tification of non-genomic mechanisms by which melanoma cells

reprogram their epigenome/transcriptome to evade MAPKi therapy

may lead to the design of more efficient combination therapies.

Results

We herein uncovered the role of the EMT-inducing transcription

factor (EMT-TF) ZEB1 as a major driver of phenotype switching in

melanoma cells, providing them with a resistance to MAPKi. We

showed that high ZEB1 expression levels were associated with inher-

ent resistance to BRAF inhibitors (BRAFi) in BRAFV600-mutated cell

lines and tumors. Moreover, ZEB1 expression level was increased in

melanoma cell lines with acquired resistance to BRAFi and in biopsies

from patients relapsing while under BRAFi treatment. We further

demonstrated that ZEB1 overexpression in melanoma cell lines trig-

gered the emergence of resistance to MAPKi by promoting the rever-

sible conversion of a MITFhigh/p75low differentiated state into a

MITFlow/p75high stem-like and tumorigenic state. Consequently, the

inhibition of ZEB1 sensitized naive melanoma cells to BRAFi,

prevented the emergence of resistance following chronic exposure to

BRAFi in vitro, and induced cell death in resistant melanoma cells.

Impact

Our work shows that mutated BRAF melanoma patients with high

levels of ZEB1 expression may not benefit from MAPKi treatment and

that ZEB1 could serve as a predictive marker in order to stratify BRAF-

mutated melanoma into MAPKi-sensitive and MAPKi-resistant

subgroups. Moreover, a better understanding of the function of EMT-

TFs in melanoma cell plasticity should pave the way for the design of

novel combination therapies targeting specific EMT-TFs and the MAPK

pathway in order to prevent the emergence of resistance.
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ARTICLE 2 

 

Le traitement des mélanomes par immunothérapies anti-PD-1 doit également faire face à de 

sévères problèmes de résistance. La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un 

processus majeur de plasticité des cellules cancéreuses connu pour favoriser la tumorigenèse, 

l’induction de propriétés souches, l’échappement au système immunitaire et la résistance aux 

traitements des carcinomes. Dans le mélanome, le facteur de transcription inducteur d’EMT ZEB1 

joue un rôle oncogénique majeur. Nous avons déjà montré qu’il induit la résistance aux thérapies 

ciblées. Nous étudions maintenant si et comment l’expression oncogénique de ZEB1 par les 

cellules de mélanome pourrait favoriser l’évasion immune des mélanomes et le remodelage du 

microenvironnement immunitaire.  

• L’analyse de l’infiltrat immunitaire à partir de biospies de mélanome a démontré que de 

forts niveaux d’expression de ZEB1 par les cellules tumorales sont associés à de faibles 

niveaux d’infiltration par les lymphocytes T CD8. 

• L’implémentation d’approches gain et perte de fonction in vivo dans les modèles de 

mélanome murins syngéniques démontre que ZEB1 régule la croissance tumorale et 

modifie la composition de l’infiltrat immunitaire en contrôlant notamment le recrutement 

des T CD8 au cœur de la tumeur. 

• Au niveau moléculaire, une production amoindrie des chémokines attractrices des CD8 

dans le sécrétome de tumeurs exprimant fortement ZEB1 pourrait expliquer le défaut de 

recrutement des T CD8. 

• Enfin, ce remodelage du microenvironnement immunitaire a des conséquences sur la 

réponse aux anti-PD-1. L’invalidation de ZEB1 synergise avec le traitement par anti-PD-1 

en induisant la régression tumorale des tumeurs murines.  

 

Ainsi, nous avons mis en évidence le rôle majeur de ZEB1 dans le remodelage du 

microenvironnement immunitaire et ouvert de nouvelles perspectives de combinaison 

thérapeutiques avec les anti-PD-1. 
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Abstract  

The treatment of metastatic melanoma with targeted and immunotherapies is still faced with severe 

problems of resistance. The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a major cancer cell 

plasticity process driving tumorigenesis, stemness, immune escape and resistance to treatment in 

carcinoma. In melanoma, the EMT inducing transcription factor ZEB1 plays a major oncogenic 

role and drives resistance to MAPK targeted therapies. We now investigated whether and how 

ZEB1 intrinsic signaling in melanoma cells may promote the immune evasion of melanoma cells 

and the remodeling of the immune microenvironment. Analyses of the immune infiltrate in a cohort 

of human melanoma samples demonstrate that high ZEB1 expression in tumor cells is associated 

to a decreased infiltration by CD8+ T lymphocytes. ZEB1 gain or loss of function approaches were 

then implemented in vivo in syngeneic melanoma mouse models and showed that ZEB1 regulates 

tumor growth and modifies the composition of the immune infiltrate, by controlling CD8+ T cells 

recruitment in the tumor. This may be explained at the molecular level by a decreased production 

of CD8 T cells attracting chemokines in the secretome of ZEB1-high tumors. Finally, this 

remodeling of the immune microenvironment has consequences on the response to anti-PD1. ZEB1 

targeting was shown to synergize with anti-PD1 in inducing regression of mouse tumors. Overall, 

our work demonstrates the major role of ZEB1-mediated cancer cell plasticity in melanoma 

immune microenvironment remodeling and opens new avenues in terms of combination strategies 

with immunotherapy. 
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Introduction: 

Metastatic melanoma is the most aggressive type of skin cancer with about 15,000 new 

cases in France each year. Its treatment has been recently revolutionized with the advent of targeted 

therapies (BRAF + MEK inhibitors for BRAFV600-mutated melanoma) and immunotherapies 

(anti-CTLA4 and anti-PD1). However, resistance to targeted therapies invariably occurs. While 

sustained responses may be observed with anti-PD1 (Larkin et al., 2019; Wolchok et al., 2017), 

around 60% of patients still do not benefit from these treatments or may develop resistance.  

Mechanisms of resistance to targeted therapies have been extensively studied in the recent 

years, and in parallel to genomic alterations (leading to reactivation of the MAPK pathway), 

resistance development has been attributed to phenotypic adaptations through transcriptional and 

epigenetic processes (Arozarena and Wellbrock, 2019; Hugo et al., 2015; Rambow et al., 2019). 

The mechanisms of resistance to immunotherapies involve both immune cells and tumor cells 

characteristics (Sharma et al., 2017). Besides inefficient CD8+ T cell response, other immune 

parameters such as the presence of T regulators (Tregs), myeloid-derived suppressor cells 

(MDSCs), M2 macrophages (ΜΦ), and other inhibitory immune checkpoints, may contribute to 

inhibition of anti-tumor immune responses. Tumor-cell-intrinsic mechanisms of resistance have 

been associated with genetic alterations (JAK1/2 mutations) which decrease Interferonγ (IFNγ) 

sensitivity of melanoma cells, but may also rely on transcriptomic/phenotypic alterations, as shown 

for activation of the WNT/β-catenin pathway (Abril-Rodriguez et al., 2020; Spranger et al., 2015), 

or loss of PTEN expression, which lead to T cell exclusion (Peng et al., 2016). The EZH2 histone 

methyltransferase was also shown as a major player in the adaptive resistance to immunotherapy 

in melanoma (Zingg et al., 2017). A major challenge is thus to identify novel tumor alterations, 

whose targeting would allow to recruit T cells and to restore response to anti-PD1.  

Therefore, a complete understanding of cellular and molecular mechanisms underlying 

phenotypic adaptations and thus, the exceptional capacity of melanoma cells to develop resistance 
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to current therapeutic strategies, is required in order to define biomarkers of response and new 

combination therapies.  

Melanomas display a high degree of inter and intratumoral heterogeneity as evidenced by 

gene expression analyses of tumors at the single cell level (Rambow et al., 2018; Tirosh et al., 

2016). Melanoma plasticity relies on a phenotype switching between a proliferative/differentiated 

and an invasive/stem-like state (Hoek and Goding, 2010; Verfaillie et al., 2015). Loss of 

MIcrophthalmia-associated Transcription Factor (MITF), the master regulator of melanocyte 

differentiation, induces a reprogramming towards an invasive and stem-like phenotype in 

melanoma cells (Cheli et al., 2011). We previously showed that the epithelial-mesenchymal-

transition (EMT)-inducing transcription factor (EMT-TF) ZEB1 (Caramel et al., 2018; Puisieux et 

al., 2014) regulates phenotype switching towards a MITFlow invasive and stem-like state (Caramel 

et al., 2013) and favors the acquired resistance to BRAF/MEK targeted therapies (Richard et al., 

2016). Data in carcinoma (NSCLC, breast cancer) demonstrated the role of EMT factors in immune 

evasion through various mechanisms ranging from inhibition of antigen presentation by Major 

Histocompatibility Complex (MHC), to activation of immune checkpoint ligands expression (PD-

L1) (Dongre et al., 2017; Terry et al., 2017). These data suggested that EMT-mediated cancer cell 

plasticity may promote resistance to immunotherapy (Shibue and Weinberg, 2017) but this remains 

to be precisely addressed in the context of melanoma, since EMT-TFs display specific roles in 

neural-crest derived malignancies (Tang et al., 2020). Given the pleiotropic roles of the ZEB1 

transcription factor (Caramel et al., 2018), we investigated whether its expression in melanoma 

cells may allow escape from therapy and host immune surveillance. 

Herein, we studied the crosstalk of tumor cells with the immune microenvironment in 

human melanoma samples by in situ and RNA-seq analyses, and demonstrated that ZEB1 

expression in melanoma cells is associated with decreased CD8+ T cells infiltration. By 

manipulating ZEB1 expression in vivo in mouse models we then demonstrated that ZEB1 promotes 
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immune evasion and T cell exclusion. Moreover, ZEB1 targeting, by promoting CD8+ T cells 

infiltration, synergizes with anti-PD1 in promoting tumor regression. Finally, we provide evidence 

for a cell autonomous molecular mechanism mediated by decreased secretion of chemokines.  

 

Results  

 

High ZEB1 expression in tumor cells is associated with decreased CD8+ T cells infiltration in 

a cohort of human melanoma samples  

In order to investigate the putative correlation of ZEB1 expression in melanoma cells with 

the composition of the immune infiltrate, we analyzed a cohort of 60 melanoma patient samples 

(Table 1). Only cutaneous biopsies were selected, either primary tumors or cutaneous metastases, 

but no lymph node metastasis in order to preclude contamination by immune cells. RNA-

sequencing (RNA-seq) was performed on FFPE samples from this cohort (n=56; 4 samples did not 

pass the RNA quality control). To estimate the relative abundances and diversity of the different 

immune cells present in the tumor biopsies, deconvolution of immune cells was performed with 

Xcell. ZEB1 expression was strongly correlated with cancer associated fibroblasts (CAF) and 

endothelial cells scores (Fig. 1A). This is consistent with the observation that ZEB1 expression is 

not only found in tumor cells but also in stromal cells, endothelial cells, and some immune cell 

subsets (Scott and Omilusik, 2019). Indeed, through the reanalysis of the published scRNA-Seq 

dataset from Jerby Arnon et al. (Jerby-arnon et al., 2018), we showed that ZEB1 is expressed in 

almost 50% of Cancer Associated Fibroblast (CAF) and Endothelial cells, about 20% of T cells, 

15% of B cells, 10% of macrophages and 8% of NK cells (Supp. Fig. 1). No correlation between 

ZEB1 expression and immune scores, especially T cell scores (Fig. 1A), was found but conclusions 

may be severely biased in these conditions. 
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In order to analyze ZEB1 expression specifically in tumor cells, we performed multi-

immunofluorescence stainings in this cohort of cutaneous melanoma samples. A 7-color panel was 

designed in order to analyze both ZEB1 expression in tumor cells (defined by the expression of the 

SOX10 marker), and the adaptive immune response, namely T cell infiltration and function (CD8, 

CD4, PD1, KI67). Quantification of the percentage of ZEB1-expressing cells among SOX10-

positive tumor cells allowed to segregate tumors in ZEB1high (n=13) and ZEB1low (n=41) subgroups 

(Fig. 1B and Supp. Fig. 2A). ZEB1 protein expression in tumor cells was poorly correlated with 

ZEB1 mRNA expression in the whole tumor (Supp. Fig. 2B). More precisely, a significant part of 

tumors classified as ZEB1 high according to the RNA-seq data, actually displayed no or low 

expression of ZEB1 in tumor cells, most ZEB1 high cells being stromal cells or endothelial cells 

(which display the highest scores) (Supp. Fig. 1-2).  

We then analyzed the immune infiltration status by focusing on CD8+ T lymphocytes. 

CD8+ T cells quantification was represented as a percentage of CD8+ cells among total nuclei in 

the tumor zone. A cut-off (CD8+ T cells <1,5% of total nuclei) was applied to define the “immune 

desert”. The localization of CD8+ T cells was further analyzed and defined as invasive margin or 

intra-tumoral, allowing to classify the tumors as “excluded” or “infiltrated” respectively (Fig. 1B, 

Table 1).  

Poorly infiltrated tumor samples (CD8+ T cells excluded pattern) were enriched in ZEB1-

high melanoma cells compared to infiltrated tumors (41% versus 14%, i.e. 3-fold increase) (Fig. 

1B-C). 70% of ZEB1high tumors (instead of 36%, i.e. 2-fold increase) of ZEB1low tumors presented 

a CD8+ T cells excluded pattern (Fig. 1D). Quantitative analyses further demonstrated a significant 

lower infiltration of ZEB1high tumors by CD8+ T cells, compared to ZEB1low tumors (p=0,0162) 

(Fig. 1E).  

Moreover, quantification of PD1+CD8+ T cells (Supp. Fig. 3A) indicate that CD8+ T cells 

in the margin of excluded tumors are not PD1 positive. In contrast a significant proportion of CD8+ 
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T cells that infiltrate the tumor zone display a PD1+ state (20-40%) (Supp. Fig. 3B). Regarding 

CD4+ T cells, no significant difference was observed between ZEB1high and ZEB1low tumors (Supp. 

Fig. 3C).   

RNA-Seq data were then analyzed again using the ZEB1 classification derived from IF 

analyses. Decreased CD8 score as well as IFN score in ZEB1high tumors compared to ZEB1low 

tumors was validated (Fig. 1F, Supp. Fig. 4 A-C), confirming the requirement for complementary 

in situ analyses. More importantly, high ZEB1 expression did not correlate with activation of the 

Beta-Catenin pathway, thus emphasizing that these two pathways may be uncoupled (Supp. Fig. 

4D). 

Finally, a cohort of validation was stained for ZEB1 and CD8 in immunohistochemistry 

(N=22) and confirmed an enrichment in the proportion of CD8+ T cells excluded pattern in 

ZEB1high tumors (Supp. Fig. 5). Overall, our results clearly demonstrate that high ZEB1 expression 

in melanoma cells is associated to a decreased infiltration by CD8+ T cells within the tumor zone.  

Given recent studies suggesting that mesenchymal tumors may be more resistant to 

immunotherapy (Dongre et al., 2017; Hugo et al., 2016), we investigated a putative correlation of 

ZEB1 expression with the response to anti-PD1. All patients from our cohort were treated with 

anti-PD1 immunotherapy (Table 1), but we focused on the 38 first-line samples. All melanoma 

cutaneous metastases biopsies were performed no longer than 1 year before anti-PD1 treatment. 

RNA-Seq analyses on these pre-treatment/baseline samples confirmed as expected, that responding 

tumors display a higher CD8+ T cells infiltration as analyzed by XCell or the microenvironment 

cell population counter (MCP-Counter) (Supp. Fig. 6). T cell and IFNγ signatures also showed a 

tendency towards increase in responding patients. However, neither ZEB1 expression nor EMT 

score were elevated in non-responding patients biopsies compared to responding biopsies (Table 1 

and Supp. Fig. 6). Even when using the ZEB1 melanoma cell score obtained by IF (Fig. 1), no 

tendency towards increased resistance to anti-PD1 of ZEB1high tumors was found.  
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ZEB1 ectopic expression in melanoma cells increases tumor growth in immunocompetent 

mice by impairing the recruitment of CD8+ T cells 

In order to investigate the role of ZEB1 in immune escape and CD8+ T cells exclusion, we 

manipulated its expression in syngeneic melanoma mouse models. Melanoma cell lines were 

established in our lab from BrafV600; TyrCRE-ERT2 (B16M3, B25F4, B42M6) (Dhomen et al., 

2009) as well as from Tyr:NrasQ61 (N6.1) (Ackermann et al., 2005) melanoma bearing mice. In 

contrast to highly pigmented MITFhigh NRAS-mutated cells, BRAFV600 cell lines display a MITFlow 

dedifferentiated phenotype, as previously described in similar models (Cooper et al., 2014) (Supp. 

Fig. 7) and exhibited gradient levels of expression of ZEB1.  

We ectopically expressed ZEB1 in one MITFlow BRAFV600 and one MITFhigh NRASQ61 

cell line, in order to analyze a non-pigmented and a pigmented model (Fig. 2A). ZEB1-expressing 

melanoma cells exhibited increased tumor growth upon subcutaneous injection in syngeneic 

immunocompetent C57BL6/J mice but not in C57BL6/J RAG KO mice (Fig. 2B). These results 

indicate the major role of the immune system in the control of tumor growth. In accordance with 

these results, we showed that ZEB1-expression mediates drastic modifications in the composition 

of the immune infiltrate in the tumors growing in C57BL6/J immunocompetent mice, as assessed 

by multi-parametric flow cytometry. The CD45 infiltrate was decreased in ZEB1high tumors (Fig. 

2C). In these syngeneic models, the immune infiltrate is composed of about 30% T cells, 15% NK 

cells and 55% myeloid cells (Supp. Fig. 8).  

Further immuno-histochemical and multi-parametric flow cytometry analyses 

demonstrated that the number of CD8+ T cells (/mm2 or /g of tumor) was severely impaired (13 

fold) in ZEB1high tumors at day 14 (Fig. 3A-C). CD4+ T cells number also showed a tendency 

toward diminution in ZEB1high tumors at day 14 (Fig. 3D), and the percentage of regulatory T cells 
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(FOXP3+CD4+) increased after 21 days (+25%) (Fig. 3 E, G). As a consequence, the CD8+ T cells 

/ Treg ratio was severely decreased (Fig. 3F).  

To go further, we then evaluated the activation state of CD8+ T cells by performing 

Perforin/Granzyme B, PD1 and KI67 stainings. While Perforin/Granzyme B and KI67 were not 

significant altered, PD1 expression by CD8+ T cells was decreased in ZEB1high tumors suggesting 

a decreased activation (Supp. Fig.9). Finally, in order to exclude a putative defect in lymphocyte 

activation within the draining lymph node, we analyzed CD8+ T cells from the draining lymph 

nodes at day 4 and showed no significant difference in their activation based on CD62L/CD44 

markers (Fig. 3H). Overall, these results argue for a prominent role of ZEB1 in preventing the 

recruitment and maybe the activation of CD8+ T cells, based on PD1 expression. 

 

Zeb1 knock-out in melanoma cells strongly reduces tumor growth, favors CD8+ T cells 

infiltration and improves the response to immune checkpoint blockade 

In order to further analyze the role of ZEB1, we then knocked it out by lentiviral infection 

(CRISPR-Cas9) in a BRAFV600 cell line. Zeb1 KO was validated by western-blot and Sanger 

sequencing (Fig. 4A). One scramble and one KO clone were selected, which displayed similar 

proliferation rate in vitro. Tumor growth of Zeb1 KO melanoma cells was impaired in syngeneic 

immunocompetent C57BL6/J mice but not in C57BL6/J RAG KO mice (Fig. 4B and C), 

confirming again the role of the immune system and the absence of intrinsic proliferation defect. 

Absence of ZEB1 expression in tumor cells was validated by immunohistochemical stainings of 

the tumors (Fig. 4D). Consistent with the decreased infiltration by CD8+ T cells observed in ZEB1-

overexpressing tumors, Zeb1 KO tumors exhibited increased CD8+ T cells infiltration (3-fold 

increase) as assessed by immunohistochemical analyses (Fig. 4D). Importantly, similar conclusions 

regarding ZEB1-mediated CD8 T cells dependent tumor growth were obtained from experiments 

implemented with another pair of scramble-Zeb1 KO clones (Supp. Fig.10). 
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Our observations that Zeb1 KO increases CD8+ T cells infiltration gave a rationale to 

investigate whether Zeb1 KO increased sensitivity to anti-PD1. As previously described for other 

syngeneic BRAF models (Meeth et al., 2016), B16M3, B25F4 and B42BM6 BRAFV600 cells were 

found to be poorly sensitive to anti-PD1, in contrast to BP cells (Cooper et al., 2014). The growth 

of Zeb1 KO cells is already reduced compared to control cells, but treatment with anti-PD1 resulted 

in a complete regression of the tumors (Fig. 4B). Overall, these data suggest that targeting ZEB1, 

by increasing T cell infiltration, may synergize with anti-PD1 treatment. ZEB1 may thus constitute 

a putative target to increase efficacy of immunotherapy. 

    

ZEB1 melanoma cell autonomous secretome impairs CD8+ T cells attraction  

In order to investigate by which mechanisms high ZEB1 expression in melanoma cells 

impairs the recruitment of CD8+ T cells in the tumors, we analyzed the secretome of the tumors. 

The composition of the supernatant of dilacerated tumors was analyzed by MSD multiplex 

technology (35 analytes). High ZEB1 expression in melanoma tumors was associated with a 

decreased expression of CD8+ T cells attracting chemokines (CXCL9, 10, CCL3, 4) in the 

supernatant of tumors (Fig. 5A-B). Of note, an increased secretion of TGFβ (TGFβ2) was found 

in ZEB1high tumors (Fig. 5B). Magnetic sorting of CD45 negative cells (mostly melanoma cells) 

from the tumors validated the decreased production of CXCL10 by ZEB1high melanoma cells (Fig. 

5C). Importantly, increased production of CXCL10 was evidenced in Zeb1 KO cells by ELISA 

(Fig. 5D). Overall, melanoma cell intrinsic ZEB1 impairs secretion of CXCL10, which may 

contribute to a defective CD8+ T cells recruitment. 

 

Discussion  
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Despite recent progress in the treatment of metastatic melanoma provided by 

immunotherapy, a major challenge remains to identify melanoma cell-intrinsic mechanisms of 

immune escape, whose targeting would allow to recruit T cells and to restore response to 

immunotherapy.  

While previous data in carcinoma (NSCLC, breast cancer) demonstrated the role of EMT 

factors in immune evasion (Dongre et al., 2017; Terry et al., 2017), their roles remained to be 

precisely addressed in the context of melanoma, since EMT-TFs display cell-type specific roles in 

neural-crest derived malignancies (Caramel et al., 2013; Tang et al., 2020). We herein focused on 

ZEB1, given its prominent oncogenic function in melanoma, compared to TWIST1 or SNAIL. The 

specific role of ZEB1 in remodeling the immune microenvironment was not previously 

investigated in melanoma, where the characterization of immune escape mechanisms remains a 

major issue. 

The present study demonstrates the prominent role of the expression of the ZEB1 

transcription factor by melanoma cells in impairing CD8+ T cells recruitment, both in human 

samples and mouse models. Our findings identify ZEB1 as a key determinant of melanoma immune 

escape. Our results clearly demonstrate that high ZEB1 expression in melanoma cells is associated 

to a decreased infiltration by CD8+ T cells within the tumor zone in a large cohort of human 

cutaneous melanoma. Importantly, our study emphasizes the requirement for in situ analyses of 

tumors, allowing to tackle the issue of ZEB1 intra-tumoral heterogeneity. We indeed developed 

multi-immunofluorescence stainings enabling to specifically quantify ZEB1-expressing melanoma 

cells. We were thus able to exclude other ZEB1-expressing cells from the microenvironment, 

including cancer-associated fibroblasts (CAFs), endothelial cells, but also immune cells (T cells, 

macrophages and NK cells) (Scott and Omilusik, 2019), which significantly biased bulk RNA-Seq 

analyses. Our strategy combining in situ and RNA-Seq analyses allowed to reliably address the 

crosstalk between melanoma cells and immune cells. 
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Further work in several syngeneic mouse models demonstrate that ZEB1 regulates the 

tumor microenvironment by suppressing CD8+ T cells accumulation at the tumor site, thus, leading 

to an increased tumor growth. Consistently, ZEB1 KO was able to favor CD8+ T cells recruitment 

and subsequent decrease in tumor growth.  

Our work contributes to increase our knowledge of melanoma cell-intrinsic T cell exclusion 

mechanisms. Importantly, our results suggest that ZEB1 pathway may be non-redundant / 

independent from the Beta-Catenin pathway, a major T cell exclusion mechanism in melanoma 

(Supp. Fig. 4). We verified that high ZEB1 expression in melanoma does not correlate with Beta-

catenin pathway activation. Overall, ZEB1 activation would be another mechanism of T cell 

exclusion present in about 25% of cutaneous melanoma patients, in addition to Beta-Catenin 

activation or PTEN loss of function (Kalbasi and Ribas, 2020; Peng et al., 2016; Spranger et al., 

2015) which may be each found in about 20% of patients.  

Investigation of the underlying mechanisms uncovered that the prominent role of ZEB1 is 

to prevent CD8+ T cells recruitment. CD8+ T cells activation state, evidenced by analyses of the 

PD1 immune checkpoint and the proliferation marker KI67, was not significantly modified in 

human samples, while a tendency toward decreased PD1 expression by CD8 T cells was shown in 

ZEB1high tumors in mice. In contrast, we demonstrate a defective secretion of CXCL10, a T cell 

attracting chemokine, by ZEB1high melanoma cells, suggesting the intrinsic role of ZEB1 in 

regulating the secretome and subsequent immune cells attraction. Indeed, as a transcription factor, 

ZEB1 has been shown to bind to the promoters of several inflammatory cytokines by ChIP-Seq in 

carcinoma models (Katsura et al., 2017). ZEB1 may thus directly regulate / inhibit the transcription 

of CXCL10 or other chemokines. However, one cannot exclude an indirect effect mediated by the 

negative regulation of MITF by ZEB1. In line with this hypothesis, MITF knockdown was shown 

to reduce the expression of CXCL10 in B16F10 melanoma cells (Wiedemann et al., 2019). 

However, our data also showed that ZEB1 is able to regulate CD8+ T cells recruitment in both a 
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MITFhigh and a MITFlow background. MITF expression level was not significantly altered upon 

ZEB1 ectopic expression in the NRAS mouse model and the strong pigmentation was not 

decreased. These results suggest that ZEB1 may be able to regulate CD8+ T cells dependent tumor 

growth at least in part independently from MITF–mediated phenotype switching.  

While our results point to an intrinsic role of ZEB1 in regulating the secretome of melanoma 

cells, it is still possible that a cooperation with chemokines produced by other immune cells from 

the microenvironment contributes to generate an amplification loop. Indeed, a cooperation between 

constitutive (CCL5 produced by tumor cells) and inducible (CXCL9 produced by dendritic cells 

DC and macrophages) chemokines has been described in many tumor types (Dangaj et al., 2019). 

Accordingly, Beta-Catenin activation was shown to impair T cell recruitment because of defective 

secretion of CXCL10 by DC (Spranger et al., 2017). 

Our study focused on the impact on CD8+ T cells, but the proportion of other immune 

populations may also be modified by ZEB1. Indeed, the proportion of T regulators was increased 

upon ZEB1 expression in accordance with previous results obtained with SNAIL (Kudo-Saito et 

al., 2009). This may be linked to the increased secretion of TGFβ (TGFβ2) observed in ZEB1high 

tumors. The balance between M1 and M2 macrophages which has previously been described in 

carcinoma models to be deregulated upon SNAIL expression (Dongre et al., 2017), will also need 

to be further investigated.  

Regarding the resistance to immune checkpoint blockade, preliminary data suggested that 

EMT-mediated cancer cell plasticity may promote resistance to immunotherapy (Shibue and 

Weinberg, 2017). Results obtained in transplanted mouse models of carcinomas suggested that 

mesenchymal tumors may display increased resistance to immunotherapy compared to epithelial 

tumors (Dongre et al., 2017). Analyses of our own cohort of melanoma patients treated in first-line 

with anti-PD1 suggest that ZEB1 expression alone may not be a biomarker of response to 

immunotherapy, even if the size of the cohort is still rather small to draw definitive conclusion. 
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However, it is worth mentioning that activation of the Beta-Catenin pathway is not associated to 

resistance to immunotherapy in human melanoma cohorts. A combination of markers may thus be 

required. In melanoma, the Innate PD1 Resistance IPRES signature described by the team of 

Antoni Ribas (Hugo et al., 2016) pointed at the “MAPK inhibitors induced EMT” mesenchymal 

signature as the second more significant differentially expressed geneset in the non-responding vs. 

responding tumors. This signature includes mesenchymal genes such as AXL, ROR2, WNT5A, 

LOXL2, TWIST2, TAGLN AND FAP but neither the ZEB nor the SNAIL family members. 

However, this cohort included a significant proportion of post-BRAFi samples, and as previously 

mentioned, bulk RNA-seq analyses have limitations and may be biased since EMT-TFs are 

expressed in many cell types in the tumor microenvironment. In line with this observation, the 

EMT score was not statistically different in our own cohort between responders and non-

responders. In this respect, inactivation of endothelial ZEB1 expression was recently shown to 

sensitize tumors to anti-PD1, pointing to a putative cooperative role of various ZEB1-expressing 

cell types from the microenvironment (Fu et al., 2020). 

Finally and importantly, our results suggest that targeting ZEB1 would be an interesting 

approach to foster the recruitment of CD8+ T cells within the tumor and increase the response to 

immunotherapy in melanoma. ZEB1 may thus constitute a putative target to increase efficacy of 

immunotherapy. 
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Figures legends  

Figure 1: High ZEB1 expression in tumor cells is associated with decreased CD8+ T cells 

infiltration in a cohort of human melanoma samples  

A) Heatmap of RNA-Seq data on 56 cutaneous melanoma samples. Patients are in column. First 

line: ZEB1 expression (TPM). Following lines: Xcell scores of endothelial cells (Endo), cancer 

associated fibroblasts (CAF), CD8+ naive T cells, CD8+ T cells, NK cells, NK T cells, CD4+ T 

cells (non-regulatory), CD4+ Th1 T cells, CD4+ Th2 T cells, regulatory T cells (Tregs), M1 

Macrophages and M2 Macrophages. ZEB1 expression is correlated with the endothelial and CAF 

scores (R²=0,55 ; p-value < 0,0001 and R²=0,48 ; p-value < 0,0001 respectively). B) Representative 

pictures of multi-immunofluorescence OPAL stainings for ZEB1 (red), CD8 (green) and SOX10 

(White) of a ZEB1 low / CD8 infiltrated (upper panel) and a ZEB1 high / CD8 excluded (lower 

panel) tumor. Blue: DAPI. Note that in the ZEB1 low tumor, ZEB1 high cells are not SOX10 

positive. Scale bars = 100 µm. Whole tumor regions were reconstructed using the R software (Right 

panel). Melanoma cells are represented following a color gradient (green, orange, red, black) 

corresponding to ZEB1 nuclear intensity in melanoma cells (respectively <1; [1;3]; [3;10]; >10). 

Reconstruction of CD8 location is ploted in blue. The black insets correspond to the pictures. C) 

Pie charts representing the proportion of ZEB1 low (green) and ZEB1 high (red) tumors within 

CD8 excluded (n=19) and CD8 infiltrated (n=21) tumors. D) Stacked bar representing the 

percentage of CD8 excluded (light blue) and CD8 infiltrated (dark blue) tumors within ZEB1 low 

and ZEB1 high tumors. E) Percentage of CD8 T cells as quantified by IF in ZEB1 low (green, 

n=28) and ZEB1 high (red, n=10) tumors (Mean with SD, Mann Whitney test). F) Heatmap of 

combined RNA Seq and IF analyses on 50 cutaneous melanoma samples. Patients are in column. 

First two lines: IF analysis-based classification in ZEB1 high (red) or ZEB1 low (green) melanoma 

and CD8 infiltrated (dark blue) or CD8 excluded (light blue) pattern. Following lines:  Xcell scores 

of endothelial cells (Endo), cancer associated fibroblasts (CAF), naive CD8+ T cells, CD8+ T cells. 
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Figure 2: ZEB1 ectopic expression in melanoma cells increases tumor growth in 

immunocompetent mice and remodels the composition of the immune infiltrate  

A) B16M3 and N6.1 murine melanoma cells were infected with retroviruses expressing ZEB1. 

Western blot analyses of ZEB1. GAPDH was used as a loading control. B) 3 × 106 B16M3 (Left) 

or N6.1 (Right) control (green) or ZEB1 overexpressing (red) cells were injected subcutaneously 

into C57BL6 immunocompetent mice (upper panel) or in immunodeficient RAG KO mice (lower 

panel). The mean tumor volume is represented (+/- SEM, Mann Whitney test). B16M3: n=17-19; 

N6.1: n=5. C) FACS analyses of CD45 infiltration two weeks after injection in immunocompetent 

C57BL6 mice of B16M3 (left) or N6.1 (right) models: control (green); ZEB1 ectopic expression 

(red), n=4-5 per group. Bar chart representing the number of CD45+ cells / g of tumors (Mean with 

SD, Mann Whitney test).  

 

Figure 3: ZEB1 ectopic expression in melanoma cells impairs the recruitment of CD8+ T 

lymphocytes  

A) Representative pictures of Hematoxylin and Eosin coloration (H&E), ZEB1 and CD8 

immunostainings in B16M3 (left) and N6.1 (right) control and ZEB1-overexpressing tumors 

collected two weeks after injection in C57BL6 mice. Purple chromogene was used for revelation 

of IHC in pigmented N6.1 tumors instead of brown DAB for non-pigmented B16M3 tumors. Scale 

bars = 50 µm. Arrows indicate purple positive CD8+ T cells. B) Quantification of CD8+ T cells 

infiltration in B16M3 and N6.1 control versus ZEB1-overexpressing tumors. Bar chart representing 

the number of CD8 T cell per mm² of tumor (n=5-6, mean with SD, Mann Whitney test). C-D-E-

F) FACS analyses of CD8+, CD4+ and FOXP3+ CD4+ T regulators (Treg) infiltration in B16M3 

and N6.1 control and ZEB1-overexpressing tumors. Bar charts representing the number of CD8+ 

(C) or CD4+ (D) T cells per gram of tumor. E) Bar charts representing the percentage of Treg 
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among CD4+ T cells in B16M3 control (green) and ZEB1 overexpressing (red) tumors, 14 (left) 

and 21 (right) days after injection (Mean with SD, Mann Whitney test). F) Bar chart representing 

the ratio between the number of CD8+ T cells and the number of Treg in B16M3 control and ZEB1-

overexpressing tumors (Mean with SD, Mann Whitney test). G) Representative pictures of FOXP3 

immunostainings in B16M3 control and ZEB1-overexpressing tumors. Tumors were collected two 

weeks after injection. Scale bars = 50 µm. H) FACS analyses of CD8 T cells activation 

within the draining lymph node 4 days after injection of N6.1 control (left, n = 3) or ZEB1-

overexpressing (right, n = 3) cells. Stacked bar representing the percentage of CD8 T cells CD62L+ 

CD44- (blue: inactivated), CD62L+ CD44+ (orange: in activation) and CD62L- CD44+ (red, 

activated). 

 

Figure 4: Zeb1 knock-out in melanoma cells strongly reduces tumor growth, favors CD8+ T 

cells infiltration and improves the response to immune checkpoint blockade  

A) B25F4 murine melanoma cells were infected with lentiviruses expressing the Cas9 and guide 

RNA (sgRNA) targeting Zeb1 or scramble sgRNA. 25C13: scramble clone. 25Z22: Zeb1 KO clone. 

Western blot analyses of ZEB1. GAPDH was used as a loading control. B) 2,5 × 106 25C13 

(orange) or 25Z22 (blue) cells were injected subcutaneously into immunocompetent mice and 

treated with either anti-PD1 (dashed lines) or control isotype (solid lines) 5, 7 and 9 days after 

injection. The mean tumor volume for 5 mice is represented (+/- SD, Mann Whitney test). C) 2,5 

× 106 25C13 (orange) or 25Z22 (blue) cells were injected subcutaneously into immunocompetent 

C57BL6 (n=4-5) or RAG KO (n=3) mice. The mean tumor volume is represented (+/- SD, Mann 

Whitney test). D) Representative pictures of ZEB1 and CD8 immunostainings in 25C13 (scramble) 

and 25Z22 (Zeb1 KO) tumors. Scale bars = 50 µm. Arrows show stromal and endothelial cells 

expressing ZEB1, while tumor cells are Zeb1 KO. Right panel: Quantification of CD8 infiltration 
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in 25C13 (scramble) and 25Z22 (Zeb1 KO) tumors. Bar chart representing the number of CD8 T 

cell per mm² of tumor (Mean with SD, Mann Whitney test).  

 

Figure 5: ZEB1 melanoma cell autonomous secretome impairs CD8+ T cells attraction  

A) Heatmap representing the relative quantity of 35 analytes measured using the Meso Scale 

Diagnostics (MSD) technology in supernatant of dilaceration of control (n=5) or ZEB1-

overexpressing (n=8) B16M3 tumors. TGF-β isoforms were also quantified with the same 

technology in respectively n=6 and n=8 control or ZEB1-overexpressing tumors. B) Bar charts 

representing the concentration of CXCL10 and TGF-β2 (pg/mL) in the supernatant of dilacerated 

B16M3 control (n=5) and ZEB1 overexpressing (n=8) tumors (Mean with SD, Mann Whitney test). 

C) CD45- cells were sorted from B16M control (n = 3, green) or ZEB1-overexpressing (n = 4, red) 

tumors and RNA were extracted. Bar chart representing the relative expression of CXCL10 (Mean 

with SD, Mann Whitney test). D) Quantification of CXCL10 by ELISA in vitro in the supernatant 

of two pairs of scramble or Zeb1 KO clones.  

 

Supplementary Figures: 

Supplementary Figure 1: Analyses of the melanoma single cell RNA-Seq data set from 

(Jerby-Arnon et al.). ZEB1 mRNA expression (TPM) within cell types: B cells (n=818), Cancer 

Associated Fibroblast (CAF, n=106), endothelial cells (Endo, n=104), macrophages (n=420), 

malignant cells (Mal, n=2018), NK cells (n=92), CD4 T cells (n=856), CD8 T cells (n=1759) and 

T cells (n=706). Mean with SD. 
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Supplementary Figure 2: ZEB1 immunofluorescence quantification in melanoma cells 

A) ZEB1 immunofluorescence quantification in melanoma cells. Example of ZEB1 nuclear 

quantification specifically in melanoma cells in a ZEB1 low and two ZEB1 high melanoma tumors. 

Melanoma cells are stained using SOX10 (white, nuclear staining). ZEB1 appears in red and 

nucleus are stained with Dapi (blue). First line: overview of the entire tumor. Second line: SOX10 

and DAPI. Third line: ZEB1 and DAPI. Arrows show ZEB1 staining in stromal cells. Forth line: 

merge ZEB1, SOX10, DAPI. Bellow: tumor reconstitution using the R software. Melanoma cells 

are represented following their nuclear expression level of ZEB1. In green: ZEB1 intensity < 1. In 

orange: ZEB1 intensity in between 1 and 3. In red: ZEB1 intensity in between 3 and 10. In black 

ZEB1 intensity > 10. 

B) Correlation of ZEB1 IF and RNA-seq score. ZEB1 expression level (RNA Seq, TPM) in ZEB1 

low and ZEB1 high melanoma samples, as assessed by IF analysis (SOX10+ . In green: tumor 

classified as ZEB1 low using the RNA-Seq approach (the 70% of lowest ZEB1 TPM values). In 

red: tumors classified as ZEB1 high using the RNA-Seq approach (the 30% of the ZEB1 top 

values). Grey area: ZEB1 expression levels range where tumors can be missclassified. 16 tumors / 

50 (32%) are missclassified. 

 

Supplementary Figure 3: Multi-immunofluorescence analyses of CD8, CD4, PD1 and KI67.  

A) Representative CD8 staining (in green) (left) and additionnal markers PD1 (in yellow) and Ki67 

(in magenta). Melanoma cells ara stained using SOX10 (in white) and nucleus are stained using 

DAPI (in blue). Scale bar = 100µm. B) Percentages of CD8 cells expressing PD1 (left, CD8+PD1+) 

and CD8 cells co-expressing PD1 and Ki67 (right, CD8+PD1+KI67+) in excluded (in green) versus 

infiltrated (in red) tumors. (Mean with SD, Mann Whitney test). C) Representative CD4 staining 

(in orange, left) and additionnal markers PD1 (in yellow) and Ki67 (in magenta). Melanoma cells 

ara stained using SOX10 (in white) and nucleus are stained using DAPI (in blue). Scale bar = 
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100µm. D) Percentages of CD4 T cells (on the left) and CD4 expressing PD1 (on the right) in 

ZEB1 low (in green) versus ZEB1 high (in red) tumors. (Mean with SD, Mann Whitney test, ns).  

 

Supplementary Figure 4: Immune and melanoma signatures analyses from RNA-seq data 

A) Tumors were segregated in ZEB1 high or low tumors based on ZEB1 TPM expression. ZEB1 

high represent the 30% of the ZEB1 top values. CD8 T cell Xcell score in ZEB1 low (in green, n 

= 41) and ZEB1 high (in red, n = 15) tumors is represented (Mean with SD, Mann Whitney test). 

B-C-D) Tumors were segregated in ZEB1 high or low tumors based on IF analysis. CD8 T cell 

Xcell score (B), IFN-γ ssGSEA score (C), and Βeta-catenin ssGSEA score (D) in ZEB1 low (in 

green, n = 38) and high (in red, n = 12) tumors (Mean with SD, Mann Whitney test). 

 

Supplementary Figure 5: ZEB1 and CD8 immunohistochemical stainings in a validation 

cohort of n=22 cutaneous melanoma samples. A) Representative pictures of ZEB1 (red) and 

CD8 (brown DAB) immunostainings in a ZEB1 low / CD8 infiltrated and a ZEB1 high / CD8 

excluded tumor. B) Pie charts representing the proportion of ZEB1 low (green) and ZEB1 high 

(red) tumors within CD8 excluded (n=11) and CD8 infiltrated (n=11) tumors. C) Stacked bar 

representing the percentage of CD8 excluded (light blue) and CD8 infiltrated (dark blue) tumors 

within ZEB1 low (n=13) and ZEB1 high (n=9) tumors.  

 

Supplementary Figure 6: Immune and melanoma signatures analyses from RNA-Seq data of 

responders versus non-responders patients to anti-PD1 immunotherapy   

A) Pie charts representing the number of responders (R) versus non-responders (NR) in desert 

(n=12), CD8 excluded (n=14) or CD8 infiltrated (n=12) melanoma tumors. B) CD8A expression 

(TPM, log2), CD8 T cell score (Xcell), CD8 T cell score (MCP Counter), CD8 T cell ssGSEA 
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score (Gajewski), IFNγ ssGSEA score (Ayers et al.), Β-catenin ssGSEA score (Spranger) and EMT 

ssGSEA score in responders (n=17) versus non-responders (n=21) (Mean with SD, Mann Whitney 

test). C) Percentages of CD8 PD1+ and CD4 PD1+ quantified in IF in responders (n=16) versus 

non-responders (n=21). (Mean with SD, Mann Whitney test). 

 

Supplementary Figure 7: Western blot analyses of ZEB1, MITF and PTEN in murine melanoma 

cell lines B16M3, B25F4, B42M6, BP and N6.1. GAPDH was used as a loading control. PTEN 

expression is maintained in the BRAFV600 cell lines. 

 

Supplementary Figure 8: Pie chart showing the composition of a representative immune infiltrate 

of a B16M3 (left) and a N6.1 (right) tumor.  

 

Supplementary Figure 9: Analyses of CD8+ T cells activation in mouse tumors   

A) Representative flow cytometry characterization of CD8 T cells. Vertical axis: CD8. Horizontal 

axis: Granzyme B (GrB), Ki67 and PD1 respectively. B) Percentages of GrB+, Ki67+ and PD1+ 

CD8 T cells in control (green, n = 5) and ZEB1-overexpressing (red, n = 5) B16M3 tumors. (Mean 

with SD, Mann Whitney test). C) Percentages of GrB+, Ki67+ and PD1+ CD8 T cells in control 

(green, n = 6) and ZEB1-overexpressing (red, n = 5) N6.1 tumors (Mean with SD, Mann Whitney 

test).  

Supplementary Figure 10: Zeb1 knock-out in melanoma cells strongly reduces tumor growth 

and favors CD8+ T cells infiltration 

A) B42M6 murine melanoma cells were infected with lentiviruses expressing the Cas9 and guide 

RNA (sgRNA) targeting Zeb1 or scramble sgRNA. 42C1 is a scramble clone and 42Z6 is a Zeb1 

knock-out clone. Western blot analyses of ZEB1. GAPDH was used as a loading control. B) 2,5 × 
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106 42C1 (orange) or 42Z6 (blue) cells were injected subcutaneously into C57BL6 

immunocompetent mice (left, n=6-10 per group) or into RAG KO mice (right, n=2 per group). The 

mean tumor volume is represented (+/- SD, Mann Whitney test). C) Representative pictures of 

ZEB1 and CD8 immunostainings (brown, DAB) in 42C1 (scramble) and 42Z6 (Zeb1 KO) tumors. 

Scale bars = 50 µm. Quantification of CD8 infiltration in 42C1 (scramble) and 42Z6 (Zeb1 KO) 

tumors. Bar chart representing the number of CD8+ T cell per mm² of tumor (Mean with SD, Mann 

Whitney test). 
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Materials and Methods  

 

Human tumor samples  

Melanoma tumor samples were obtained through the Biological Resource Center of the Hôpital 

Lyon Sud, Hospices Civils de Lyon. Human tumor samples were used with the patient’s written 

informed consent. This study was approved by the scientific board of the Hospices Civils de Lyon. 

A first cohort of n=60 cutaneous melanoma patients, for which clinical data and response to anti-

PD1 treatment were known was used for RNA-seq and multi-immunofluorescence analyses: 38 

patients received first-line anti-PD1, while 17 patients received second-line immunotherapy (after 

first-line anti-CTLA4 or BRAF/MEKi for BRAFV600 mutated patients). All cutaneous melanoma 

biopsies (primary melanoma or cutaneous metastases) were performed no longer than 1 year before 

anti-PD1 treatment. Patients were referred to as “responding” when regression of the tumor was 

observed and referred to as “non-responding” when the tumor progressed or remained stable after 

3 months of treatment, according to RECIST criteria. A cohort of n=22 melanoma patients 

previously stained and scored for ZEB1 expression was used to validate the inverse correlation 

with CD8+ T cells infiltrate by IHC (Richard et al., 2016).  

 

RNA sequencing analyses 

RNA was extracted from FFPE sections with the RNeasy FFPE Kit (Qiagen). Libraries were 

prepared from 100ng RNA with the TruSeq RNA exome kit (Illumina) and sequencing was 

performed on the CLB genomic platform, on an Illumina NextSeq machine with a paired-end 

protocol (2x75bp, 64Mp reads). Raw sequencing reads were aligned on the human genome 

(GRCh38) with STAR (v2.7.3a), with the annotation of known genes from gencode v33. Gene 

expression was quantified using Salmon (1.1.0) and the annotation of protein coding genes from 

gencode v33. RNA-seq quality controls and analyses were performed on the Gilles Thomas 



181 

 

Bioinfomatic platform. Pathway-enrichment analyses were conducted using MSigDB gene sets 

from msigdbr R package. GSEAs were carried out using fgsea R package. ssGSEA scores were 

computed through gsva R package. Hallmark EMT transcriptomic signature, defined by Liberzon 

et al., was used to compute EMT score for each sample (292). Estimation of immune and non-

immune enrichments from tumor microenvironment were determined through gene expression 

analysis using XCell deconvolution method. 

ZEB1 mRNA expression (TPM) was also analyzed in the melanoma single cell RNA-Seq data 

set from (Jerby-arnon et al., 2018). 

 

7-color immunofluorescence multiplex analyses and immunohistochemical stainings 

3-µm tissue sections were cut from formalin-fixed paraffin-embedded human melanoma 

specimens. The sections underwent immunofluorescence staining using the OPAL™ technology 

(Akoya Biosciences) on a Leica Bond RX. A 7-color panel was designed. DAPI was used for nuclei 

detection.  

Antibody Description Opal Reference Dilution Staining 

localization 

ZEB1  570 HPA02752 Sigma 1/100 Nuclear 

SOX10 Melanoma cell marker 480 sc-365692 Santa Cruz 1/1000 Nuclear 

CD8 CD8+ T Lymphocytes 620 M7103 DAKO 1/40 Membrane 

CD4 CD4+ T Lymphocytes 520 104R-16 Sigma 1/30 Membrane 

PD1 Immune Checkpoint 780 Ab137132 Abcam 1/300 Membrane 

Ki67 Proliferation marker 690 M7240 DAKO 1/100 Nuclear 

 

Sections were numerized with a Vectra Polaris scanner (Perkin Elmer, USA). An 

autofluorescence treatment of images was carried out using the Inform software (Perkin Elmer). A 

blinded evaluation of the staining was carried using the HALO™ Image Analysis Software (Indica 

Labs). Number of SOX10, ZEB1, CD8, CD4 positive cells were quantified using the HighPlex 

module. ZEB1+SOX10+ cells were assigned as ZEB1+ melanoma cells. Further data analyses were 

performed using the R software. For CD8, a cut-off (<1,5% of total nuclei) was applied to define 

the “immune desert”. The localization of CD8+ T cells was further analyzed and defined as 
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invasive margin or intra-tumoral, allowing to classify the tumors as “excluded” or “infiltrated” 

respectively. 

For the validation cohort, sections underwent immunohisto-chemical staining with an antibody 

against CD8, using steam heat-induced epitope retrieval, the Ventana Benchmark XT platform 

(Ventana-Roche Tissue Diagnostics, Meylan France) and DAB detection. The number of CD8 was 

quantified using HALO.  

 

Mouse injections  

Experiments using mice were performed in accordance with the animal care guidelines of the 

European Union and French laws and were validated by the local Animal Ethic Evaluation 

Committee and the french MESRI (CECCAPP-2018-022 #17220). Mice were housed and bred in 

a specific pathogen free animal facility “AniCan” at the CRCL, Lyon, France. Single cell 

suspensions of B16M3, B25F4, B42M6 cell models (2.5-3 x 106 cells), in PBS/Matrigel (BD 

Biosciences, Oxford, UK) (1/1) were injected subcutaneously into the flank of six-week old male 

C57BL/6 J mice (Charles River laboratories). RAG2 KO (kindly provided by Julien Marie) were 

bred in house. Tumor growth was monitored during 2-6 weeks post-injection. Tumors grew up to 

1.5 cm in diameter, at which point animals were euthanized.  

For anti-PD1 treatment, 5 days after injection, mice were treated with intra-peritoneal injection of 

200µg of anti-PD1 rat anti-mouse PD1 clone RMP1-14 (BP0146, Bio X Cell) or with the control 

isotype two times a week for two weeks.  

Mouse tumor samples IHC staining analyses 

Tumors were embedded in paraffin and ZEB1 staining was performed using the anti-ZEB1 

antibody (IHC-00419, 1/500, Bethyl) as well as the anti-CD8 antibody (clone 4SM15, 14-0808-82, 

1/500, Invitrogen), the anti-CD4 antibody (clone 4SM95, 14-9766-82, 1/1000, Invitrogen), the 

anti-FOXP3 antibody (clone FJK-16s, 14-5773-82, 1/50, Invitrogen), DAB (brown) or purple 
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chromogene (for heavily pigmented tumors) detection and counterstaining with hematoxylin. 

Images were numerized with a 3DHistech Pannoramic SCAN2 scanner. Quantification was done 

with HALO™ Image Analysis Software (Indica Labs). 

 

Cell culture and reagents 

B16M3, B25F4, B42M6 mouse melanoma cell lines were established from the LSL-

BrafV600E;Tyr::CreERT2+/o mouse model (Dhomen et al., 2009). N6.1 was established from 

Tyr:NrasQ61 (Ackermann et al., 2005) melanoma bearing mice. Both mouse models were kindly 

provided by Lionel Larue. BrafV600E mutation was induced in melanocytes by administrating 

Tamoxifen (Sigma) on the back skin. Established B16M3, B25F4, B42M6, N6.1 mouse melanoma 

cell lines were then culture in RPMI 1640 Glutamax (61870044, Life Technologies) complemented 

with 10% FBS (Cambrex) and 100 U/ml penicillin-streptomycin (15140148, Gibco). The absence 

of Mycoplasma contamination was checked every 3 weeks with the MycoAlert detection kit (LT07-

318, Lonza). 

 

Mouse tumors samples immunophenotyping using flow cytometry 

Tumors were dissociated, digested 20 minutes at 37°C in a digestion medium composed of DnaseI 

type II (D4527, 10µg/mL, Sigma), Collagenase A (COLLA-RO 11088793001, 2mg/mL, Sigma) 

in RPMI complemented with 2% FBS and filtered using MACS SmartStrainer 70µm (Miltenyi). 

Dying cells were first stained using the Fixable Viability Dye eFluor™ 506 (65-0866-18, 1/400, 

eBioscience) for 20 minutes at room temperature in the dark. 1.106 cells per conditions were then 

stained for extracellular markers for 1 hour at 4°C in the dark. After 3 washes in PBS complemented 

with 0.5mM EDTA and 2% FBS, streptavidin staining was done for 20 minutes at 4°C in the dark. 

After 3 washes, cells were fixed and permeabilized 40 minutes at 4°C in the dark (Foxp3 / 

Transcription Factor Staining Buffer Set,  00-5523, eBioscience). After one wash in the 
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permeabilizing buffer, cells were stained for intracellular staining overnight at 4°C in the dark. 

After 3 wash in permeabilizing buffer, cells were counted on a BD LSRFortessa™ Flow Cytometer 

(BD Biosciences-IN). Data were analyzed using the FlowJo_V10 software.  

 

Marker Fluo Dilution Reference Company 

CD11b BV650 1/100 563402 BD 

CD19 PE-Dazzle594 1/200 115554 Biolegend 

CD3 BV650 1/200 564378 BD 

CD3 PE-Dazzle594 1/200 100348 Biolegend 

CD4 AF 700 1/100 56-0042-82 eBioscience 

CD45 APC-Cy7 1/400 557659 BD 

CD45 AF 700 1/400 103128 Biolegend 

CD8 BV711 1/100 100747 Biolegend 

CXCR3 BV450 1/100 126521 Biolegend 

F4/80 BV450 1/100 BLE123132 Biolegend 

FoxP3 PE Cy7 1/200 25-5773-82 eBioscience 

Granzyme B APC 1/100 515406 Biolegend 

Ki67 AF488 1/100 652417 Biolegend 

LY6c APC-Cy7 1/100 560596 BD 

NKP46 APC 1/50 BLE137608 Biolegend 

PD1 PE-Dazzle594 1/100 562523 BD 

 

Cytokines quantification in the supernatant of dilacerated tumors  

14 days after subcutaneous injection of melanoma mouse cell lines in C57BL6/J mice, mice were 

euthanized, tumors were dissected and dissociated in RPMI complemented with 2% FBS at the 

concentration of 500mg tumor per mL. Supernatant of dilacerations were centrifuged at 1000 RPM 

5 minutes and stored at -80°C. EPO, GM-CSF, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, 
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IL-12/IL-23p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17A, IL-17A/F, IL-17C, IL-17E/IL-25, IL-17F, 

IL-21, IL-22, IL-23, IL-27p28/IL-30, IL-31, IL-33, IP-10, KC/GRO, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, 

MIP-2, MIP-3α, TNF-α, VEGF-A and TGF-β isoforms 1, 2 and 3 quantities were measured using 

the Meso Scale Diagnostics technology (K15083K, U-PLEX Biomarker Group 1 (ms) 35-Plex and 

K15242K, U-PLEX TGF-β Combo (ms). 

 

Viral infections 

For ZEB1-overexpression using retroviral infection, Platinum-E Retroviral Packaging cells PLAT-

E (4 x 106) were transfected with retroviral expression constructs (10 µg) using Genejuice 

(Millipore). HA-Zeb1 in a pBabe-puro vector was previously described (reference Caramel et al; 

2013). For Zeb1 knock-out, human embryonic kidney 293T cells (4 x 106) were transfected with 

lentiviral expression constructs (10 µg) in combination with GAG-POL (5 µg) and ENV expression 

vectors (10 µg). The constructs allowed the insertion in an all in one manner of the Cas9 nuclease 

and the guide RNA scramble or targeting ZEB1 in a pLenti-Puro vector (pLenti-All-in-one-U6-

sgRNA mouse Zeb1 (target2) or scramble -SFFV-Cas9 nuclease-2A-Puro) (Applied Biological 

Materials Inc., Richmond, Canada). The sequence of the sgRNA targeting ZEB1 are the following: 

GCCTCTATCACAATACGGGC (foreward), GCCCGTATTGTGATAGAGGC (reverse). Viral 

supernatants were collected 48 h post-transfection, filtered (0.45 µm membrane) and placed in 

contact with 2 x 106 melanoma cells for 8 h in the presence of 8 µg/ml polybrene. Forty-eight hours 

post-infection, cells were selected in the presence of puromycin (1 µg/ml) (Invitrogen). Knock-out 

clones were screened by western-blot and Sanger Sequencing.  

 

Immunoblot analyses 

Cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) containing CaCl2 and then lysed in 

a 100 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0 RIPA buffer supplemented with a 
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complete protease inhibitor cocktail (Roche, Mannheim, Germany) and phosphatase inhibitors 

(Sigma-Aldrich). Protein expression was examined by Western blot using the anti-ZEB1 

(HPA027524, 1/200, Sigma) antibodies for primary detection. Loading was controlled using the 

anti-GAPDH (1/20000, Millipore) antibody. Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 

polyclonal antibodies (Glostrup) was used as secondary antibodies. Western blot detections were 

conducted using the Luminol reagent (Santa Cruz). Western Blot Digital Imaging was performed 

with ChemiDoc™ MP Imager (Bio-Rad). 

 

RT-Q-PCR 

Total RNA was isolated using RNeasy Kit (QIAGEN) and reverse transcribed using a high cDNA 

capacity reverse transcription kit following the manufacturer's instructions (Fisher Scientific). 

Real-time PCR intron-spanning assays were designed using the ProbeFinder software (Roche). All 

reactions, including no-template controls and RT controls were performed in triplicate on a CFX96 

(Bio-Rad) and were analyzed with the Bio-Rad CFX manager software. Mouse HPRT1 was used 

for normalization. The primers used were:  

CXCL10 F: 5’ CAT CCT GCT GGG TCT GAG TG 3’ ; R : 5’ ATT CTC ACT GGC CCG TCA 

TC 3’ ; ZEB1 F : GAG GTA AAG CGT TTA TAG CCT CTA TCA ; R : AGG GCA CAC CAG 

AAG CCA G. 

ELISA CXCL10 

2.105 B25F4 (scramble C13, Zeb1 KO Z22) and B42M6 (scramble C1, Zeb1 KO Z6) cells were 

plated in 24-well culture plate and cultivated in RPMI 1640 Glutamax (61870044, Life 

Technologies) complemented with 2% FBS and 100 U/ml penicillin-streptomycin (15140148, 

Gibco) for 3 days.  Supernatants were then collected, centrifuged at 1000 RPM for 5 minutes and 

frozen until ELISA was performed. All reagents were purchased from R&D Systems and ELISA 

was performed according to the manufacturer’s protocol (Mouse CXCL10/IP-10 DuoSet, DY466-
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05; DuoSet Ancillary Kit 2, DY008). The results were determined by measuring the absorbance at 

450nm with a microplate reader CFX.  

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8 software (GraphPad Software, Inc., 

San Diego, USA) or R software (version 3.6.1) (Ref). All experiments were performed at least in 

triplicate. Data are presented as mean ±s.d. or ± s.e.m as specified in the figure legends. To assess 

significant correlation between signatures, a Pearson's correlation coefficient was performed. To 

determine significant differences between two groups, parametric data were analysed using a Mann 

Whitney test. All statistical tests were two-tailed. The p-values obtained were considered 

significant <0.05.  

Heatmaps were generated with Excel.  

 

Data availability (RNA-Seq data).  
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Table 1 

id_patient RNA-Seq IF ZEB1 
statut 

CD8 
Statut 

Treatment Response 

14SD04701 available available high Infiltrated first line anti-PD1 R 

16SD00980 available available high Desert first line anti-PD1 NR 

16SD01637 available available high Desert first line anti-PD1 NR 

16SD03279 available available high Excluded first line anti-PD1 R 

16SD06173 available available high Excluded first line anti-PD1 R 

17SD08604 available available high Excluded first line anti-PD1 R 

18SD00379 available available high Excluded first line anti-PD1 NR 

18SD03300 available available high Desert first line anti-PD1 NR 

18SD05258 available available high Excluded first line anti-PD1 R 

12SD05363 NA available high Excluded second line anti-PD1 - 

14SD02351 available available high infiltrated second line anti-PD1 - 

14SD06045 available available high Excluded second line anti-PD1 - 

14SD08679 available available high infiltrated second line anti-PD1 - 

14SD04636 available available low infiltrated first line anti-PD1 NR 

14SD05148 available available low infiltrated first line anti-PD1 NR 

15SD00496 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

15SD06506 available available low Excluded first line anti-PD1 R 

15SD07985 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

16SD00640 available available low Infiltrated first line anti-PD1 R 

16SD00829 available available low Infiltrated first line anti-PD1 NR 

16SD05200 available available low Infiltrated first line anti-PD1 NR 

16SD08140 available available low Desert first line anti-PD1 R 

16SD08442 available available low Excluded first line anti-PD1 NR 

17SD00357 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

17SD00613 available available low Excluded first line anti-PD1 NR 

17SD04859 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

17SD05886 available available low Excluded first line anti-PD1 R 

17SD06149 available available low Excluded first line anti-PD1 R 

17SD06291 available available low Infiltrated first line anti-PD1 NR 

17SD06711 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

17SD07867 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

17SD08795 available available low Desert first line anti-PD1 R 

17SD09568 available available low Excluded first line anti-PD1 NR 

17sd09681 available available low Infiltrated first line anti-PD1 NR 

18SD03290 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

18SD03881 available available low Desert first line anti-PD1 NR 

18SD04064 available available low infiltrated first line anti-PD1 R 

18SD07417 available available low Infiltrated first line anti-PD1 R 

18SD08551 available available low Excluded first line anti-PD1 R 

19SD00840 available available low Infiltrated first line anti-PD1 R 

19SD07475 NA available low Desert first line anti-PD1 R 

16SD06937 NA available low infiltrated first line anti-PD1 NR 

15SD06183 NA available low Excluded NA - 

11SD06471 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

11SD09375 available available low Excluded second line anti-PD1 - 



12sd02832 available available low infiltrated second line anti-PD1 - 

14SD08906 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

15SD00550 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

15SD01736 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

16SD07590 available available low Excluded second line anti-PD1 - 

16SD07597 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

16SD07600 available available low Desert second line anti-PD1 - 

16SD07609 available available low Infiltrated second line anti-PD1 - 

17SD00684 available available low Desert second line anti-PD1 - 

14SD08747 available NA NA NA first line anti-PD1 R 

17SD02595 available NA NA NA first line anti-PD1 R 

15SD02313 available NA NA NA second line anti-PD1 - 

15SD03482 available NA NA NA second line anti-PD1 - 

16SD07594 available NA NA NA second line anti-PD1 - 

16SD07599 available NA NA NA second line anti-PD1 - 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ARTICLE 2 

 

Au final, mes travaux de thèse mettent en avant le rôle majeur de l’expression 

oncogénique du facteur de transcription ZEB1 par les cellules de mélanome dans le défaut 

d’infiltration des mélanomes par les lymphocytes T CD8, à la fois chez l’homme et dans différents 

modèles murins. Nos travaux démontrent le rôle déterminant de ZEB1 dans l’échappement au 

système immunitaire des mélanomes. Grâce au développement d’analyses in situ des biopsies de 

mélanome, nous avons pu surmonter le problème d’hétérogénéité intra-tumorale de l’expression 

de ZEB1. Nous avons été capables d’exclure de manière précisel’expression de ZEB1 par les 

cellules du microenvironnement, incluant les CAF, les cellules endothéliales mais aussi les cellules 

immunes qui viennent biaiser de manière significative les analyses de RNA-Seq à l’échelle de la 

tumeur entière. Notre stratégie de combiner les analyses in situ avec les analyses de RNA-Seq 

nous a permis d’analyser de façon fiable les interactions entre les cellules de mélanome et les 

cellules immunes.  

Des études dans différents modèles syngéniques murins ont démontré que l’expression 

oncogénique de ZEB1 module le microenvironnement immunitaire en prévenant l’accumulation 

des T CD8 au cœur de la tumeur, favorisant ainsi la croissance tumorale. A l’inverse, l’invalidation 

de ZEB1 permet de restaurer l’infiltrat T CD8 et le contrôle de la croissance tumorale. 

L’étude des mécanismes sous-jacents a révélé que le rôle principal de ZEB1 consiste à 

prévenir le recrutement des T CD8 plutôt que l’activation précoce des lymphocytes T CD8 dans le 

ganglion. De plus, l’état d’activation des T CD8 basé sur l’expression du point de contrôle du 

système immunitaire PD-1 et du marqueur de prolifération Ki67, n’est pas modifié de manière 

significative en fonction des niveaux d’expression de ZEB1, chez l’homme. 

En revanche, nous avons démontré un défaut de sécrétion de CXCL10, chémokine 

attractrice des lymphocytes T CD8 par les cellules de mélanome exprimant fortement ZEB1. Au 

contraire, l’invalidation de ZEB1 in vitro permet de restaurer la production de CXCL10, suggérant 

une régulation de la production de CXCL10 par ZEB1 dans les cellules de mélanome.  

L’article 2 est en cours de finalisation avant d’être soumis très prochainement. Cependant, 

avant soumission, nous voudrions étoffer la partie mécanistique relative à la production de 

CXCL10 par les cellules de mélanome. Nous avons pu réaliser le MSD uniquement dans un modèle 

de surexpression ectopique de ZEB1. Nous aurions souhaité confirmer le résultat dans au moins 

un modèle KO. Cependant, nous devons pallier à certaines difficultés techniques quant à la taille 

des tumeurs KO pour ZEB1. Aussi, nous avons fait le choix de regarder la production de CXCL10 in 

vitro par ELISA. Les résultats obtenus (n=2) sont à confirmer. Afin de déterminer si la régulation 

de CXCL10 par ZEB1 se fait au niveau transcriptionnel, je souhaite également quantifier 

l’expression de CXCL10 par qPCR. 
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Par ailleurs, l’équipe a déjà mis en place l’expérience d’immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP) de ZEB1 humain, le développement de la ChIP chez la souris devrait se faire 

également et nous pourrions ainsi déterminer si ZEB1 se fixe directement sur le promoteur de 

CXCL10 afin de bloquer sa transcription. 

Enfin, je souhaite réaliser des tests de migration afin de démontrer le rôle de l’expression 

de ZEB1 dans la prévention de l’attraction des T CD8. Pour cela, j’utiliserai comme attractant les 

surnageants des lignées murines KO pour ZEB1 et scramble, cultivées en faible pourcentage de 

SVF durant 3 jours. Des splénocytes seront ensemencés sur le puits,et après 2 heures de 

migration, nous évaluerons si l’on observe un enrichissement significatif de CD8 ayant migré dans 

les puits contenant les surnageants ZEB1 KO par rapport aux surnageants contrôle scramble. 

Enfin, j’essayerai de bloquer la migration des T CD8 induites par les surnageants ZEB1 KO en 

exposant les splénocytes à un anti-CXCR3, récepteur de CXCL10, et pourrai ainsi déterminer si la 

migration préférentielle des T CD8 induites par les surnageants KO est bien dépendante de la 

signalisation CXCL10-CXCR3. 
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Malgré les progrès majeurs récents dans le traitement des mélanomes, l’identification des 

mécanismes de résistance et d’échappement au système immunitaire demeure primordiale. Le 

ciblage de ce ou ces mécanismes permettrait en effet de restaurer la réponse aux thérapies, 

ciblées et/ou immunothérapies. L’article 1 a mis en évidence le rôle majeur de ZEB1 dans la 

résistance aux inhibiteurs de BRAF et a démontré l’intérêt de cibler ZEB1 pour re-sensibiliser les 

cellules de mélanomes aux thérapies ciblées. L’article 2 quant à lui a démontré pour la première 

fois le rôle spécifique de l’expression de ZEB1 dans le remodelage du microenvironnement des 

mélanomes et l’échappement au système immunitaire. Ainsi, nos travaux complètent le champ 

des connaissances actuel relatif aux mécanismes intrinsèques aux cellules de mélanome 

d’exclusion des lymphocytes T CD8. Aussi, dans une première partie, je souhaiterais discuter de 

l’indépendance de ZEB1 vis à vis des mécanismes actuellement décrits. 

L’étude des mécanismes en aval de l’activation oncogénique de ZEB1 a permis de 

démontrer que ZEB1 empêche principalement le recrutement des T CD8. Nous avons démontré 

un défaut de production de la chémokine attractrice des T CD8 CXCL10 par les mélanomes aux 

forts niveaux d’expression de ZEB1, suggérant le rôle intrinsèque de ZEB1 dans la régulation du 

sécrétome des mélanomes et la modulation du microenvironnement immunitaire qui s’ensuit. 

Mais les effets observés sont-ils réellement uniquement dus aux fonctions pléiotropes du facteur 

de transcription ZEB1 ou sont-ils la conséquence du processus de plasticité phénotypique dans 

son ensemble ? Je souhaite discuter ces hypothèses dans une deuxième partie. 

De plus, si l’activation oncogénique de ZEB1 peut être l’événement déclencheur d’un 

remodelage du microenvironnement immunitaire, il n’est pas exclu que d’autres populations 

immunes ou stromales soient également impliquées dans l’attraction et/ou l’exclusion des 

lymphocytes T CD8. Ces hypothèses seront abordées dans une troisième partie. 

Nous avons montré que les mélanomes aux forts niveaux de ZEB1 présentent 

essentiellement un défaut de recrutement des lymphocytes T CD8. L’état d’activation des T CD8 

(défini d’après l’expression de PD-1) ne semble pas impacté par l’expression tumorale de ZEB1, ni 

chez la souris ni dans les cohortes de patients. Des résultats in vitro dans des lignées de mélanome 

humaines obtenus au cours de ma thèse, suggèrent cependant que ZEB1 pourrait également 

réguler la présentation antigénique et l’expression des points de contrôle du système immunitaire 

tel que PD-L1. Ces deux mécanismes supplémentaires d’échappement au système immunitaire 
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par les mélanomes aux forts niveaux d’expression de ZEB1 seront détaillés dans une quatrième 

partie  

Enfin, nos résultats suggèrent l’intérêt de cibler ZEB1 afin de sensibiliser les mélanomes aux 

thérapies ciblées, favoriser le recrutement intra-tumoral des lymphocytes T CD8 et sensibiliser in 

fine les mélanomes aux immunothérapies. Dans une cinquième et dernière partie, je tiens donc à 

discuter si oui et comment ZEB1 peut être envisagé comme cible thérapeutique. 

 

1. L’activation de ZEB1, un nouveau mécanisme d’exclusion des T CD8 

intrinsèque aux cellules de mélanome 

 

Jusqu’à présent, deux principaux mécanismes d’exclusion des lymphocytes T CD8  du cœur 

des mélanomes avaient été décrits, à savoir l’activation oncogénique de la voie β-caténine et la 

perte de fonction de PTEN, retrouvés dans respectivement 20% et 17% des mélanomes 

faiblement infiltrés par les T CD8 (Figure 61) (174; 113). Avec l’expression oncogénique de ZEB1, 

nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme d’exclusion présent dans environ 25% des 

mélanomes et 40% des mélanomes présentant une exclusion claire des T CD8 (Figure 61). Si 

l’activation de la voie ß-caténine et la perte de fonction de PTEN peuvent co-exister, ce sont en 

général 2 évènements exclusifs. Qu’en est-il pour ZEB1 ? Des données préliminaires suggèrent 

l’indépendance de l’activation de la voie β-caténine et de l’expression oncogénique de ZEB1. En 

effet, dans notre cohorte de patients, les tumeurs au fort niveau d’expression de ZEB1 n’ont pas 

un score β-caténine plus élevé (défini en GSSEA) que les mélanomes exprimant faiblement ZEB1. 

2 tumeurs au fort niveau d’expression de ZEB1 et présentant une exclusion des T CD8 (sur un total 

de 36, soit 5.5%) présentent également un fort score β-caténine. Il n’est donc pas exclu que les 

deux mécanismes puissent co-exister voire synergiser. Si l’analyse des niveaux d’expression de 

ZEB1 a été réalisée de manière spécifique dans les cellules tumorales par immunofluorescence, 

en revanche, le score β-caténine a été calculé à l’échelle de la tumeur entière, à partir de données 

transcriptomiques. Il n’est donc pas possible de savoir si l’expression de ZEB1 et l’activation de β-

caténine sont deux événements apparaissant dans la ou les mêmes cellules de mélanome. Afin 

de déterminer la co-existence ou l’indépendance des deux mécanismes à l’échelle de la cellule, il 

serait intéressant de co-marquer ZEB1, β-caténine et SOX10 par immunofluorescence, sur 

quelques patients ZEB1 fort, incluant les 2 patients ZEB1 fort / β-caténine activés. De la même 
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manière, il serait intéressant d’analyser l’expression de ZEB1 et l’activation de la voie ß-catenine 

dans des données de RNASeq de mélanome à l’échelle de la cellule unique. Pour cela, de 

nombreux sets de données sont à notre disposition à savoir l’analyse en cellule unique de la lignée 

501Mel (34), l’analyse en cellule unique de PDX (37) mais aussi des analyses à partir de biopsies 

de mélanome  (293; 72). 

Concernant la perte de fonction de PTEN, il est difficile d’estimer à partir des données de RNA-

Seq et du niveau d’expression de PTEN si PTEN est réellement perdu. Là encore, 

l’immunofluorescence multiparamétrique SOX10, ZEB1, PTEN semble être la meilleure méthode 

permettant d’adresser la question. Cependant, les résultats obtenus dans différents modèles 

murins (B16M3, B25F4 et B42M6 exprimant PTEN et N6.1 PTEN KO) suggèrent que l’exclusion des 

lymphocytes T CD8 médiées par ZEB1 pourrait être indépendante de la perte de PTEN.  

 

Figure 61 Mécanismes intrinsèques à la cellule tumorale d’exclusion des T CD8 connus avant (en haut) et 

après (en bas) la réalisation de ma thèse. Fréquences des altérations génétiques des voies β-caténine, PTEN et de 

l’activation oncogénique de ZEB1 entre les tumeurs chaudes et tumeurs froides ou bien les tumeurs infiltrées en 
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CD8 et les exclues. Les camemberts du haut sont la représentation réalisée par Peng et al. à partir de mélanomes 

du TCGA sous-divisés sur les mutations activatrices de la voie β-caténine ou perte de fonction des régulateurs 

négatifs de la voie (APC, APC2, axin1, axin2) en bleu ; les délétions de PTEN en rouge ; les mutations pertes de 

fonction de PTEN en marron. Les tumeurs dont les deux voies sont affectées sont représentées en violet et celles 

dont aucune des deux altérations n’est reportées sont en gris (174). En bas, extrapolation des données de Peng et 

al. avec l’apport de nos résultats (Article 2), en supposant l’activation oncogénique de ZEB1 (en rouge) étant 

majoritairement indépendante des autres mécanismes. Les mécanismes chevauchants ZEB1/PTEN et ZEB1/ß-

caténine sont représentés en rouge hachuré. Leur pourcentage, supposé faible est à ce jour spéculatif et nécessite 

d’être étudié plus en détail. 

 

2. Mécanismes d’action de ZEB1 : dépendance et indépendance vis-à-

vis de MITF et de la plasticité phénotypique  

En tant que facteur de transcription, ZEB1 a des fonctions pléiotropes qui lui sont propres et 

indépendantes du processus d’EMT et de plasticité cellulaire (294). Dans l’article 1, nos résultats 

suggèrent que l’impact de ZEB1 sur la résistance aux thérapies ciblées passe avant tout par 

l’acquisition d’un phénotype invasif, en lien avec de faibles niveaux de MITF, et associé avec 

l’acquisition de marqueurs des cellules souches de la crête neurale, tels que NGFR. Dans l’article 

2, nous montrons que le défaut de recrutement des lymphocytes T CD8 passerait par un défaut 

de production intrinsèque de chémokines, telles que CXCL10, dans les tumeurs fortes en ZEB1. En 

tant que facteur de transcription, il est tout à fait possible que ZEB1 se fixe sur le promoteur de 

certains facteurs sécrétés, comme il l’a déjà été démontré dans un modèle de carcinome 

mammaire par ChIP Seq (282). Ainsi, ZEB1 pourrait directement réguler l’expression de CXCL10. 

Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (déjà validées dans des cellules 

humaines) sont en cours de mise au point dans les cellules murines afin de valider cet effet direct. 

L’effet de ZEB1 sur le recrutement des T CD8 est observé chez la souris à la fois dans des modèles 

MITF fort et MITF faible, suggérant que l’effet de ZEB1 soit en partie indépendant de MITF et du 

changement phénotypique. Cependant, nous ne pouvons pas exclure un effet indirect médié par 

la régulation négative de MITF par ZEB1. En effet, dans les cellules de mélanome murin B16F10, 

l’invalidation de MITF entraine une diminution de l’expression de CXCL10  (Wiedemann et al., 

2019). 

Cependant, dans la cohorte de patients, nous n’avons pas adressé la question à savoir si le 

défaut de recrutement des T CD8 observé dans les mélanomes aux forts niveaux d’expression de 

ZEB1 est dû à la plasticité phénotypique des mélanomes ou à la seule expression de ZEB1. Il serait 

donc intéressant de détailler le phénotype des mélanomes humains faiblement infiltrés par les T 

CD8 en étudiant le statut de MITF et NGFR. Nous avions en effet déjà mis en évidence par IHC 
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(article 1) la corrélation inverse entre l’expression de ZEB1 et de MITF dans une cohorte de 

mélanomes, mais une co-existence de ZEB1 et MITF peut être observée dans un état 

intermédiaire, nécessitant d’analyser l’hétérogénéité intra-tumorale avec plus de précision. Pour 

cela, le développement de panels d’immunofluorescence permettant une meilleure 

caractérisation du phénotype des cellules de mélanome est en cours de développement dans 

l’équipe. De plus, le développement d’analyse par immunofluorescence multiparamétrique ouvre 

la possibilité d’analyse de l’hétérogénéité intra tumorale, qui est le reflet d’une plasticité 

exacerbée des cellules de mélanome. 

Le phénotype ZEB1 faible / MITF fort étant décrit comme prolifératif en comparaison au 

phénotype ZEB1 fort / MITF faible qui est plutôt invasif, il serait intéressant de regarder le statut 

prolifératif des cellules de mélanome. Notre panel d’immunofluorescence 7 couleurs (SOX10, 

ZEB1, CD8, CD4, Ki67, PD1) comprenant SOX10, ZEB1 et Ki67, il est possible de déterminer si les 

cellules de mélanome (SOX10+) sont plus ou moins prolifératives (Ki67+) en fonction du niveau 

d’expression de ZEB1. Nous analyserons ainsi si les mélanomes faiblement infiltrés et présentant 

de forts niveaux d’expression de ZEB1 présentent une proportion importante de cellules de 

mélanome non prolifératives. 

Comme je l’ai évoqué plus haut, il n’est pas impossible que l’effet de ZEB1 passe par la 

régulation de MITF. Cependant, la modulation de MITF est délicate, puisque les approches de sur-

expression ou de perte de fonction peuvent engendrer les mêmes conséquences sur la cellule à 

savoir un impact sur la prolifération, un arrêt du cycle par excès de différenciation ou bien une 

entrée en sénescence. Wiedemann et al. ont récemment proposé l’implémentation d’approches 

gain/perte de fonction in vitro et in vivo de Mitf afin d’étudier l’impact de MITF sur l’attraction de 

cellules immunes via la capacité des cellules de mélanome à sécréter un ensemble de chémokines. 

In vitro, l’invalidation de Mitf diminue la production de CXCL10 alors que l’expression ectopique 

aboutit à une production augmentée de CXCL10. En revanche, in vivo, les deux approches 

aboutissent toutes deux à une croissance tumorale accélérée après injection dans des souris 

immunocompétentes associée à la réduction de l’infiltrat immunitaire global et lymphocytaire 

(295).  

En revanche, alors que chez l’homme, ZEB1 et ZEB2/MITF varient en miroir (confère article 1), 

la modulation d’expression de Zeb1 dans nos modèles murins n’induit pas ou peu de variation 

d’expression de ZEB2/MITF.  Ainsi, l’implémentation d’approches gain/perte de fonction de Zeb2 
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in vivo dans des modèles de greffes syngéniques chez des souris immunocompétentes 

permettraient de déterminer si la modulation d’expression de Zeb2 permet elle aussi de moduler 

la composition de l’infiltrat immunitaire, et notamment de contrôler l’infiltrat T CD8 ou si cette 

propriété est propre au facteur de transcription ZEB1.  

Cette approche gain/perte de fonction in vivo (mais aussi in vitro) permet d’identifier le rôle 

d’un EMT-TF aisément. Cependant, un des principaux défauts de cette approche est qu’elle force 

l’homogénéité tumorale. Or, nous savons que l’hétérogénéité intra tumorale des mélanomes est 

particulièrement importante. Il serait donc également intéressant d’injecter dans des souris 

C57BL6 immunocompétentes différents clones Zeb1 KO, scramble ou d’expression ectopique de 

Zeb1, dans différentes proportions, afin d’étudier le rôle de l’hétérogénéité tumorale, reflet de la 

plasticité des mélanomes. Cette approche a déjà été réalisée dans un modèle de carcinome 

mammaire d’expression forcée de Snail2 et a montré une corrélation linéaire entre les 

proportions de clones épithéliaux (Snail2 faible) et mésenchymateux (Snail2 fort) initialement 

injectés et le taux d’infiltration par les lymphocytes T CD8 suggérant un impact plus fort de la 

proportion de cellules mésenchymateuses sur l’infiltrat T CD8 par rapport à l’impact de 

l’hétérogénéité intra-tumorale (269). Nous pourrions également voir quelle proportion minimale 

de cellules au fort niveau d’expression de Zeb1 est nécessaire à l’exclusion des lymphocytes T CD8 

au cœur de la tumeur. L’analyse des tumeurs ainsi formées par IHC ou immunofluorescence 

permettrait aussi d’évaluer le développement de chaque sous-population composant la tumeur. 

Un clone particulier prendra-t-il le dessus ? Chaque population se développera-t-elle sous forme 

de clone ou bien la tumeur sera-t-elle un mélange homogène de chacune des cellules ? En cas de 

développement clonal, retrouverons-nous un gradient d’infiltrat T CD8 en fonction du niveau 

d’expression de ZEB1 dans le clone ? Au-delà de la question relative à l’infiltrat immunitaire, ce 

type d’approche ouvrirait également la possibilité d’étudier la plasticité phénotypique au sein 

d’un modèle tumoral d’hétérogénéité contrôlable.  
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3. Implication d’autres populations immunitaires ou stromales dans 

l’échappement au système immunitaire des mélanomes forts en 

ZEB1 

 

Mes travaux de thèse se sont principalement focalisés sur le rôle de l’expression oncogénique 

de ZEB1 sur le défaut de recrutement des lymphocytes T CD8, du fait des observations robustes 

obtenues dans 2 cohortes de mélanomes (80 mélanomes au total). Cependant, il n’est pas exclu 

que d’autres populations immunitaires ou stromales soient associées au phénotype des tumeurs 

froides et participent à l’échappement des mélanomes au système immunitaire.  

3.1. Les Treg 
Nous avons notamment démontré que l’expression ectopique de ZEB1 induit une baisse 

significative du ratio CD8/Treg infiltrants la tumeur (article 2). Ceci est cohérent avec une 

production augmentée du TGF-ß par les tumeurs de mélanome exprimant fortement ZEB1 (article 

2) et plus généralement par les cellules tumorales en EMT (275; 296; 297). Il serait intéressant de 

vérifier si in vitro les cellules de mélanome ont la capacité intrinsèque de produire du TGF-ß et 

dans quelles proportions. Toutefois, dans le contexte tumoral, la différenciation accrue de T CD4 

en Treg induite par le TGF-ß favoriserait un microenvironnement immunosuppresseur pro-

tumoral. A leur tour, les Treg peuvent induire la dédifférenciation des cellules tumorales. Bien 

que nous nous centrions sur l’impact des cellules tumorales sur le microenvironnement 

immunitaire, il est intéressant de souligner les interactions réciproques entre les Treg et la tumeur. 

Dans notre modèle d’expression ectopique de Zeb1 dans la lignée B16M3, l’étude de l’infiltrat 

immunitaire 14, 17 et 21 jours après injection révèle que la proportion de Treg parmi les T CD4 

n’est significativement augmentée qu’à partir de 17 jours après injection. Aussi, l’infiltration par 

les Treg serait postérieure au défaut de recrutement des T CD8, ne permettant donc pas 

d’expliquer un défaut de recrutement précoce des T CD8. L’induction d’un microenvironnement 

riche en Treg par les cellules tumorales serait donc un mécanisme additionnel d’échappement au 

système immunitaire. Il reste néanmoins très intéressant de poursuivre l’étude de l’infiltrat Treg 

dans nos modèles murins mais surtout chez l’homme étant donné le rôle majeur des Treg dans la 

résistance aux anti-PD-1. En effet, le ratio CD8/Treg est communément associé à la sensibilité aux 

anti-PD-1. Une étude récente décrit la balance d’expression de PD-1 entre les T CD8 et les Treg 

comme marqueur prédictif de réponse aux immunothérapies anti-PD-1. En effet, le blocage de 
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PD-1 restaure à la fois l’activité des T CD8 PD-1+ en état de dysfonctionnement mais aussi l’activité 

immunosuppressive des Treg PD-1+. De plus, la réactivation des T CD8 plutôt que des Treg est 

nécessaire à la régression de la tumeur (298).  

 

3.2. Les macrophages 
Enfin, il n’est pas impossible qu’une autre population immune de type cellule dendritique ou 

macrophage coopère avec les cellules de mélanomes afin de prévenir l’infiltration par les T CD8. 

En lien avec cette hypothèse,  l’étude pan-cancers (incluant les mélanomes) de Denarda Dangaj 

et al. démontre le rôle majeur de la chémokine CCL5 dans le recrutement des lymphocytes T 

cytotoxiques. La source de CCL5 serait intrinsèque aux cellules tumorales. Toutefois, l’étude 

souligne l’importance des cellules myéloïdes qui permettent d’amplifier l’infiltration des 

lymphocytes T cytotoxiques en produisant la chémokine CXCL9 (115). Les travaux de Stefani 

Spranger sont également un bon exemple de coopération entre les cellules de mélanome et les 

cellules dendritiques dans le recrutement des lymphocytes T cytotoxiques. Dans ce cas, les 

mélanomes présentant une activation de la voie ß-caténine produisent des quantités réduites de 

CCL4, induisant un faible recrutement de cellules dendritiques Batf3 nécessaires à l’activation des 

T CD8 dans le ganglion (113). 

Dans notre modèle d’expression ectopique de Zeb1 B16M3, l’analyse comparative du 

sécrétome des tumeurs surexprimant Zeb1 comparativement aux tumeurs contrôle ne révèle pas 

seulement une différence significative de production de CXCL10 mais également un 

enrichissement de CCL3 et CCL4 dans le surnageant des tumeurs contrôles par rapport aux 

tumeurs Zeb1 (article 2). Egalement connu sous le nom de protéines inflammatoires des 

macrophages (MIP-1α et MIP-1ß), les ligands de CCR5 CCL3 et CCL4 permettent l’attraction de 

toute population immune exprimant CCR5, pouvant inclure les lymphocytes T mais aussi les Treg, 

MDCS et macrophages (confère Introduction ; Chapitre 2 Parties 3.3.A. et 3.3.C.). De même, CCL2 

attracteur des macrophages CCR2+ est également exprimé plus fortement dans le sécrétome des 

tumeurs contrôle par rapport aux tumeurs sur-exprimant Zeb1.  

J’ai donc développé un panel de cytométrie en flux permettant de quantifier et 

caractériser l’infiltrat macrophage. Des études préliminaires ont révélé des différences 

intrinsèques à nos modèles d’études à savoir B16M3, B25F4, B42M6 et N6.1. Dans certains 
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modèles de modulation d’expression de Zeb1, la proportion de macrophage varie alors qu’elle ne 

varie pas dans d’autres. Cependant, étant donné la plasticité des cellules de macrophages 

pouvant adopter un phénotype M1 anti-tumoral ou un phénotype M2 pro-tumoral, j’ai souhaité 

ajouté à la caractérisation des macrophages un marqueur plutôt M1 (IA-IE) et un marqueur plutôt 

M2 (CD206) même si ces marqueurs restent débattus. Des données dans des modèles de 

carcinomes ont montré que le phénotype EMT (via l’expression de Snail notamment) modifiait la 

composition du microenvironnement immunitaire, avec une modification de la balance 

macrophages M1/M2 (Dongre et al). 

L’ajout de marqueurs supplémentaires sera peut-être nécessaire afin de mieux définir les 

différentes populations de macrophages comme récemment proposé par l’équipe de Toby 

Lawrence dans un modèle murin Tyr(CreER, BrafCA, Ptenf/f). Ainsi, ils différencient les monocytes 

dérivés de la moelle osseuse (MN, CD169- F4/80-, Ly6Chigh, CMH II-), des macrophages associés 

à la tumeur, immatures (iTAM, F4/80- CD169+ Ly6C high, CMH II high) et des macrophages 

associés à la tumeur, matures (mTAM, F4/80+ CD169+ Ly6C-). De manière intéressante, l’analyse 

transcriptomique de chacune de ces populations a mis en évidence des clusters bien distincts de 

gènes de l’inflammation surexprimés par les MN (CXCL10, IL-1β, IRF5, CCR2, IL18) et par les iTAM 

(CXCL9, IRF7) et perdus par les mTAM. Ainsi, dans ce modèle, le statut de différenciation des 

macrophages est crucial regardant les conséquences sur l’inflammation et l’attraction des T CD8 

(299). Il serait donc intéressant de voir si dans nos modèles, les macrophages ne coopéreraient 

pas avec l’activation oncogénique de ZEB1 pour prévenir l’infiltration par les lymphocytes T CD8, 

via notamment la production renforcée de CXCL10 par les MN.  

L’hypothèse qu’une sous-population de macrophages puisse coopérer avec les cellules de 

mélanome exprimant faiblement ZEB1 pour amplifier le signal CXCL10 attracteur des lymphocytes 

T CD8 est renforcée par l’analyse RNA Seq de biopsies de mélanome à l’échelle de la cellule unique 

accessible publiquement. J’ai en effet (sous l’encadrement de Roxane Pommier et Janice 

Kielbassa de la plateforme de bio-informatique Gilles Thomas du Centre Léon Bérard) ré-analysé 

les données de RNA-Seq à l’échelle de la cellule unique initiées par Tirosh et al., composées de 16 

mélanomes puis élargie deux ans plus tard avec l’ajout de 17 échantillons supplémentaires, (72; 

35). Notamment, l’analyse de l’expression de CXCL10, CXCL9 et IL8 met en évidence une 

expression préférentielle de CXCL10 par les macrophages, aussi bien en nombre (proportion de 

non-zéros, Figure 62A) qu’en niveaux d’expression (Transcript Per Million, TPM, Figure 62B). 
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Toutefois, les niveaux d’expression quantifiés en TPM de CXCL10 révèlent que CXCL10 peut être 

également exprimé à de forts niveaux par les cellules de mélanome (Figure 62B). Il n’est donc pas 

exclu que les cellules tumorales puissent enclencher le mécanisme de recrutement des 

lymphocytes T CD8 en produisant de faibles quantités de CXCL10, amplifiées par la suite par une 

autre population immune telle que les macrophages. Enfin, l’étude de Jerby Arnon et al. ne 

distingue que le sous-type myéloïde de macrophage, ce qui laisse à penser que ce sous-type inclut 

en fait l’ensemble des populations myéloïdes comprenant les cellules dendritiques. Pour aller plus 

loin sur cette étude, il serait donc intéressant de caractériser les cellules dites macrophages 

productrices de CXCL10. 

 

Figure 62 Analyses des données de RNA-Seq à l’échelle de la cellule unique (72). A) Pourcentage de non-zéros 

des gènes d’intérêt dans le mélanome (ZEB1, MITF, NGFR, SOX9, SOX10 et PMEL), des chémokines attractrices des 

T CD8 (CXCL9, CXCL10, CCL3 et CCL4) et des interleukines connues pour être cible directe de ZEB1 (IL6 et IL8) dans 

les différents types cellulaires (non attribué : ?; lymphocytes B ; fibroblastes associés à la tumeur : CAF ; cellules 

endothéliales : Endo ; Macrophages : Macro ; Cellules de mélanome : Mal ; Cellules NK ; lymphocytes T CD4 ; 

Lymphocytes T CD8 et lymphocytes T).  La grosseur du cercle bleu est proportionnelle au pourcentage d’expression 

du gène d’intérêt dans le type cellulaire. B) et C) Niveaux d’expression en Transcript per Million (TPM) 

respectivement de ZEB1 (B, en haut) et CXCL10 (C, en bas) par type cellulaire. 

  

3.3. Mise en évidence d’autres populations 
Les perspectives décrites ci-dessus relatives aux Treg et macrophages permettront de 

mieux identifier le rôle de ces populations au potentiel immunosuppresseur et leurs 

interactions/coopération avec les cellules de mélanome exprimant plus ou moins ZEB1. Toutefois, 

ces perspectives sont très orientées sur ces deux populations candidates. Afin d’étudier un 

éventuel lien entre l’expression oncogénique de ZEB1 et la composition de l’infiltrat immunitaire 

sans a priori concernant les populations immunes, nous pouvons tirer profit de l’analyse 

combinée par immunofluorescence multiparamétrique et RNA-Seq présentée dans l’article 2. 
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Grâce à l’analyse des niveaux d’expression de ZEB1 par les cellules tumorales SOX10+, 

nous avons en effet pu classer de manière rigoureuse les mélanomes en deux catégories, suivant 

leur niveau d’expression de ZEB1. D’autre part, l’analyse transcriptomique à partir des mêmes 

biopsies permet d’estimer les proportions d’infiltration par différentes populations immunes, en 

utilisant les algorithmes de déconvolution MCP Counter, XCell et QuantiSeq (collaboration avec 

la plateforme de bioinformatique Gilles Thomas, Laurie Tonon). Malheureusement, dans cette 

cohorte, aucune association significative entre une population immune (autre que CD8) et les 

niveaux d’expression de ZEB1 n’a pu être mis en évidence ainsi (Figure 63). Cependant, étant 

donné le rôle majeur de la localisation de chaque type cellulaire, des analyses complémentaires 

par immunofluorescence restent primordiales.  

 

Figure 63 Analyse combinée d’immunofluorescence et de RNA-Seq à partir d’une cohorte de 35 mélanomes 

cutanés. Les barres rouges et vertes représentent le niveau d’expression de ZEB1 (respectivement fort et faible) 

par les cellules de mélanome SOX10+, déterminé par IF. Les barres bleues claires et foncées marquent les 

mélanomes respectivement exclus d’un infiltrat T CD8 et riches en T CD8, tel que déterminer par IF. Enfin, la 

heatmap représente les scores de différentes populations composant la tumeur calculés à partir de données 

transcriptomiques et de l’algorithme de déconvolution XCell. De haut en bas : cellules endothéliales, CAF, T CD8 

naïf, T CD8, NK, NKT, T CD4 non Treg, TH1, TH2, Treg, macrophages M1 et macrophages M2. 

 

En collaboration avec l’équipe de Christophe Caux, de nouveaux panels multi-IF 8 couleurs 

sont en cours de développement afin de réaliser l’analyse spatiale et quantitative des 

macrophages, Treg, NK, neutrophiles, cellules dendritiques et TLS à partir de biopsies de patients. 

Nous avons montré à travers notre première analyse concernant l’infiltrat T (article 2) que nous 

sommes en capacité de développer ce genre d’analyse. Ainsi, nous pourrons identifier si 

l’infiltration des mélanomes par une ou plusieurs population(s) immune(s) corrèle avec 

l’expression oncogénique de ZEB1. Dans ce cas, il sera intéressant d’étudier plus en détail une 
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potentielle coopération entre les cellules de mélanome au fort niveau d’expression de ZEB1 et 

la/les population(s) immune(s) alors identifiées. 

 Une étude en cours de finalisation concerne la quantification des structures lymphoïdes 

tertiaires (TLS). Les TLS sont des structures similaires aux organes lymphoïdes secondaires 

présentes sur le site tumoral. Elles se composent d’une zone riche en cellules T et cellules 

dendritiques matures. A côté, un follicule B présente des caractéristiques de centre germinatif et 

est entouré de plasmocytes. La formation des TLS résulte de néogenèse lymphoïde induite par 

une exposition prolongée à des signaux inflammatoires. Les TLS permettent notamment la 

génération et la régulation des défenses anti-tumorales. Rares au cœur de la tumeur, les TLS sont 

souvent retrouvés à la marge d’invasion ou dans le stroma périphérique, ce qui rend leur 

visualisation difficile sur biopsies de tumeur (300). La présence de TLS dans le 

microenvironnement tumoral est un marqueur de bon pronostic dans de nombreux cancers 

incluant les mélanomes, favorisant une réponse anti-tumorale durable. Deux études récentes ont 

proposé la présence de TLS au sein de tumeurs en cours de traitement comme marqueur prédictif 

de réponse aux immunothérapies par anti-PD1 dans le mélanome, établissant une signature 

prédictive de réponse à partir de gènes associés aux TLS (301; 302). Aussi, l’analyse quantitative 

et spatiale des TLS à partir des mêmes biopsies de patients que publiées dans l’article 2 révèlera 

si la présence de TLS avant traitement peut-être un marqueur de réponse aux anti-PD-1. De plus, 

une éventuelle corrélation inverse avec les niveaux d’expression de ZEB1 par les cellules de 

mélanome SOX10+ sera étudiée. 

Enfin, j’ai également essayé d’établir un lien entre l’expression de ZEB1 par les cellules de 

mélanome et un type d’infiltrat immunitaire en ré-analysant les données de RNA-Seq établies à 

l’échelle de la cellule unique par Jerby-Arnon et al. Cependant, les données disponibles n’étaient 

malheureusement pas adaptées afin de répondre à cet objectif. En effet, plus d’un tiers des 

échantillons sont issus de métastases ganglionnaires, ce qui représente un biais majeur dans 

l’étude de l’infiltrat tumoral. De plus, le nombre de cellules séquencées par patient est très 

variable, et la répartition par type cellulaire est très hétérogène. Certains patients n’ont pas ou 

peu de cellules tumorales (confère Introduction ; Chapitre 1 ; Partie 3.6.). Aussi, la cohorte n’est 

pas adaptée pour déterminer si les mélanomes aux forts niveaux d’expression de ZEB1 sont 

associés à un type d’infiltrat immunitaire caractéristique. Pour que l’objectif soit réalisable, il 

faudrait un plus grand nombre de cellules séquencées par patient. La quantité de cellules 
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séquencées pour chaque patient devrait idéalement être homogène d’un patient à l’autre et 

représentative de la tumeur dans sa globalité.  

 

4.  Autres mécanismes d’échappement au système immunitaire médiés 

par ZEB1 
 

L’induction de l’EMT ou la réexpression des EMT-TFs a été associée dans des modèles de 

carcinomes à des dérégulations de la présentation antigénique (expression du CMH-I, antigènes) 

ou de l’expression des ligands des points de contrôle du système immunitaire. J’ai donc analysé 

l’impact de ZEB1 sur ces deux mécanismes dans nos modèles de mélanome. 

4.1. Présentation antigénique 
Les cellules tumorales peuvent empêcher la reconnaissance par le système immunitaire en 

modulant la présentation des antigènes et ainsi échapper à la lyse par les lymphocytes T 

cytotoxiques. L’expression du CMH-I est souvent diminuée dans les cellules mésenchymateuses. 

Nous avons investigué si ZEB1 avait un impact sur la présentation antigénique dans nos modèles 

de mélanome. Tout d’abord, dans un panel de lignées de mélanome humaines, l’expression des 

molécules du CMH-I n’est pas corrélée aux niveaux d’expression de ZEB1 et la modulation 

d’expression de ZEB1 par expression ectopique ou knock-out n’induit pas de modification notable 

de l’expression du CMH-I. 

Dans ce même panel de lignées de mélanome humaines, ZEB1 semble avoir un impact sur la 

régulation des antigènes. En accord avec la capacité de ZEB1 à réguler négativement l’expression 

de MITF et de ses gènes cibles (qui comprennent la plupart des antigènes de différenciation 

mélanocytaire), les lignées aux faibles niveaux d’expression de ZEB1 (MITF fortes) expriment de 

forts niveaux des antigènes de différenciation mélanocytaire MLANA, GP100 et TRP2, tandis que 

celles aux forts niveaux de ZEB1 (MITF faibles) n’expriment que de faibles niveaux de ces 

antigènes de différenciation. Cette corrélation inverse entre l’expression de ZEB1 et les antigènes 

de différenciation est retrouvée dans les mélanomes du TCGA comme montré par l’analyse des 

données de RNAseq en tumeur entière (Figure 64F). L’expression ectopique de ZEB1 dans deux 

lignées de mélanome ZEB1 faibles, MALM3M et GIC (lignée dérivée de patient à court terme), 

induit une diminution de l’expression ARN de MLANA et TRP2 (Figure 64B). A l’inverse, 

l’invalidation de ZEB1 par Knock-out dans les A375P exprimant fortement ZEB1 permet 
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l’expression de TRP2 dans un des clones KO S4 (Figure 64C). Enfin, une expérience 

dimmunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps anti-ZEB1 dans le modèle A375P 

scramble S3 et KO Z1 montre la fixation de ZEB1 sur le promoteur de l’antigène de différenciation 

PMEL (aussi connu sous le nom de GP100), démontrant un contrôle direct de l’expression de 

l’antigène de différenciation PMEL par ZEB1 (Figure 64D), potentiellement indépendamment de 

MITF.  

 Si les lignées de mélanomes aux forts niveaux d’expression de ZEB1 perdent l’expression 

des antigènes de différenciation mélanocytaire, et pourraient donc potentiellement échapper à 

la lyse par les lymphocytes T spécifiques de ces antigènes, elles expriment tout de même les 

antigènes associés au mélanome, les MAGEs (Figure 64A, E) et pourraient donc toujours être 

reconnues par les lymphocytes T spécifiques des MAGEs.   

 Cependant, dans nos modèles murins syngéniques, la modulation de Zeb1 dans les cellules 

de mélanome (Knock-out et expression ectopique), n’est pas associée à une modification de 

l’expression des molécules du CMH-I ni un changement dans l’expression des antigènes tumoraux. 

Les lignées BrafV600E proviennent de tumeurs qui ont la particularité d’être non pigmentées et 

très peu différenciées, et aux niveaux d’expression de Mitf et des antigènes de différenciation 

très faibles, ce qui rend difficile leur analyse. Mais, nous avons également réalisé l’approche gain 

de fonction de Zeb1 dans un modèle Nras muté, très pigmenté et aux forts niveaux d’expression 

de Mitf et des antigènes de différenciation. L’expression ectopique de Zeb1 n’a pas montré de 

modification de l’expression des antigènes de mélanome dans ce modèle pigmenté, suggérant 

que ZEB1 ne régule pas la présentation antigénique dans ces modèles murins. 

Figure 64 Présentation antigénique A) Western Blot ZEB1, ZEB2, MITF, GP100, TRP2, MLANA et panMAGES 

dans les lignées de mélanomes ZEB1 faible (à gauche) et ZEB1 forte (à droite). Le trait en pointillé sépare les lignées 

de mélanome en deux groupes en fonction de leurs niveaux d’expression de ZEB1, ZEB2 et MITF. L’anti-corrélation 

entre l’expression de ZEB1 et celle de ZEB2 et MITF a été montrée dans l’article 1. Gène de ménage : GAPDH. B) 

Niveaux d’expression ARN relatifs de MLANA (en haut) et TRP2 (en bas) dans les lignées de mélanome GIC et 

MALM3 après expression ectopique de ZEB1. C) Western Blot ZEB1, MITF et TRP2 dans le modèle A375P Knock-

Out pour ZEB1. S3 et S4 sont deux clones scramble exprimant ZEB1 et Z1 et Z2 sont deux clones KO pour ZEB1. 

Gène de ménage : actine. D) Immunoprécipitation de la chromatine ciblant ZEB1 dans la lignée AZ1 KO pour ZEB1 

et le scramble AS3 montrant un enrichissement de la fixation de ZEB1 sur le promoteur de PMEL et du contrôle 

positif (spécifique au kit) mais pas sur le contrôle négatif (spécifique du kit). E) Hierarchisation non supervisée des 

62 lignées de mélanome du CCLE en deux groupe « différenciée » et « non-différenciée » à partir des données 

d’expression ARN des antigènes de différenciation et des antigènes associés au mélanome ainsi que ZEB1 et MITF. 

F) Corrélation inverse entre l’expression de ZEB1 et les antigènes de différenciation mélanocytaire à partir de 

données de patients issues du TCGA. Sur la diagonale : distribution de chaque gène ; en dessous : dots plots 

deux à deux ; au-dessus : coefficients de corrélation deux à deux. 
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Pour aller plus loin, nous pourrions exploiter une banque de prélèvements de patients 

comprenant les cellules tumorales d’une part et les cellules immunes d’autre part dont nous 

disposons au laboratoire. Au cours de ma thèse, j’ai en effet pu participer à la génération d’une 
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banque d’échantillons établie à partir de métastases dites liquides, soit d’ascites soit 

d’épanchements pleuraux de patients atteints de mélanome. Grâce à une centrifugation en 

gradient de Percoll, nous avons pu isoler les cellules tumorales des cellules immunes. Les cellules 

tumorales sont en partie congelées directement et l’autre partie est utilisée afin d’établir une 

lignée cellulaire à court terme. Les cellules immunes sont directement congelées. Il serait alors 

intéressant de caractériser les lignées établies afin de valider la corrélation inverse entre 

l’expression de ZEB1 et celle des antigènes de différenciation. Des approches gain/perte de 

fonction de ZEB1 permettraient d’étudier l’impact sur le CMH-dans ces lignées dérivées de patient 

à court terme. Enfin, comme nous disposons des cellules immunes correspondantes à chaque 

lignée cellulaire, des tests d’activation des lymphocytes T avant/après modulation d’expression 

de ZEB1 permettraient de déterminer si l’expression antigénique dépendante de ZEB1 impacte la 

reconnaissance et l’activité des lymphocytes T. 

 

4.2. Régulation de l’expression des ligands des points de contrôle du 

système immunitaire 

 Nous avons montré que les mélanomes aux forts niveaux de ZEB1 présentent 

essentiellement un défaut de recrutement des lymphocytes T CD8. L’état d’activation des T CD8 

(défini d’après l’expression de PD-1) ne semble pas impacté de manière claire par l’expression 

tumorale de ZEB1 dans les cohortes de patients. Une tendance d’expression amoindrie de PD-1 

par les T CD8 infiltrant les tumeurs sur-exprimant ZEB1 est toutefois observée. Il serait 

premièrement intéressant de vérifier l’expression d’autres point de contrôle du système 

immunitaire (TIM3, LAG3, TIGIT,…) avant de conclure sur l’absence de lien entre l’expression 

oncogénique de ZEB1 et l’état potentiel d’exhaustion des T CD8. De manière remarquable, Dongre 

et al. avaient observé un effet de l’expression oncogénique de Snail2 sur l’état d’exhaustion des 

T CD8, révélés par les marqueurs PD-1 et CTLA-4 dans un modèle de carcinome mammaire murin 

(269). De plus, si l’expression oncogénique de ZEB1 n’a pas d’effet sur l’expression des points de 

contrôle du système immunitaire, il n’est pas exclu qu’elle puisse avoir un impact sur l’expression 

de leur(s) ligand(s). Des résultats in vitro dans des lignées de mélanome humaines obtenus au 

cours de ma thèse, suggèrent en effet que ZEB1 pourrait l’expression des points de contrôle du 

système immunitaire tel que PD-L1 
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 Un deuxième niveau d’échappement au système immunitaire passe par l’expression, par 

les cellules tumorales, des ligands des points de contrôle du système immunitaire. Dans le 

carcinome pulmonaire non à petites cellules, le rôle de la boucle de rétrocontrôle ZEB1/miR200 

a été clairement démontré (278). Nous nous sommes donc intéressés à la régulation potentielle 

de PD-L1 et autres ligands des points de contrôle du système immunitaire par ZEB1 dans le 

mélanome. Les niveaux d’expression de ZEB1 sont corrélés aux niveaux d’expression de certains 

ligands des points de contrôle du système immunitaire incluant PD-L1, que ce soit aux niveaux 

ARN et protéiques, avec mise en évidence de l’expression de PD-L1 à la membrane plasmique par 

cytométrie en flux (Figure 65 A et B). L’expression ectopique de ZEB1 dans trois lignées de 

mélanome comprenant les A375P de l’ATCC et deux lignées dérivées de patients GIC et GLO induit 

une augmentation de l’expression de PD-L1 au moins au niveau de l’ARN (Figure 65 C). De manière 

surprenante, la modulation effective de PD-L1 à la membrane plasmide par surexpression de ZEB1 

n’a pu être visualisée que dans une lignée dérivée de patient (Figure 65 D). A ce stade, nous avons 

formulé plusieurs hypothèses. Il est possible que les cellules en culture soient figées dans un état 

où la modulation d’expression de PD-L1 ne soit pas permise par la seule modulation de 

l’expression de ZEB1. L’expression de PD-L1 à la membrane plasmique pourrait également 

nécessiter un ou plusieurs signaux supplémentaires, tels que l’IFNγ. Une expérience d’immuno-

précipitation de la chromatine fixée à ZEB1 révèle la fixation de ZEB1 sur le promoteur de PD-L1, 

démontrant la régulation directe de la transcription de PD-L1 par ZEB1 (Figure 65 E). Enfin, une 

analyse préliminaire par immunofluorescence de PD-L1 et ZEB1 sur une cohorte de 29 biopsies 

de mélanome révèle une expression plus forte de PD-L1 par les tumeurs aux forts niveaux 

d’expression de ZEB1 (Figure 65 F). Dans cette analyse cependant, nous n’avions pas de marqueur 

tumoral fiable (S100 au lieu de SOX10) permettant d’attribuer finement l’expression de ZEB1 et 

de PD-L1 aux cellules de mélanome et non pas au microenvironnement. Une nouvelle analyse par 

immunofluorescence 7 couleurs permettra d’affiner le score PD-L1 par les cellules tumorales, et 

de le corréler avec l’intensité de ZEB1. 

Enfin, j’ai également vérifié le statut de Pd-l1 dans les modèles murins établis avec modulation 

d’expression de Zeb1. Cependant, aucune variation claire de l’expression de Pd-l1 n’a pu être 

associée à la variation d’expression de Zeb1.  
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Figure 65 Régulation de l’expression de PD-L1 par ZEB1. A) Analyse en composantes principales des 

expressions des ligands des points de contrôle du système immunitaire et de ZEB1, MITF dans les lignées de 

mélanome répertoriées dans le CCLE. B) Données d’expression de PD-L1 à la membrane plasmique par cytométrie 

en flux dans cinq lignées de mélanome humain aux faibles niveaux d’expression de ZEB1 et cinq lignées aux forts 

niveaux d’expression de ZEB1. C) Expression ARN de PD-L1 dans les lignées GLO et A375P après expression 

ectopique de ZEB1. D) Expression protéique à la membrane plasmique de PD-L1 par cytométrie en flux dans la 

lignée dérivée de patient GIC après expression ectopique de ZEB1. E) Immunoprécipitation de la chromatine ciblant 

ZEB1 dans la lignée AZ1 KO pour ZEB1 et le scramble AS3 montrant un enrichissement de la fixation de ZEB1 sur le 

promoteur de PD-L1 et du contrôle positif (spécifique au kit) mais pas sur le contrôle négatif (spécifique du kit). F) 

Immunofluorescence PD-L1 sur une cohorte de 29 biopsies de mélanome, divisée en tumeur aux faibles niveaux 

d’expression de ZEB1 (en vert) et au fort niveau d’expression de ZEB1 (en rouge). P-value : test de Mann Whitney.  
 

4.3. Crosstalk avec la voie de l’IFN-γ 
 L’induction du CMH-I et de PD-L1 par traitement IFN-γ semblait être impactée par les 

niveaux d’expression de ZEB1. J’ai donc criblée par qPCR les gènes cibles de l’IFN-γ avant et après 

traitement à l’IFN-γ de lignées avec expression ectopique de ZEB1 ou Knock-out afin de comparer 

l’activation de la voie. L’hypothèse était que de forts niveaux d’expression de ZEB1 seraient 

associés à une activation de la voie IFN-γ amoindrie. Cependant, si certaines tendances sont 

apparues, elles étaient dépendantes de chaque modèle cellulaire et je n’ai pas pu dégager une 

tendance claire et généralisable à l’ensemble des modèles cellulaires. Avant d’éradiquer 

l’hypothèse d’un potentiel contrôle de la voie de l’IFN-γ par ZEB1, il serait intéressant de vérifier 
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le profil mutationnel des lignées cellulaires utilisées sur les effecteurs de la voie de l’IFN-γ tels que 

JAK/STAT. En effet, une mutation inactivatrice d’un des effecteurs biaiserait fortement l’étude.  

 

4.4. Une cible de ZEB1 inattendue : HVEM 
 Lorsque j’ai étudié la potentielle régulation des ligands des points de contrôle du système 

immunitaire par ZEB1, j’ai été étonnée par la force et la reproductibilité de la corrélation inverse 

entre les niveaux d’expression de ZEB1 et le ligand/récepteur des points de contrôle du système 

immunitaire HVEM dans différents sets de données composés aussi bien de lignées cellulaires de 

mélanome que d’échantillons de patients (Figure 66B-E). De manière remarquable, les lignées de 

mélanome sont les lignées cancéreuses aux plus forts niveaux d’expression d’HVEM et à la plus 

grande disparité d’expression entre les lignées répertoriées dans le CCLE (Figure 66A). Enfin, 

l’expression ectopique de ZEB1 dans la lignée dérivée de patient GIC induit une diminution 

d’expression d’HVEM (Figure 66F). Sur la base de ces données extrêmement reproductibles, je 

me suis demandé si la régulation d’HVEM par ZEB1 dans les lignées de mélanome faisait du sens 

et quel serait l’intérêt biologique de cette régulation. 

 

Figure 66 Corrélation inverse entre ZEB1 et HVEM. A) Niveau d’expression ARN d’HVEM dans le panel de 

lignées cancéreuses répertoriées dans le CCLE. En rouge en premier, les cellules de mélanome. B) Corrélation 

inverse entre les niveaux d’expression ARN de ZEB1 (axe des abscisses, log2) et HVEM (axe des ordonnées, log2) 

sur les 62 lignées de mélanomes répertoriées dans le CCLE. Corrélation de Pearson, R = -0.7052, p-value = 1.56e-10. 

C) Corrélation inverse entre les expressions de ZEB1 (axe des abscisses, log2) et HVEM (axe des ordonnées, log2) 

des 472 mélanomes humains répertoriés dans le TCGA. En noir, l’ensemble des tumeurs de mélanome, R = -0.50. 

En bleu, l’ensemble des 266 mélanomes dont nous avons accès à l’information de pureté ASCAT, R = -0.534. En 

vert, les 155 mélanomes dont la pureté est supérieure à 0.6, R = -0.47. D) Expression ARN d’HVEM dans un panel 

de lignées de mélanome triées de gauche à droite par ordre croissant d’expression de ZEB1. E) Expression 
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protéique d’HVEM à la membrane par FACS. Exemple de profil sur les 501Mel et SKMEL5, lignée de mélanome aux 

niveaux d’expression de ZEB1 respectivement faible et fort. En bas, pourcentage de cellules positives pour HVEM 

sur un panel de lignées de mélanome triées par leur niveau d’expression de ZEB1 de gauche à droite faible (vert), 

intermédiaire (orange), fort (rouge). F) Expression protéique d’HVEM à la membrane par FACS dans la lignée 

dérivée de patient GIC après expression ectopique de ZEB1. CT : control (en vert). ZEB1 : surexpression ectopique 

(en rouge). Non marqué (en gris). 
 

 HVEM, aussi connu sous le nom de récepteur de la superfamille du TNF 14 (TNFRSF14), est 

à la fois ligand de CD160 et BTLA et récepteur de LIGHT (TNFSF14) (303). Il peut donc avoir un rôle 

extrinsèque en tant que ligand d’un point de contrôle du système immunitaire ou bien avoir un 

rôle intrinsèque via la voie de signalisation en aval du récepteur HVEM. Le profil d’expression 

d’HVEM par les cellules de mélanome laisse penser qu’il pourrait avoir un rôle intrinsèque dans 

la mélanomagenèse. Aussi, dans une première partie, je formulerai l’hypothèse du rôle de la voie 

LIGHT/HVEM sur l’apoptose induite par l’IFN-γ. Dans une deuxième partie, je formulerai 

l’hypothèse du rôle extrinsèque d’HVEM sur le contrôle de l’activation des cellules immunes. 

 Très peu d’études s’intéressent au rôle d’HVEM dans la tumorigenèse. Une étude datant 

de 1998 sur la lignée de carcinome mammaire MDA-MB-231 démontre le rôle apoptotique de 

LIGHT, ligand d’HVEM. L’apoptose médiée par LIGHT est amplifiée par traitement IFN-γ. Enfin, 

l’expression ectopique de LIGHT dans les MDA-MB-231 empêche la formation de tumeur in vivo 

(304). Je me suis alors demandée si HVEM pouvait avoir un rôle sur la survie des cellules de 

mélanome en formulant l’hypothèse que la perte d’HVEM par les cellules de mélanome aux forts 

niveaux d’expression de ZEB1 était nécessaire à leur survie en cas d’exposition à un 

microenvironnement inflammatoire riche en IFN-γ. Des tests préliminaires de survie cellulaire à 

court terme par ATP sur 2 lignées aux forts niveaux d’expression de ZEB1 et faibles niveaux 

d’expression d’HVEM dites ZEB1 fortes / HVEM faibles et 3 lignées ZEB1 faibles / HVEM fortes 

révèlent une résistance à la morte induite par exposition à la combinaison IFN-γ / LIGHT des 

lignées aux faibles niveaux d’expression de HVEM. A l’inverse, les lignées ZEB1 faible / HVEM 

fortes sont sensibles à l’apoptose induite par la combinaison LIGHT / IFN-γ. Cette étude a fait 

l’objet d’un stage volontaire de licence que j’ai eu la chance d’encadrer. Les résultats obtenus 

sont cependant très préliminaires et mériteraient d’être renforcés. Pour aller plus loin, des 

approches gain/perte de fonction d’HVEM seraient intéressantes afin de confirmer le rôle clé 

d’HVEM dans le mécanisme d’apoptose induite par l’IFN-γ.  

 HVEM peut agir en tant que ligand des points de contrôle du système immunitaire en se 

liant aux récepteurs CD160 et BTLA. De manière intéressante, HVEM envoie un signal d’activation 
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en se liant à CD160 mais à une activité inhibitrice via BTLA (303). Aussi, la fonction d’HVEM sur le 

système immunitaire est double, et son effet ne dépend pas seulement de son niveau 

d’expression par les cellules tumorales ou autre type cellulaire mais est fortement dépendante 

des récepteurs présents sur les cellules immunes. Par exemple, l’analyse des cellules immunes 

circulantes dans le sang de donneurs sains indique que CD160 est majoritairement exprimé par 

les NK alors que BTLA est principalement exprimé par les lymphocytes T (305). L’analyse de 

données de patient à l’échelle de la cellule unique a permis de valider que même au cœur des 

mélanomes, CD160 est majoritairement exprimé par les NK alors que BTLA est plus restreint aux 

lymphocytes T et B (Figure 67). Le rôle de la signalisation HVEM/CD160 sur l’activité des NK a été 

étudié in vivo dans un modèle murin déficient pour CD160. De manière surprenante, l’activité 

cytotoxique des NK n’est pas perturbée par un disfonctionnement de la signalisation 

HVEM/CD160. Cependant, la production d’IFN-γ par les NK est fortement réduite en absence de 

CD160 ou de son ligand HVEM (306). Nous pourrions donc formuler l’hypothèse que la perte 

d’expression d’HVEM par les cellules de mélanomes (exprimant fortement ZEB1) permettrait de 

réduire l’inflammation en prévenant la production d’IFN-γ par les NK. Dans ce contexte, HVEM 

aurait donc un rôle anti-tumoral. Dans ce contexte, il serait intéressant de quantifier et 

caractériser l’infiltrat NK dans nos modèles murins de modulation de Zeb1. 

 

Figure 67 Analyses des données de RNA-Seq à l’échelle de la cellule unique (72). A) Pourcentage de non-zéros 

des gènes d’intérêt dans le mélanome (ZEB1, MITF) et duréseau HVEM, CD160, BTLA et LIGHT dans les différents 

types cellulaires (non attribué : ?; lymphocytes B ; fibroblastes associés à la tumeur : CAF ; cellules endothéliales : 

Endo ; Macrophages : Macro ; Cellules de mélanome : Mal ; Cellules NK ; lymphocytes T CD4 ; Lymphocytes T CD8 

et lymphocytes T). La grosseur du cercle bleu est proportionnelle au pourcentage d’expression du gène d’intérêt 

dans le type cellulaire. B) et C) Niveaux d’expression en Transcript per Million (TPM) respectivement de CD160 (B, 

en haut) et BTLA (C, en bas) par type cellulaire.  
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Une étude récente présente cependant HVEM comme marqueur de mauvais pronostic dans 

le mélanome (307). Dans cette étude, HVEM est décrit comme inhibant l’activité des T CD8 en se 

liant à BTLA. Cependant, l’analyse des T CD8 infiltrant les tumeurs de 8 patients atteints de 

mélanome révèle une forte hétérogénéité d’expression de BTLA : 2  à 35 % des T CD8 expriment 

BTLA, avec une médiane à 11%. De plus, la co-localisation de cellules de mélanome exprimant 

HVEM et des lymphocytes T CD8 exprimant BTLA n’a été montrée que sur 5 patients. Aucun 

marqueur d’activation additionnel ne valide l’effet inhibiteur de HVEM sur les T CD8. Enfin, la 

valeur pronostic de HVEM est calculée indépendamment du type de thérapies (ciblées ou 

immunothérapies) reçu. Les résultats de cette étude devraient donc être exploités avec 

précaution. Il serait nécessaire de valider les données avancées sur un nombre plus important de 

patients. Enfin, l’implémentation d’approches gain/perte de fonction d’HVEM in vivo permettrait 

de mieux détailler les interactions entre HVEM exprimé par les cellules de mélanome et BTLA 

et/ou CD160 sur les lymphocytes T et/ou cellules NK. La déplétion des populations T CD8 ou NK 

et/ou l’utilisation d’anticorps bloquant BTLA et CD160 dans ces modèles serait la façon la plus 

robuste de déterminer si le mécanisme d’action majoritaire d’HVEM impacte principalement les 

NK ou les lymphocytes T. 
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5. Peut-on envisager ZEB1 comme biomarqueur de réponse aux 

thérapies ou cible thérapeutique? 

 

Nous avons montré (article 1) que ZEB1 pourrait servir de biomarqueur de réponse aux 

thérapies ciblées. En effet, de forts niveaux d’expression de ZEB1 sont associés à la résistance 

innée aux inhibiteurs de la voie MAPK, que ce soit dans des lignées de mélanome ou tumeurs 

présentant la mutation BRAFV600. De plus, l’expression ectopique de ZEB1 est suffisante à 

l’acquisition de résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK, en induisant la transition réversible 

vers un phénotype invasif/souche MITF faible/NGFR fort. De plus, les niveaux d’expression de 

ZEB1 sont augmentés après acquisition de résistance, que ce soit dans les lignées cellulaires en 

culture ou bien à partir de biopsies de mélanome après acquisition de résistance.  

Des travaux récents basés sur des modèles murins de carcinomes ou des données de RNA-

Seq à l’échelle de la tumeur entière (269; 308) ont proposé que l’EMT pourrait être associée à la 

résistance aux immunothérapies. Comme décrit dans le chapitre 2 de l’introduction, les travaux 

de l’équipe de Roger Lo à partir de données transcriptomiques à l’échelle de la tumeur entière 

identifient l’EMT comme mécanisme de résistance innée aux immunothérapies. La signature 

IPRES de résistance aux anti-PD1 comprend un panel de gènes associés à l’EMT (50). Cependant, 

cette étude présente deux biais potentiels. Comme nous l’avons démontré dans l’article 1, la 

plasticité des cellules de mélanome médiée par ZEB1 est induite par l’exposition aux inhibiteurs 

de BRAF et est un mécanisme de résistance des mélanomes aux thérapies ciblées. Or, la cohorte 

utilisée par Hugo et al. est constituée d’une majorité d’échantillons issus de patients traités en 

première ligne par une ou plusieurs thérapies ciblées, anti-BRAF et/ou anti-MEK. La signature 

alors décrite comme signature de résistance innée aux immunothérapies inclue donc sans doute 

de nombreux mécanismes de résistance innée et/ou acquise aux thérapies ciblées. De plus, 

comme nous l’avons souligné dans l’article 2, les « scores EMT » obtenus par l’analyse de données 

transcriptomiques à l’échelle de la tumeur entière peuvent être fortement biaisés du fait de 

l’expression majeure des facteurs d’EMT par les cellules stromales et immunes. Il convient donc 

d’utiliser avec prudence cette signature IPRES, qui n’a d’ailleurs pas pu être confirmée par la suite 

sur d’autres cohortes incluant l’étude à l’échelle de la cellule unique de Jerby Arnon et al. (180).  

De manière un peu décevante, nos travaux démontrent que l’expression de ZEB1, par les 

cellules tumorales avant tout traitement n’est pas associée à la réponse aux immunothérapies 
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dans notre cohorte de mélanomes traités en première ligne par anti-PD1. Cependant, de 

nombreuses études ont mis en évidence l’importance des modifications apparaissant quelques 

semaines après la mise sous traitement (recrutement de T CD8 accru, etc…). Une étude 

longitudinale de biopsies de mélanome collectées à différents temps après mise sous traitement 

anti-CTLA-4 et/ou anti-PD-1 a présenté la mise en place d’une réponse adaptative lors de la mise 

sous traitement comme hautement prédictive de réponse aux immunothérapies (309). De plus, 

les études récentes adressant la question de la réponse au traitement se placent 

systématiquement après mise sous traitement (173). Il serait donc intéressant d’étudier en cours 

de traitement par anti-PD1 si une activation de l’expression de ZEB1 sous traitement pourrait être 

associée à la résistance aux immunothérapies. L’expression de ZEB1 pourrait en effet être latente 

et réactivée précocement en réponse au traitement comme nous l’avons mis en évidence avec 

les thérapies ciblées, en analysant des biopsies avant/après traitement. Pour cela nous sommes 

en train d’analyser l’expression de ZEB1 dans quelques paires de biopsies avant/après traitement 

par anti-PD1. De plus, il est intéressant de noter que le mécanisme majeur d’exclusion des 

lymphocytes T CD8 des mélanomes par l’activation oncogénique de la voie de la béta-caténine 

n’a jamais été montré comme marqueur prédictif de résistance aux immunothérapies. Dans notre 

cohorte, nous avons vérifié grâce aux données de RNA Seq qu’il n’y a pas d’enrichissement en 

mélanome ß-caténine activés parmi les non-répondeurs. Ainsi, l’expression oncogénique de ZEB1, 

tout comme l’activation oncogénique de la ß-caténine sont des mécanismes d’exclusion de T CD8 

mais ne peuvent pas, à eux seuls, prédire la réponse aux immunothérapies avant traitement. Afin 

d’être plus robuste, des combinaisons de marqueur pourraient être envisagées pour prédire la 

réponse aux immunothérapies.  

Cependant, bien que ZEB1 ne semble pas être un biomarqueur de réponse aux 

immunothérapies, il reste une cible thérapeutique novatrice et prometteuse. Nous avons en effet 

déjà obtenu la preuve de concept que l’invalidation de ZEB1 permet de re-sensibiliser les cellules 

de mélanomes aux inhibiteurs de BRAF/MEK (Article 1) et aux anti-PD1 (Article 2). Ainsi, cibler 

l’EMT-TF ZEB1 ou la plasticité semble être une stratégie thérapeutique attractive pour les 

mélanomes métastatiques. Toutefois, le ciblage de la plasticité reste une question difficile étant 

donné l’implication des cycles d’EMT et de MET requis tout au long de la progression tumorale. 

En effet, la réversion du processus d’EMT pourrait favoriser la croissance/colonisation de 

métastases par des cellules tumorales déjà disséminées dans des sites distants. Toutefois, des 
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stratégies thérapeutiques ciblant l’EMT à des stades précoces de développement tumoraux sont 

en cours d’investigation, permettant de prévenir la dissémination ou de cibler les états 

dédifférenciés. Comme tous les facteurs de transcriptions à doigts de zinc, il est difficile de cibler 

ZEB1 directement. L’idée repose plus généralement sur le blocage de la plasticité phénotypique. 

 Dans ce contexte, l’induction de MITF par l’antagoniste de l’acide folique méthotrexate 

constitue une approche intéressante. L’induction de MITF dans les cellules de mélanome favorise 

la différenciation des cellules de mélanome, réduit fortement leur capacité migratoire et 

sensibilise à l’agent cytotoxique TMECG (310). D’autres stratégies thérapeutiques combinent les 

thérapies conventionnelles avec le ciblage des états invasifs/dédifférenciés des cellules de 

mélanome. Ainsi, tout comme l’inhibition d’un marqueur de l’état invasif AXL par anticorps 

bloquant, l’inhibition du récepteur rétinoïde et facteur clé de l’état apparenté souche/crête-

neurale RXR synergise avec les inhibiteurs de la voie des MAPKinases en ralentissant la prise et 

croissance tumorale après injection par xénogreffe in vivo (311; 37).  

 Une autre stratégie permettant de cibler l’état dédifférencié des cellules de mélanome 

repose sur des observations concernant leur activité métabolique altérée. Il a en effet été montré 

que les cellules de mélanome dédifférenciées présentent des niveaux de glutathion plus faibles 

comparativement aux cellules différenciées (42). Ces niveaux réduits de glutathion constituent le 

talon d’Achille des cellules de mélanomes dédifférenciées, augmentant leur sensibilité à la mort 

par ferroptose induite par un traitement à l’Erastin. Ainsi, l’Erastin coopère avec les inhibiteurs 

de BRAF in vitro et réduit le nombre de cellules de mélanome dédifférenciées. De manière 

intéressante, des stratégies ciblant des mécanismes métaboliques et plus particulièrement la 

ferroptose montrent des résultats prometteurs dans d’autres types de cancers présentant un 

phénotype mésenchymateux (312).  

 Enfin, l’extrême rapidité d’adaptation des cellules de mélanome aux différentes stratégies 

thérapeutiques laisse penser que la plasticité épigénétique pourrait jouer un rôle majeur dans la 

résistance aux traitements. De plus, il a été montré que de nombreux modulateurs épigénétiques 

régulent ou interagissent avec les EMT-TFs (313). La compréhension complète du réseau de 

régulateurs épigénétiques coopérants avec les EMT-Tfs pour orchestrer la transition 

phénotypique des cellules de mélanome représente aujourd’hui un intérêt majeur afin 

d’identifier des drogues épigénétiques pertinentes. Par exemple, l’inhibition de l’histone 

méthyltransférase EZH2 permet la dédifférenciation des cellules de mélanome, restaure 
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l’immunogénicité tumorale et re-sensibilise ainsi les tumeurs aux immunothérapies (314). 

L’inhibition d’histone dé-acétylases HDAC est aussi une stratégie prometteuse pour améliorer la 

réponse aux immunothérapies. De nombreux essais cliniques sont en cours afin d’évaluer l’intérêt 

de combiner les inhibiteurs de HDAC avec les inhibiteurs des MAPKinase et/ou les 

immunothérapies (315; 316).  

Stratégie Référence Cible Composé Essai clinique Type de 

cancer 

Inhibiteurs 

de la voie du 

TGF-β 

(314) Anticorps 

monoclonal 

TGF-β 

GC10008 Phase 1 NCT00356460 Carcinome 

rénal 

Mélanome  

Inhibiteur 

d’AXL 

(315) Petite 

molécule 

inhibitrice 

d’AXL 

BGB324 Phase I/II en 

combinaison avec 

dabrafenib/trametinib 

ou pemprolizumab 

NCT02872259 Mélanome 

métastatique 

Drogue 

épigénétique 

(316) Inhibiteur 

de HDAC 

Entinostat Phase II en 

combinaison avec 

l’erlotinib 

NCT00602030 Cancer du 

poumon à non 

petite cellule 

Inducteur de 

ferropoptose 

(317) GPX1 PRLX93936 

(analogue 

de 

l’erastin) 

Phase I NCT00528047 Tumeurs 

solides 

avancées 

Figure 68 Exemples des principales stratégies thérapeutiques en cours d’évaluation permettant de cibler la 

plasticité cellulaire dépendante de l’EMT dans les cancers. Inspiré de (286) 
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Pleiotropic Roles for ZEB1 in Cancer

Julie Caramel1,2, Maud Ligier1,2, and Alain Puisieux1,2

Abstract

ZEB1 is a prime element of a network of transcription factors

that controls epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), a

reversible embryonic transdifferentiation program that allows

partial or complete transition fromanepithelial to amesenchymal

state. Aberrant expressionof ZEB1has been reported in a variety of

human cancers, where it is generally believed to foster migration,

invasion, andmetastasis.Over thepast fewyears, in vitro and in vivo

observations have highlighted unsuspected intrinsic oncogenic

functions of ZEB1 that impact tumorigenesis from its earliest

stages. Located downstream of regulatory processes that integrate

microenvironmental signals and directly implicated in feedback

loops controlled by miRNAs, ZEB1 appears to be a central switch

that determines cell fate. Its expression fosters malignant trans-

formation through the mitigation of critical oncosuppressive

pathways and through the conferment of stemness properties.

ZEB1 is also a key determinant of cell plasticity, endowing cells

with the capacity towithstand an aberrantmitogenic activity, with

a profound impact on the genetic history of tumorigenesis, and to

adapt to the multiple constraints encountered over the course of

tumor development. Cancer Res; 78(1); 30–35. �2017 AACR.

Introduction

In multicellular organisms, interconversion between epithelial

and mesenchymal phenotypes through the process of epithelial-

to-mesenchymal transition (EMT) provides the flexibility and

plasticity required during crucial steps of embryogenesis, such as

mesoderm and neural crest formations (1). EMT is an evolution-

arily conserved process, which is tightly regulated through the

interplay between environmental signals from Wnt, TGFb, FGF

family members, and a complex web of intracellular signaling

pathways that converge toward the activation of a network of

EMT-inducing transcription factors (EMT-TF). This network

involves zinc finger proteins (e.g., SNAI1, SNAI2), basic helix–

loop–helix transcription factors (e.g., the TWIST family and E47)

and zinc finger and homeodomain proteins (ZEB1 also named

TCF8 or DeltaEF1, and ZEB2 also named SIP1). This reversible

transdifferentiation process is characterized by a profound remo-

deling of the cytoskeleton, a switch from apical-basolateral polar-

ity to front-back polarity and a loss of cell–cell adhesion. One of

the earliest steps in EMT is the loss of E-cadherin function, a key

determinant of adherens junctions, and the capacity of EMT-TFs

to trigger EMT commitment relies on the direct repression of the

CDH1 promoter (which encodes E-cadherin). ZEB1 and ZEB2

proteins belong to the zfh family of transcription factors. They

both have two flanking C2H2-type zinc finger clusters interacting

with paired CACCT(G) E-box-like promoter elements and

a central POU-like homeodomain deprived of DNA-binding

activity (2). Several protein-binding domains are present in ZEB1

and ZEB2, including the Smad-, CtBP-, and p300-P/CAF-

interaction domains, that are instrumental in the control of their

transcriptional activity. As a consequence, although initially

described as transcriptional repressors through their interaction

with the CtBP corepressor, ZEB factors can also activate transcrip-

tion, through their interactionwith coactivators, such as p300 and

P/CAF. This dual activity is of utmost importance in the control of

EMT. Indeed, in contrast with other EMT-TFs, ZEB1/2 proteins

may trigger the repression of epithelial genes encoding compo-

nents of adherens and tight junctions, desmosomes and inter-

mediate filaments while positively regulating mesenchymal fac-

tors, such as vimentin, fibronectin, N-cadherin and matrix metal-

loproteinases, facilitating the general dedifferentiation program.

Importantly, although they exhibit a high structural homology,

ZEB1 and ZEB2 display distinct expression domains, activities,

and knockout mouse phenotypes. For instance, they exhibit

antagonistic effects when controlling TGFb/BMP signaling (3),

as ZEB1 synergizes with Smad-mediated transcriptional activa-

tion and ZEB2 acts as a repressor by recruiting CtBP. Furthermore,

Zeb2 knockout causes embryonic arrest around stage E8.5, where-

as Zeb1-null mice die perinatally, displaying respiratory failure,

and major defects exclusively in skeletal elements and thymic

T cells (4). Although a detailed in situ analysis of ZEB1 and ZEB2

has yet to be performed in human adult tissues, it is known that

their mRNA expression levels vary significantly among tissues.

Interestingly, ZEB1 and ZEB2 often show mirrored expression,

as evidenced in the melanocyte lineage in which ZEB2 is

expressed and represses ZEB1 expression, suggesting that they

may have specific subfunctions, which are not redundant but

complementary (4, 5).

ZEB1, Invasion, and Metastatic

Dissemination

The significant parallels between cell plasticity in embryogen-

esis and tumor development led to the hypothesis that carcinoma

cells rely on some elements of embryonic EMT during metastatic

dissemination. Although it remains the subject of intensive debate

(6), numerous studies support the notion that, in the course of
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tumor progression, extracellular molecules in the tumor micro-

environment (TGFb, FGF, EGF,HGF,Wnt,Notch,Hedgehog, etc.)

and related pathways (MAPK, PI3K, NF-kB, Wnt/b-catenin,

Notch, etc.) induce EMT, triggering the dissociation of malignant

cells from primary tumors. Mesenchymal features and properties

of EMT-committed carcinoma cells then facilitate migration and

dissemination to distant sites. The acquisition of mesenchymal

traits through EMT may thus occur in a minority of malignant

cells, a notion that is supported by the observation of single cancer

cells or small-cell clusters with reduced E-cadherin levels at the

invasive front of carcinomas. Moreover, EMT-committed cancer

cells may acquire a hybrid state, characterized by a dynamic

combination of epithelial and mesenchymal traits, and such a

partial and reversible activation of EMT has been shown to be

critical for metastasis (1). The autocrine TGFb/ZEB/miR-200

signaling regulatory network is believed to be a major driver of

this cell plasticity (7). The TGFb pathway is indeed a central

activator of ZEB1 and ZEB2, while ZEB proteins and miR-200

familymembers (miR-200a, miR-200b, miR-200c, andmiR-141)

are involved in a double-negative feedback loop, which controls

EMT both during development and tumorigenesis. The relevance

of the miR-200/ZEB loop with regards to metastatic dissemina-

tion has been demonstrated in vivo. In a mouse model of lung

adenocarcinoma, owing to the expression of mutant K-Ras and

p53, miR-200 family members displayed the most prominent

differential expression in metastasis-prone tumors relative to

metastasis-incompetent tumors. Moreover, forced expression of

the miR-200b cluster in metastasis-prone tumor cells abrogated

their capacity to undergo EMT, invade, and metastasize in syn-

geneicmice (8). ZEB1was shown to suppress the expressionof cell

polarity factors, repress basement membrane synthesis, and acti-

vate the expression of matrix metalloproteases, such as MMP-1,

MMP-9, and MMP-14, thereby promoting the remodeling of the

basement membrane and fostering invasion into surrounding

tissues (7). In human colon, lung, and breast cancer cell lines,

forced expression of ZEB1 increases invasive andmigratory capac-

ities in vitro and metastases in vivo. Using a mouse pancreatic

cancer model driven by Pdx1-cre–mediated activation of mutant

K-ras and mutant p53, the group of T Brabletz recently demon-

strated that Zeb1 was a key factor for local invasion, colonization

capacities, and distant metastasis (9). Of note, depletion of Snai1

or Twist1 EMT-TFs in the same model was not able to affect these

processes, suggesting a prominent role for Zeb1 (10). Finally, the

implication of EMT in the invasion–metastasis cascade highlights

the dynamic nature of the process, the acquisition of mesenchy-

mal features enhancing invasive and migratory capacities of

malignant cells, while a mesenchymal–epithelial transition is

required for metastatic colonization (1). This notion of epithe-

lial–mesenchymal plasticity is supported by the findings of cir-

culating tumor cells with a hybrid state in patients with advanced

metastatic tumors. Cancer cell plasticity has recently also been

observed inmousemammary tumors using intravitalmicroscopy,

demonstrating that temporal acquisition of the mesenchymal

state is important for migration (11).

ZEB1, Malignant Transformation, and

Tumor Initiation

There is increasing evidence that functions of ZEB proteins

are not limited to EMT regulation. Indeed, they might partic-

ipate in a central switch that controls critical cellular functions

and states, including differentiation, proliferation, response to

DNA damage, and cell survival, with a dramatic impact on

tumor development, from early steps of tumorigenesis to

cancer progression (Fig. 1). In line with this notion, ZEB1

expression was observed in noninvasive neoplastic lesions,

both in human samples and in animal models. For example,

a significant fraction of human in situ pancreas adenocarcinoma

shows high levels of the EMT-TF (12). In mice, Zeb1 is over-

expressed in noninvasive pancreatic lesions [pancreatic intrae-

pithelial lesions (PanIN); ref. 10], and Zeb1 depletion in

mutant K-ras mice with a wild-type p53 causes a reduction in

both the number and grading of acinar ductal metaplasia and

PanINs, suggesting that ZEB1 is a key driver of early steps of

pancreatic tumorigenesis (9). Consistently, ZEB1 was shown to

profoundly affect P53 and RB-dependent oncosuppressive

pathways and to prevent both senescence and apoptosis, two

critical barriers against tumor development. Mouse embryonic

fibroblasts (MEF) from Zeb1 knockout mice undergo early

replicative senescence. Zeb1 is indeed able to repress the

cyclin-dependent kinase inhibitors CDKN1A (best known as

p21waf1) and INK4B (best known as p15ink4b), thereby allowing

G1–S cell-cycle progression (13). Of note, ZEB1 and ZEB2

might have opposing effects in controlling replicative senes-

cence, as forced expression of ZEB2 in breast and hepatic cancer

cell lines promotes senescence through transcription repression

of hTERT expression (14). ZEB1 was also reported to overcome

oncogene-induced senescence triggered by EGFR overexpres-

sion in human esophageal epithelial cells, via the repression of

p16ink4a and p15ink4b expression (15). Its expression also

increases drug resistance in pancreatic cancer cells (16), sup-

porting data showing that EMT activators confer antiapoptotic

properties to malignant cells (17–19). Underlying the role of

ZEB1 in the control of cell proliferation and cell survival is the

cross-talk between ZEB1 and the P53 family members (20).

Indeed, ZEB1 is involved in the transcriptional regulation of

p63 and p73 isoforms in MEFs as well as during myoblast and

keratinocyte differentiation, while P53 controls ZEB1 levels

through the transcriptional activation of miR-200c/141 and

miR-200a/miR200b/429 clusters (21). Of note, other EMT-TFs,

including SNAI1 and TWIST1 have been shown to control P53,

highlighting the existence of a functional interaction between

the network of EMT-TFs and the P53 signaling pathways with a

critical role in the control of cell differentiation and oncosup-

pressive processes (19). As a consequence of its role as a

molecular bypass of failsafe programs, ZEB1 cooperates with

mitogenic oncoproteins for malignant transformation of epi-

thelial cells. In vitro, ZEB1 expression in mammary epithelial

cells, either ectopically induced or activated in response to

permissive environmental conditions, reduces the number of

genetic events necessary for malignant conversion (22). More-

over, ZEB1 causally promotes transformation of oncogenically

manipulated human bronchial epithelial cells (23) and is

required for tumor initiation in a mouse KRasV12-mediated

lung cancer model (12). In the latter model, Ras-induced Zeb1

expression directly represses the Pi3k pathway inhibitor Pten,

providing a rational explanation for the low frequency of PTEN

mutations in human tumors initiated by RAS mutants. Inter-

estingly, this model also led to the demonstration that the role

of ZEB1 in tumor initiation can be distinguished from that in

EMT commitment and metastasis based on their requirements

of different levels of the EMT-TF. Indeed, a low threshold of
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ZEB1 is sufficient for triggering tumor initiation, whereas fur-

ther induction is necessary for promoting metastasis (12).

Beyond malignant transformation, ZEB1 expression was also

shown in lung and pancreatic cancer cells to be a determinant

of K-RAS addiction, the epithelial differentiation state of

K-RAS–mutant cells being associated with dependency on the

mitogenic oncogene to maintain cell survival (24). Important-

ly, the oncogenic activities of ZEB1 are not restricted to epi-

thelial cells. As an illustration, ZEB1 cooperates with BRAFV600

in promoting transformation of immortalized melanocytes,

and its depletion impairs or delays BRAFV600-induced tumor-

igenesis in nude mice upon xenografting (5). Interestingly,

ZEB2 displays an opposite pattern of expression in the course

of melanocytic transformation and acts as tumor suppressor in

these cells (5).

ZEB1, Cancer Stem Cells, and Genetic

History of Tumorigenesis

The initial observation that, after EMT, transformed human

mammary epithelial cells acquire stem-like features led us and

others to propose that EMT commitment generates cancer stem

cells (CSC; refs. 25, 26). CSCs are characterized by two major

properties: the ability to self-renew and the capacity to regenerate

the phenotypic heterogeneity of the parental tumor (27). These

cells, that are believed to sustain primary tumor growth and to

drive the seeding and establishment of metastases at distal sites,

generally represent a minor fraction of the whole cancer cell

population. Whereas CSCs were generally thought to reside at

the apex of a unidirectional neoplastic cell hierarchy, the func-

tional connection between EMT and stemness implies that CSCs
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Figure 1.

Oncogenic functions of the EMT-inducing transcription factor ZEB1. The ZEB1 transcription factor is a central determinant of cell fate. It transcriptionally

regulates factors involved in the control of cell differentiation, proliferation, survival, and motility. Its expression fosters the tumorigenic process from the

earliest steps, including malignant transformation, and provides cancer cells with migratory and invasive capabilities. Over the course of tumor development,

ZEB1 has a profound impact on cancer cell plasticity and intratumor genetic and epigenetic heterogeneity. ZEB1 also promotes an escape from the immune

control in the context of an intricate cross-talk with immune cells and finally contributes to resistance to treatments. CTC, circulating tumor cells; MET,

mesenchymal-to-epithelial transition; MDSC, myeloid-derived suppressor cells.
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can be derived de novo from their non-CSC counterparts highlight-

ing an unsuspected level of cancer cell plasticity within individual

tumors. There is increasing evidence that ZEB1 plays a major role

in the dynamic conversion between CSCs and non-CSCs. As an

illustration, the group of RAWeinberg demonstrated in themodel

of basal-type breast cancers that in response to microenviron-

mental stimuli, such as TGFb production, ZEB1 increases the rate

of transition from non-CSCs to CSCs (28). This dynamic process

is epigenetically driven, theZEB1 promoter beingmaintained in a

bivalent chromatin configuration, characterized by simultaneous

repressive (H3K27me3) and activating (H3K4me3) histonemod-

ifications, resulting in an efficient inducibility. At the molecular

level, ZEB1 regulates stemness by inhibiting the expression of

stemness-repressing miRNAs, including miR-200, but also of

miR-183 and miR-203, which together target BMI1 and possibly

other stemness-associated factors, such as SOX2 and KLF4 (16).

Importantly, although the induction of ZEB1 expression through

microenvironmental cues might be instrumental in promoting

cancer cell plasticity, the EMT program has also been shown to be

involved in the normal mammary epithelial stem cell state.

Recently, we have shown that ZEB1 is expressed in normal human

mammary stem cells and triggers an antioxidant program driven

by the methionine sulfoxide reductase MSRB3 that protects stem

cells against the oxidative stress normally induced by an aberrant

mitogenic activation (29). This preemptive program, which

declines as mammary cells differentiate, prevents the formation

of oncogene-induced DNA damage. As a direct consequence,

ZEB1 expression precludes the activation of the P53-dependent

DNA damage response (DDR) and the subsequent induction of

oncogene-induced apoptosis and premature senescence, two crit-

ical barriers againstmalignant transformation.Moreover, because

double-strand breaks generated following an oncogenic activa-

tion are a major cause of genomic instability (30), endogenous

ZEB1 expression ensures the maintenance of genomic stability

over the course of tumorigenesis. Overall, these findings demon-

strate that the differentiation status of the cell profoundly influ-

ences the early response to an oncogenic activation and is a key

determinant of the onset of cancer chromosomal instability. They

also provide a rational explanation for the existence of a subclass

of aggressive breast neoplasms exhibiting high ZEB1 expression, a

low frequency of P53 mutations and a subnormal genomic

landscape. In addition, ZEB1 was recently shown to be phos-

phorylated and stabilized by ATM following ionizing radiation

of breast cancer cells (31). ZEB1 upregulation triggers stabiliza-

tion of CHK1 by activating the USP7 deubiquitylase, promoting

radioresistance. Overall, these observations suggest that, during

tumorigenesis, ZEB1 may both prevent the formation of onco-

gene-induced DNA damage by dampening the oxidative stress

and increase the clearance of DNA breaks through the activation

of the DDR.

ZEB1 and Resistance to Treatment

EMT commitment and stemness properties have been associ-

ated with resistance to standard radio- and chemotherapy, as well

as with novel targeted therapies (32).Whether, in a given cell type

and treatment condition, resistance to treatment is associated

with mesenchymal features, or whether it is determined by

specific functions of EMT-TFs remains unclear. Nevertheless,

several lines of evidence suggest a specific role for ZEB1. First,

as previously mentioned, the activation of the DDR by ZEB1

promotes radioresistance in breast cancer cells (31). Second,

several miRNAs targeted by ZEB1 have been implicated in che-

moresistance, namely miR-203, miR-429, and miR-200c. The

negative feedback loop between ZEB1 and miR-429 has been

involved in the development of resistance to cisplatin in epithelial

ovarian carcinoma (33). As epithelial ovarian cancer cells exhibit

higher resistance to cisplatin compared with those with a mes-

enchymal status (34), the mechanism of resistance is likely EMT

independent in this context. In glioblastoma, miR-200c negative-

ly regulates the O-6-methylguanine DNA methyltransferase

(MGMT), via c-MYB, resulting in chemosensitivity (35). Expres-

sion of miR-203 also increases sensitivity of breast and pancreatic

cancer cells to gemcitabine and paclitaxel (36). Interestingly,miR-

203 levels increase upon exposure to the HDAC inhibitor moce-

tinostat, whereas the expression of ZEB1 reduces, paving the way

for the use of epigenetic drugs to restore chemosensitivity through

the reversion of the EMT/stemness phenotype. Third, ZEB1 has

recently been reported to play an essential role in cellular lipid

metabolism and in the synthesis, storage, and use of long-chain

polyunsaturated fatty acids. These lipids are the substrates for

lipid peroxidation, leading to the formation of toxic lipid per-

oxides that canultimately trigger ferroptosis, a nonapoptotic form

of cell death. In therapy-resistant mesenchymal cells, the phos-

pholipid glutathione peroxidase GPX4 dissipates these reactive

peroxides and thus protects them against cell death (37). Overall

these findings suggest that GPX4 may be the Achilles' heel of

resistant cancer cells, its targeting representing an innovative

approach to deal with ZEB1-mediated resistance to treatment.

Finally, several studies also suggest that ZEB1 expression pro-

motes resistance to new anticancer therapies, including targeted

therapies and immunotherapies (32). For example, a ZEB1-

dependent EMT phenotype promotes resistance to erlotinib in

EGFR-mutant non–small cell lung cancer (NSCLC) cell lines, with

a major role for the receptor tyrosine kinase AXL (38). In

BRAFV600-mutatedmelanoma, highZEB1 expression is associated

with primary resistance toMAPK inhibitors (39). Experimentally,

ZEB1 depletion sensitizes na€�ve melanoma cells to BRAF inhibi-

tors (BRAFi) and decreases the viability of BRAFi-resistant

melanoma cells, while forced expression of the EMT-TF in low

ZEB1-expressing cells triggers a rapid drug-induced adaptation,

induces a stem-like phenotype, and promotes resistance (39). In

contrast, ZEB2 expression is associated with increased sensitivity

to BRAFi, further highlighting the dual roles of ZEB1 and ZEB2 in

melanomagenesis. The emergence of immune checkpoint inhi-

bitors has revolutionized the therapy of several cancers, including

melanoma, as the blocking of the interaction between the pro-

grammed cell death (PD)-1 protein and one of its ligands, PD-L1,

promotes impressive antitumor responses. Nonetheless, the high

degree of nonresponders, and in some cases the emergence of

resistance in patients who initially respond, calls for the devel-

opment of strategies aimed at overcoming primary and acquired

resistance to these agents. Although the underlying mechanisms

remain to be characterized,mesenchymal cancer cells appear to be

primed to hijack immune defenses driven by natural killer cells

and cytotoxic T lymphocytes. Interestingly, miR-200 has recently

been shown to target PD-L1. ZEB1 expression relieves the miR-

200 repression of PD-L1 on tumor cells, leading to CD8þ T-cell

immunosuppression (40). Thesefindings are supported by robust

correlations between the EMT score, miR-200 levels, and PD-L1

expression in NSCLC. Tumor cells are also able to recruit a

protumoral immune microenvironment through the production
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and release of inflammatory cytokines. In breast cancer cell lines,

chromatin immunoprecipitation sequencing resulted in the iden-

tification of a ZEB1-regulated inflammatory phenotype (41).

ZEB1 was demonstrated to transcriptionally activate the IL6

and IL8 genes in a direct manner, leading to the recruitment of

myeloid-derived suppressive cells.

Conclusion and Future Directions

A growing body of evidence indicates that the role of ZEB1

in normal and cancer cells is not limited to the transition from

an epithelial state toward a mesenchymal and motile pheno-

type. Indeed, it is a crucial regulator of fundamental intracel-

lular decision-making processes, including stemness versus

differentiation, cell proliferation versus senescence, and sur-

vival versus apoptosis. Owing to its strategic location down-

stream of regulatory processes integrating microenvironmental

signals and to its direct implication in feedback loops con-

trolled by miRNAs, ZEB1 has a pivotal role in cell fate

determination. A key feature of ZEB1 is its implication in the

regulation of cell plasticity. As a dynamic process that pro-

motes the reversible conversion of tumor cells between meta-

stable states, ZEB1-mediated plasticity is a prominent contrib-

utor to the capacity of premalignant cells and malignant cells

to adapt to the multiple constraints encountered from the

earliest steps of tumorigenesis to the invasion–metastasis

cascade. The mechanistic links between EMT and epigenetics,

including the characterization of the epigenetic profiles of

CSCs versus non-CSCs and the identification of chromatin-

modifying enzymes implicated in the transcriptional regula-

tion of EMT-TFs, are important areas for future investigation. A

better understanding of the intrinsic mechanisms underlying

ZEB1-mediated cancer cell plasticity and of the role of the

tumor microenvironment in shaping this plasticity is also

needed to control the emergence of resistance to treatment

and to ensure more effective cancer therapies.
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ROLE DU FACTEUR DE TRANSCRIPTION ZEB1 DANS L'ECHAPPEMENT AU SYSTEME 
IMMUNITAIRE ET LA RESISTANCE AUX TRAITEMENTS DANS LE MELANOME  

 

Le mélanome est le plus agressif des cancers cutanés dont le traitement a été révolutionné avec l’émergence des 
thérapies ciblées et immunothérapies. Malgré les progrès sans précédent, de sévères problèmes de résistances sont encore 
à surmonter. La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus de plasticité des cellules cancéreuses majeur 
impliqué dans la tumorigenèse, l’acquisition de propriétés souches, l’échappement au système immunitaire et la résistance 
au traitement des carcinomes. Dans le mélanome, le facteur de transcription inducteur d’EMT ZEB1 joue un rôle 
oncogénique majeur au cours du développement et de la progression des mélanomes. Les objectifs de mes travaux de 
thèse étaient de définir l’implication de ZEB1 : (i) dans la régulation du phénotype des cellules de mélanome et la résistance 
aux thérapies ciblées et (ii) l’échappement au système immunitaire des mélanomes.  

Nos travaux ont pu montrer que ZEB1 favorise la résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK en induisant un 
phénotype souche MITF faible/NGFR fort des mélanomes mutés pour BRAFV600E. L’expression de ZEB1 est augmentée 
dans les cellules de mélanome résistantes (résistance innée et acquise), en comparaison avec les cellules sensibles. Alors 
que ZEB1 favorise l’émergence de cellules résistantes, le ciblage de ZEB1 restaure la sensibilité aux inhibiteurs de BRAF 
démontrant l’intérêt de la stratégie d’un point de vue thérapeutique. 

De plus, l’analyse de l’infiltrat immunitaire d’une cohorte de mélanomes humains a mis en évidence l’infiltration 
réduite par les lymphocytes T CD8 dans les tumeurs de mélanome au fort niveau d’expression de ZEB1. L’implémentation 
d’approches de gain et perte de fonction in vivo dans des modèles syngéniques de mélanomes murins a démontré le rôle 
de ZEB1 sur la régulation de la croissance tumorale et la modulation de la composition de l’infiltrat immunitaire, en partie 
en contrôlant le recrutement des lymphocytes T CD8. Au niveau moléculaire, ceci peut être expliqué par une production 
réduite des chémokines attractrices des T CD8 dans le sécrétome des tumeurs ZEB1 fortes. Enfin, nous avons démontré les 
conséquences de ce remodelage du microenvironnement immunitaire sur la réponse aux anti-PD-1. L’invalidation de ZEB1 
synergise avec les anti-PD1 dans le contrôle de la croissance tumorale.  

Dans l’ensemble, nos travaux démontrent le rôle majeur de ZEB1 dans la plasticité phénotypique des mélanomes et 
ouvre de nouvelles perspectives en terme de stratégies de combinaisons thérapeutiques, aussi bien avec les thérapies 
ciblées que les immunothérapies. 
 

Mots clés : mélanome métastatique, plasticité phénotypique, EMT-TF, ZEB1, résistance au traitement, échappement au 

système immunitaire 
 

ROLE OF ZEB1 TRANSCRIPTION FACTOR IN IMMUNE ESCAPE AND RESISTANCE TO 
TREATMENT IN MELANOMA 

 

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer whose treatment has been revolutionized with the emergence 
of both targeted- and immunotherapies. Nevertheless, despite these major breakthroughs, the treatment of metastatic 
melanoma is still faced with severe problems of resistance. The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a major cancer 
cell plasticity process driving tumorigenesis, stemness, immune escape and resistance to treatment in carcinoma. In 
melanoma, the EMT transcription factor ZEB1 is a key oncogenic factor. The objectives of my work were to define its 
implication: (i) in regulating the phenotype of melanoma cells and their resistance to MAPK-targeted therapies and (ii) the 
escape to the immune control.  

Our work showed that ZEB1 promotes resistance to MAPK inhibitors by driving a stem-like MITFlow/NGFRhigh 
phenotype in BRAFV600E melanomas. Indeed, ZEB1 expression is increased in innate as well as acquired resistant 
melanomas cells, compared to sensitive cells. While ZEB1 expression promotes the emergence of resistant cells, targeting 
ZEB1 increases the sensitivity to BRAF inhibitor, highlighting the interest of this combination from a therapeutic point of 
view. 

Moreover, analyses of the immune infiltrate in a cohort of human melanoma samples demonstrate that high ZEB1 
expression in tumor cells is associated to a decreased infiltration by T CD8 lymphocytes. Zeb1 gain or loss of function 
approaches in vivo in syngeneic melanoma mouse models showed that ZEB1 regulates tumor growth and modifies the 
composition of the immune infiltrate, in part by controlling T CD8 lymphocytes recruitment in the tumor. At the molecular 
level, this may be due to a decreased production of T CD8 attracting chemokines in the secretome of ZEB1-high tumors. 
Finally, we highlighted the consequences of this remodeling of the immune infiltrate on the response to anti-PD-1. Zeb1 
targeting synergized with anti-PD-1 in inducing regression of mouse tumors.  

Overall, our work demonstrates the major role of ZEB1 in melanoma cell plasticity and opens new avenues in terms 
of combination strategies with both targeted and immunotherapies. 
 

Keywords : Melanoma, cellular plasticity, EMT-TF, ZEB1, resistance to treatment, immune escape 


