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RESUME

Clémentine ROJON-BROCHE

UFR MEDECINE
FILIERE : Dermatologie

VE-CADHERINE SOLUBLE CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS
D’UN MELANOME : RECHERCHE D’UN NOUVEAU
BIOMARQUEUR.

RESUME :

Le mélanome est un cancer cutané a haut potentiel agressif pour lequel il n’existe pas de
biomarqueur spécifique sérique validé en routine permettant de prédire la rechute ou la
réponse au traitement. La compréhension de la physiopathologie du mélanome au sein de
son micro environnement tumoral semble une étape essentielle dans le développement de
nouveaux biomarqueurs. Nous avons ainsi étudié le taux de VE-cadhérine soluble (sVE-
cadhérine) a partir de trois cohortes de patients : 28 patients atteints d’un mélanome localisé
stade I-II, 27 patients atteints d’un mélanome métastatique inopérable stade III-IV sous
immunothérapie et 24 sujets contréles. Nous avons constaté un taux sVE-cadhérine plus
¢levé chez les patients atteints d’un mélanome que chez les volontaires sains et d’autant plus
¢levé que le stade du mélanome était avancé. De plus, nous avons constaté que la variation
du taux de sVE-cadhérine aprés une cure d’immunothérapie était corrélée a la réponse au
traitement avec respectivement une diminution du taux de sVE-cadhérine chez les
répondeurs et une augmentation chez les non répondeurs. En enfin, nous avons démontré
qu’il existe une corrélation significative entre la variation de la sVE-cadhérine aprées une cure
d’immunothérapie et la survie sans progression des patients. L’ensemble de ces données

suggere que la sVE-cadhérine pourrait étre utilisée comme biomarqueur précoce de la
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réponse a l’immunothérapie chez les patients atteints d’un mélanome métastatique
inopérable. Ces résultats sont encourageants et devraient permettre dans un futur proche de

proposer une prise en charge personnalisée pour les patients.
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MOTS CLES

Biomarqueurs, indice de Breslow, ulcération, immunothérapie, anti-PD-1, anti-CTLA-4

angiogenese, VE-cadhérine soluble, VEGF, Mélanome, métastases.

ABREVIATIONS

AJCC : American Joint Committee on Cancer

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché
CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4
INCA : Institut National du Cancer

LDH : Lactate Deshydrogénase

LFA-1 : Leukocyte Function-Associated antigen-1

PD-1 : Programmed Death 1

PDGF : Platelet Derived Growth Factor

RECIST : Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
sVE-cadhérine : soluble Vascular Endothelial-cadherin
TO : Temps 0 = Cure n°1

T1: Temps 1= Cure n°2

T2 : Temps 2= Cure n°3

VE-cadhérine : Vascular Endothelial-cadhérine

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor.
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INTRODUCTION

1. Epidémiologie

Le mélanome cutané est le plus agressif des cancers de la peau engageant le pronostic vital par
sa capacité a métastaser. Il représente entre 2 et 3 % de I’ensemble des cancers. Le mélanome
se situe au 6™ rang des cancers les plus fréquents chez la femme et au 8™ rang chez ’homme
(1,2). 11 touche un peu plus de femmes (53 %) que d’hommes (47 %) et I’age moyen au

diagnostic est de 56 ans (1).

I1 représente le cancer dont I’incidence augmente le plus (10 % par an depuis 50 ans). En effet,
entre 1980 et 2012, I'incidence chez 'homme est passée de 2,5 a 10,8 pour 100 000 personnes
et chez la femme, de 4,0 a 11,1 pour 100 000 personnes (2). En 2015 avec environ 14 325 cas
estimés en France et 1 773 déces, le mélanome se situe au neuviéme rang des cancers, tous

sexes confondus. Le taux de survie nette a 5 ans est de 91 % (3).

2. Définitions
Le mélanome est la conséquence d’une prolifération cellulaire qui se développe a partir des
mélanocytes, cellules responsables de la synthése de mélanine (4). Les mélanocytes sont
présents essentiellement dans la peau mais également dans I’ceil, les méninges, les muqueuses
de la cavité buccale, du rectum et des organes génitaux. Dans 90% des cas, le mélanome est
cutané avec une topographie variable (le plus souvent sur le tronc chez les hommes et les jambes
pour les femmes). 70% des mélanomes se développent de novo. Dans le reste des cas, il se

développe a partir d’un navus préexistant (5,6)

Dans le cadre du mélanome cutané, il existe plusieurs formes histologiques :

Le mélanome superficiel extensif est la forme la plus fréquente de mélanome (60%). 11 est

caractérisé par des cellules mélanocytaires atypiques envahissant 1’épiderme et le derme.
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Le mélanome nodulaire représente 10 a 20 % des mélanomes. C’est la forme la plus agressive,
d’emblée invasive. Il est le résultat d’une prolifération dense de cellules mélanocytaires

atypiques formant une nappe dans le derme.

Le mélanome acrolentigineux représente 2% des mélanomes cutanés : ¢’est un mélanome a
extension superficielle extensive initiale qui se localise sur les régions palmo-plantaires. La
lésion forme une prolifération intra-épidermique de mélanocytes atypiques d’abord alignés

dans la couche basale et/ou regroupés en théques, qui envahissent ensuite le derme.

Le mélanome de Dubreuilh est la forme qui évolue le moins rapidement et qui représente
environ 10 % des cas. Il s’agit d’une 1ésion localisée sur le visage, en zone photo-exposée
(malaire, temporale), qui forme une plaque brune souvent étendue. Histologiquement, la 1ésion
est constituée d’une prolifération de mélanocytes atypiques alignés dans la couche basale,

associée a une atrophie de I’épiderme.

3. Facteurs pronostigues histologiques

Quel que soit le type du mélanome, le pronostic va dépendre de la précocité de la prise en charge
et des critéres anatomopathologiques utilisées actuellement qui sont 1’indice de Breslow,

I’index mitotique et ['ulcération.

3.1 Indice de Breslow

L’indice de Breslow est le principal critére pronostique dans le mélanome dont la valeur est
corrélée avec 1’épaisseur tumorale, le risque de récidive et la mortalité. De plus, ce facteur
conditionne les marges de sécurité lors de la reprise d’exérése du mélanome primitif (2).
L’indice de Breslow correspond a 1’épaisseur tumorale maximale ¢’est-a-dire 1’épaisseur entre

la partie supérieure de la granuleuse épidermique et la cellule tumorale la plus profonde.
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3.2 Index mitotique

L’index mitotique est défini histologiquement par le nombre de mitose (s/mm? et représente un
facteur pronostique puissant et indépendant de la survie, en particulier pour les mélanomes de
moins de 1 mm d’épaisseur, et ce déja a partir de seulement une mitose par mm?. Il s’agit du
deuxieme plus puissant facteur pronostique de la survie apreés I’épaisseur tumorale chez les
patients avec un mélanome cliniquement localisé (stades I et II) (7). Cet index est déterminé
par le comptage du nombre total de mitoses sur quatre champs a fort grossissement
(grossissement 400x). Cette mesure est remarquablement fiable et permet une faible variabilité
entre les pathologistes (8). Elle doit étre réalisée depuis le début de la composante tumorale
dermique qui comporte le plus de mitoses (appelée hot spot) et se dérouler sur les champs

adjacents jusqu’a ce qu’une surface totale de 1 mm? soit quantifiée (9).

3.3 Ulcération

La présence d’une ulcération est également un facteur de risque indépendant. Selon une étude
de Balch et al, le taux de survie a 5 ans des patients porteurs de mélanome de stade I est de 80%
pour les formes non ulcérées versus 53% pour les formes ulcérées. Pour les mélanomes de stade
II, le taux de survie a 5 ans est de 53% pour les formes non ulcérées alors qu’il est de 12% pour

les formes ulcérées (p < 0.001) (10).
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4. Facteurs pronostigues sérigues

De nombreux marqueurs sériques ont été étudiés dans la recherche carcinologique a savoir les
antigénes associés au mélanome ( mélanome inhibiting activity, neurone specific enolase, lipid-
bouond sialic acid-P), les dérivés de la différenciation mélanocytaire ( tyrosinase), la protéine
S100p, des cytokines, I’ADN circulant, PD-L1 etc, mais aucun de ces marqueurs n’a montré de
supériorité par rapport au taux de LDH (11). En dépit de I’'importance des recherches sur la
détection de nouveaux biomarqueurs associé a la prédiction du caractére agressif des
mélanomes, de la réponse au traitement chez les patients métastatiques inopérables, peu d’entre

eux ont été promis et recommandés pour leur utilisation en pratique clinique.

En effet, le seul dosage sérique qui a été intégré dans la dernicre classification AJCC est celui
de la lactate déshydrogénase (LDH) sérique (4). La LDH est une enzyme intracellulaire
ubiquitaire qui catalyse la transformation réversible du pyruvate en lactate qui entre dans la
néoglucogénése. En cas de lyse cellulaire ou altération tissulaire, cette enzyme est relarguée
dans la circulation sanguine. Des études ont ainsi mis en évidence une corrélation entre le taux
de LDH et la taille tumorale dans de nombreuses entités néoplasiques dont le mélanome (12).
Cependant, la seule indication de la LDH se limite ce jour au pronostique des formes

métastatiques de la maladie.
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5. Voies de signalisation cellulaires activées dans le mélanome

La compréhension de la genése du mélanome et de son comportement dans le micro
environnement sont des approches innovantes permettant de développer des biomarqueurs
prédictifs de la réponse et du suivi des patients sous traitement. Plusieurs voies de signalisations
sont identifiées dans le mélanome : la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), la

voie de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et celles de I’AMPc.

Certaines d’entre elles sont affectées par des mutations oncogéniques, par exemple, NRAS,
BRAF et KIT qui activent la voie des MAPKs et qui constituent 1’altération la plus
fréquemment retrouvée dans les mélanomes (13). Ces anomalies moléculaires sont appelées
« drivers ». En effet, elles engendrent a elles seules I’orientation de la cellule vers un phénotype

tumoral.

6. Traitement

L’objectif de la prise en charge du mélanome est de proposer une stratégie thérapeutique
standardisée afin d’obtenir des taux de réponse satisfaisants tout en préservant la qualité de vie
des patients. Si les formes diagnostiquées a un stade peu avancé sont de bon pronostique, la
rémission complete est généralement obtenue par la seule chirurgie, alors que les formes
évoluées métastatiques ou non résécables sont de mauvais pronostics. L’arrivée récente de
nouvelles thérapeutiques dans le mélanome de stade III inopérable et de stade IV a
considérablement modifi¢ la prise en charge thérapeutique de cette maladie. En effet, 1’arsenal
thérapeutique contre le mélanome métastatique s’est développé depuis ces dernieres années
avec D’apparition des thérapies ciblées et de I’immunothérapie. Par conséquent, les
recommandations de 1’Institut National du Cancer (INCA) publiées en 2017 positionnent les
anticorps anti PD-1 (nivolumab OPDIVO ® , pembrolizumab KEYTRUDA ®) en traitement
de premiere ligne pour les patients non porteurs de la mutation BRAF V600. L’association
d’immunothérapie (nivolumab et ipilimumab) a obtenu I’autorisation de mise sur le marché du
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fait d’une efficacité supérieure (taux de survie a 3 ans de 58% versus 52% sous nivolumab seul)
(14). Cependant, I’association d’immunothérapies comprend de nombreux effets secondaires
ce qui pourrait limiter leur utilisation a un groupe de patients répondant a certains critéres (statut
OMS 0 ou 1), absence de co-morbidité, absence de métastase leptoméningée ou cérébrale non
contrdlée). Enfin, les recommandations de I’'INCA proposent d’utiliser en premiére ligne les
thérapies ciblées associant une molécule anti-BRAF et d’une molécule anti-MEK chez les
patients porteurs de la mutation BRAF V600 hormis chez les patients avec une masse tumorale
limitée et une maladie a évolution lente ou I'utilisation des anti-PD1 peut €tre introduite en

premicre ligne (2).

L’arrivée de ces nouvelles thérapeutiques a permis d’améliorer le pronostic des patients
porteurs d’'un mélanome métastatique avec une survie globale augmentée. Cependant, malgré
ces avancées thérapeutiques, le taux de survie global reste faible de I’ordre de 50% a deux ans
avec une durée médiane de 37,6 mois de la pathologie (15,16). Par ailleurs, ces traitements ont
des profils de tolérance différents et la gestion précoce des effets indésirables (dysthyroidie,
colite, diarrhée, insuffisance surrénalienne, trouble de 1’appétit, céphalées, asthénie, etc...)
devrait permettre d’optimiser la compliance des patients et ’efficacité de ces traitements. Ces
¢léments nous imposent donc de développer des outils permettant de guider le développement
de ces nouvelles thérapies mais aussi d’accompagner le clinicien dans sa décision quant a la

thérapeutique la plus efficace pour chacun de ses patients.

La compréhension de la physiopathologie du mélanome au sein de son micro environnement
tumoral semble un point clé dans le développement de nouveaux biomarqueurs prédictifs de

réponse.
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7. Histogénése et vascularisation du mélanome

Comme les autres néoplasies cutanées, les mélanomes suivent des processus de transformation
séquentielle dans lesquels le navus acquiert sous l’action de facteurs génétiques et/ou
physiques, des dysplasies au cours de 1’extension « horizontale » intra épidermique (au-dessus

de la membrane basale).

Dans une seconde phase, I’extension est « verticale » avec envahissement du derme superficiel
(phase micro-invasive), puis du derme profond et de I’hypoderme (phase invasive) (Figure 1).
Cette phase est associée a un développement de facteurs pro-angiogéniques permettant la

formation d’une néo vascularisation et d’une dissémination tumorale a distance.
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Figure 1- Schéma représentant la progression tumorale mélanocytaire (d’apres
Mahabeleshwar et al en 2007 (17).

La progression métastatique vasculaire et lymphatique résulte d’étapes multiples, progressives
appelées cascades métastatiques. En effet, durant ces derniéres années, les connaissances sur le
développement tumoral se sont enrichies avec la prise de conscience que les tumeurs sont
composées de cellules transformées qui acquicrent au cours du temps des capacités d’invasion,

et de différenciation parallélement aux altérations moléculaires intra et extrins€éques. Au cours



de la progression tumorale, particuliérement lors de la croissance verticale du mélanome,
I’environnement hypoxique et pauvre en nutriments va entrainer la surexpression de facteurs
pro angiogéniques tels que VEGF, PDGF, et aussi des enzymes protéolytiques comme les
métalloprotéases, permettant ensemble un remodelage et une néovascularisation, au détriment
des molécules anti angiogéniques (angiostatine, thrombospondine...) (18,19). Ce mécanisme
appelé angiogeneése est un processus essentiel au développement tumoral et a sa dissémination.
L’angiogenése dans le mélanome a été décrite la premiére fois en 1966 par Warren et Shubik a
la suite d’une transplantation de tissu tumoral de mélanome humain dans les joues de hamsters
(20) puis a ¢été confirmée par Hubler et Wolf avec la mise en évidence d’une prolifération
vasculaire au sein du tissu tumoral mélanocytaire greffé (21). Par ailleurs, des études utilisant
des modeles de xénogreftes de mélanome humain chez des souris « nudes » ont montré que les
cellules tumorales mélanocytaires produisaient plusieurs facteurs de croissance dont le VEGF,
mais aussi le BFGF (22). En effet, le VEGF (vascular endothelial growth factor) est le plus
important médiateur de I’angiogenése qui stimule la prolifération et la migration des cellules

endothéliales (23,24). Il est surexprimé dans toutes les tumeurs solides dont le mélanome (25).

En effet, au cours de la transformation du mélanocyte en cellule tumorale, de nombreux
changements phénotypiques ont lieu et ces cellules expriment et sécrétent des facteurs de
croissance capables d’induire I’angiogenése via 1’activation de la voie des MAPK, de la PI3K
etc). Ainsi, la surexpression du VEGF par les cellules de mélanome et son accumulation dans
le stroma tumoral sont corrélées a la transition du mélanome de la phase horizontale a la phase
verticale et donc a la progression tumorale (16, 22, 23). Des ¢tudes en immunohistochimie ont
permis de démontrer une dysrégulation de deux isoformes du VEGF A (VEGF 165 et VEGF
121) au cours de la transformation mélanocytaire avec en parallele une augmentation de la
microvascularisation tumorale (27). De plus, un taux élevé de VEGF serait retrouvé chez les
patients ayant une masse tumorale importante. Toutes ces données suggerent que le taux de

VEGTF est corrélé a la microvascularisation et a la croissance tumorale du mélanome.



Le VEGF agit par I’intermédiaire de récepteurs transmembranaires situés a la surface des
cellules endothéliales mais aussi des cellules tumorales mélanocytaires (28). En effet, au cours
de la transformation maligne des mélanocytes, de nombreux changements biochimiques et
phénotypiques surviennent notamment une expression aberrante des récepteurs VEGF-2 et 1 a
la surface des mélanocytes malins. Aucun récepteur VEGF similaire n’a été détecté a la surface
des mélanocytes normaux (24). Ceci suggere que I’expression aberrante des récepteurs de
VEGF est I'un des changements phénotypiques survenant dans les cellules de mélanome au
cours de la transformation tumorale des mélanocytes. De plus, ces données suggerent que
VEGF est capable d’activer des voies de signalisation intracellulaire similaire a la fois dans les

cellules endothéliales et dans les mélanocytes malins (17).

Une autre caractéristique de la progression tumorale repose sur la néovascularisation du tissu
qui découle de I’action du VEGF et qui implique un remodelage des cellules endothéliales
normalement quiescentes. Ce remodelage et cette mobilité des cellules endothéliales stimulées
par VEGF ont un impact sur la régulation dynamique des cadhérines impliquées dans 1’intégrité
de D’endothélium vasculaire. Ce remodelage vasculaire fait aussi partie des ¢léments
déterminants dans les processus métastatiques. En effet, des travaux réalisés en 2007 puis en
2014 ont démontré que la migration des cellules tumorales a travers 1’endothélium était
comparable a la transmigration des cellules immunitaires lorsqu’elles se dirigent vers des sites
d’infection, ou d’inflammation. Toutefois, une étape supplémentaire appelée « incorporation
dans I’endothélium» a ¢été identifiée suggérant que les cellules de mélanome peuvent
s’incorporer dans les capillaires tumoraux. Au cours de cette phase, les cellules cancéreuses et
notamment les cellules de mélanome peuvent déplacer physiquement les cellules endothéliales
entrainant la dislocation de la VE-cadhérine avec pour finalité la désorganisation des jonctions
endothéliales. Ce processus se produit indépendamment de 1’état d’activation de 1’endothélium
ou de la qualité du substrat sous endothélial, une différence notable par rapport au processus

par lequel les leucocytes transmigrent (29,30). En effet, les cellules de mélanomes sécrétent de
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nombreuses cytokines dans le micro-environnement et induisent une expression du récepteur
ICAMI au niveau des cellules endothéliales et a leur surface. L’incorporation des cellules de
mélanome au sein de I’endothélium vasculaire est ainsi permise par ’interaction entre le ligand
LFA-1 (Leukocyte Function-Associated antigen-1) exprimé a leur surface et le récepteur
ICAMI1 (Figure 2), (31). L’incorporation dans I’endothélium représente donc une étape clé de
I’extravasation des cellules tumorales. Elle est permise par la désorganisation des jonctions
endothéliales composées de protéines adhésives dont la VE-cadhérine. L’ensemble de ces

acteurs induisent une instabilité de 1’endothélium vasculaire.
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Figure 2- Schéma représentant un modeéle de transmigration des cellules tumorales de
mélanome a travers I’endothélium vasculaire (d’aprés Ghilsin et al en 2012) (31).

27



8. VE-Cadhérine

Un composant majeur et spécifique des jonctions intercellulaires endothéliales est la VE
cadhérine (Vascular Endothelial-cadherin), qui réalise des liaisons homotypiques entre les
cellules par son domaine extracellulaire et qui maintient une forte stabilité de ces structures.
Cette protéine est une glycoprotéine transmembranaire de type I de 125kDA, de 784 acides
aminés, dont le domaine extracellulaire comporte 592 acides aminés et est formé de cinq
ectodomaines (EC1 a 5) d’environ 100 acides aminés (Figure 3). Les domaines EC1 a EC4 sont

composés de structures en feuillet 3 comme ses homologues, la E et la N- cadhérines. Le

domaine ECS5, le plus proche de la membrane, comprend quatre résidus cystéine a I’origine de
deux ponts disulfures. Les sites de fixation du Ca+ sont situés au niveau des régions inter-
modulaires du domaine extracellulaire et la saturation de ces sites pourrait €tre a 1’origine de la
rigidité du domaine extra cellulaire (Figure 2) (32). Elle présente également un court segment
transmembranaire de 27 AA et un domaine cytoplasmiques de 163 AA trés homologue qui
possede la propriété unique de lier a la fois des protéines partenaires des filaments d’actine et
des filaments intermédiaires. Ce domaine comporte €galement plusieurs sites potentiels de
phosphorylation (Serine, Thréonine, Tyrosine) pouvant modifier la conformation de la protéine

et son interaction avec les différentes molécules cytoplasmiques.

Extracellular Intracellular
001[1
[-catenin

Actin filaments

Figure 3- Représentation schématique de la VE cadhérine au niveau de la jonction
intercellulaire (d’aprés Margaret et al, 2007) (33).
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Par son extrémité C terminale, le domaine intracellulaire lie la § caténine et la plakoglobine (y-
caténine). Ces deux protéines se lient a o caténine qui s’ancre aux filaments d’actine
permettant ainsi une forte stabilité intercellulaire. D’autre part, la partie juxta membranaire du
domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine est capable de lier la caténine p120. Cette protéine

est impliquée dans la régulation du taux de VE-cadhérine en contrélant son internalisation

(34,35).

9. Interaction VEGF/VE-cadhérine

La sécrétion de VEGF via la cellule tumorale va induire I’autophosphorylation de son récepteur
de type 2 sur plusieurs résidus tyrosine qui deviennent des partenaires cytoplasmiques pour des
¢léments de la signalisation cellulaire tels que Ras, PLCy qui vont ensuite activer des kinases
en aval et plus particuliérement Raf-Mek-ERK et PI3K/p70 S6K conduisant ainsi a une
prolifération accrue des cellules endothéliales (23). La tyrosine kinase SRC est également
activée par le VEGF et elle est responsable de la phosphorylation sur tyrosine de la VE-
cadhérine sur le site 685 (Y685). Par ailleurs, la serine-thréonine kinase PAK est responsable
de la phosphorylation de la VE-cadhérine sur le site serine 665. Ces modifications covalentes
de la protéine dans son domaine cytoplasmique induisent des modifications conformationnelles
qui rendent la protéine plus susceptible a la protéolyse dans son domaine extracellulaire. Ces
éveénements participent ainsi a la déstabilisation des jonctions intercellulaires endothéliales. Le
domaine extracellulaire de la VE-cadhérine apres clivage peut étre retrouvé dans la circulation
sanguine de patients porteurs de cancer (forme soluble appelée VE-cadhérine soluble

plasmatique) (Figure 4) (33,36).

29



Tumor cell

o s MMP2

3
MMP9
&“‘
L
\, SVE (jjpgfj
VEGFR2
VEC VEC

..

P-Y685-| |-Y6B5-P P-Y&85-| [|--Y&B5-P

/ Endothelial

o cell

Figure 4- Schéma représentant le clivage de la VE-cadhérine dans le mélanome (d’apres
Vilgrain and al, 2013 (33).

La VE-cadhérine est donc une molécule essentielle dans le processus d’angiogenese (35). Une
¢tude en 1999 avait démontré son role majeur par invalidation génique. En effet, les souris dont
les cellules endothéliales étaient dépourvues de VE-cadhérine développaient un plexus
vasculaire primitif sans remodelage vasculaire au cours du développement embryonnaire
conduisant a une létalité a 9,5j de gestation. Ces données ont donc permis de mettre en évidence
un role primordial de la VE-cadhérine dans la morphogenése vasculaire et 1’intégrité¢ de
I’endothélium. (37). Une étude en 2001 a permis de montrer que des anticorps dirigés contre la
VE-cadhérine étaient capables de bloquer I’angiogenese tumorale suggérant son rdle essentiel

dans I’angiogenese tumorale (38).

Plus récemment, en 2011-2013, une forme soluble de VE-cadhérine correspondant a son
domaine extracellulaire aux propriétés adhésives, a été détectée dans la circulation sanguine de
patients porteurs de différentes pathologies dont certains cancers. Une étude publiée en 2013
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par I’équipe d’Isabelle Vilgrain a montré que chez les patients atteints de tumeurs cérébrales,
le taux circulant de VE-cadhérine soluble avant tout traitement, était prédictif de la survie
globale a trois ans (HR 0,13 [0,04; 0,40] p < 0,001), et ceci quel que soit le grade
histopathologique de la tumeur. En effet, un taux faible de sVE-cadhérine était associé a une
récidive tumorale plus précoce (33). D’autres études récentes réalisées chez des patients atteints
de cancer du sein métastatique ou d’un carcinome rénal métastatique ont permis d’établir que
cette forme soluble de VE-cadhérine était un biomarqueur pronostique indépendant pour la
survie sans progression et la survie globale (39,40). Dans ces deux types de cancer
métastatiques, les diminutions du taux de sVE-cadhérine aprés le 1° mois de traitement sont
prédictifs de la réponse au traitement. Une discordance de résultats peut étre expliquée par la
topographie de ces différentes tumeurs. En effet, dans le cas de tumeurs cérébrales, I’cedéme
cérébral identifié¢ chez les patients a meilleur pronostique peut expliquer le taux élevé de sVE-
cadhérine systémique comparativement aux tumeurs de mauvais pronostiques qui présentent
souvent un processus de nécrose ne permettant pas la diffusion systémique de potentiels
biomarqueurs. Des études complémentaires sur la variation du taux de sVE-cadhérine semblent
nécessaires et intéressantes a réaliser afin de confirmer I’utilisation des variations de ce nouveau

biomarqueur pour des applications prometteuses en oncologie.

En effet, des travaux réalisés en 2017 ont montré que la VE-cadhérine jouait un role majeur
dans 1’angiogenése (41). L’expression tissulaire de la VE-cadhérine dans des cellules non
endothéliales a été mise en évidence dans le cas du mélanome avec une corrélation étroite entre
son taux et la survie des patients ; un taux ¢élevé de VE-cadhérine tissulaire était corrélé a une
diminution de la survie des patients (p=0.049). Selon ces données, la VE-cadhérine est
exprimée principalement dans les mélanomes agressifs permettant a la tumeur de s’engager
vers un mimétisme vasculogénique, entrainant une modification phénotypique de la tumeur et
permettant la formation de néo-vaisseaux (42). Par conséquent, le taux de VE-cadhérine

pourrait étre un facteur li€ a la néo vascularisation et donc a la croissance tumorale.



Au total, le mélanome constitue un enjeu de santé publique. Les progres thérapeutiques de ces
derni¢res années ont considérablement modifi¢ le paysage thérapeutique mais sans changer
fondamentalement le pronostic. Le mélanome a un fort potentiel métastatique avec une
néovascularisation marquée. L’angiogen¢se dans le mélanome est un processus cellulaire
mettant en jeu de nombreux parameétres comme 1’expression aberrante du récepteur VEGF, la
surexpression du VEGF permettant une désorganisation de I’endothélium et également la
capacité des cellules tumorales mélanocytaires a acquérir un phénotype permettant de s’engager
vers un mimétisme vasculogénique. La désorganisation architecturale de 1’endothélium

vasculaire reste une étape clé de I’angiogenése.

L’objectif de ce travail a été de déterminer 1’intérét potentiel de sVE-cadhérine en tant que
biomarqueur pronostique et/ou prédictif chez les patients atteints d’un mélanome. Dans ce but,
nous avons étudié si le taux de sVE-cadhérine plasmatique est corrélé a la progression tumorale
et/ou associé a un facteur pronostique déja connu du mélanome (indice de Breslow, ulcération)
et/ou a la réponse au traitement par immunothérapie. L’idée étant de mettre en place un nouveau
marqueur biologique afin d’assurer les meilleures garanties de prise en charge des patients au

plan diagnostique, pronostique et de suivi thérapeutique.
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SUMMARY

Cutaneous melanoma is characterized by its high metastatic potential. The soluble form of VE-cadherin
(sVE) is increased in several cancers and sVE is a biomarker of response to tyrosine kinase inhibitors in
kidney cancer. Because neoangiogenesis and the immune system play a central role in melanoma, we
wondered whether sVE was a marker of immunotherapy efficacy. 24 healthy donors and 55 melanoma
patients were enrolled between September 2016 and May 2018. 28 patients had localized disease (I-11)
and 27 patients had metastatic disease (III-IV). 21 patients over the 27 had unresectable metastatic
melanoma and were treated with immunotherapy. sVE level was determined by ELISA in patients’
plasma collected at the diagnosis. The level of sVE was significantly higher in metastatic melanoma
patients than in localized melanoma patients and healthy donors. A decrease in sVE level after
immunotherapy was correlated with progression free survival. These results suggest a potential use of

sVE for optimal immunotherapy follow-up.

INTRODUCTION

Cutaneous melanoma is the most aggressive skin cancer due to its high metastatic potential (1).
Immunotherapy has dramatically improved the prognosis of patients with advanced melanoma,
nonetheless, only 35 at 45% of treated patients exhibit objective response, and overall survival after two
years is 50% (2,3). Besides the immune system, neoangiogenesis plays a central role in melanoma.
Indeed, during the vertical tumor growth phase, angiogenesis is stimulated by growth factors such as
VEGF (1,4), which is not expressed by normal melanocytes but is upregulated in malignant melanoma
cells (5). By interacting with its receptor (VEGF-R2), VEGF induces endothelial cell proliferation and
vascular remodeling through targeting an endothelial specific cadherin (VE-cadherin) leading to the
opening of the endothelial junctions, facilitating neoangiogenesis. VE-cadherin is an adhesive protein
expressed at adherent intercellular junctions of vascular endothelial cells, which has a key role in the
maintenance of vascular integrity. VEGF and other cytokines are known to induce the tyrosine
phosphorylation of VE-cadherin in its cytoplasmic domain, leading to the cleavage of its extracellular

domain, which is then released as a soluble form of the protein called sVE (6). We previously showed
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that elevated sVE level was associated with worse clinical outcomes in both metastatic breast cancer
and that a decrease in sVE level was associated the positive response to tyrosine kinase inhibitors in
metastatic kidney cancer (6,7).

In this study, our goal was to determine whether sVE-cadherin was a potential new early biomarker of

response to immunotherapy.

PATIENTS AND METHODS

Patients. This study was a monocentric prospective study designed to identify biological prognostic
factors in melanoma patients (MP). Patients were enrolled in the study between September 2016 and
May 2018, including 28 patients with localized melanoma (LM, stage Ia to IIb) and 27 patients with
metastatic melanoma (MM). Among MM, 21 received immunotherapy (14 patients were treated with
pembrolizumab every 3 weeks, 6 patients were treated with nivolumab every 2 weeks, and one patient
received a combination of nivolumab and ipilimumab for 4 cycles and then nivolumab every 2 weeks
in first line). Patients’ characteristics are described in Supplementary Table 1. Written informed consent
was obtained from each patient before enrolment, with authorization of local ethic commitee. Blood
heparinized samples from patients were collected in the department of dermatology in Grenoble-Alpes
University Hospital at the time of diagnosis for LM, and just before the first and second cycle of
immunotherapy for MM. As controls, blood samples were obtained from 24 healthy donors (HD) on
“Etablissement Frangais du Sang” (EFS, Grenoble) approved protocols.

Methods: Plasma sVE level was determined by ELISA (8). Clinical, biological and radiological
evaluations were performed at inclusion, and at 12 weeks. Analysis of response to the treatment was
done according to the criteria of Response Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST), patients with
stable or regressing target lesions were considered as responders, while patients with progressive disease

were considered as non-responders.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. The non-
parametric Mann-Whitney U-test was used to compare sVE levels between melanoma patients and the

HD group. Wilcoxon and Fisher Exact tests were used to evaluate the relationship between sVE levels
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and clinical response to treatment. Progression-free survival was defined as the time from inclusion to
the date of first documentation of progression or the date of death or date of last follow-up. Survival
rates at 12 months were obtained using the Kaplan—-Meier method, with the STATA software. For all

tests, p values <0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

We compared sVE levels in the HD and MP. MP had higher levels of sVE than HD (28 1ng/mL [min-
max : 126-952]). The median level of sVE was significantly higher in metastatic patients (564.9 ng/mL

[min-max : 330-864] ) than in patients with LM (462.2 ng/mL [min-max :130-885], p<0.05) (Fig 1 A).

We next determined sVE level in metastatic MP after the first cycle of immunotherapy. It is noteworthy
that responders had a statistically significant decrease of sVE level after one cycle (p= 0.02) (Figl B),
whereas non-responders had an increase of sVE level (p=0.03) (Figl C), while sVE level at diagnosis
was not discriminating the two groups (p= 0.36) (Figl D). We next compared sVE level variation in
responders or patients who relapsed. The variation of sVE level was calculated for each patient after one
cycle of immunotherapy as the percentage of baseline (sVE level before the second cycle/level of sVE
level before the first cycle at x100). Patients with a stable or decrease tumor mass had a decreased level
of sVE after one cycle of immunotherapy (20% of decrease) whereas sVE level continued to increase

in patients who relapse after treatment (10% of increase) (p= 0,0017) (Figl E).

Progression-free-survival was assessed according to the variation of the sVE level between the first and
second cycle of immunotherapy. Patients exhibiting a positive variation of of sVE level after
immunotherapy had a poorer outcome (median PFS : 4,2 months) than patients with a decrease of sVE-

(median PFS : 9,3 months) (p<0.001)(Figl F).
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DISCUSSION

Immunotherapy with immune checkpoint blockers has revolutionized the treatment for unresectable or
advanced malignant melanoma. Nonetheless, only a subset of patients responds to these treatment,.
Several studies have tried to identify soluble (circulating DNA, sPD-L1, monocytes) or tumor-
associated biomarkers (immune infiltrating cells), but none is already validated as a routine test. Thus,
there is a need to identify easily implementable and robust biomarkers of early response to treatment to

help clinicians in adapting their therapeutic strategies.

Studying melanoma, here we report elevated sVE level in plasma from both localized and metastatic
melanoma patients when compared to healthy donors. As the processes for tumor cell invasion and
spreading require mediators of angiogenesis, it can be suggested that the modifications of VE-cadherin
such as phosphorylation and clivage at the tumor site affect the sVE level in peripheral blood from
melanoma patients. It can also be suggested that VE-cadherin can reflect the tumor burden which is
lower in localized melanoma than in metastatic melanoma. Indeed, VE-cadherin was shown to be
expressed at higher level in aggressive melanoma than in localized melanoma, allowing vasculogenic

mimicry that was described in human melanoma (9).

In this study, we also demonstrate for the first time that the variation of sVE level in patient treated by
the first cycle of immunotherapy could discriminate responders and non—responders patients. This is in
agreement with our hypothesis of VE-cadherin being a marker of the tumor mass as immunotherapy
reduces melanoma progression as well as the contact between tumor cells and endothelial junctions.
Interestingly, it has been observed that B-catenin was activated in melanoma leading to defective
immune cell recruitment, and escape to immunotherapy (10). Because B-catenin is the cytoplasmic
partner of VE-Cadherin. It can be suggested that activation of PB-catenin induced instability of
cytoskeleton leading to the disruption of VE-cadherin, and its release at higher levels in non-responders

in our study Further studies are required to provide support to this hypothesis.

Finally, we demonstrate that favorable clinical outcomes was observed in patients with negative
variation of sVE level after the first cycle of immunotherapy suggesting that sVE might be an early
biomarker of clinical interest for the prediction of response to immunotherapy.
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DONNEES SUPPLEMENTAIRES

L’article est en cours de soumission dans le Journal BJC.

Les résultats de notre article ont été¢ synthétisés permettant d’illustrer les principales données
de notre étude. En effet, notre travail a été réalisé sur 3 cohortes avec un effectif plus important

permettant d’identifier des résultats supplémentaires que nous détaillerons ci-dessous.

1. MATERIEL ET METHODES :

1.1 Patients

Nous avons étudié trois cohortes de patients suivis dans le service de dermatologie du CHU de

Grenoble.

1.1.1 Premiére cohorte :

Notre premicre cohorte était constituée de 34 patients pour lesquels une exérése récente de
mélanome avait été réalisée. Chacun des patients était admis dans le service de dermatologie
entre Avril 2015 et Juillet 2017 pour poursuivre la prise en charge selon les recommandations
de ’AJCC (bilan d’extension clinique et paraclinique suivi d’une reprise chirurgicale du
mélanome). Notre étude comportait 15 femmes et 18 hommes, les caractéristiques de notre
cohorte sont détaillées dans le tableau suivant (tableau 1). L’age médian était de 63 ans et 6
mois. L’indice de Breslow médian était de 2.64 mm. Le délai moyen entre I’exérése
millimétrique du mélanome et le dosage de la VE-cadhérine soluble était de 27 jours. 28
mélanomes au stade localisé (IA a IIC) versus 6 mélanomes au stade métastatique (IIIA a IV)

avaient ét¢ diagnostiqués dans cette premicre cohorte de patients.

40




Table 1. Caractéristiques cliniques de la population d'étude ( N= 34)

nombre | pourcentage
Age (années)
médiane 63,5
valeurs extrémes (42-85)
Indice de Breslow (mm)
<1 2 6%
1a2 18 53%
2a4 10 29%
>4 4 11%
médiane 2,64
valeurs extrémes (0,1-13)
Présence ou non d'une ulcération
oui 13 38%
non 21 61%
Taux de LDH (UI/L)
<215 17 50%
>215 17 50%
Présence ou non d'emboles vasculaires
oui 2 6%
non 23 67%
pas d'information 9 26%
Présence ou non d'un envahissement du ganglion sentinelle
oui 6 18%
non 23 67%
pas d'information 5 14%
Délai (jours) entre I'exérése initiale du mélanome et le dosage de la VE-cadhérine
soluble
médiane 27
valeurs extrémes (6-58)
Présence ou non de cellules tumorales apreés la reprise chirurgicale de mélanome
oui 4 12%
non 30 88%
Classification AJJC du mélanome
Stade AJCC compris entre TA a IIC 28 82%
Stade AJCC compris entre IITA 4 IV 6 18%

Tableau 1- Caractéristiques cliniques et histologiques de la premiére population d’étude.
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1.1.2 Deuxiéme cohorte :

Notre deuxiéme cohorte était constituée de 21 patients dont 9 femmes et 12 hommes atteints de
mélanome métastatique stade IIIC et IV traités au CHU de Grenoble dans le service de
dermatologie et suivis de Décembre 2015 a Juin 2018. Les caractéristiques de notre cohorte

sont détaillées dans le tableau suivant (tableau 2). L’age médian était de 70 ans.

Table 2 . Patients characteristics [ N=21)
Patients Sexe Age [années) Traitement
1TMEL 64 Féminin 36 pembrolizzmah
17MELOTO Mazcrlin 64 nivolumab
1TMEL144 Feminin 34 pembrolizzmab
1&MEL Q40 Mazcrlin 63 nivolumab
16MELC41 Faminin 77 pembrolizzmab
1TMELO6] Feminin 73 pembrolizzmahb
1 TMEL 066 hlasenlin 31 pembrolizzmah
16MEL058 | Masculin 77 Avormat-
16MEL 042 Féminin 36 nivolumab
16MELOS6 Mazculin T nivolumab
1TMELOT2 hMasenlin 73 pembrolizzmahb
17MELQES Mazcrlin 63 pembrolizumab
1TMEL134 Maszculin 78 nivolumab
1TMELO36 hMasenlin 32 pembrolizzmahb
1TMEL 107 hlasenlin 66 pembrolizzmah
17MEL125 Mazcrlin 60 pembrolizumab
17MEL1L35 Faminin 52 pembrolizumab
17TMEL110 Féminin 34 nivolumab
18MEL 27 Faminin &1 pembrolizzmab
15MEL33 Maszeulin 76 pambrolizumab
18MEL 28 hMasenlin 74 pembrolizzmab

Tableau 2- Caractéristiques cliniques de la deuxiéme population d’étude.

Les critéres d’inclusion étaient un age supérieur a 18 ans, la présence de métastases de
mélanomes inopérables, 1’absence préalable de traitement systémique dans le cadre de la prise
en charge du mélanome, 1’absence de comorbidité contre-indiquant I’introduction d’une

immunothérapie.
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L’ensemble des patients ont été traités par immunothérapie (nivolumab OPDIVO ® ou
pembrolizumab KEYTRUDA ®). 14 patients ont été traités par pembrolizumab a la posologie
de 2 mg/kg toutes les 3 semaines, 6 patients ont été traités par nivolumab a 3 mg/kg toutes les
2 semaines, un patient a été traité par I’association nivolumab (1 mg/kg toutes les 3 semaines)
combiné a I’ipilimumab (3 mg/kg toutes les 3 semaines) pendant 4 cures puis en relai par

nivolumab 3 mg/kg toutes les 2 semaines.

Les évaluations cliniques et paracliniques des patients étaient réalisées a trois mois apres le
début du traitement. Ces évaluations ont permis de classer les patients en deux groupes par

rapport a la réponse a trois mois : 13 patients répondeurs et 8 patients non répondeurs.

Le groupe « répondeur » correspondait au groupe de patients n’ayant pas présenté de signes de
progression clinique ou scannographique. La réponse scannographique était réalisée selon les
criteres du RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors). Les critéres de réponse
complete (RC), réponse partielle (RP) ou stabilit¢ de la maladie (SD) ont permis de placer les
patients dans le groupe répondeur. Une réponse compléte correspondait a une disparition de
toutes les lésions cibles et une dimension inférieure a 10 mm de petit axe pour tous les
ganglions. En revanche, une réponse partielle était définie comme la diminution d'au moins 30
% de la somme des diametres des 1ésions cibles par rapport a la somme initiale des diameétres

(39).

Le groupe «non répondeur » correspondait au groupe de patients ayant présenté une
progression clinique ou scannographique selon les critéres RECIST, ou un déces li¢ a la maladie
en cours de traitement (43). Une progression clinique correspondait & une augmentation
supérieure ou égale a 20 % de la somme des diametres des 1ésions cibles par rapport a la plus
petite somme des diameétres observée durant 1’étude. L apparition d'une ou plusieurs nouvelles

cibles tumorales était également considérée comme une progression.
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L’ensemble des patients inclus dans les deux cohortes ont donné leur consentement oral et écrit

aprés information claire loyale et appropriée, avant le début de 1’étude.

1.1.3 Troisiéme population d’étude :

Notre troisiéme cohorte constituée de 24 donneurs sains a été recueillie a 1’Etablissement
Francais du Sang a Grenoble. L’ensemble de cette cohorte était anonymisée. L’étude a été

approuvée par I’EFS et chaque participant a remis un consentement éclairé et écrit.

1.2 Prélévements biologiques

Des prélévements de sang périphérique sur tubes héparinés ont été pratiqués sur chaque patient.
Un seul prélévement a été effectué pour les patients de notre premiére cohorte lors de leur venu

en Hopital de jour pour la réalisation de leur bilan d’extension.

Dans le cadre de notre deuxiéme cohorte, un prélévement sanguin a été réalisé avant la premiere
cure d’immunothérapie puis avant chaque cure d’immunothérapie sur une période de 3 mois.
Seulement 16 patients ont bénéficié d’un deuxiéme prélévement sanguin avant leur 2™ cure et

11 patients d’un troisiéme prélévement sanguin avant leur 3°™ cure d’immunothérapie.

Ces prélevements €taient acheminés au laboratoire de recherche et développement (EFS RA
INSERM 1209, CNRS UMR 5309) pour étre traités le jour méme ou au plus tard dans les vingt-
quatre heures apres le prélévement. Chaque plasma a été obtenu apres centrifugation pendant

10 minutes a température ambiante et conservé congelé a -80°C jusqu’a utilisation.
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1.3 Technique par ELISA

Le dosage de la VE-cadhérine soluble a été réalisé dans le service du Dr Vilgrain. Une technique
ELISA sandwich associant un anticorps monoclonal de capture de ’antigéne et un anticorps
polyclonal de révélation a été utilisé. L’anticorps monoclonal de capture a été pré absorbé sur
une microplaque de 96 puits pendant une nuit a 4°C. Aprés une heure d’incubation a
température ambiante avec 100uL de tampon de saturation, 3 séries de lavages et la réalisation
d’une gamme d’étalonnage (2,5 4 40,0 ng/mL), I’ajout de 100pL d’échantillon de sérum humain
a été réalisé. Apres une incubation de 2 heures, les substances non liées ont été éliminées par
lavage. 100 pL d’anticorps de révélation (IgG anti-Cad3) ont été ajoutés pendant 1 heure. Apres
un lavage, 100 pL d'une immunoglobuline de chévre anti-lapin marquée a la biotine ont été
ajoutés. Apres 1 heure d'incubation suivie d'un lavage, 100 pL de streptavidin-alcaline
phosphatase ont été rajoutés pendant 30 minutes. Apres lavage, 200 pL du substrat (pNPP) ont
¢été ajoutés. La réaction d’hydrolyse du substrat s’est développée de maniére proportionnelle au
taux de sVE-cadhérine pendant 30 minutes et la réaction enzymatique est arrétée par 1'ajout de
NaOH 3N. L'absorbance est lue a 405 nm par un lecteur de microplaques (Benchmark, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Californie) et un logiciel compatible (Microplate Manager 5.2,

Bio-Rad). Toutes les analyses ont été effectuées en duplicat.
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1.4 Traitement analytique des données

Les calculs ont été effectués indépendamment. Les données brutes (DO) mesurées par le lecteur
de plaques ont été représentées en fonction de la concentration standard nominale pour
construire les courbes d'étalonnage standard. Ces valeurs ont été interpolées a partir de ces
courbes en utilisant une régression linéaire non pondérée des données. Tout au long de 1'étude,
les CV des normes ont été de 1% a 20%. Aucune réactivité croisée entre la sVE-cadhérine et
d'autres molécules d'adhésion n'a été trouvée en utilisant ce test. Les expériences ont été
réalisées en trois exemplaires. Le plasma du patient (5 pL) a été dilué a une dilution de 1:50
dans du PBS contenant 0,5% de Triton X100. Les concentrations sériques individuelles de sVE-
cadhérine sont rapportées en ng/mL. Ce test ELISA a été validé par SANOFI en terme de

critéres de répétabilité, reproductibilité, sensibilité et spécificité.

1.5 Analyses statistiques des données

Les caractéristiques de chaque population d’études sont décrites ci-dessus. Les variables

quantitatives étaient décrites par leur médiane (extrémes).

Les tableaux de données ont été générés sous Excel aprés le dosage de la sVE-cadhérine. Les
calculs ont ¢été effectués indépendamment. Les analyses statistiques ont été effectuées sous le
logiciel Graphpad Prism en utilisant un test statistique de Mann-Whitney (non paramétrique,
non appari€s ou non paramétrique, appariés) avec une p-value < 0.05. Pour les comparaisons
groupées, un test statistique de Kruskal-Wallis (non paramétrique, non appariés) a été utilisé
avec p-value : <0.05 (*), <0.01 (**) et <0.001 (***). Enfin, pour déterminer le taux de survie
sans progression en fonction des différents facteurs pronostiques, du taux de sVE-cadhérine,

une méthode par Kaplan-Meier a été réalisée.
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2. RESULTATS:

Dans ce travail, nous avons étudié les corrélations potentielles entre le taux de sVE-cadhérine
et les facteurs pronostiques du mélanome a savoir 1’indice de Breslow, I'ulcération et le taux
de LDH, afin de déterminer si la sVE-cadhérine était un facteur pronostique indépendant.

Nous avons également examiné si le taux de sVE-cadhérine était un biomarqueur prédictif de
réponse au traitement par immunothérapie en analysant les groupes des patients répondeurs et

non répondeurs. Plusieurs analyses statistiques ont été réalisées et décrites ci-dessous.

2.1 Analyses statistiques de la premiére cohorte

2.1.1 Analyse de la survie sans progression en fonction des critéres pronostiques du
mélanome

Nous avons dans un premier temps étudié la survie sans progression en fonction des facteurs

pronostiques connus du mélanome a savoir I’indice de Breslow, 1’ulcération et le taux de LDH.

La survie sans progression a ¢été¢ définie comme le temps écoulé entre 1'inclusion et la date de

tout premier événement observé par patient : soit la premic¢re documentation de la progression

du mélanome, soit la date du déceés ou la date du dernier suivi. Les données de survie ont été

évaluées par la méthode de Kaplan-Meier.
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2.1.1.1 Indice de Breslow

Selon les recommandations de 1'AJCC, trois sous-groupes de taille comparable en termes de
valeur de Breslow ont ét¢ comparés a la survie sans progression : un groupe dont I’indice de
Breslow était compris entre 0 et 2 mm, un groupe avec un indice de Breslow compris entre 2,1

et 4 mm et un dernier groupe avec un indice de Breslow strictement supérieur a 4 mm.
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Figure 5- Analyse de la survie sans progression en fonction de 1’indice de Breslow (mm)
selon la méthode de Kaplan-Meier.

Nous constatons sur ce graphique que le taux de survie sans progression est corrélé de maniere

significative a 1’indice de Breslow ; plus I’indice de Breslow est élevé, plus le risque de

survenue d’une récidive du mélanome ou d’un déceés est élevé.
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2.1.1.2 Ulcération

Nous avons effectué deux groupes : un groupe de 13 patients ne présentant pas de signe

d’ulcération sur 1’examen histopathologique de la piece de mélanome et un groupe de 21

patients avec la présence de signes d’ulcération histologiques.
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Figure 6- Analyse de la survie sans progression en fonction de la présence ou non
d’ulcération selon la méthode de Kaplan-Meier.

Nous constatons sur ce graphique que le taux de survie sans progression est corrélé de maniere

significative a la présence ou non d’une ulcération ; en présence d’une ulcération, la survie sans

progression des patients est réduite.

Ces informations sont concordantes avec les données de la littérature.
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2.1.1.3 Taux de LDH

En I'absence d'hypothéses concernant un seuil hypothétique du taux de LDH, deux groupes de
patients ont été identifiés selon la valeur de la normale supérieure de LDH lors de leur premiére

venue au CHU de Grenoble dans le service de Dermatologie. La valeur de la normale supérieure

de LDH était de 245 UI/L.
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Figure 7- Analyse de la survie sans progression en fonction du taux de LDH (UI/1)
selon la méthode de Kaplan-Meier.

L’¢étude du graphique ne met pas en évidence de différence statistiquement significative entre

le taux de LDH et la survie sans progression des patients atteints de mélanome.
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2.1.2 Analyse de la survie sans progression en fonction du taux de VE-cadhérine soluble

Le taux de sVE-cadhérine a été comparé aux différents parametres pronostiques décrits comme

étant pertinents dans le mélanome et confirmés dans notre étude ci-dessus.

En l'absence d'hypothéses concernant un seuil hypothétique du taux de sVE-cadhérine, nous
avons réalisé deux groupes de taille comparable utilisant la médiane de la sVE-cadhérine soit
un cut-off égal a 455 ng/mL. Les courbes de survie ont été établies en fonction du niveau initial

de sVE-cadhérine et comparées en utilisant un test de Log-rank.
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Figure 8- Analyse de la survie sans progression en fonction du taux de sVE-cadhérine
(ng/mL).

Sur ces deux graphiques, nous n’identifions pas de corrélation entre le taux de sVE-cadhérine
et la survie sans progression. Le taux de sVE-cadhérine initial ne semble pas étre un facteur

pronostique indépendant dans la survie globale chez les patients atteints d’un mélanome.
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2.1.3 Corrélation du taux de VE-cadhérine soluble avec 1’indice de Breslow, 1’ulcération
et le taux de LDH

Nous avons étudié 1’existence ou non d’une corrélation entre le taux de sVE-cadhérine et les
différents facteurs pronostiques connus du mélanome a savoir 1I’indice de Breslow, la présence

ou non d’une ulcération et le taux de LDH.
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Figure 9- Analyse du taux de sVE-cadhérine (ng/mL) en fonction de I’indice de Breslow
(mm), de la présence ou non d’une ulcération et du taux de LDH (UI/L).

Le taux de sVE-cadhérine n'est pas significativement corrélé a I'indice de Breslow (p = 0,138),

a la présence ou non d’une ulcération (p = 0,156) et au taux de LDH (p = 0,84).
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Dans ce modgele, le taux de sVE-cadhérine soluble n'a pas démontré étre un facteur pronostique
indépendant. Il n’existe pas de corrélation entre la sVE-cadhérine et les différents marqueurs

pronostiques du mélanome.

2.2 Analyses statistiques de la deuxiéme cohorte

2.2.1 Taux de sVE-cadhérine a TO et T1 par rapport a la réponse au traitement

Notre deuxieme cohorte était composée de 21 patients pour lesquels un prélévement sanguin
avait été réalis¢ avant la lere perfusion d’immunothérapie (a TO). 8 patients étaient répondeurs
et 13 patients étaient non répondeurs au traitement a 1’évaluation paraclinique aprés 3 mois
d’immunothérapie. Le taux moyen de sVE-cadhérine était respectivement de 544.3 ng/mL et
de 610.5 ng/mL chez les patients non répondeurs et répondeurs au traitement. Les analyses
statistiques n’ont pas mis en évidence de différence statistiquement significative entre le taux

de sVE-cadhérine a TO chez les patients répondeurs et non répondeurs (p=0.36) (Figure 10).
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Figure 10- Analyse du taux de sVE-cadhérine a TO chez les patients répondeurs et non
répondeurs a I’immunothérapie ( p=0,36).
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Le prélévement sanguin avant la 2éme cure d’immunothérapie (T1) a pu étre réalisé chez 16
patients. 6 patients se sont avérés répondeurs et 10 patients non répondeurs au traitement apres
3 mois d’immunothérapie. Le taux moyen de sVE-cadhérine était de 649.5 ng/mL chez les
patients non répondeurs et de 545.5 ng/mL chez les patients répondeurs au traitement. Les
analyses statistiques n’ont également pas mis en évidence de différence statistiquement
significative entre le taux de sVE-cadhérine a T1 chez les patients répondeurs et non répondeurs

(p=0.26) (Figure 11).
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Figure 11- Analyse du taux de sVE-cadhérine a T1 chez les patients répondeurs et non
répondeurs a I’immunothérapie (p=0,26).

Au total, ces données ne montrent pas de différence statistiquement significative entre le taux
de sVE-cadhérine a TO et a T1 chez les patients répondeurs ou non au traitement par
immunothérapie a 3 mois. A un temps donné, le dosage de la sVE-cadhérine ne semble pas étre
un marqueur prédictif de réponse au traitement. Aucune différence n’est constatée a TO et a T1
entre les deux groupes de patients répondeurs ou non a I'immunothérapie.

Ces données nous ont amener a ¢tudier la variation du taux de sVE-cadhérine au cours du

traitement par immunothérapie.
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2.2.2 Evolution du taux de sVE-cadhérine a court terme apres un cycle
d’immunothérapie

La variation du taux de sVE-cadhérine a ¢été¢ ¢tudiée entre les deux premieres cures
d’immunothérapie chez 16 patients dont 10 patients étaient répondeurs et 6 patients étaient non

répondeurs aux traitements.
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Figure 12- Représentation statistique de la variation de la sVE-cadhérine (ng/mL) au cours du
temps chez les patients répondeurs (p=0,0195) et les patients non répondeurs (p=0,03).

Nous constatons une variation significative du taux de sVE-cadhérine entre les deux groupes
de patients apreés une cure d’immunothérapie ; le taux de sVE-cadhérine a diminué (p=0.01)
chez les patients répondeurs et augmenté¢ chez les patients non répondeurs au traitement
(p=0.03) (Figure 12).

La variation du taux de sVE-cadhérine chez les patients répondeurs correspond a une
diminution de 10.11% versus une augmentation de 20.34% chez les patients non répondeurs

comme indiqué sur les analyses statistiques ci-apres (Figure 13).
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Figure 13- Représentation du ratio T1/T0 du taux de sVE-cadhérine (ng/mL) par rapport a la
réponse au traitement (p=0,0017).

La variation du taux de sVE-cadhérine a également été représentée sur la Figure 14. Nous

constatons une augmentation du taux de sVE-cadhérine apres un cycle d’immunothérapie chez

les 6 patients non répondeurs au traitement a 3 mois ( courbes en rouge) et une diminution de

ce taux chez 8 patients sur 10 répondeurs au traitement (courbes en bleu).

L’ensemble de ces données démontrent que la variation du taux de sVE-cadhérine apres une

cure d’immunothérapie est statiquement corrélée a la réponse au traitement a 3 mois.
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Figure 14- Représentation graphique du taux de sVE-cadhérine aprés une cure
d’immunothérapie chez les patients répondeurs (en bleu) et non répondeurs (en rouge).
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2.2.3 Survie sans progression en fonction de la variation du taux de sVE-cadhérine apres
un cycle d’immunothérapie

Nous avons ensuite analysé la corrélation potentielle entre la variation des taux de sVE-
cadhérine entre les deux cures et la survie sans progression. Comme précédemment, la survie
sans progression a ¢t¢ définie comme le temps écoulé entre I'inclusion et la date de la premicre
documentation de la progression du mélanome ou la date du déces ou la date du dernier suivi.
Les données de survie ont été évaluées par la méthode de Kaplan-Meier.

Deux groupes de patients ont été identifiés selon la variation du taux de sVE-cadhérine au cours
des deux premicres cures d’immunothérapie: un groupe de 6 patients présentant une
diminution du taux et un second groupe de 10 patients présentant une augmentation du taux de
sVE-cadhérine. Chaque nouvel événement de progression ou date de déces ou date du dernier

suivi a €té identifié par un trait vertical. Le délai moyen de suivi des deux groupes a ¢été de 6

mois et demi.
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Figure 15- Représentation de la survie sans progression calculée par la méthode de Kaplan
Meier selon la variation du taux de sVE-cadhérine aprés une cure d’immunothérapie.
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Nous constatons sur la figure 14 que le taux de survie sans progression est corrélé de manicre
significative a la variation du taux de sVE-cadhérine. En effet, une diminution du taux de sVE-
cadhérine entre la cure 1 et la cure 2 est corrélé a une progression plus lente de la maladie alors

qu’une augmentation de sVE-cadhérine est de mauvais pronostique.

2.2.4 Evolution du taux de sVE-cadhérine a long terme

Nous avons étudié 1I’évolution du taux de sVE-cadhérine apres 3 cures d’immunothérapie. Le
dosage de la sVE-cadhérine a été réalisé chez 7 patients avant les 3 premiéres cures et un 4™
prélévement avant la réalisation de la 4™ cure d’immunothérapie. 2 patients (courbes rouges)

¢taient non répondeurs et 5 patients (courbes bleus) étaient répondeurs au traitement.
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Figure 16- Evaluation du taux de sVE-cadhérine au cours du temps.
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Nous constatons une variabilit¢ du taux de sVE-cadhérine au cours des 3 cures
d’immunothérapie dans les deux cohortes de patients.
L’analyse du taux de sVE-cadhérine a plus long terme ne semble pas étre un biomarqueur

prédictif de réponse a I’immunothérapie.

2.2.5 Etude du taux de sVE-cadhérine selon le stade du mélanome, comparés aux

donneurs sains

Notre travail a été réalisé sur trois cohortes de patients avec au total 24 donneurs sains, 28
patients atteints de mélanome au stade localisé et 27 patients atteints de mélanome au stade
métastatique selon I’AJCC.

Nous avons cherché a identifier et comparer le taux de sVE-cadhérine dans chacun de ces
groupes.
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Figure 17- Représentation statistique du taux moyen de sVE-cadhérine (ng/mL) dans chaque
cohorte.
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Comme illustré sur la figure 16, le taux de sVE-cadhérine des patients atteints de mélanome est
significativement plus ¢levé que celui des donneurs sains et d’autant plus élevé que le stade du
mélanome est avancé. En effet, le taux moyen de sVE-cadhérine est de 564.9 ng/mL chez les
patients atteints d’un mélanome métastatique avant le début de I’'immunothérapie versus 462.2
ng/mL chez les patients atteints d’un mélanome localisé versus 281 ng/mL chez les volontaires

sains (p=0.0001).
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DISCUSSION

Le mélanome métastatique est une maladie hétérogéne au comportement clinique et biologique
différent selon chaque patient. La prise en charge thérapeutique du mélanome a un stade
précoce (stade I et IT de ’AJCC) est essentiellement chirurgicale, avec un taux de guérison a
10 ans proche des 90%. Dans les formes plus avancées, le taux de guérison chute avec un taux
de survie moyen a cinq ans a 30 % pour les stade III AJCC (44). Malgré I’avancée de nouvelles
thérapies dans la prise en charge des patients atteints de mélanome métastatique inopérable,
seule une partie des patients présente une bonne réponse au traitement par immunothérapie avec
une survie globale augmentée. La mise en évidence d’un nouveau biomarqueur au niveau du
sang périphérique semble étre un défi dans la prise en charge du mélanome et permettrait
d'anticiper la stratégie thérapeutique pour chaque patient. En effet, le sang représente une source
probablement non négligeable de biomarqueurs dont la présence peut étre le reflet du processus
néoplasique chez un individu. Durant les différentes phases de la cancérogénése, de nombreuses
molécules sont sécrétées soit par les cellules tumorales soit par le micro environnement tumoral,
soit par le systtme immunitaire ou l’action des traitements tels 1I’immunothérapie. Ces
molécules sont ainsi libérées et peuvent diffuser jusqu’a la circulation sanguine ou elles y sont
potentiellement détectables. Le dosage de marqueurs sanguins circulants a pour principal
avantage d’étre une méthode peu invasive pour le patient, fiable et réalise sur un petit volume
d’échantillon biologique. Le dosage de la sVE-cadhérine est réalisable en pratique quotidienne
par un ELISA de type sandwich. La connaissance du micro environnement tumoral, de
I’interaction des cellules tumorales, avec le réseau vasculaire de la tumeur sont des
considérations fondamentales afin d’identifier un biomarqueur. La déstabilisation de la barricre
endothéliale est une étape essentielle dans l'extravasation et la dissémination des cellules
tumorales. Dans ce contexte, bien que non investiguée en onco-dermatologie, nous avons

analysé le taux de VE-cadhérine soluble sérique chez les patients atteints de mélanome en

61




émettant I’hypothése qu’elle pourrait étre un biomarqueur potentiel prédictif et pronostique li¢
a I’angiogeneése tumorale. Trés peu de publications rapportent la détection de la VE-cadhérine
soluble sérique en tant que biomarqueur dans les tumeurs. Comme mentionné dans
I’introduction, I’équipe d’Isabelle Vilgrain a mis en évidence un taux de VE-cadhérine soluble
circulant comme biomarqueur dans le cadre du suivi des patients atteints de carcinome rénal
métastatique sous sunitinib et de cancer du sein métastatique (39,40). Aucun travail sur la
détection de la VE-cadhérine soluble n’a été réalisé dans le cadre du mélanome, tumeur
richement vascularisée pour laquelle un nouveau biomarqueur semble nécessaire afin

d’optimiser la prise en charge des patients.

L’ensemble de notre travail a été réalisé sur 3 cohortes de patients : un groupe constitué¢ de 24
patients volontaires sains, un groupe constitué¢ de 34 patients suivis au CHU de Grenoble dans
le service de dermatologie dans le cadre d’une prise en charge initiale d’'un mélanome (dont 6
patients d’emblée métastatiques) et un dernier groupe constitu¢ de 21 patients atteints d’un

mélanome métastatique inopérable sous immunothérapie.

e Facteurs pronostiques

Dans cette étude, nous avons confirmé les données de la littérature en mettant en évidence une
corrélation entre 1’indice de Breslow, 1’ulcération et la survie sans progression des patients
atteint d’un mélanome au stade localisé. En revanche, nous n’avons pas mis en évidence de
corrélation entre le taux de sVE-cadhérine sérique et les facteurs pronostiques connus dans le
mélanome a savoir I’indice de Breslow, 1’ulcération et le taux de LDH. Le taux de sVE-
cadhérine n’est également pas corrélé a la survie sans progression chez les patients atteints d’un
mélanome. Ainsi le taux de sVE-cadhérine semble donc étre un facteur indépendant. Ces
résultats sont en accord avec certaines données récentes de la littérature qui ont démontré que
les cellules de mélanome non métastatique n’avaient pas la capacité phénotypique de perturber
I’endothélium vasculaire aprés un contact direct avec celui-ci contrairement aux cellules de
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mélanome métastatique (45). Ces résultats suggérent que les cellules de mélanome au stade
localisé et les cellules de mélanome métastatiques interagissent avec I’endothélium par des
mécanismes différents que nous détaillerons.
e Mélanome métastatique

Notre travail nous a permis de mettre en évidence des résultats intéressants chez les patients
atteints de mélanome métastatique.

Premiérement, le taux de sVE-cadhérine chez les patients atteints de mélanome métastatique
était plus élevé que chez les patients atteints d’un mélanome localisé (p-value <0.05). Ces
résultats sont en accord avec 1’étude de Hendrix and al. (2001) mettant en évidence une
expression accrue de VE-cadhérine chez les patients atteints de mélanomes agressifs
métastatiques. De plus, cette étude a démontré que les cellules de mélanome agressives avaient
la capacité d’exprimer la VE-cadhérine, jusqu’alors connue pour n’étre exprimée que par les
cellules endothéliales. Les cellules de mélanomes agressives seraient donc capables de réaliser
un mimétisme vasculogénique permettant le développement de néovaisseaux (46). Cette entité
décrit la capacité des cellules de mélanome agressives a exprimer des genes associés a
'endothélium et a former des réseaux vasculogéniques riches en matrice extracellulaire. I1
implique plusieurs molécules de signalisation en cascade comprenant la VE cadhérine,
I’EPHAZ2, la phophatidylinositol3-kinase, la kinase d’adhésion focale, des métalloprotéinases

matricielles et la chaine laminine 5y2 (Figure 17).
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Figure 17- Schéma représentatif de la cascade de signalisation du mimétisme vasculogénique
dans les cellules de mélanome agressifs (46).

Par ailleurs, Peng et al. (2005) ont montré que les cellules de mélanome métastatique mises en
contact direct avec une monocouche de cellules endothéliales étaient capables d’induire la
phosphorylation de la VE-cadhérine aprés 45 minutes d'interaction entre les cellules
cancéreuses et les cellules endothéliales (47). Cette étude a été récemment confirmée en 2014
par Zhang et al. qui ont également démontré la capacité des cellules de mélanomes
métastatiques a induire la phosphorylation de la VE-cadhérine et déstabiliser les jonctions
endothéliales (48). Les cellules cancéreuses métastatiques utilisent ainsi une combinaison de
cytokines (IL8, IL-1B, TIMP 2, etc.), de facteurs pro-oncogenes et des voies de signalisation
des récepteurs (VLA-4/VCAM-1) pour perturber la barriére endothéliale (48). L activation des
cytokines (IL8) et des voies de signalisation de leurs récepteurs conduit ainsi a 1’activation de
la protéine kinase Src qui a son tour phosphoryle la VE-cadhérine conduisant a la déstabilisation
du complexe cadhérine/caténine et la dissociation des jonctions intercellulaires. Cependant, des
études récentes ont démontré que la phosphorylation de la VE-cadhérine était nécessaire mais
non suffisante a I’instabilité¢ des jonctions intercellulaires (49). En effet, la contraction des
cellules endothéliales et le remodelage du cytosquelette via la contraction de 1’actomyosine sont
¢galement des étapes clés dans I’extravasation des cellules de mélanome.

L’ensemble de ces résultats montre la capacit¢ du mélanome métastatique a acquérir un

phénotype particulier lui permettant de réaliser un mimétisme vasculogénique et de former de
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nombreuses jonctions intercellulaires via I’activation de nombreuses cascades de signalisation

intracellulaires au sein des cellules endothéliales.

Dans ce travail, nous avons également constaté une variation du taux de sVE-cadhérine
statistiquement significative entre les patients répondeurs ou non au traitement par
immunothérapie au cours des 3 premiers mois. En effet, le taux de sVE-cadhérine diminue chez
les patients répondeurs au traitement de manicre significative (p=0.01) et augmente de maniére
significative chez les chez patients non répondeurs (p=0.03). Il existe deux principales

hypotheses a ces résultats :

- le taux de sVE-cadhérine reflete la masse tumorale
L’hypothése que nous avangons est que I’immunothérapie chez les patients répondeurs au
traitement a permis de réduire la masse tumorale aboutissant a la réduction des contacts entre
les cellules tumorales et les jonctions endothéliales. Par conséquent, ces changements
biochimiques précoces détectés dans le sang périphérique pourraient étre un indicateur dans la
réduction ou non de la charge tumorale au cours des premieres semaines de traitement. Si nous
considérons que le taux de sVE-cadhérine refléte la masse tumorale, 1’analyse de son taux
précoce pourrait étre utile pour identifier une pseudo progression qui correspond a une
augmentation de I’infiltration de la tumeur par les cellules immunitaires avec un impact sur le
volume global de la Iésion tumorale sans augmentation cependant de la prolifération tumorale.
Actuellement, I’analyse scannographique ne permet pas de différencier la pseudo progression
d’une véritable progression tumorale. Ces résultats suggerent 1’hypothése que des
modifications du taux de sVE-cadhérine pourraient devenir un outil utile pour diagnostiquer et
suivre la pseudo progression. Aucun cas de pseudo progression n’a été identifié dans notre
cohorte de patients métastatiques sous immunothérapie. L’analyse d’une cohorte avec un

effectif plus important semble nécessaire pour confirmer cette hypothése.
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- le microenvironnement immunitaire tumoral modifie la réceptivité a
I’immunothérapie

L’hypothése que nous pouvons faire d’une part est que le microenvironnement tumoral a une
influence sur la barriére endothéliale mais également sur I’efficacité de I’immunothérapie.
En effet, le développement des thérapeutiques anti tumorales dans le mélanome n’a cessé de
croitre et a permis de modifier considérablement le paysage thérapeutique avec 1’arrivée des
bloqueurs de point de contrdle immunitaire ou « immune checkpoints inhibitors » : les anti-PD-
1 et anti-PD-L1. L’ immunothérapie a permis d’améliorer le pronostic des patients mais on sait
que certains patients n’ont pas de bénéfice durable voire ne tirent aucun bénéfice du traitement.
Des études ont démontré que les cellules de mélanome métastatique avaient la capacité de
sécréter divers cytokines et récepteurs dans le microenvironnement tumoral avec pour finalité
la phosphorylation de la VE-cadhérine, la disjonction des cellules endothéliales aboutissant a
la dissémination des cellules tumorales par voie vasculaire. En effet, la composition du
microenvironnement tumoral semble étre un élément clé de la régulation de la barriere
endothéliale mais également aurait un role dans la réceptivité a I'immunothérapie. Au cours de
la progression tumorale, de nombreuses modifications du microenvironnement se font dont la
sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires. Une étude publiée en 2015 a démontré que
la modification intrinséque de la f-caténine via un environnement tumoral inflammatoire a pour
conséquence une diminution du recrutement des cellules dendritiques et donc une baisse de
I’infiltration tumorale par les lymphocytes T (50). Par conséquent, la deuxiéme hypothése que
nous avangons est que la sVE-cadhérine via la modification intrinséque de la B-caténine peut-
étre un marqueur de réponse au traitement. Comme précisé dans I’introduction, la B-caténine
est une molécule du complexe d’adhésion permettant une forte interaction de la VE-cadhérine
avec le cytosquelette d’actine donc participant a 1’intégrité de I’endothélium vasculaire. En cas

d’activation de la B-caténine, une instabilit¢ du cytosquelette va se créer aboutissant a la
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disjonction de la VE-cadhérine par les protéases de I’environnement, a la baisse de 1’infiltration

tumorale avec pour finalité une diminution de la réponse a I’immunothérapie.

e Limites de I’étude
- Puissance de I"étude
Dans notre étude, nous montrons que le dosage de la sVE-cadhérine pourrait étre un marqueur
pronostique précoce de réponse a I'immunothérapie chez les patients atteints d’'un mélanome
métastatique. Cependant, cette étude devra étre complétée par d’autres travaux afin
d’augmenter sa puissance pour une validation prospective. En effet, notre travail a porté sur une

cohorte monocentrique de faible effectif avec tout de méme des résultats trés prometteurs.

- Variabilité de la VE-cadhérine : hétérogénéité individuelle
Enfin, nous avons remarqué une variabilité du taux de sVE-cadhérine a plus long terme chez
les patients atteints de mélanome métastatique sous immunothérapie. Cette variation du taux de
VE-cadhérine soluble peut étre expliquée par la susceptibilité de cette protéine aux différentes
protéases présentes dans 1’environnement. En effet, il est connu que la protéine est sensible a
la protéolyse sous 1’action de protéase comme 1’¢lastase, la cathepsine G dans des cellules en
cultures (51). Au cours du développement tumoral et de sa vascularisation, de grandes quantités
d’enzymes sont sécrétées ce qui pourrait induire le clivage de la VE-cadhérine et de la variation
du taux sérique a plus long terme. De plus, la VE-cadhérine est une protéine qui peut étre clivée
dans d’autres pathologies telles que 1’angioedéme (52), la polyarthrite thumatoide (53) et
probablement aussi dans d’autres situations cliniques comme le stress. Enfin, de nombreux
traitements ont des actions directes sur les cellules endothéliales comme par exemple les
traitements antihypertenseurs, les hypolipémiants de type statines (54). Ces traitements peuvent

¢galement interférer dans la variabilit¢ du taux de la VE-cadhérine plasmatique.
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L’hétérogénéité chez chaque individu rend donc la mesure du taux de VE-cadhérine soluble

complexe.

Au total, la complexité intrinséque de I’angiogenése tumorale et les multiples mécanismes de
régulation et d’adaptation de I’angiogenése durant les thérapies suggerent que plusieurs

biomarqueurs seront nécessaires pour obtenir une compréhension globale de 1’angiogenése.

Aujourd’hui, il n’existe a ce jour aucun biomarqueur prédictif validé pour le suivi des patients
atteints de mélanome au stade localisé et les recommandations d’experts francais ne préconisent
pas I’utilisation de marqueurs biologiques spécifiques en dehors du taux de LDH dans le bilan

initial ou dans les bilans de suivi d’un patient atteint de mélanome non métastatique.

Concernant les patients atteints de mélanome métastatique inopérable sous immunothérapie, le
dosage de la VE-cadhérine pourrait €tre un test non invasif de détection précoce de la réponse
a I’'immunothérapie. Au vu des résultats de notre ¢tude, nous avons pu démontrer que le patient

est le seul témoin de sa réponse a I’'immunothérapie ce qui renforce notre biomarqueur.
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Conclusion de la these

THESE SOUTENUE PAR Clémentine BROCHE-ROJON

TITRE : VE-CADHERINE SOLUBLE CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE MELANOME :
RECHERCHE D'UN NOUVEAU BIOMARQUEUR

CONCLUSION :

Le melanome est le cancer cutané le plus grave du fait de sa capacité a métastaser. La
recherche de biomarqueurs prédictifs de rechute et de réponse au traitement par
immunothérapie, robustes et facilement accessibles est un objectif essentiel afin d’optimiser

la prise en charge du patient.

Ce travail a ¢ét¢ conduit sur trois cohortes de patients, deux cohortes de 55 patients au total
suivies dans le cadre d’un mélanome dans le service de dermatologie au CHU de Grenoble ot

une cohorte de 24 sujets sains recueillie a I'EFS de Grenoble.

Les résultats de notre travail sont encourageants, Nous avons pu mettre en évidence un taux
de sV E-cadhérine plus élevé chez les patients atteints de mélanome gue les volontaires sains
et d autant plus élevé que le stade du mélanome est avancé, De plus, nous avons constatd une
variation du taux de sVE-cadhérine plasmatique statistiquement significative chez les patients
répondeurs ou non 4 I'immunothérapie aprés une cure d'immunothérapie. En effet, nos
résultats montrent une augmentation du taux de sVE-cadhérine chez les patients non
répondeurs au traitement (p=0.03) et une diminution du taux chez les patients répondeurs au
traitement (p=0.01). Enfin, nous avons mis en évidence une corrélation entre la variation du
taux de sVE-cadhérine & un stade précoce au cours du traitement par immunothérapie et la
survie sans progression. Mos résuliats montrent qu une diminution du taux de sWVE-cadhérine

aprés une cure d immunothérapie est corrélée 4 une survie sans progression plus longue de la
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maladie alors gu'une augmentation du taux de sVE-cadhérine est de mauvais pronostic avec
une récidive précoce de la maladie. 1l sera intéressant de poursuivre ce travail afin de
confirmer ces résultats et d’ouvrir de nouvelles perspectives pour le suivi des patients sous
immunothérapie.

Au vu de la complexité de I"angiogenése tumorale et des multiples mécanismes de régulation,
ces résultats devront étre confirmés par une étude prospective, multicentrique et de plus

grande envergure.

Enfin, la compréhension de Mangiogenése twmorale du mélanome nous donne espoir
d'ouvrir de nouvelles voies au développement de thérapeutiques innovantes permettant de

personnaliser le traitement anti tumoral pour chaque patient.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le : .,_"_E_J“ﬂ,_ ,LLE‘,'.J IZDH g
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DE L'UFR DE MEDECINE
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ANNEXES

ELISA VE-Cadhérine

MAT Abir 10102016

Reactifs :

TES=Tampon de dilution Triz 50mM, 100mM Ne&l SmM CaclZ, friton 0.5% pH 7.5

Préparationde 20 litres
121.14 g de Tris
+116.88 g de Nacl
+14.20 g de Callz. 2H:0

A jouter toutes les poudres puis homogénéiser la solution pour ajuster le pH a 7.5 avec du

HCl. Ajuster l'eaugsp 2 litres.
Ajouter ensuited 18 litres d'eau

TES IX fween 0.05% :
1000 mL de TES
+0.5mL tween 20

Blocking buffer Fierce :

a4°c

TES IX tween 1% :
50mL de TES
+0.5mL tween 20

VES =Sglyeosylée : -50°C  boite VEL-5
glycosilée ; aliguoté par 2pL
Solution mére a 430 pg/ml

B9 (4 tester 4 chague nouveau lot en
comparent avec lancien)
A diluer dans le tampon carbonate

a 4°Cou-80°C

Polyelonal goat anti-rabbit
immureglubuling brotinylated:
Dako EQ43204°C

A diluerau 1/10000éme

An¥i ad 8 Ig& : 4 4°C dans frigo;
reserve : congélo -20°C

Solutiond 2.7 mg/mLd diluerau 1/20000

p-Nitrephenyl Fhosphate (p-MFF) Liguide
Substrate System :

Sigma Froduct number F7E88 0 4°C

MNe pasdiluer

NaOH SM (seude) BT (4 coté dulecteur

ELTSA)

Streptavidin-dlkaline Phosphataze:
Sigma Froduct number 52850
congélo -20 "C aliguoté d 1 mgdml

A diluerau 1/500éme

Tampon 0. 1M carbonate de sodium p~
& mL de 0.2 M sodium carbonate
(NazCO:)0.2M=21.2 g/L)

+17 mL de 0.2M sodium bicarbonate
(MaHCO:) (0.2M= lﬁ.Egr’L}

+ 25 mLeau

VérifierpHaR.6

Flagues ELTSA : FPlague pour screening standard 98 puits MAXTSORF Nunc

{ref dutscher : 55288) réserve au sous 5ol
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Annexe 1 : Protocole technique de la technique par Elisa en sandwich (d’apres Vilgrain et al.)

Pretocole : (EVITER les bords de la plague et surtout les 3 puits aux 4 angles ')

# Coaterles puits d'une plague ELTS A (maxisorp) avec une solution de B¥94a 10pg/ml, 100pL par puit, Ok
d 4°C. V¥ est dilué dans du tampon carbonate.

# laver 3 x 300pL TBS tween 0.05% (programime MEL)

# TIncuber 200pL/puit avec Pierce Blocking bufferih BT

# laver 3 x 300pL TBS tween 0.05% (programine MEL)

# DPréparer la gammne étalon VES-5¢ ef les dilutions de sérumsdans |z tampan TBS + triton 0.5%

Préparation de la gamme de VEL -Sglycesilée 4 partir d'une solution & 450 pgs/mL
(Chagque tube de VEI-Sg est aliquoté PRECTSEMENT par 2pl pour éviter les congélations/décongélations)

]

20000 2.0 pL of 430 pg/mL + 41 uL of TBS— tween 1%
STB40.00 5 pL of 20 pg'ml +2495 ul of TBS- twaen 1%
ST720.00 600.0 uL of ST +600 uL of TBS-twaen 1%
ST510.00 600.0 uL of ST6 +600 uL of TBS—tween1%
ST3 5.00 600.0 uL of ST4 +600 uL of TBS- twaan1%

0 400.0 pL TBS--tween 1%

[m]

Les sérums sont vortexés puis dilués dans le tampon « TBS tween » au 1/100 ou 1/50. Vartexer pendant 10
secondes. Déposer 100 pL par puit en duplicate (bien mélanger avant dépdt. Incuber 2h a 37°C. Ne pasoublier le
«0®(TES + tween).

# Llaver 3 x 300pL TBS tween 0.05% (programime MEL)

# Incuber ant’-Cad 8 (@ 2, 7 mg-mL)dilué au 1/20 000 dans TBS-tween 0.05%, 100pL/ puit, th 37°¢ (1%

dilution au 1/10 : 1p dans 194 ; puis 2% dilution au 1/1000 : 10pL dans 10 mL)

# laver 3 x 300pL TBS tween 0.05% (programme MEL)

# Incuberavec lantr-Rabbit Igé biotinylé dilué au 1/10 000 dans TBS-tween0.05%, 100l puit, tha BT
(1*¢ dil 1/10 : 2pl dans 18pl ; puis 24 dil 1/1000 : 10p1 dans 10 mL)

# laver 3 x 300pL TBS tween 0.05% (programime MEL)

# TIncuberlastreptavidine alkaline phosphatase diluée dans TBS Tween 20 0.05%, 100pL/puits, 30min 4
RT (14l dans 7 mL)

# Laver 3 x 300pL TES tween 0.05%
& Ajouter 200 pl/puitsde pNPP et incuber environ 30min 4 25°C 4 Fobseurité (dans lecteur de plagues)

# Ajouter 50pl de MaOH 3M puis lire 3 minutes aprés 4 405nm. (Attention aux bulles 1)
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Annexe 2 : Représentation schématique Protocole technique de la technique par Elisa en
sandwich (d’apres Vilgrain et al.)

ELISA sandwich
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