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Résumé

L'oncogénese du mélanome cutané implique la voie des MAP-kinases, et certaines mutations
sont désormais des cibles thérapeutiques en routine. Pourtant, I'histoire naturelle et le
pronostic du mélanome sont trés variables d'un patient a l'autre, ce qui laisse supposer
l'implication d'autres voies d'oncogénese. Le géne EZH?2 est impliqué dans la régulation de
l'expression de génes suppresseurs de tumeurs dans plusieurs cancers (prostate, sein, sarcome
d'Ewing, glioblastome, leucémie...). L’objectif de notre étude était de déterminer si une
mutation d'EZH? était associée a des facteurs de mauvais pronostic dans le mélanome. Nous
avons effectué un séquengage direct du gene EZH2 selon la méthode de Sanger dans une
cohorte rétrospective et bicentrique de 64 patients pour qui nous disposions de matériel
tumoral fixé, initialement destiné au séquengage de BRAF. Nous avons comparé les
caractéristiques cliniques (4ge au diagnostic, sexe, localisation anatomique, localisation en
zone photo-exposée, présence de métastases loco-régionales ou a distance), histologiques
(ulcération, indice de Breslow, type histologique, régression) et le statut BRAF entre les
mélanomes porteurs d'une mutation somatique d'EZH?2 et les non porteurs. 4 mélanomes sur
64 (6,2%) avaient une mutation faux-sens dans l'exon 641 d'EZH?2 aboutissant probablement a
sa surexpression. Chez les mélanomes mutés, 1'ulcération était plus fréquente et le stade au
diagnostic plus avancé. Cette mutation d'EZH2 serait davantage associée a des facteurs de
mauvais pronostic dans le mélanome et pourrait étre accessible aux inhibiteurs d'EZH2

actuellement en cours d'essais.
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Liste des abréviations

ALM= Acral Lentiginous Melanoma

ARNnRc= Acide ribonucléique non codant

BRAF= v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
C-myc= C-avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
CdK= Cycline dependant kinase

CDKN2A= Cycline dependant kinase inhibitor 2A
DZNep= 3-Deazaneoplanocin A

E2F= E2 promoter binding factor

EED= Embryonic ectoderm development

EZH2 = Enhancer of zeste homolog 2

DNMT = DNA methyltransferase

FFPE = Formalin-fixed paraffin-embedded

HDAC = Histone désacétylase

HMTase = Histone méthyltransférase

HR = Hazard ratio

IPSS= International Prognostic Scoring System
LAM-= Leucémie aigiie myéloblastique

MAP-kinase = Mitogen activated protein kinase
Mi-ARN= Micro-Acide ribonucléique

MEK= Mitogen / extracellular signal- regulated kinase
MITF= Microphtalmia-associated transcription factor
NF-kB = Nuclear Factor- Kappa B

NRAS= N-Rat Sarcoma



OR = Odds-ratio

p-RB= Retinoblastoma protein

PcG = Polycomb group of genes

PI3K = Phosphoinositide-3 kinase
PRC2= Polycomb Repressive Complex 2
PTEN = Phosphatase and tensin homolog
SSM = Superficial Spreading Melanoma

SUZ12= Suppressor of Zeste 12
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1) Introduction :

a) Geénéralités sur le mélanome :

Le mélanome est une tumeur maligne développée a partir des mélanocytes. Bien que son
incidence ait doublée durant les deux derniéres décennies, avec 11000 cas estimés en 2012 en
France, il ne représente que 4% des cancers cutanés [1]. Néanmoins, le mélanome est
responsable de 80% de la mortalité¢ des cancers dermatologiques [2]. Il est généralement de
bon pronostic avec une survie relative de plus de 90 % a 5 ans, tous stades confondus [3]. Au
stade précoce, la chirurgie demeure le seul traitement curatif. Il y a encore quelques années, la
majorit¢ des mélanomes métastatiques était réfractaire a la dacarbazine, chimiothérapie de
référence, avec un taux de réponse inférieur a 15%[4]. Le risque de développer un mélanome
dépend d’interactions entre une prédisposition génétique constitutionnelle et des facteurs
environnementaux, en particulier 1I’exposition solaire excessive. Les facteurs de risque de
survenue clairement établis sont les antécédents personnels ou familiaux de mélanome, la
présence de naevi multiples ou atypiques et le phototype clair [S]. Durant la derniére
décennie, des progrés majeurs ont été faits quant a la compréhension de la tumorigenese dans
le mélanome. L’étude du microenvironnement tumoral a pris des proportions considérables et
les ¢éléments qui le composent (matrice extracellulaire, cellules stromales, effecteurs
immunitaires...) sont devenus des cibles efficaces des nouvelles stratégies thérapeutiques :
c’est le principe de I’immunothérapie, avec 1’émergence de nouvelles molécules qui stimulent
I’immunité anti-tumorale, telles que 1’Ipilimumab, un anti-CTLA4 ou le Nivolumab, un anti-
PDI, tous deux utilisés au stade métastatique. Le caractére invasif est en outre déterminé par
le génotype des cellules tumorales avec la découverte récente de nouveaux genes de
prédisposition ainsi que certaines mutations somatiques qui interviennent, via des voies de
transduction du signal, a chaque étape de la tumorigenese, a savoir la transformation des
mélanocytes, la progression du mélanome et la réponse aux traitements. La principale voie
connue est la voie des MAP-kinases ou des mutations récurrentes de diverses kinases
(BRAF, NRAS, MEK) sont responsables de I’augmentation de 1’expression de ERK. Cette
derniére protéine est directement impliquée dans la prolifération, I’angiogenése, la capacité a
métastaser, et dernierement dans la dérégulation de 1’épigénétique (méthylation de génes

suppresseurs de tumeurs). L’identification de la mutation V60OE dans I’exon 15 du géne
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BRAF dans 50 a 70% des mélanomes a permis la mise au point de nouveaux traitements
ciblés chez les patients mutés, sous la forme d’inhibiteurs de la protéine BRAF, le
Vemurafenib ou le Dabrafenib, ayant tous les deux ’AMM en premiére ligne au stade
métastatique [6,7]. Pour la premiére fois, une réduction du taux de mortalité de 74% a pu étre
observée dans les premiers essais thérapeutiques [6]. Malheureusement, ces traitements
spectaculairement efficaces dans les premicres semaines n’empéchent pas le développement
de résistances qui conduisent au décés en 6 mois environ [5]. Pour les mutations drivers, seuls
les inhibiteurs de la voie des MAP-kinases (anti-BRAF et anti-MEK) ont eu un impact
thérapeutique. Actuellement, aucun traitement n’est disponible en cas de mutation somatique
des génes NRAS ou CKIT, présentes respectivement dans 26% et 9% des mélanomes [8].

A ce jour, les seuls marqueurs prédictifs d’évolutivité dans le mélanome sont 1’indice de
Breslow et 1"ulcération, selon la classification de I’AJCC [9]. Le statut de la mutation BRAF
est toujours un objet de controverse. Dans les tumeurs primitives, une mutation de BRAF est
associée a un age de survenue plus jeune, une localisation en zone non photo-exposée et un
plus grand nombre de naevi. En revanche, en ce qui concerne la survie sans progression ou la
survie globale, les avis divergent : d’une part, certaines é¢tudes ont supposé que cette mutation
augmenterait le risque de mortalité¢ dans les cancers colorectaux et le mélanome, avec un HR
respectivement de 2 et 1,7 [10]. D’autre part, chez les mélanomes mutés, 1’intervalle entre le
diagnostic de la tumeur primitive et la survenue de métastases serait le méme que chez les non
mutés. Ainsi, la survie médiane au stade métastatique était de 5,7 mois chez les BRAF mutés
vs 8,5 mois chez les non mutés [11]. Depuis I’utilisation des anti-BRAF en pratique courante,

les courbes de survie des mélanomes mutés et non mutés ont tendance a se superposer.

b) Place du géne EZH?2 dans I’épigénétique:

Malgré la découverte récente des mutations « drivers » (ou « activatrices ») telles que BRAF,
NRAS et CKIT, aucune mutation « driver » n’a pu étre identifiée dans les mélanomes BRAF,
CKIT ou NRAS sauvages, suggérant que la compréhension des mécanismes génétiques
demeure incomplete. Le développement récent des techniques de profilage génomique par
puces a ADN, hybridation génomique comparative (CGH-array), analyse des
polymorphismes mononucléotidique (SNP-array) ou du transcriptome ont permis un

séquencage de I’exome a plus grande échelle. Plusieurs études ont tenté d’isoler de nouveaux
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marqueurs biologiques qui permettraient de distinguer les formes agressives des formes
indolentes dans le mélanome, néanmoins aucune d’entre elles n’a abouti. En 2012, afin de
caractériser de nouvelles mutations drivers, le séquencage complet de I’exome provenant de
I’ADN tumoral de 135 mélanomes a permis de mettre en évidence une mutation du gene
EZH?2 dans 3%des cas [8]. Il s’agit de la premiére étude s’intéressant a cette mutation a une
telle échelle dans le mélanome.

EZH2 est une protéine impliquée dans la régulation de la transcription, plus particuliérement
dans la méthylation de ’ADN et 1’épigénétique des cancers. Cette branche de la génétique
met 1’accent sur les variations de la structure de la chromatine, affectant a la fois I'expression
et I'héritabilité génétique. Le gene codant pour cette enzyme, EZH2, est situé¢ sur le
chromosome 7 et fait partie du groupe des PcG (Polycomb group of Genes) qui rassemble les
geénes intervenant dans la modification du nucléosome, le remodelage de la chromatine et
I’interaction avec les autres facteurs de transcription. Le produit de ce géne, EZH?2 est la sous-
unité catalytique du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2), responsable de la
tri-méthylation de la lysine en position 27 de I’histone H3 (H3K27) [12]. Une fois tri-
méthylée, H3K27 devient H3K27me3, dont le maintien est indispensable a de nombreux
processus physiologiques tels que I’inactivation du chromosome X, le développement des
cellules germinales ou la pluripotence des cellules souches [13]. Le domaine N-terminal
d’EZH2 sert de point d’ancrage pour ses partenaires du complexe PRC2 : EED, SUZI12 et
RBAP48 (trois autres protéines du groupe PcG). Son domaine SET, quant a lui, catalyse la
méthylation de H3K27, par son activit¢ d’histone méthyltransférase (HMTase) [13-15].
H3K27me3 va maintenir la chromatine sous forme condensée, et empécher la liaison des
facteurs transcriptionnels aux sites promoteurs de nombreux genes, ainsi rendus inaccessibles
a la transcription. Lors du développement embryonnaire, alors que les génes homéotiques
vont entrainer la différenciation cellulaire des cellules souches pluripotentes pour la
constitution des futurs organes, EZH2 va bloquer la différenciation d’un pool cellulaire au
sein de chaque tissu, et maintenir des cellules progénitrices capables de se différencier
ultérieurement, tels que les neurones ou les hépatocytes (Figure 1) [16-18]. Ce stock dépendra
du taux d’expression d’EZH?2, spécifique a chaque tissu. D’aprés ce modele, il a été prouvé
qu’EZH2 participait a I’inhibition de la différenciation des cellules souches dans 1’épiderme

[19-20].
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Figure 1: Inhibition épigénétique de la transcription par les PcG (d’aprés Marchesi et
al) [18].
La triméthylation de H3K27 par PRC2, permet le recrutement de PRC1, qui ubiquitile
H2AK119, induisant une compaction de la chromatine et l'inhibition de la transcription.
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De nouvelles études ont prouvé que cette protéine était en mesure de coopérer avec les DNA-
méthyltransférases (DNMT), via des mécanismes incomplétement élucidés. Les genes cibles
seraient d’abord réprimés par H3K27me3 puis PRC2 recruterait, a son tour, des DNMT pour
maintenir la méthylation de ’ADN durant la réplication, et ainsi bloquer la transcription de
ces geénes en empéchant leur interaction avec les facteurs transcriptionnels [12,18,21,22]. En

outre, la régulation de I’expression d’EZH?2 se produit a 2 niveaux :

- Transcriptionnel, par des facteurs qui vont maintenir I’expression des sous-unités de

PRC2, tels que E2F ou c-myc (un proto-oncogene notamment impliqué dans certains
lymphomes), ou au contraire la bloquer, tels que pRb et pl16. Dans le rétinoblastome,
I’inactivation de pRb, un géne suppresseur de tumeurs, empéche le recrutement des
autres sous-unités de PRC2 et des genes cibles[23]. pRb est biologiquement actif sous
sa forme hypo-phosphorylée et inactive E2F. Une fois phosphorylé par Cdk2, pRb est

inactivé et E2F peut recruter effectuer les sous-unités de PRC2. L’expression d’EZH?2
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est inhibée pendant ou apres la transcription par des mi-ARN (micro-ARN), de courtes

portions d’ARNnc qui, une fois réprimées, entrainent une surexpression d’EZH2[24].

Post-traductionnel, principalement par la phosphorylation d’EZH2 qui passe par 2

phénomeénes. Le premier implique des protéines régulatrices du cycle cellulaire, Cdk1
et Cdk2 qui potentialisent le role de la protéine EZH2 en la phosphorylant a 2 sites
différents et en maintenant des taux élevés d’H3K27me3[25]. Le second met en scéne
différentes kinases extracellulaires régulatrices modulées par divers signaux
environnementaux. Une activation de la protéine AKT méne a une phosphorylation
excessive d’EZH2, donc une baisse de la méthylation de H3K27 et une levée

d’inhibition de la transcription [26].

ncRNA OFF

PRC2 components
promoters

PRC2 target genes

PRC2 components
promoters

Figure 2: Modéle de la régulation de la protéine EZH2 durant le cycle

cellulaire (d’aprés Marchesi et al ) [18].

Concernant la régulation transcriptionnelle de PRC2, les sous-unités, en particulier EZH2 et
EED, sont des cibles des protéines de la famille E2F. L’activité d’E2F est inhibée par une

hypo-phosphorylation de pRb durant la phase G1. Le complexe Cdk-Cycline induit la

transition de la phase G1 a la phase S, par la phosphorylation de pRb et donc I’activation des
sous-unités de PRC2. Par ailleurs, Cdk1 et Cdk2 sont capables de phosphoryler directement
EZH?2 et ainsi permettre la liaison de I’ARN non codant (ARNnc) & EZH2, indispensable au

recrutement des genes cibles par PRC2.
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c) Mutations du géne EZH?2 et cancérogenese :

Dans la cellule normale, la déméthylation des génes suppresseurs de tumeurs permet leur
expression et leur transcription. De manicre générale, EZH2 n’est pas exprimée dans les
différents tissus a 1’dge adulte. Dans la cellule tumorale, il a ét¢ démontré que les genes
suppresseurs de tumeurs étaient méthylés et par conséquent réprimés, tandis qu’une
déméthylation générale de I’ADN était observée [25]. En revanche, aucune étude n’a permis
d’¢lucider les mécanismes exactes de cette dérégulation car il a été observé d’une part que les
geénes cibles présentaient un faible taux de méthylation au niveau de leur promoteurs et
d’autre part que Dinhibition d’EZH2 réactivait des centaines de genes réprimés par
H3K27me3 sans modification de leur taux de méthylation [26,27]. Des données récentes
stipulent qu’EZH?2 favorise la cancérogenése via une activation épigénétique en cascade et
une inhibition de la différenciation cellulaire, en ciblant les molécules des voies de
signalisation qui la controlent[28]. Par analogie, la cellule cancéreuse partage de nombreuses
caractéristiques phénotypiques avec la cellule souche pluripotente, tels qu’un taux de
prolifération important, et le role d’EZH2 dans I’inhibition de la différenciation ainsi que le
maintien de la pluripotence a fait 1’objet de maintes publications [21,29]. Il a été mis en
exergue qu’une surexpression d’EZH?2 ou des autres sous-unités de PRC2 était corrélée a une
augmentation de la prolifération cellulaire, par défaut de différenciation, tel que dans les
hémopathies malignes ou de nombreuses tumeurs solides, par exemple par stimulation directe
du géne de fusion impliqué dans le Sarcome d’Ewing (Tableau I) [30]. Le lien entre une
surexpression d’EZH2 et un pronostic péjoratif a été¢ établi pour la premicre fois dans le
cancer de la prostate métastatique hormono-résistant, avec une augmentation du risque de
récidive aprés prostatectomie[23]. A I’inverse, la perte d’expression d’EZH?2 était associée a
une inhibition de la croissance des cellules tumorales, corroborant 1’hypothése précédemment
formulée[13,23,32]. Ainsi dans la cellule cancéreuse, une réactivation de génes normalement
réprimés par H3K27me3 et impliqués dans la différenciation, la prolifération ou la survie
cellulaire, est suscitée par 1’action d’histones désacétylases (HDAC), potentialisée de manicre
synergique par I’inhibition d’EZH2 [23,29]. Dans une étude récente portant sur le mélanome
et le carcinome de 1’endométre, les auteurs ont illustré in vitro les conséquences d’une
surexpression d’EZH?2 sur le cycle cellulaire, a savoir I’inhibition de la transcription des genes

suppresseurs de tumeurs, p53 et pl6, qui régulent négativement la mitose et la prolifération
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[27,31-33]. Dans cette optique, EZH2 participe a toutes les étapes de 1’oncogenése :
I’initiation, la transformation des cellules précancéreuses devenues immortelles par inhibition
de ’apoptose, la progression tumorale avec la promotion de la migration et de 1’invasion, et
enfin la dissémination métastatique [27,34-36]. A la lumiére des mécanismes précédemment
décrits, EZH?2 est désormais considéré comme un proto-oncogene déterminant qui fait appel
aux principales voies de signalisation cellulaire : de la voie des MAP-kinases, actuellement au
centre des enjeux thérapeutiques dans le mélanome, en passant par les voies PI3K-AKT, NF-
kB, B-adrénergique ou encore par la voie Notch, nécessaire a ’homéostasie des cellules

souches [27].

Tableau I : Cancers dans lesquels est surexprimé EZH?2 et implications en
cancérogenese (d’apres Tsang et Cheng)[27].

Type of cancer

Prostate cancer
Breast carcinoma
Lymphomas
Myeloma

Bladder carcinoma
Colon cancer
Cutaneous melanoma

Hepatocellular carcinoma

Endometrial cancer
Lung cancer

Pancreatic cancer
Gastric cancer

Ewing’s sarcoma

Functions

Cellular transformation
Proliferation

Invasion and metastasis
Cellular transformation
Proliferation

Invasion and metastasis
Proliferation
Proliferation
Anti-differentiation
Cellular transformation
Proliferation
Proliferation
Proliferation
Proliferation

Invasion and metastasis
Proliferation
Proliferation
Anti-differentiation
Proliferation
Anti-apoptosis
Proliferation

Invasion and metastasis
Proliferation

Invasion and metastasis
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d) Objectifs de 1’étude :

L’objectif principal de notre étude était de démontrer qu’une mutation du géne EZH?2 présente
sur le mélanome primitif était associée a des facteurs de mauvais pronostic, a savoir un stade
plus avancé au diagnostic, en comparaison avec les mélanomes non mutés. Nos objectifs
secondaires étaient de comparer les caractéristiques histo-cliniques entre les mélanomes
porteurs d’une mutation d’EZH2 et les mélanomes non mutés, afin d’identifier le profil

phénotypique des mélanomes ayant une mutation d’EZH?2.
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2) Matériels et méthodes :

a) Patients :
Il s’agissait d’une étude de cohorte rétrospective, bicentrique, menée au sein du CHU
d’Angers (Maine et Loire) et du Centre Hospitalier du Mans (Sarthe). La période d’inclusion

s’étendait de janvier 2011 a décembre 2013.

Critéres d’inclusion :

L’inclusion dans I’étude a été proposée a tous les patients agés de 15 a 90 ans, porteurs d’un
mélanome confirmé histologiquement par un centre d’anatomo-pathologie expérimenté dans
le diagnostic du mélanome, sans distinction du stade, de la localisation ou du type
histologique (SSM, nodulaire, muqueux, naevocytoide, acro-lentigineux ou inclassable) et
pour qui nous disposions de matériel tumoral fixé. Les prélévements ont été réalisés en dehors
d’une phase de traitement spécifique. Les sujets devaient étre affiliés a un régime de sécurité
sociale. Les échantillons tumoraux étaient issus de mélanomes pour lesquels un génotypage
de BRAF, CKIT ou NRAS était en cours, a des fins thérapeutiques (afin de proposer un anti-

BRAF en raison d’une évolution métastatique), ou scientifiques.

Critéres d’exclusion :

Les patients porteurs d’une tumeur pour laquelle le diagnostic de mélanome paraissait
douteux étaient exclus, de méme que les mélanomes métastatiques sans tumeur primitive
identifiée. Les sujets porteurs de plusieurs mélanomes ne pouvaient étre inclus. Les mineurs
n’ayant pas d’accord de soins signé par le tuteur 1égal et les patients incapables de donner
personnellement leur consentement ou non affiliés a un régime de sécurité sociale n’avaient

pu étre pris en compte.

Recueil des données :

Pour chaque patient, nous avons recueilli les données suivantes et les avons réparties en 3
catégories :
- cliniques : age au diagnostic, sexe, localisation du mélanome primitif, présence de

métastases locorégionales ou a distance (stade TNM)
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- histologiques : sous-type histologique du mélanome (SSM, nodulaire, muqueux,
ALM, naevocytoide, inclassable), indice de Breslow (épaisseur maximale
histologique), présence ou absence d’une ulcération et d’une régression, stade selon la
classification de I’ AJCC 2009’

- génétique : statut de la mutation BRAF.

Nous avons colligé tous ces renseignements dans un tableau anonymisé sous un fichier

EXCEL.

Considérations éthiques :

Nous avons obtenu 1’avis favorable du comité d’Ethique de la région Maine et Loire pour la
réalisation de notre projet, enregistré sous le numéro 2014-43. Nous avons envoy¢ un courrier
postal a tous les patients inclus dans notre étude pour les informer de la recherche génétique
en cours et avons communiqué les coordonnées nécessaires a ’obtention des résultats

génétiques s’ils désiraient en prendre connaissance.

b) Matériels :

La recherche de la mutation du géne EZH?2 a été réalisée de maniere prospective, a partir de
tissus tumoraux préalablement fixés a la paraffine et divisés en 3 coupes de 10 microns, soit
une surface de 575mm’. L’extraction de I’ADN & partir des tissus inclus en paraffine a été
réalisée a I’aide du kit Machery Nagel « DNA isolation from FFPE samples », via 3 étapes se
déroulant sur 2 jours :

- le déparaffinage des sections de tissu, par dissolution (dissolvant organique).

- la digestion du tissu tumoral par une protéinase (rDNase) afin de solubiliser le tissu
fix¢ et libérer ’ADN et I’ARN dans la solution. Le matériel est ensuite lavé dans différents
tampons de faible teneur en sel.

- 1”¢lution (par centrifugation et incubation) et enfin la purification de I’ADN.

L’ADN a ensuite été conservé a une température de -20° C avant 1’analyse génétique. La
mutation du géne EZH2 a ¢été détectée par séquencage selon la méthode de SANGER. Nous
avons procédé a I’amplification de I’ADN par PCR, grace au kit d’amplification
Red'Y'StarMix (Eurogentec), fonctionnant avec les appareils suivants: PTC-200

(MJResearch) et DNA engine DYAD (Biorad). Pour le séquengage du géne EZH2, nous
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avons utilis¢ les séquenceurs CEQ8000 et CEQ8800 (Beckman Coulter), ainsi que le kit de
séquencage GenomeLab DTCS-Quick Star Kit (Beckman Coulter). La séquence
nucléotidique mutée était repérée grace au logiciel « CEQ8000 software» ou « CEQ8800

software » fournis avec les séquenceurs.

c) Criteres de jugement :

Le critére de jugement principal était le stade au diagnostic selon la derniére version de la
classification de ’AJCC datant de 2009. Nous avons défini un stade localement avancé s’il
¢tait supérieur ou égal au stade II B (Tableau II). En effet, entre les stades IIA et II B, le taux
de survie a 5 ans passe de 82% a 68% [9].

Les criteres de jugement secondaires étaientles taux d’ulcération, de régression, de
localisation en zone photo-exposée, de mutation BRAF sur la lésion primitive ainsi que

I’indice de Breslow en mm.
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Tableau II : Classification TNM du mélanome cutané selon ’AJCC
(American Joint Committee on Cancer) en 2009[9].

Classification Thickness (mm) Ulceration Status/Mitoses
T
Tis NA NA
T = 1.00 a: Without ulceration and
mitosis < 1/mm?
b: With ulceration or
mitosas = 1/mm?
T2 1.01-2.00 a: Without ulceration
b: With ulceration
T3 2.01-4.00 a: Without ulceration
b: With ulceration
T4 =400 a: Without ulceration
b: With ulceration
N No. of Metastatic Nodes Nocal Metastatic Burden
NO 0 NA
N1 1 a: Micrometastasis®
b: Macrometastasis?
N2 2-3 a: Micrometastasis”
b: Macrometastasis?
c: In transit metastasas/satellites
without metastatic noces
N3 4+ metastatic nodes, or
matted nodes, or In
transit
metastases/satelites
with matastatic nodes
M Site Serum LOH
MO No distant meatastasaes NA
Mita Distant skin, subcutaneous, Normal
or nodal metastases
M1t Lung metastases Normal
Mic Al other visceral Normal
metastases
Any distant metastasis Elevated

Abbreviations: NA, not applicable; LDH, lactate dehycdrogenase.
“Micrometastases are ciagnosed after sentinel lymph node bicpsy.
tMacrometastases are cefined as chinically detectavle nodal metastases

confirmed pathclogically.
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d) Analyse statistique :

Nous avons divisé notre cohorte en 2 groupes en fonction de la présence ou ’absence de
mutation du géne EZH2. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS. Afin
d’analyser les caractéristiques cliniques et biologiques des mélanomes dans les 2 groupes,
nous avons exprimé les variables qualitatives sous forme d’effectif et de pourcentages, et les
variables quantitatives sous forme de moyenne, médiane et écart-type. Nous avons ensuite
comparé les données qualitatives nominales (sexe, localisation anatomique, localisation en
zone photo-exposée, présence d’une ulcération, d’une régression, sous-type histologique,
statut BRAF) entre les 2 groupes grace aux test exact de Fisher et au test du Chi-2, si la
variable pouvait prendre plus de 2 modalités. La différence étaient considérée comme
significative pour un p<0,05. Pour les variables quantitatives (dge au diagnostic, indice de
Breslow en mm), nous les avons comparées grace au test de Wilcoxon et avons calculé le p,
avec un seuil de significativité a 5%. Nous avons également calculé I’odds-ratio (OR) avec un
intervalle de confiance a 95%. Nous avons exprimé la fréquence des stades au diagnostic
selon la classification AJCC 2009 en pourcentage puis stratifi¢ les données en fonction du
caractére localement invasif ou non invasif. Pour ce faire, nous avons considéré que les
mélanomes invasifs localement possédaient au moins un indice de Breslow > 2mm ainsi
qu’une ulcération (stade = II B) ou un indice de Breslow > 4mm sans ulcération. Nous les
avons alors comparés grace au test de la somme des rangs de Kruskal-Wallis, avec pour seuil

de significativité un p<0,05.
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3) Résultats :

a) Diagramme de flux :

Entre janvier 2011 et décembre 2013, 73 patients porteurs de mélanome étaient éligibles a
notre étude. Neuf patients ont ét¢ exclus car ils étaient atteints d’un mélanome d’emblée
métastatique sans identification de la lésion primitive. Sur les 64 patients inclus, 4 avaient un
mélanome porteur d’une mutation d’EZH2 (6,2%) (Figure 3). Les 4 mutations
correspondaient a des mutations faux-sens portant sur la tyrosine située dans le codon 641 du
gene EZH2 (NM_004456.4), chacune étant différente (Figure 4): ¢.1936T>A (substitution
par P’aspartate), c.1937A>G (substitution par la cystéine), c.1937A>T (substitution par la
phénylalanine) et ¢.1936T>C (substitution par I’histidine).

mélanomes éligibles
avant |'inclusion

(n=73)

mélanomes exclus

(pas de primitif connu)

(n=9)
mélanomes inclus
(n=64)
mélanomes non mutés mélanomes mutés
EZH2 EZH?2
(n=60) (n=4)

Figure 3: Diagramme de flux
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Figure 4 : Mutation faux-sens située sur le codon 641 du géne EZH?2
détectée par séquencage Sanger, probablement responsable d’une
expression aberrante d’EZH?2

b) Caractéristiques cliniques :

Au plan épidémiologique, les groupes de mélanomes mutés EZH2 et non mutés étaient
globalement comparables. Parmi les 4 mélanomes mutés, 3 étaient survenus chez des femmes
(75%) et le dernier chez un homme (25%), contre 40 hommes (67%) et 20 femmes (33%)
dans le groupe des mélanomes non mutés (p=0.31). De plus, I’age moyen des patients était de
70,5+12,07 ans (extrémes 61-87 ans) pour les mélanomes mutés versus 64,8+15,26 ans
(extrémes 16-87 ans) chez les non mutés, sans différence significative (p=0,83). De méme,
I’dge médian était respectivement de 67 et 68,5 ans. Pour les mélanomes mutés, les
localisations anatomiques étaient réparties ainsi: 2 mélanomes localisés sur les membres
(50%), 1 sur le tronc (25%) et 1 sur 'extrémité céphalique (25%). Pour les mélanomes non
mutés, la distribution était la suivante : 34 sur les membres (57%), 15 sur le tronc (25%) et
enfin 11 sur la téte ou le cou (18%) (Tableau III). Il n’y avait pas de différence significative
entre les 2 groupes en ce qui concerne la localisation anatomique (p=0,94). Le constat est

identique pour la localisation en zone photoexposée avec 1 mélanome situé en zone photo-
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exposée parmi ceux qui ont une mutation d’EZH?2 (25%) versus 12 (20%) dans le groupe des

non mutés (p=1 et OR=1.3, IC 95% [0.0235 ; 18.3024]).

Tableau I1I : Caractéristiques épidémiologiques et cliniques des patients
porteurs de mélanomes mutés EZH?2 et des non mutés

EZH?2 muté EZH2 non muté
caractéristiques cliniques n=4 (%) n=60 (%) p
age (années)
moyenne+DS 70,5+12,07 64,8+15,26 0,83*
extrémes 61-87 16-87
médiane 67 68,5
Sexe
3 1 (25%) 40 (67%) 0,317
OR =0.67 IC 95%[0.0121 ; 8.9782]
Q 3 (75%) 20 (33%)
localisation
membre 2 (50%) 34 (57%)
tronc 1 (25%) 15 (25%) 0,94 }
téte/cou 1 (25%) 11 (18%)
zone photo-exposée
oui 1 (25%) 12 (20%) 1+
OR =1.33IC 95%[0.0235 ; 18.3024]
non 3 (75%) 48 (80%)
DS déviation standard, % pourcentage, (? homme, 9 femme, * test de Wilcoxon, T test exact de Fisher, § test du Chi-2, IC 95%
intervalle de confiance a 95%, OR Odds-ratio
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membre tronc téte/cou

Figure 5 : Localisation anatomique des mélanomes mutés EZH?2 et des non

mutés
(pour les membres : n= 2 chez les mélanomes mutés EZH?2 versus n=34 chez les non mutés ;
pour le tronc : n=1 chez les mutés EZH?2 versus n=15 pour les non mutés ; pour la téte ou le
cou : n=1 chez les mutés EZH?2 versus n= 11 chez les non mutés)

c¢) Caractéristiques histologiques et statut BRAF' :

Pour les 4 mélanomes porteurs d’une mutation d’EZH?2, 3 étaient de type SSM (75%) et le
4™ &tait de type nodulaire (25%). Dans le groupe des mélanomes non mutés, 17 étaient de
type SSM (28%), 20 de type nodulaires (33%), 15 inclassables (25%), 3 de type muqueux
(5%), 3 de type ALM (5%), 1 de type Dubreuilh (2%) et 1 de type naevocytoide (2%) (Figure
6). Il n’y avait pas de différence significative pour la prévalence des mélanomes de type SSM
entre les 2 groupes (p=0,08, OR=7,3 IC 95 % [0.5451 ; 406.288]), ni pour les types nodulaires

(p=0,3).
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Figure 6 : Histogramme de répartition des sous-types histologiques des
mélanomes non mutés EZH?2

Dans le groupe muté, la prévalence de 'ulcération était de 100% contre 45% pour les
mélanomes non mutés (n=27). Cette différence était significative (p=0,049). Le phénomene
de régression n’a pas été observé au sein des mélanomes porteurs d’une mutation d’EZH?2 et
seulement chez 8§ mélanomes non mutés, soit 13%, sans différence significative entre les 2
groupes (p=1). Pour les mélanomes peu épais (indice de Breslow < 1,0lmm), I’index

mitotique était > 1/mm2 pour 2 d’entre eux (2 mélanomes sur 6, soit 33%).

Quant a 1’épaisseur maximale tumorale, I’indice de Breslow moyen était de 6,5 mm versus
4,3 mm respectivement pour les mélanomes mutés EZH2 et non mutés, sans différence
significative (p=0,12, IC 95% [-1.3581 ; 5.7934]). L’indice de Breslow médian était de 7,35
mm (extrémes = 2,3-9) pour les mélanomes mutés versus 3,35 mm (extrémes = 0,2-18) pour

les non mutés.
Concernant le statut de la mutation BRAF : au total 22 mélanomes sur 64 (34%) étaient mutés

dont 3 mélanomes sur les 4 porteurs de mutations du géne EZH2 (75%) et les 19 autres

mélanomes provenaient du groupe non muté pour le gene EZH2 (32%), sans différence
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significative entre les 2 groupes (p=0,10, OR= 6,27 IC 95% [0.4691 ; 347.1581) (Tableau

V).

Tableau 1V :Caractéristiques histologiques et statut BRAF

EZH2 muté EZH2 non muté
n=4 (%) n=60 (%) p
Caractéristiques histologiques
Type histologique
SSM 3 (75%) 17 (28%) 0,08*
non SSM 1 (25%) 43 (72%) OR = 7,3 IC 95%[0.5451 ; 406.288]
Ulcération
oui 4 (100%) 27 (45%) 0,049%*
non 0 (0%) 33 (55%) OR =400 IC 95%][0.7338 ; +0]
Régression
oui 0 (0%) 8 (13%) 1*
non 4 (100%) 52 (87%)
Indice de Breslow (mm)
moyenne 6,5+3,05 4,3+3)5 0,121
médiane 7,35 3,35 IC 95%[-1.3581 ; 5.7934]
extrémes 2,3-9 0,2-18
Statut BRAF
muté 3 (75%) 19 (32%) 0,10%*
OR=6.27 IC 95%[0.4691 ; 347.1581]

non muté 1 (25%) 41 (68%)

*test exact de Fisher
Ttest de Wilcoxon
OR Odds-ratio
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d) Stade au diagnostic :

Trois des 4 mélanomes ayant une mutation d’EZH?2 étaient de stade II C et pour le dernier, il
s’agissait d’'un mélanome de stade II B. Dans le groupe des non mutés, I’on comptait : 4
mélanomes de stade I A, 12 de stade I B, 15 de stade II A, 5 de stade II B, 19 au stade II C,
aucun pour les stades III A et III B, 1 de stade III C et enfin 4 de stade IV. Au total, cela
correspondait a 29 mélanomes de stade supérieur ou égal a II B dans le groupe non muté
versus 4 dans le groupe muté (Figure 6). Si I’on prenait en compte le critére de jugement
principal, en excluant tous les mélanomes métastatiques (métastases ganglionnaires ou
viscérales a distance, soit 5 patients), il y avait, dans le groupe non mutés, 24 mélanomes dont
le stade était supérieur ou égal a II B versus 4 dans le groupe muté (p=0,031). Cette différence
demeurait significative si I’on incluait les 5 mélanomes métastatiques dans [’analyse

(p=0,048) (Tableau V).
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Figure 7 : Histogramme de répartition des différents stades au diagnostic
selon la classification de PAJCC de 2009, tous mélanomes confondus
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Tableau V : Répartition des mélanomes en fonction du stade au diagnostic

(avant et aprés stratification en fonction du stade locorégional)

Stade au diagnostic EZH2 muté EZH?2 non muté p*
n=4 (%) n=4 (%)
<IIA 0 31 (56%) 0,031
>I1B 4 (100%) 24 (44%)
(stades III C et IV exclus)
<IIA 0 31 (52%) 0,048
>I1B 4 (100%) 29 (48%)

(stades III C et IV inclus)

*(test de la somme des rangs de Kruskal-Wallis)
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4) Discussion :

a) Phénotype des mélanomes mutés EZH? :

Outre les mutations BRAF, NRAS et c-KIT recherchées en routine, plusieurs autres genes
seraient impliqués dans le mélanome. Le séquencage de ces derniers a pour but de nous
guider dans une approche thérapeutique personnalisée et permettrait ainsi I’identification de
biomarqueurs prédictifs du profil évolutif, voire méme de réponse ou de résistance aux
traitements. En 2012, une cartographie génétique d’échantillons tumoraux issus de 135
mélanomes par séquencage du génome entier avait permis de détecter de nombreuses
mutations récurrentes plus ou moins connues. Parmi les moins courantes, figuraient W71,
FBXW?7 ou EZH?2 avec une prévalence non négligeable de 3% [8]. Méme si dans notre étude,
une mutation d’EZH?2 était présente chez 6% des mélanomes, soit 2 fois plus que dans la
littérature, elle n’est pas aussi fréquente que dans certaines hémopathies telles que dans le
lymphome B diffus a grandes cellules (22%), le lymphome folliculaire (7%), les syndromes
myélodysplasiques, myéloprolifératifs (10-13%), ou encore la myélofibrose (13%) [37,38].
Des altérations du géne EZH?2 ont été décrites pour la premiere fois dans les cancers du sein et
de la prostate ou I’hypothése qu’EZH?2 agisse comme un proto-oncogene par amplification ou
surexpression était soulevée [36,39]. Ces données ont ensuite été validées in vitro apres
confirmation du réle d’EZH2 dans I’initiation de la cancérogené¢se a partir de fibroblastes ou
dans la prolifération de cellules myélomateuses, par exemple. Cliniquement, des mutations du
géne EZH?2 seraient associées a un pronostic péjoratif, avec une survie globale diminuée.
Dans les pathologies my¢loides, cela se traduirait par un score IPPS plus ¢élevé et une survie
sans maladie abaissée [40,41]. Paradoxalement, des mutations faux-sens et non-sens, a
I’origine d’une surexpression dans le premier cas et de la synthése d’une protéine tronquée
dans le deuxiéme cas, ont été¢ observés dans divers cancers, ce qui a porté a confusion [39].
En effet, cela suggére qu’EZH?2 agisse tantdt comme un proto-oncogeéne, tantdt comme un
geéne suppresseur de tumeurs [41,42]. Ainsi, une délétion du chromosome 7 (monosomie) est
considérée comme un facteur de mauvais pronostic dans les syndromes myélodysplasiques
avec une ¢évolution vers une LAM plus fréquente, le locus du geéne EZH2 étant situé en

position 7q36.1[43].
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Dans une étude préliminaire menée en 2006, les auteurs ont tenté de caractériser le profil
histo-clinique et évolutif de mélanomes cutanés, de cancers de I’endométre, de la prostate ou
du sein issus d’une cohorte de 696 patients. Dans cette cohorte rétrospective, figuraient 202
mélanomes nodulaires. Une surexpression d’EZH?2 était associée a un indice de Breslow plus
¢levé qu’en I’absence de surexpression (4,4 mm versus 3,6 mm, p=0,034), ainsi qu’un niveau
d’invasion de Clark et un index mitotique significativement supérieur. La présence de
métastases loco-régionales ou a distance faisait également partie des critéres pronostiques.
Une augmentation de 1’index Ki-67 et ’absence d’expression de pl16 en immunohistochimie
était corrélée a une majoration du taux de prolifération en cas de surexpression d’EZH2[34].
Depuis 1’actualisation de la classification de I’AJCC pour le mélanome en 2009, I’indice de
Clark n’est plus considéré comme un facteur pronostic et I’indice de Breslow, 1’ulcération et
I’index mitotique (pour le stade T1) sont les seuls critéres pris en compte. Dans cette
perspective, il était nécessaire de tenir compte de ces changements pour conforter la théorie
qu’une mutation d’EZH2, a I’image des hémopathies malignes ou le cancer de la prostate
pour lesquels la littérature abonde, soit également associé a un pronostic défavorable dans le
mélanome. Malgré la faible puissance de notre étude, nous sommes parvenus a démontrer
qu’une mutation d’EZH?2 était plus souvent corrélée a un stade localement, avancé avec
I’association systématique a une ulcération microscopique. Quant a I’indice de Breslow, la
médiane dans le groupe muté était nettement supérieure au groupe non muté (respectivement
7,35 versus 3,35 mm) sans que cette différence ne soit significative. Cela peut non seulement
étre expliqué par le manque de puissance di a notre petit effectif, mais également par un biais
de sélection indiscutable : nos échantillons sont issus d’une population suivie dans une
structure hospitaliere pour la plupart d’entre elle. Effectivement, ces derniers étaient
principalement destinés au génotypage du gene BRAF pour des mélanomes ayant évolué vers
le stade métastatique, afin de proposer une thérapie ciblée par anti-BRAF. En réalité, en
effectuant une étude de cohorte prospective, nous aurions pu éviter ce biais qui géne
I’interprétation des résultats, avec des colts considérables et une période d’inclusion
s’étendant sur plusieurs années. Pourtant, une grande partie des biais de confusion a peu étre
évitée grace a la recherche prospective de la mutation. A 1’heure actuelle, nous disposons de
trés peu d’éléments qui permettraient de prédire le profil évolutif du mélanome. A indice de
Breslow égal, nous ne savons toujours pas pourquoi certains patients évolueront vers un stade
métastatique alors que d’autres ne connaitront pas de dissémination a distance. Le statut
pronostique de la régression histologique est trés souvent débattu, mais dans notre cas, on

note 1’absence de ce phénoméne chez les 4 patients mutés, suggérant ici le role anti-
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apoptotique d’EZH2 [15,27]. Le phénoméne de régression témoigne d’une réaction
immunologique anti-tumorale efficace mais entraine un retard diagnostique, bien souvent au
stade métastatique, car la perte de la pigmentation d’une lésion tumorale diminue la
probabilité qu’elle soit dépistée a temps [44]. Il ne s’agit donc pas d’un marqueur pronostic a

proprement parler mais plutdt d’un facteur de sous-diagnostic.

b) Hypotheses physiopathologiques :

En regle générale, EZH2 n’est quasiment pas exprimé dans les naevi composé ordinaires ou
dysplasique, ce qui sous-entend qu’ils sont en état de dormance, du moins pas en phase de
réplication cellulaire. A I’inverse, les mélanomes invasifs ou avec métastases loco-régionales
ganglionnaires présentent une surexpression d’EZH2 qui atteint un taux paroxystique en
présence de métastases viscérales, avec une survie globale a 5 ans qui passe de 71% a 48%
[45]. Cela laisse supposer qu’EZH?2 soit en partie responsable de la transformation maligne de
naevi préexistants et entretienne ce processus jusqu’a la dissémination métastatique.
Néanmoins, selon une étude treés récente, une grande majorité (72%) des mélanomes seraient
développés de novo et non pas a partir d’'un naevus préexistant [46]. Les mélanomes
survenant sur naevus dysplasique sont toutefois de pronostic plus péjoratif avec bien souvent
un indice de Breslow plus élevé[47]. EZH2 est suspecté de causer la perte de la sénescence
mélanocytaire dans les mélanomes, comparé aux naevi, via ’inhibition du complexe
p21/CDKNIa et la voie de la protéine p53 [48]. Pour les mélanomes de novo, I’hypothése la
plus plausible est qu’un emballement du cycle cellulaire conduise a [’apparition du
mélanome. Nous avons vu précédemment que 1’expression de p/6, un géne suppresseur de
tumeur codé par le géne CDKN24 et qui bloque la cellule en phase G1, était inhibée par
EZH?2. Dernierement, ’analyse immunohistochimique de I’expression de pl6 et d’autres
protéines impliquées dans la voie des MAPK-kinases effectuée sur un panel de mélanomes a
différents stades (non métastatiques pour la majorité) ainsi que des naevi bénins, a permis de
démontrer que I’absence d’expression de p/6 était corrélée a un pronostic défavorable avec
un stade plus avancé (davantage d’ulcération et un indice de Breslow plus élevé) et une survie
globale sans récidive inférieure, indépendamment des autres facteurs pronostiques péjoratifs,
a savoir I’indice de Breslow, 1’ulcération ou le stade tumoral [49]. Dés lors, 2 mécanismes
complémentaires peuvent expliquer ce profil agressif. D’une part, des mutations somatiques

de CDKNZ2A (une délétion serait présente dans 38% des mélanomes) entraineraient 1’absence
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d’expression de p16, avec une levée d’inhibition sur le recrutement des sous-unités de PRC2,
en particulier EZH2 [ 8,18,23]. D’autre part, c’est I’expression aberrante d’EZH2 qui
conduirait a I’inhibition de pl6. D’aprés Asangani et al, une délétion de CDKN2A serait
souvent associée a une délétion de mi-R31, un mi-ARN qui bloque habituellement la
transcription d’EZH2, de part la proximité de leur loci tous deux situés sur la région 9p21.
Méme en 1’absence de délétion de CDKN2A, I’expression de mi-R31 est toujours abaissée

dans les mélanomes, par surexpression d’EZH2[50].

L’association de mutations du codon 641 d’EZH2 avec 4 cas de mélanomes ne parait pas
fortuite. Il s’agit du méme exon impliqué dans les pathologies lymphoides (lymphomes B
diffus a grandes cellules et lymphomes folliculaires), mais a plus petite échelle [16,51-53]. En
effet, dans les hémopathies lymphoides, la prévalence de la mutation du codon 641 d’EZH?2
est de 22% contrairement a 6% dans notre étude portant sur le mélanome. Par analogie, nous
pouvons supposer que ces mutations causeraient une surexpression d’EZH2, avec toutes les
conséquences physiopathologiques déja connues dans certains lymphomes. Ces hypothéses
méritent d’étre vérifiées grace a une étude de plus grande ampleur, car cela pourrait expliquer
en partie le profil évolutif de certains mélanomes agressifs. Si tel est le cas, cela constituerait
une avancée indéniable dans la compréhension des mécanismes de I’oncogenese, avec des

implications thérapeutiques exploitables dans un futur proche.

Des mutations somatiques affectant CDK4 ont également été identifiées, avec une prévalence
de 3%, et seraient impliquées dans la cancérogenése du mélanome [8,54]. Encore une fois,
elles font appel a EZH2 via la voie CDK4/6-pRb-E2F1 : CDK4 et CDK6 sont des régulateurs
du cycle cellulaire qui stimulent la transition de la phase G1 a la phase S, par phosphorylation
de pRb et permettant ainsi le recrutement d’EZH2 par E2F [23,55]. En cas d’amplification de
CDK4, la phosphorylation de pRb est quasi-permanente de méme que le recrutement d’EZH2
par E2F, conduisant a ’entretien de la prolifération des cellules cancéreuses, comme dans le
glioblastome (prolifération des cellules cancéreuses développées a partir des cellules gliales)
[56,57]. Un tel scénario pourrait étre étendu au mélanome. Par ailleurs, une stimulation de
CDK4 par différents signaux, entretiendrait ce phénomeéne, en particulier si des protéines de
la voie des MAP-Kinases sont hyper-activées (mutation de NRAS, BRAF...) ou si des
thérapies ciblées sont administrées, via certains mécanismes de résistance [8]. De méme, chez

V600E

les souris knock-down pour la mutation BRAF , 11 a été observé une suppression de
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I’expression d’EZH2. En effet, non seulement EZH2 exerce une activation de la voie des
MAP-kinases a l’origine de la prolifération cellulaire, mais en parallele, la mutation
BRAFYF via des mécanismes épigénétiques encore non élucidés, est responsable d’une
méthylation du gene EZH2, suggérant le rdle crucial de ce dernier dans la cancérogenese du
mélanome [58]. Dans cette perspective, un déficit en protéine PTEN est constaté dans environ
25% des mélanomes et est a I’origine d’une réactivation de la voie PI3-AKT-mTOR et donc
une répression de PRC2 et ses sous-unités, dont EZH2. Cela conduit a une dérépression de la
transcription de certains genes dont des proto-oncogenes et favoriser la prolifération des
cellules cancéreuses [59]. De méme, une activation de la protéine AKT a récemment été
incriminée dans la physiopathologie de I'ulcération des mélanomes, en réponse a une hypoxie
cellulaire. Or, cette activation peut-étre expliquée par la délétion de PTEN précédemment

rapportée, responsable d’une stimulation de CDK4 et donc une inhibition d’EZH2 [26,60].
Ainsi, il semblerait qu’EZH2 soit un élément important impliqué dans toutes les voies de

signalisation cellulaires participant a la cancérogenese, en passant par la voie des MAP-

kinases, la voie PI3-AKT-mTOR, NFKB ou encore diverses voies de 1’épigénétique.

c) Perspectives theérapeutiques:

Dans I’innovation pharmaceutique, la recherche contre le cancer repose sur la découverte de
molécules anti-cancéreuses ciblées sur les cellules tumorales, tout en épargnant les cellules
saines, et avec le moins d’effets secondaires attendus. Pour cela, il est nécessaire d’identifier
des cibles thérapeutiques qui soient quasi-exclusivement exprimées dans la cellule
cancéreuse, ce qui est le cas de la protéine EZH2, dont I’avantage principal est son expression
a peine décelable dans la cellule normale [61]. Les altérations épigénétiques sont réversibles
et permettent la restauration d’un cycle cellulaire « normal », en favorisant la senescence
cellulaire ou I’apoptose. Comme il a été suggéré précédemment, en ciblant EZH2, ce n’est pas
une mais plusieurs voies de signalisation cellulaires qui sont visées. Cela permettrait de
remédier aux problémes de résistance rencontrés sous inhibiteurs de la voie des MAP-kinases
en mono ou poly-thérapie (anti-BRAF seuls ou en association avec les anti-MEK). A ’heure
actuelle, de nombreux inhibiteurs des HDAC et des DNMT sont prescris en pratique courante,

tels que le romidepsin, un inhibiteur de HDAC indiqué dans le lymphome T cutané réfractaire
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[62]. Récemment, DZNep, un inhibiteur de la S-adenosyl-L-homocsytéine hydrolase
(AdoHcy), s’est avér¢ efficace pour réprimer EZH?2 et induire la transcription des génes cibles
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Pour I’instant, c’est I’inhibiteur d’EZH2 le
plus évalué¢ en cancérologie. Par divers mécanismes, il induit I’apoptose des cellules
cancéreuses dans les cancers du sein et de la prostate, tout en épargnant les cellules normales,
en diminuant les taux des composants de PRC2 et ainsi réactiver des génes réprimés dans la
survie cellulaire et I’apoptose [63,64]. Dans le cancer du colorectal, 1’action de DZNep était
concrétisée par une diminution de la phosphorylation d’AKT et une augmentation de
I’expression de PTEN, uniquement dans les cellules cancéreuses [65]. Quant au cancer
bronchique non a petites cellules, 1’effet observé de DZNep sur les cellules tumorales était un
arrét du cycle a la phase G1, avec une disparition du taux d’H3K27me3, due a I’inhibition de
I’expression d’EZH?2 [66]. Dans un essai portant sur les mécanismes d’action de DZNep dans
le cancer du poumon, il s’est avéré qu’il régulait également 1’expression d’autres histones
méthyltransférases, ce qui atteste de sa capacité a agir sur plusieurs voies épigénétiques [67].
Plusieurs études sur le cancer gastrique et le cancer de la thyroide ont démontré que
I’administration de DZNep conduisait a une diminution de la délétion de p53 dans les cellules
cancéreuses [68,69]. La modification du statut génomique de p53 apparait alors comme un
marqueur spécifique de la réponse des cellules tumorales au traitement. Une réponse similaire
a été constatée dans le carcinome épidermoide cutané et de la langue[70,71]. Cette molécule a
¢galement fait ses preuves dans les hémopathies malignes, notamment dans le myélome, dans
lequel il a été observé, non seulement une apoptose des plasmocytes anormaux, mais
¢galement qu’une surexpression de Bcl-2 était associée a une faible réponse tumorale [72].
Dans la LAM, ce sont les cellules souches leucémique de phénotype CD34 (+) CD38 (-) qui
sont la cible privilégiée de cette molécule et sont induites en apoptose [73]. DZNep aurait le
pouvoir de rétablir la différenciation des cellules souches hématopoiétiques, notamment les
érythroblastes, avec des applications thérapeutiques multiples en hématologie, de I’anémie a
la LAM[74]. Dans le lymphome, plus particuliérement en présence d’une mutation du codon
641 d’EZH2, un autre inhibiteur d’EZH2, GSK126 s’est révélé efficace dans 1’inhibition de la
croissance des cellules lymphomateuses, par réactivation de 1I’expression de nombreux geénes
suppresseurs de tumeurs, dont les transcrits étaient biologiquement décelables [75]. La
tendance actuelle pencherait davantage vers I’association d’une chimiothérapie anticancéreuse
a un inhibiteur d’HMT ou de thérapies épigénétiques combinées: dans le carcinome

¢pidermoide de langue, DZNep potentialise I’effet de 5-FU ; dans le lymphome du manteau,
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c’est en association avec un pan-inhibiteur d’histones désacétylases que la réponse tumorale
in vitro et in vivo est obtenue avec une augmentation des taux de CdK1, pl6 et p21; en
association avec 1’herceptin, DZNep semble donner de bons résultats dans le cancer du sein

[71,76,77].

Au total, les résultats des inhibiteurs d’EZH2 semblent prometteurs dans le traitement de
nombreux cancers et ces derniers mériteraient d’étre sérieusement évalués dans le mélanome.
A notre connaissance, aucun essai expérimentant DZNep dans le mélanome n’est en cours.
Cependant, nous sommes probablement limités par 1’instabilité chromosomique observée
dans de nombreuses études. Ainsi, il est accusé d’étre a 1’origine d’une modulation de
I’activité¢ d’autres méthyltransférases et donc d’avoir un effet proto-oncogéne, ce qui peut

constituer un facteur limitant non négligeable pour initier ce genre d’études [67].
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5) Conclusion :

EZH?2 est un géne essentiel responsable de la répression épigénétique de nombreux genes
cibles impliqués dans plusieurs phénomenes physiologiques. Des mutations récurrentes a type
de mutations faux-sens et conduisant a une répression de génes suppresseurs de tumeurs sont
en cause dans bon nombre de cancers. Méme s’il s’agit d’une mutation récurrente de faible
prévalence dans le mélanome (6%), sa participation a I’oncogenéese de ce cancer est sirement
sous-estimée car il joue un role majeur dans plusieurs voies de signalisation cellulaires
déréglées. Des mutations du codon 641 d’EZH?2 ont déja été rapportées dans les hémopathies
lymphoides. Nous sommes parvenus a démontrer qu'une mutation d’EZH?2 était fréquemment
associée a des facteurs de mauvais pronostic, ce qui nous laisse penser qu’il agirait comme un
proto-oncogene. Actuellement, il existe de nouveaux inhibiteurs d’EZH2 qui laissent présager

de résultats satisfaisants, qu’il conviendra de vérifier dans le mélanome.
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Annexes
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Annexe 1: Modéle décrivant la coopération entre la voie pRb et le complexe
PRC2[25].Chen

CDK4 est un régulateur positif du cycle cellulaire qui stimule la transition de la phase G1 a la
phase S, par phosphorylation de pRb, qui ainsi inhiber peut laisser le champ libre a E2F pour
recruter les sous-unités de PRC2, notamment EZH2. P16 a la capacité d’inhiber CDK4 et
ainsi bloquer la cellule au stade G1.
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Annexe 2 : Principales voies de signalisation déréglées dans le mélanome
(roles de pS3, MITF, pRB et CdK en particulier) et mécanismes de
résistance aux anti-BRAF (notamment par PTEN, CDK4 et AKT)8
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FREQUENT GENETIC ALTERATIONS
Mutation Rate*

BRAF 63
NRAS 26
TP53 19
PTEN 12
p16/INK4a 19
p14ARF 12
PPPEC 9
RACT
MAP2K1
SNX31
TACC1
STK19
ARID2
CTNNB1
PIK3CA
EZH2
IDH1
FBXW7
KIT
HRAS
GNAT11
WT1

*Based on ~100
melanoma samples
of various origins,
Hodis et. al., 2012.
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Annexe 3 : Prévalence des mutations somatiques les plus fréquentes dans
une centaine d’échantillons de mélanomes environ®
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MARCHAND Angélique

Mutations somatiques du géne EZH2 au cours du mélanome: recherche d'une corrélation
entre le génotype tumoral et le phénotype clinique

RESUME

L'oncogénese du mélanome cutané implique la voie des MAP-kinases, et certaines mutations
sont désormais des cibles thérapeutiques en routine. Pourtant, I'histoire naturelle et le pronostic du
mélanome sont trés variables d'un patient a l'autre, ce qui laisse supposer l'implication d'autres
voies d'oncogénése. Le géne EZH2 est impliqué dans la régulation de l'expression de genes
suppresseurs de tumeurs dans plusieurs cancers (prostate, sein, sarcome d'Ewing, glioblastome,
leucémie...). L objectif de notre étude était de déterminer si une mutation d'EZH?2 était associée a
des facteurs de mauvais pronostic dans le mélanome. Nous avons effectué¢ un séquengage direct du
géne EZH?2 selon la méthode de Sanger dans une cohorte rétrospective et bicentrique de 64 patients
pour qui nous disposions de matériel tumoral fixé, initialement destiné au séquencage de BRAF.
Nous avons comparé les caractéristiques cliniques (4ge au diagnostic, sexe, localisation
anatomique, localisation en zone photo-exposée, présence de métastases loco-régionales ou a
distance), histologiques (ulcération, indice de Breslow, type histologique, régression) et le statut
BRAF, entre les mélanomes porteurs d'une mutation somatique d'EZH2 et les non porteurs. 4
mélanomes sur 64 (6,2%) avaient une mutation faux-sens du codon 641 d'EZH2 aboutissant
probablement a sa surexpression. Chez les mélanomes mutés, 1'ulcération était plus fréquente et le
stade au diagnostic plus avancé. Cette mutation d'EZH?2 serait associée a des facteurs de mauvais
pronostic dans le mélanome et pourrait étre accessible aux inhibiteurs d'EZH2 actuellement en
cours d'essais.

MOTS-CLES
M¢lanome Epigénétique
EZH2 Histone-méthyl-transférase
Ulcération Mutation somatique
PRC2 Pronostic
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