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SD : Maladie stable ou stable disease

SPGL : Somme totale des plus grandes longueurs

SSM : Mélanome a extension superficielle ou superficial spreading melanoma
SSRIs : Inhibiteurs sélectifs du recaptage de la sérotonine ou selective serotonine reuptake
inhibitors

TAP : Protéine transporteuse associée au processus de présentation de 1’antigéne ou
transporter associated with antigen processing

TIL : Lymphocyte infiltrant les tumeurs ou tumor infiltrating lymphocyte

TNF a : Facteur de nécrose tumorale alpha ou tumor necrosis factor alpha

TRP1 (ou TYRPI) : Tyrosinase-related protein 1

TRP2 (ou TYRP2) : Tyrosinase-related protein 2



TYR : Tyrosinase

UV : Ultraviolet

VEGF R : Récepteur du facteur de croissance de I’endothélium vasculaire ou vascular
endothelial growth factor receptor

VLS : Syndrome de fuite vasculaire ou vascular leak syndrome
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INTRODUCTION

Le mélanome est une entité pathologique ancienne. L’examen nécropsique de momies
péruviennes incas, datées au carbone 14 et vieilles de plus de 2 400 ans, a mis en évidence des
l1ésions similaires a celles résultant de la progression du mélanome, telles que des masses
cutanées mélaniques et des métastases osseuses (Urteaga et Pack, 1966).

René Laennec a le premier utilisé le terme de mélanome du grec melas qui signifie noir. Il a
également décrit les métastases pulmonaires couramment associées. C’est alors qu’il n’était
encore qu’un jeune étudiant en médecine qu’il fit sa premicre conférence sur les mélanomes,
conférence qui sera publiée en 1806 par la Facult¢ de Médecine de Paris (Laennec, 1806). Il y
explique comment ces tumeurs sont d’une variabilité remarquable, tant au niveau de la
couleur allant « du brun-jaundtre (...) au beau noir foncé », qu’au niveau du volume qu’il
décrit comparable a « un grain de millet (...) jusqu’a celui de deux ceufs de poules réunis ».
Laennec insiste déja sur la gravité de « cette espece particuliere de cancer » que représente le
mélanome en termes de mortalité, résultant d’une dégradation de I’état clinique général par
« diminution graduelle des forces vitales ».

On appelle mélanomes les tumeurs qui se développent a partir des mélanocytes, les cellules
qui produisent la mélanine dans la peau ou dans 1'eeil par exemple (Marignac, 2010). Il faut
bien faire la distinction entre les tumeurs bénignes et malignes. Une tumeur dérivée de
mélanocytes et diagnostiquée bénigne est appelée mélanocytome ou également « naevus
naevo cellulaire » (Ramos, 2007 ; Marignac, 2010). Le terme de mélanome désigne une
tumeur maligne a haut potentiel métastatique (Bower et Waxman, 2010).

Depuis les travaux de Laennec, le mélanome, et en particulier le traitement de celui-ci, a fait
I’objet d’une multitude d’études internationales. Les différents travaux réalis€s ont permis de
mettre en place rapidement des mesures préventives. Henri Oliver Lancaster a montré en 1956
que D’apparition de la tumeur est étroitement liée & une exposition importante au soleil
(Lancaster, 1956). Cette observation a permis de sensibiliser la population au danger que
représentent les rayons ultraviolets et I’importance d’une protection contre ceux-ci. A la suite
de cette découverte, de nombreuses recherches dans le domaine spécifique de la thérapie du
mélanome ont été entreprises. De nos jours, la médecine humaine dispose de plusieurs options
de traitement face a un diagnostic de mélanome telles que I’exérése chirurgicale associée a
une chimiothérapie systémique et/ou a une radiothérapie, voire a une thérapie ciblée selon le
stade du mélanome. En D’occurrence, les thérapies ciblées suscitent actuellement Ie
développement de nombreux traitements expérimentaux, avec récemment 1’essai de nouvelles
molécules aux résultats trés encourageants (Quéreux, 2013). C’est en particulier le cas du
traitement par des inhibiteurs de la protéine B-RAF comme le vemurafenib, et des anticorps
monoclonaux dans le cadre d’immunothérapies spécifiques utilisant I’ipilimumab, qui est
actuellement le plus prometteur chez I’Homme (Quéreux, 2013).

Le mélanome est une maladie trés préoccupante. Le mélanome cutané par exemple représente
environ 100 000 a 132 000 nouveaux cas chaque année selon 1’Organisation Mondiale de la
Santé¢ (OMS), dont environ 9 700 cas en France (INCa, 2013). L’institut national du cancer
(INCa) ainsi que le syndicat des dermatologues notent une constante augmentation du nombre
de cas de mélanomes cutanés diagnostiqués en France. Le Centre International de Recherche
sur le Cancer (CIRC) a annoncé dans son rapport sur la mortalité, qu’a I’heure actuelle, aucun
pays au monde n’est épargné par le mélanome (Soria et al., 2012).
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Le mélanome de I’Homme, comme le mélanome canin, est caractéris€ par son extréme
agressivite¢ (Withrow et Vail, 2007 ; Bower et Waxman, 2010). Cette caractéristique est
essentiellement due a sa forte capacité a métastaser de fagon trés rapide par les voies
lymphatique et sanguine. Malgré un diagnostic précoce, la médecine humaine permet
difficilement 1’obtention d’une médiane de survie satisfaisante avec les traitements
traditionnels comme la radiothérapie et la chimiothérapie. En médecine vétérinaire, le
mélanome canin connait également un pronostic trés réservé a tendance trés sombre. Chez
I’Homme, la médiane de survie est significativement augmentée avec le développement des
thérapies ciblées (Quéreux, 2013). Les résultats des différents essais thérapeutiques reposant
sur une utilisation du vemurafenib et d’ipilimumab sont positifs alors que le traitement du
mélanome canin reste décevant. Aujourd’hui, il n’existe pas de traitement réellement efficace
disponible en médecine vétérinaire face au diagnostic de mélanome chez le chien (Doliger,
2003).

La question que nous nous poserons au cours de cette é¢tude bibliographique est la suivante :
le traitement du mélanome par le vemurafenib associé a l’ipilimumab, qui donne des résultats
encourageants chez [’Homme, est-il envisageable chez le chien ?

Une premiere partie présentera le mélanome avec ses aspects génétiques, histologiques et
cliniques chez I’ Homme et chez le chien. La deuxiéme partie abordera les multiples moyens
thérapeutiques disponibles en médecine humaine pour traiter le mélanome et détaillera en
particulier les thérapies ciblées avec le traitement par le vemurafenib, un inhibiteur de B-RAF,
et I’ipilimumab, un anticorps monoclonal anti-CTLA-4. La derniére partie concernera la
thérapeutique vétérinaire du mélanome canin. Nous discuterons 1’intérét des thérapies ciblées
en cancérologie vétérinaire, et en particulier I’utilisation du vemurafenib et d’ipilimumab chez
le chien.
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1. Aspects histologiques, cliniques et génétiques du mélanome

1.1. Rappels biologiques
1.1.1. Origine de la lignée mélanocytaire

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques d’origine ectodermique, dérivées de la créte
neurale (Marignac, 2010). Les mélanoblastes, précurseurs des mélanocytes, sont de grandes
cellules rondes qui se différencient en mélanocytes par 1’acquisition d’une activit¢ dopa-
oxydase et I’acquisition d’un aspect dendritique. La différenciation des mélanoblastes en
mélanocytes est décrite chez ’'Homme lors du premier tiers de la gestation (avant la 14°™
semaine). Les mélanocytes colonisent le derme et 1’épiderme. Lors de la formation des
follicules pileux, les mélanocytes se répartissent de facon aléatoire dans les €bauches pilaires,
puis se localisent dans I’infundibulum et a I’apex de la papille dermique a I’intérieur du bulbe
pileux, ou ils se trouvent a partir du sixieme mois de la gestation (Fontenay, 2007). Le
nombre de mélanocytes dans le derme ne cesse de diminuer au cours de la gestation jusqu’a
leur disparition quasi-compléte. A la naissance, les mélanocytes sont localisés dans
I’épiderme juste au-dessus de la membrane basale, au niveau de la jonction dermo-
épidermique (Fontenay, 2007).

1.1.2. Présentation des mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules qui synthétisent de la mélanine, par I’intermédiaire
d’organites cellulaires appelés mélanosomes (Marignac, 2010). Les mélanocytes sont
responsables de la pigmentation de la peau et des phaneres chez les Vertébrés (Figure 1)
(Delevoye et al., 2011). On retrouve des mélanocytes dans I’épiderme au niveau de la
membrane basale et au sein des follicules pileux (dans I’infundibulum et a I’apex de la papille
dermique), et €¢galement dans la rétine et ’iris, ainsi que dans 1’oreille interne, I’encéphale, et
les épithéliums digestifs (Marignac, 2010).

Figure 1 : Mélanocyte humain (D’apres Delevoye ef al., 2011)

A gauche, visualisation d’un  mélanocyte humain en  microscopie  optique
(échelle microscopique : 10 um) et a droite, en microscopie électronique
(échelle microscopique : 0,2 um). On notera en particulier [’aspect dendritique du
mélanocyte a gauche et les différents stades de mélanosomes coexistants (stades I a 1V) dans
un mélanocyte a droite.
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Les mélanocytes représentent environ 5 % des cellules de 1’épiderme, ils sont répartis de
facon homogene parmi les kératinocytes basaux. On considére qu’il y a 1 mélanocyte pour
environ 35 kératinocytes avoisinants ; cet ensemble constitue I'unité fonctionnelle mélano-
kératinocytaire (Guaguere et Alhaidari, 1992 ; Marignac, 2010) (Figure 2).

Figure 2 : Schéma d’une unité fonctionnelle mélano-kératinocytaire (schéma personnel)
On notera [’aspect dendritique du mélanocyte et la migration des mélanosomes vers les
kératinocytes voisins au cours de la mélanogenéese.

Mélanosome

Dentrite

Kératinocyte

Meélanocyte

1.1.3. Processus de pigmentation
La pigmentation est le résultat d’une synthése de mélanine dans les mélanosomes, de la

migration des mélanosomes dans les dendrites du mélanocyte et de leur transfert aux
kératinocytes voisins (Figure 3).
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Figure 3 : Mélanocyte et pigmentation cutanée (D’apres INCa, 2013)
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1.1.3.1. Le mélanosome, un organite spécifique des mélanocytes

Les mélanosomes sont des organites intracellulaires qui appartiennent a une famille
d’organites spécifiques dits « organites liés aux lysosomes ». Cette famille comprend les
granules lytiques des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules Natural Killer (NK), les
granules denses des plaquettes, les granules basophiles et azurophiles des neutrophiles et les
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales (Delevoye et al., 2011). Comme les
lysosomes, les mélanosomes contiennent des hydrolases acides et des marqueurs spécifiques
de la membrane lysosomale, les protéines LAMPs (pour lysosomal-associated membrane
proteins) (Delevoye et al., 2011).

Les mélanosomes sont le résultat final de la fusion de plusieurs vésicules. Ces vésicules sont
dérivées pour certaines d’entre elles de 1’appareil de Golgi et renferment plusieurs protéines,
en particulier la tyrosinase, la dopachrome tautomérase (DCT) et 1’acide carboxylique
dihydroxyindole (DHICA) oxydase. Elles fusionnent avec des vésicules produites par le
réticulum endoplasmique granuleux qui contiennent notamment les futurs éléments de
structure des mélanosomes (Delevoye et al., 2011).

Dans les mélanocytes, il existe deux types de mélanosomes qui présentent des structures
différentes selon le type de mélanine produite. Les eumélanosomes réalisent la synthése de
I’eumélanine, pigment de couleur brun-noir, et les phaeomélanosomes, celle de la
phacomélanine, pigment de couleur jaune-rouge (Marignac, 2010). Le rdle majeur des
mélanines est de protéger la peau contre les effets néfastes des rayons ultraviolets et de limiter
ainsi le développement de tumeurs cutanées (Miller et al., 2012). De plus, les mélanines
jouent un role de détoxification important au sein des mélanocytes et des kératinocytes car
elles possédent la capacité de se lier aux cations, aux anions et a diverses substances
chimiques (Miller et al., 2012).
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1.1.3.2. La mélanogenése

1.1.3.2.1. Différents stades de maturation des mélanosomes

La différenciation des mélanosomes peut étre présentée en 4 stades (Tableau 1). La protéine
Pmell7 est une protéine transmembranaire de grande importance qui compose les fibres des
prémélanosomes (stade I). Pmell7 va ensuite étre clivée par une pro-hormone convertase de
la famille des furines ; les domaines clivés vont ensuite s’auto-assembler au sein de 1’organite
en fibres permettant la formation d’un mélanosome de stade II (Delevoye et al., 2011).

Tableau 1 : Les différents stades des mélanosomes lors de la mélanogenése (D’apres
Delevoye et al., 2011)

Stade I Stade I1 Stade 111 Stade IV
La maturation
*Pas d’activité du stade I au *Tyrosinase inactive  * Synthése de  *Arrét de
tyrosinase stade II est mélanine Iactivité
dépendante de Phaeomélanosomes  apres tyrosinase au
Organites non Pmel 17 et de Structure ronde et activation de  terme du stade
pigmentés de Melan-A (ou matrice la tyrosinase IV
forme ronde, en Mart-1), une vésicoglobulaire et dépot de
position péri- autre protéine contenant de la mélanine de
nucléaire appelés  nécessaire a mélanine, qui facon
pré-mélanosome. l’expression, ala deviendra de la uniforme au ~ Synthése et
stabilité et a la phaeomélanine. sein des dép(’j‘[ des
Pré - maturation de mélanosomes mélanines
eumélanosomes ~ Pmel 17. Eumélanosomes des deux jusqu'a ce que
présentant une Form§ ovale (se types. la structure
richesse en remplit de plus en interne ne soit
structures plus de structures plus visible.
fibrillaires. fibrillaires) ; pas de Lorsque le
production de dépot est
mélanine a ce stade. complet, on
parle de ‘lac de
mélanine’.

La mélanogenese est le produit de différentes enzymes clés (Delevoye et al., 2011) :

- la tyrosinase inactive aux stades I et II puis pleinement active au stade III et au début
du stade IV ; enfin, inactive a la fin du stade IV ;

- la protéine TRP1 (ou TYRP1) (pour tyrosinase-related protein 1) ;

- la protéine DCT / TRP2 (ou TYRP2) (dopachrome tautomérase / tyrosinase-related
protein 2).
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Le transport des enzymes mélanosomales telles que la tyrosinase et la protéine TRP1 depuis
les endosomes vers les mélanosomes est régulé par les adaptateurs AP-1 et AP-3 (Figure 4).
L’adaptateur AP-1 est acteur dans le positionnement des endosomes par I’intermédiaire de la
kinésine KIF13A, facilitant ainsi les interactions avec ces organites spécifiques, nécessaires a
leur maturation. De plus, le récepteur transmembranaire OA1 des mélanosomes immatures
contrdle la formation des pré-mélanosomes (Delevoye et al., 2011).

Figure 4 : Spécialisation du trafic intracellulaire au sein d’un mélanocyte (D’apres Delevoye
etal., 2011)
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1.1.3.2.2. Synthése des mélanines

Les mélanines sont synthétisées a partir de la tyrosine exogene apportée par la circulation
sanguine (Miller ef al., 2012). La tyrosinase joue un rdle pivot au sein du processus (Figures 4
et 5). Un précurseur inactif de I’enzyme est activé par la stimulation du récepteur
membranaire MCI1R par I’ « -MSH ( « -mélanotropine) via I’AMPc.

L’eumélanine est un copolymeére hétérogéne synthétisé a partir du dihydroindole (DHI) et de
I’acide carboxylique dihydroxyindole (DHICA) sous forme réduite ou oxydée. La
phacomélanine est composée d’intermédiaires benzothiazines contenant du soufre (Miller et
al., 2012). Le soufre est fourni a la cellule par 1’acide aminé cystéine ou par le glutathion
(tripeptide) qui aboutit a la libération d’une cystéine via [’action d’une glutamyl-
transpeptidase.
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Figure 5 : Synthese de I’eumélanine et de phacomélanine (schéma personnel)
TYR = Tyrosinase ; TRP1 = Tyrosinase-related protein 1 et TRP2 = Tyrosinase-related protein 2.
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Les trois enzymes mélanosomales (TYR, TRP1 et TRP2) jouent des rdles primordiaux dans la
synthése des mélanines (Figure 5) (Delevoye et al., 2011 ; Miller et al., 2012) :

» La tyrosinase (TYR): elle catalyse I’hydroxylation de la tyrosine en 3.4-
dihydroxyphénylalanine (DOPA) et 1’oxydation de la DOPA en DOPAquinone. Elle
intervient également dans 1’oxydation du 5,6-dihydroxyindole (DHI) en indole 5,6-
quinone. La protéine agouti exerce une action antagoniste de I’ « -MSH en se fixant
sur le récepteur des mélanocortines MCIR, et en stabilisant la forme inactive de ce
récepteur. La protéine agouti empéche 1’activation de la tyrosinase ;

» La protéine DCT / TRP2 : clle catalyse I’isomérisation de la DOPAchrome (indolene
2-carboxylic acid 5,6-quinone) en DHICA (5,6-dihydroxyindole 2-carboxylic acid) et
stabilise la tyrosinase. La protéine TRP2a un rdéle présumé important dans la
détoxification au sein des mélanosomes ;

» La protéine TRP1 : clle catalyse ’oxydation du DHICA et stabilise la tyrosinase.
Cette enzyme est nécessaire au transfert de la tyrosinase au mélanosome.

1.1.3.2.3. Migration et transfert des mélanosomes aux kératinocytes

L’¢étape suivante de la mélanogenese est la migration des mélanosomes au sein du mélanocyte
depuis la région périnucléaire vers les dendrites. Cette migration implique plusieurs structures
intra-cellulaires comme les microtubules, les dynéines, les kinésines, les filaments d’actine et
la myosine Va (Delevoye et al., 2011 ; CEDEF, 2013). Chaque dendrite est constitué¢ d’un axe
central de microtubules et d’un réseau périphérique d’actine subcorticale. Les microtubules
permettent un transport a longue distance. L’actine contribue au transport de proche en proche
ainsi qu’au transfert des mélanosomes. Les kinéines et les dynéines cytoplasmiques servent
respectivement au transport antérograde et rétrograde des mélanosomes le long des
microtubules pour un transport a longue distance. C’est la myosine Va qui prend en charge la
migration des mélanosomes dans le réseau subcortical d’actine a I’aide d’une GTPase,
appelée Rab27a, et de la mélanophiline (ou MLPH) (Figure 6) (CEDEF, 2013).

Les modalités de transfert des mélanosomes aux kératinocytes sont a 1’heure actuelle
inconnues. Plusieurs hypothéses a méme d’expliquer le transfert des mélanosomes aux
kératinocytes ont été proposées (Delevoye et al, 2011) : (i) la cytophagocytose, (ii) le
relargage dans 1’espace extracellulaire puis I’endocytose de la mélanine, (iii) la fusion
membranaire (communication directe) entre mélanosomes et kératinocytes, (iv) ou encore une
endocytose directe via le récepteur PAR-2 (pour protease-activated receptor 2). L’existence
de petites excroissances sur les dendrites des mélanocytes (les filipodes) a également été
rapportée dans ce contexte. Des recherches sur le modéle murin ont récemment démontré que
le facteur de transcription FOXNI1 joue un réle clé dans le transfert des mélanosomes (Weiner
et al., 2007). Les observations faites sur des souris suggerent que FOXNI1 induit une
mélanisation dans les kératinocytes qui I’expriment. Les kératinocytes ainsi activés répondent
en émettant des signaux comme la sécretion du facteur de croissance FGF2 leur permettant de
recevoir des mélanosomes. Les kératinocytes receveurs migrent progressivement vers la
surface de 1’épiderme (la couche cornée) en 3 a 4 semaines. A la fin de ce processus, ils
deviendront des cornéocytes (Figures 3 et 6) (Miller et al., 2012).
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Figure 6 : Migration des mélanosomes au sein des dendrites mélanocytaires et transfert aux
kératinocytes voisins (D’aprées CEDEF, 2013)
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1.1.3.3. Variations individuelles de la pigmentation

La pigmentation finale de la peau et des poils est déterminée par le nombre, la taille, le type et
la répartition des mélanosomes. Plusieurs étapes critiques orientent le type de pigmentation
cutanée ; par exemple : la migration des mélanoblastes vers 1’épiderme, le bon déroulement
de la mélanogenése, la densité des mélanocytes, la bonne conformation et 1’expression des
différents constituants des mélanosomes, la synthése de I’eumélanine et de phaecomélanine, le
transport des mélanosomes aux dendrites au sein du mélanocyte, le transfert aux kératinocytes
et enfin la distribution des mélanines et leur dégradation au niveau des couches superficielles
de I’¢épiderme (Delevoye et al., 2011 ; Miller et al., 2012).

Ainsi, le facteur principal du déterminisme de la couleur de la peau est le type de pigment
synthétisé ainsi que [’activit¢ des mélanocytes, et non le nombre des mélanocytes
épidermiques. Cependant, il faut également tenir compte de la contribution de trois autres
pigments dans la coloration de la peau: I’hémoglobine oxygénée des capillaires (couleur
rouge), I’hémoglobine réduite des veinules dermiques (couleur bleue) et le caroténe
alimentaire (couleur orange) (Miller et al., 2012).
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1.1.4. Facteurs de régulation de la mélanogenese

La mélanogenese est régulée par une multitude de facteurs intrinséques ou extrinseéques
comme par exemple : la région anatomique, le sexe, la race, I’age, les changements du cycle
pilaire, les troubles endocriniens ou encore le climat et les différentes saisons avec une
exposition aux rayons UV variable, 1’alimentation, le stress, les contacts avec des toxines, des
polluants, etc (Miller et al., 2012).

Les facteurs intrinséques sont principalement des facteurs génétiques et hormonaux. Les
facteurs extrinséques sont surtout les rayons ultraviolets et I’alimentation (Delta, 2009).

1.1.4.1. Les rayons ultraviolets

Les rayons UV sont des ondes ¢lectromagnétiques définies par leur longueur d’onde (A = 200
a 400 nm). On distingue les UVA de 320 a 400 nm, les UVB de 280 a 320 nm et les UVC de
200 a 280 nm. Les UVC sont, en général, arrétés par la couche d’ozone, ce sont donc les
UVA et UVB auxquels nous sommes exposés. Les rayons UVA et UVB stimulent la
mélanogenése en induisant une réponse immédiate et une réponse tardive. L’action immédiate
consiste en une oxydation des pigments pré-existants et une redistribution des mélanosomes,
sans augmentation réelle de la mélanogenese. Ceci a pour résultat dés les premieres minutes
suivant I’exposition aux UV d’augmenter visiblement la pigmentation de la peau. Cette
pigmentation persiste pendant quelques jours. On I’appelle également IPD pour Immediate
pigment darkening. La réponse tardive est une véritable activation de la mélanogenese qui fait
suite 2 une augmentation de I’expression du facteur de transcription MITF (pour
microphthalmia-associated transcription factor), le régulateur majeur de la transcription de
nombreux génes du mélanocyte comme les génes Pmell7, Martl, Tyr, et Dct/ Trp2. A cela
s’ajoute une action directe des rayons UV sur les mélanocytes épidermiques, ainsi que sur les
kératinocytes qui répondent en augmentant leurs productions d’hormones o« -MSH et ACTH,
stimulant le récepteur MCIR a la surface des mélanocytes, et donc le processus de
mélanogenese (Guaguere et Alhaidari, 1992).

Il faut noter que le polymorphisme du géne codant le récepteur MCIR est étroitement associé
au risque de développement du mélanome. Ce risque concerne en particulier les personnes
portant une mutation dans le géne Mclr. Ces personnes ont généralement une peau claire,
et/ou présentent des taches de rousseur, avec ou sans cheveux roux (Freedberg ef al., 1999).
Chez elles, la synthése de mélanine est trés faible et elles présentent un risque plus important
de développer un mélanome que le reste de la population générale.

1.1.4.2. Facteurs génétiques

La synthése et la répartition des pigments mélaniques sur le corps est sous dépendance
génétique (Trinquier, 1990). Pour le chien, on distingue quatre types de robes : unipigmentée,
bipigmentée, bigarée ou avec des panachures de couleur blanche. Les couleurs de robes sont
le reflet des proportions d’eumélanine et de phacomélanine. Plusieurs geénes canins ont été
identifiés et répartis dans différentes catégories. Il existe des génes déterminant la couleur de
base de la robe, des génes régulant ’intensité de la couleur, et des geénes suppresseurs de la
pigmentation (Trinquier, 1990). La robe résulte de la combinaison des effets de chaque gene
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et de leurs alleles. Les loci impliqués chez le chien sont nombreux : le locus 4 pour Agouti, B
pour Black, C pour Coloration, D pour Dilution, E pour Extension, G pour Grisonnement, M
pour Merle, P pour Pink-eyed, T pour Ticking, R pour Rouanning (Trinquier I, 1990). Par
exemple, le locus B controle I’expression de I’eumélanine, qui peut donner une couleur allant
du brun au noir. Les deux alléles du locus sont B* pour la couleur noire et b pour marron. B"
est un alléle dominant et b un allele récessif.

1.1.4.3. Facteurs hormonaux

Les hormones hypophysaires mélanotropes sont ’ACTH et ’a-MSH. Elles possédent une
méme séquence d’acides aminés nécessaire a leur action mélanotrope (Slominski et al., 2004).
Ces hormones sont le produit du clivage de la pro-opiomélanocortine (POMC) qui est
synthétisée dans I’hypophyse et dans la peau (Slominski et al., 2004). La production cutanée
de la POMC a lieu principalement au niveau des unités kératino-mélanocytaires. L’ACTH et
I’a-MSH se fixent sur le récepteur transmembranaire MCIR, dont ’activité est couplée a
celle de I’adénylate cyclase. Une augmentation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
intracellulaire stimule la mélanogenese de plusieurs fagons (Trinquier, 1990 ; Bertolotto et al.,
2001) :
- en activant la transcription du géne codant le facteur de transcription MITF via
une protéine kinase,
- en activant la fixation du facteur de transcription MITF sur le promoteur des
geénes codant les enzymes mélanogéniques (tyrosinase, TRP1 et TRP2)
stimulant ainsi leur transcription.

L’a-MSH a également une activité sur les mélanocytes. Elle favorise la dispersion des
mélanosomes au sein des mélanocytes et leur migration des dendrites vers les kératinocytes
(Trinquier, 1990 ; Bertolotto et al., 2001). Le syndrome de Cushing et la maladie d’Addison
sont des exemples types d’hyperpigmentation cutanée due a une hypersécrétion d’ACTH.

La mélatonine est une neurohormone synthétisée a partir de la sérotonine dans la glande
pinéale. A forte concentration, la mélatonine possede une action antagoniste sur ’ACTH et
I’a-MSH (Slominski et al., 2004).

Les hormones stéroidiennes sont produites par plusieurs glandes endocrines. On distingue les
glucocorticoides, les minéralocorticoides, les androgenes, les cestrogénes et les progestagenes,
tous dérivés du cholestérol. Lors d’affections endocriniennes comme le syndrome de Cushing,
I’hyperpigmentation atteste du rodle activateur des hormones stéroidiennes sur la
mélanogenese. Par ailleurs, les cestrogénes sont souvent a 1’origine de troubles de la
pigmentation. L’ existence de récepteurs aux cestrogenes au niveau des mélanocytes humains a
été démontrée. En présence d’cestrogeénes, une augmentation de 1’activité de la tyrosinase et
donc une activation de la mélanogenése peut étre observée (Castin et Hearing, 2007). Des cas
d’hyperpigmentation peuvent ainsi €tre rapportés lors de grossesses, de prises de pilule
contraceptive ou encore pendant une hormonothérapie.
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1.1.4.4. Facteurs tissulaires

Les mélanocytes interagissent avec les autres cellules épidermiques telles que les cellules de
Langerhans, les kératinocytes, les fibroblastes, les lymphocytes et les macrophages. De cette
facon, plusieurs facteurs de croissance et cytokines peuvent étre acheminés jusqu’aux
mélanocytes et réguler I’activit¢ mélanocytaire (Fontenay, 2007). Différentes cytokines
participent au processus de I’inflammation et aux réactions immunitaires, ce qui permet
d’expliquer I’apparition de troubles de la pigmentation lors de ces événements (Slominski et
al., 2004). On peut noter quelques exemples : le facteur de croissance bFGF (pour basic
fibroblast growth factor) produit par les kératinocytes épidermiques stimule la mélanogenése
apres induction par les rayons UV (Slominski et al., 2004). Les interleukines IL1 (pour
interleukine 1), 1L6 (pour interleukine 6) et le TNF-a (pour tumor necrosis factor alpha)
possedent une action inhibitrice sur la mélanogenése, tout comme le leucotriene 4 (Guaguere
et Alhaidari, 1992).

1.2. Généralités sur le mélanome

Le mélanome est défini comme une tumeur mélanocytaire maligne, a distinguer du
mélanocytome qui correspond a une tumeur bénigne des mélanocytes (Ramos, 2007). Chez
I’Homme, comme chez le chien, le mélanome peut apparaitre sur la peau (mélanome cutané),
au niveau de I’ceil (mélanomes choroidien ou irien) ou encore sur des muqueuses (mélanome
de la muqueuse buccale, fréquent chez le chien) (Withrow et Vail, 2007 ; Bower et Waxman,
2010). Les localisations du mélanome différent en terme de fréquence entre I’Homme et le
chien.

1.2.1. Présentation clinique du mélanome
1.2.1.1. Le mélanome chez ’Homme

Le mélanome affecte toutes les classes d’ages avec une incidence plus €levée entre 40 et 50
ans. Il touche de plus en plus de jeunes adultes, agés de moins de 30 ans, ce qui était autrefois
trés rare (Bower et Waxman, 2010 ; INCa, 2013). Ce type de tumeur demeure anecdotique
chez les individus pré-puberes. Le site de préférence s’avere étre la peau (Bower et Waxman,
2010).

Un mélanome peut se développer sur une peau saine, sans Iésion pré-existante, ou au niveau
d’un grain de beauté que I’on appelle naevus. Ces tumeurs se présentent généralement sous
I’aspect de Iésions asymétriques a bords irréguliers, avec une couleur non homogene (brun-
noir nuancé avec parfois des zones dépigmentées blanches), un diameétre souvent supérieur a 6
mm et une capacité¢ d’évolution trés importante en termes de taille, de forme, de relief et de
couleur. C’est ce qu’on appelle la régle « ABCDE » (INCa, 2013) : A pour asymétrie, B pour
bords irréguliers, C pour couleur, D pour diamétre et E pour évolution.
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On définit 6 types de mélanomes selon des critéres anatomo-cliniques (Bower et Waxman,
2010 ; Soria et al., 2012) :

* Le mélanome des muqueuses : surtout rencontré au niveau des muqueuses buccales
ou ano-génitales ;

* Le mélanome oculaire ;
* Les mélanomes cutanés qui sont de 4 types distincts :

o Le mélanome a extension superficielle ou Superficial Spreading Melanoma
(SSM) : tumeur la plus fréquente, 60 a 70 % des tumeurs ;

o Le mélanome sur mélanose de Dubreuilh ou Lentigo Malignant Melanoma
(LMM) : tumeur apparaissant avec une fréquence de 5 a 10 %, surtout au
niveau du visage et chez les sujets de plus de 60 ans ;

o Le mélanome acral lentigineux ou Acral Lentiginous Melanoma (ALM) :
observé avec une fréquence de 2 a 10 %, surtout sur les extrémités et les
ongles ;

o Le mélanome nodulaire ou Nodular Melanoma (NM).

Pour tous les types anatomo-cliniques, le pronostic du mélanome primitif est essentiellement
li¢ a I’épaisseur des Iésions tumorales évaluée par la méthode dite de Breslow et I’état
d’ulcération des lésions (INCa, 2013). Lors du bilan d’extension globale, c’est le nombre de
métastases ganglionnaires qui reste le facteur pronostique principal. On tient également
compte des métastases en transit et de la présence ou non de métastases a distance. Ainsi,
I’épaisseur et 1’ulcération, I’atteinte des nceuds lymphatiques et la présence ou non de
métastases a distance constituent trois critéres qui vont déterminer le stade du mélanome
(Bower et Waxman, 2010).

L’INCa définit 4 stades de mélanomes chez I’Homme :

- Stade I : mélanome localisé, de faible épaisseur ou non ulcéré, sans atteinte des nceuds
lymphatiques, ni métastase (en transit et a distance) ;

- Stade II : mélanome localisé de plus grande épaisseur ou avec ulcération, sans atteinte
des nceuds lymphatiques, ni métastase (en transit et a distance) ;

- Stade III : mélanome présentant un envahissement loco-régional (atteinte des nceuds
lymphatiques, métastases en transit) quelque soit I’épaisseur tumorale ;

- Stade IV soit ‘mélanome métastatique’ : mélanome présentant des métastases a
distance quelque soit 1’épaisseur tumorale et 1’atteinte ganglionnaire.
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1.2.1.2. Le mélanome canin

Les tumeurs des mélanocytes et des mélanoblastes sont des tumeurs cutanées relativement
communes dans I’espece canine. Elles représentent 5 a 7 % des tumeurs cutanées du chien.
Comme la plupart des processus tumoraux, le mélanome touchent les chiens agés, de 9 a 11
ans environ (Marignac, 2010). Il n’y a pas de prédisposition liée au sexe, méme si des études
anciennes ont pu montrer une majorit¢ de males porteurs de ces tumeurs. Par ailleurs, les
chiens a la peau pigmentée sont plus vulnérables, comme c’est le cas dans les races
suivantes : scottish terrier, airedale, boston terrier, cocker spaniel, boxer, labrador et golden
retriever, setter irlandais, schauzer, caniche et chow-chow (Schultheiss, 2006). Néanmoins
concernant la prédisposition raciale au sens strict, la littérature apporte des résultats
divergents. Il semble que le mélanome buccal soit plus fréquent chez I’épagneul cocker
spaniel, le caniche nain, le golden retriever, le labrador retriever et le chow-chow. La race
peut apporter néanmoins des informations pronostiques ; par exemple, 75 % des tumeurs
mélanocytaires chez le doberman, le pinscher et le schnauzer miniature sont bénignes alors
que 85 % sont malignes chez le caniche nain. L’analyse épidémiologique portant sur 2 350
chiens atteints a pu montrer que le caniche est prédisposé au mélanome buccal alors que le
beauceron et le schnauzer présentent plutdt des mélanomes cutanés (Gillard ef al., 2013).

Dans I’espece canine, les tumeurs mélanocytaires apparaissent préférentiellement au niveau
des zones velues ou dans la cavité buccale. L’association de cause a effet établie avec
I’exposition aux UV chez I’Homme ne peut donc pas étre acceptée d’emblée dans I’espece
canine. Les tumeurs mélanocytaires cutanées canines peuvent étre aussi bien malignes que
bénignes, et apparaitre n’importe ou sur le corps de I’animal. A la différence du mélanome
cutané humain, il semble que la plupart des 1ésions tumorales soient intradermiques chez le
chien et non épidermiques comme c’est le cas chez ’Homme (Gillard ez al., 2013).

Il faut bien différencier les 1ésions bénignes des 1ésions malignes ; les 1ésions bénignes sont
des masses mieux délimitées, non adhérentes aux tissus sous jacents, bien pigmentées qui
peuvent étre ulcérées tout en conservant leur nature bénigne (Soyer et Doliger, 2011. Les
caractéristiques des tumeurs malignes et bénignes sont bien différentes. Le mélanome se
manifeste sous la forme d’une Iésion unique, une plaque ou un nodule, de 0,5 a 10 cm,
pigmentée ou non et fréquemment ulcérée, a 1’évolution tres rapide (Withrow et Vail, 2007 ;
Marignac, 2010). Le Tableau 2 décrit les différents facteurs en faveur d’un mélanome chez le
chien.
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Tableau 2 : Eléments de différenciation entre tumeurs mélanocytaires bénignes et malignes
(D’apres Withrow et Vail, 2007)

Facteurs pronostiques connus ou potentiels du mélanome chez le chien

Facteur : Commentaires :

Localisation Les tumeurs sur des zones velues sont généralement bénignes alors
que celles qui sont localisées au niveau des jonctions cutanéo-
muqueuses (exceptées les paupiéres) et des griffes, sont plutot
malignes, comme pour les Iésions buccales (Bolon et al., 1990 ;
Roels et al., 1999).

Histologie Le critére histologique de malin versus bénin est trés prédictible du
comportement biologique tumoral. La détermination est
principalement basée sur I’indice mitotique mais I’invasion
lymphatique est aussi indicatrice d’une tumeur maligne (Bostock,
1986 ; Bolon et al., 1990 ; Aronsohn et Carpenter, 1990 ; Millanta et
al., 2002 ; Smith et al., 2002).

Race Le mélanome est le plus souvent bénin chez le doberman, le
pinscher et le schnauzer miniature ; la tumeur est par ailleurs plutot
maligne chez le caniche miniature (Bolon et al., 1990).

Taux de prolifération Il a été montré que les techniques d’histochimie et
cellulaire d’immunohistochimie mesurant la prolifération cellulaire sont de
bons facteurs pronostiques (Roels ef al., 1999 ; Laprie et al., 2001 ;
Millanta ef al., 2002).

On décrit plusieurs localisations chez le chien : le mélanome buccal (Figure 7), le mélanome
digité¢ avec notamment le mélanome unguéal (Figure 8), le mélanome cutané, le mélanome
uvéal et le mélanome cutanéo-muqueux. La majeure partie des mélanomes canins affectant la
gueule et les doigts sont malins, alors que ceux qui touchent la peau et I’'uvée antérieure sont
pour la plupart de nature bénigne. En effet, les tumeurs qui se développent au sein des zones
velues sont souvent moins agressives que celles que 1’on trouve dans des zones glabres de la
jonction cutanéo-muqueuse ou de la cavité buccale (Tableau 2). L’analyse histologique de
Gillard et al. (2013) portant sur 2 350 chiens a permis de corréler la distribution des tumeurs
mélanocytaires malignes et bénignes et leur localisation (Figure 7).
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Figure

7 : Distribution de 2 350 tumeurs mélanocytaires canines de nature bénigne / maligne

en fonction de leur localisation (D’apres Gillard et al., 2013)

Melanoma = mélanome ; melanocytoma = mélanocytome ; oral / mucosal = oral / muqueux ;
cutaneous = cutané ; digit = digité ; ungual = unguéal ; ocular = oculaire et all anatomical
locations = tout site anatomique confondu.

On notera en particulier la prépondérance des tumeurs malignes parmi les tumeurs buccales

(97 % de malignes) et digitées (84 % de malignes) dont la région unguéale (100 % de
malignes).
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On peut distinguer quatre monographies principales dans I’espéce canine (Soyer et Doliger,

2011) :

Le mélanome buccal (Figure 8) : Il est le plus fréquemment rencontré (56 % des
mélanomes canins), le plus agressif (80 % présentent des métastases au moment du
diagnostic) et le plus proche du mélanome humain. Le mélanome buccal est le plus
souvent de trés haut grade de malignité avec un diagnostic tardif de stades cliniques
avancés : du stade II caractéris¢ par de D'ostéolyse aux stades III (métastases
ganglionnaires) ou IV (métastases a distance) ;

Le mélanome cutané : Il est décrit plus rarement (11 % des mélanomes canins). 1l
s’avere plus difficile de déterminer son degré de malignité ; des formes bénignes et
malignes sont observées dans les mémes races (chiens a robe noire) comme les
labradors, caniches, cockers, scottishs et schnauzers. Son potentiel métastatique est
généralement plus faible que le mélanome buccal avec seulement 10 a 15 % de
meétastases, contrairement au mélanome cutané décrit chez I’Homme ;

Le mélanome unguéal (Figure 9) : Il correspond a 8 % des mélanomes canins, il est
principalement malin avec des métastases observées dans 58 % des cas, surtout dans
les races telles que le setter irlandais et le golden retriever ;

Le mélanome oculaire : Il est rare (2 % des mélanomes canins) et plus souvent de

nature bénigne. Il demeure proche du mélanome oculaire humain et concerne
préférentiellement le berger allemand, ainsi que le labrador et le golden retriever.
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Figure 8 : Mélanome buccal au niveau de la mandibule droite chez un labrador retriever de 10
ans (D’aprés De Lorimier, 2013)

Figure 9 : Mélanome digité au niveau du doigt 4 du membre thoracique droit chez un mastiff
de 7 ans (D’aprés De Lorimier, 2013)
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1.2.2. Etiologie du mélanome

1.2.2.1. Données génétiques chez ’Homme

L’¢étiopathogénie du mélanome est le sujet de nombreuses recherches qui ont en particulier
incriminé les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKs), dont les geénes sont fréquemment
amplifiés ou mutés dans les mélanomes (Soria ef al., 2012). Les RTKs représentent une
importante famille de récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase intra-
cytoplasmique. Ils sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires. L’activation de ces
récepteurs se fait par fixation du ligand induisant une dimérisation du récepteur et une
autophosphorylation de résidus tyrosine. Le récepteur permet ainsi la transduction du signal
via notamment deux grandes voies de signalisation : la voie des MAP kinases et la voie PI3-
kinase / AKT (Monnier et al., 2004). Ces deux voies de transduction conduisent a I’activation
de protéines impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire, la survie cellulaire,
I’angiogenese, la différenciation cellulaire et la migration cellulaire (Figure 10). Les voies de
signalisation des récepteurs a tyrosine kinase jouent un rdle pivot dans 1’apparition de
certaines tumeurs, a la suite d’une activation inadéquate de ces voies aboutissant a une
prolifération anormale des cellules, puis a un processus de tumorisation (Monnier et al.,
2004).

Figure 10 : Voie de signalisation du récepteur a ’'EGF (D’aprés Monnier et al., 2004)
A gauche voie des MAP kinases et a droite la voie de PI3K / AKT / PTEN

Apoptose

PROLIFERATION SURVIE CELLULAIRE
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Au bilan, différentes altérations moléculaires ont été identifiées dans les mélanomes humains
(Tableau 3).

Tableau 3 : Diversités des altérations moléculaires dans les mélanomes humains (D’apres
Soria et al., 2012)

Altérations moléculaires Fréquence

B-RAF muté, PTEN inactivé 20 %
B-RAF muté, AKT amplifié 20 %
B-RAF muté sans mutation de la voie 10 %
PI3K/AKT

N-RAS muté 15 %
GAB2 amplifié 10 %
KIT muté 2%
KIT et CDK4 surexprimé 2%
CD4 muté 1 %
B-RAF / N-RAS / KIT alléles sauvages, génes 35%

mutés non identifiés

De récentes études moléculaires (Garbe et al., 2012) ont révélé I’hétérogénéité génétique du
mélanome. Elles ont en effet identifi¢ des modifications moléculaires distinctes selon la
localisation de la tumeur et le facteur de risque que représentent les UV. Par exemple, il est
décrit qu'une exposition intermittente aux UV est souvent associée a des mélanomes situés
sur le tronc et les extrémités et portant une mutation dans le géne B-RAF. Une exposition
chronique aux UV semble étre associée aux mélanomes de la téte et du cou et est modérément
liée a une mutation dans le géne N-RAS. Les mélanomes sans lien avec une exposition au
soleil sont en général des mélanomes acraux et des muqueuses, avec une faible fréquence de
mutations dans le géne KIT.

On sait que des mutations du géne B-RAF sont fréquemment observées dans les mélanomes.
Environ 40 % des mélanomes présentent une mutation dans le géne B-RAF (Davies et al.,
2002) et 90 % des mutations sont observées au niveau du codon 600. La mutation V60OE de
B-RAF correspond a la substitution d’un seul acide aminé, une valine pour un acide
glutamique (Rebecca et al., 2012). La protéine B-RAF est une protéine a activité sérine
thréonine kinase de la famille RAF qui régule les protéines MAP kinase et ER kinase. La
protéine B-RAF appartient a la voie de signalisation intracellulaire du récepteur a I'EGF (pour
epithelial growth factor) et les mutations de B-RAF activent la voie de signalisation de I’EGF
(Figure 10).

Tout comme les mutations dans le géne B-RAF, les mutations dans le géne N-RAS sont
fréquentes dans les mélanomes. Les protéines RAS sont des GTPases que I’on retrouve sur la
face cytoplasmique des cellules. Elles appartiennent a la voie intracellulaire de signalisation
du récepteur a I’EGF. Dans une étude comptant 677 patients, le M. D. Anderson Cancer
Center (Houston, Texas, USA) a relevé que 47 % d’entre eux portaient une mutation dans le
gene B-RAF et 20 % une mutation dans le gene N-RAS (Jakob et al., 2011). Il existe des
antagonistes de la protéine B-RAF. En revanche, il n’existe pas d’antagoniste de la protéine
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N-RAS. Pour contrer les effets d’une mutation au locus N-RAS, les stratégies actuelles vise a
agir de facon simultanée sur les voies MAP kinases et PI3K.

Des mutations activatrices et des amplifications du géne KI/T ont aussi été identifiées dans les
mélanomes. Une mutation de KIT a été observée dans 39 % des mélanomes des muqueuses,
36 % des mélanomes acraux et 28 % des mélanomes corrélés a une exposition chronique de la
peau aux UV (Curtin et al., 2006). Récemment, il a ét¢ montré que la protéine KIT peut étre
une cible thérapeutique d’intérét : des patients portant une mutation au locus K/7 ont présenté
des réponses durables a un traitement anti-KIT (Hodi ez al. 2008).

Des mutations dans les genes GNAQ (pour guanine nucleotide binding protein, q polypeptide)
et GNA1I (pour guanine nucleotide binding protein, alpha 11) codant des sous-unités alpha
de protéines G hétérotrimériques ont également ét¢ identifiées dans des mélanomes uvéaux.
En effet, dans ce type de mélanomes, on n’observe pas de mutation dans les génes B-RAF, N-
RAS et KIT, mais des mutations activatrices dans les genes GNAQ et GNAI1. Ces mutations
ont également pour effet d’activer la voie des MAP kinases. En accord avec les prédictions,
les mélanomes uvéaux chez les sujets portant une mutation au locus GNAQ ou GNAII
présentent une sensibilité a 1’inhibition de MEK (Ambrosini et Schwartz, 2010).

Une meilleure connaissance de la voie de signalisation des MAP kinases et de la voie de
signalisation PI3K / AKT a permis d’identifier des cibles thérapeutiques anticancéreuses
(Quéreux, 2013). C’est le cas des inhibiteurs de B-RAF, en particulier le vemurafenib.

1.2.2.2. Données génétiques chez le chien

Les données génétiques concernant le mélanome canin sont peu nombreuses. Une étude
récente sur une cohorte de 95 chiens atteints a permis d’obtenir quelques informations
(Gillard et al., 2013). Le but de I’étude était de comparer le mélanome de I’Homme a celui du
chien, et d’identifier des similitudes et des différences entre les sous-types de mélanomes
canins. Des mutations somatiques dans six des geénes fréquemment mutés dans les mélanomes
humains ont été recherchées dans une série de 95 mélanomes canins. Les 6 génes retenus
¢taient B-RAF, N-RAS, PTEN, KIT, GNAQ et CDK4. Ces génes ont ét¢ séquencés dans des
tissus tumoraux et sains prélevés sur 35 chiens atteints de mélanomes. Des tissus sains
prélevés sur 28 chiens dépourvus de mélanome ont été utilisés comme témoins. Aucune
altération des génes GNAQ, KIT, CDK4 et B-RAF n’a été trouvée dans ce premier lot de
tumeurs qui comprenait 27 mélanomes buccaux et 8§ mélanomes cutanés. Des variants
somatiques ont ¢€té identifiés dans les génes N-RAS et PTEN aux positions Q61 et G251,
respectivement. Ces mutations correspondent a des mutations fréquentes identifiées chez
I’Homme. C’est pourquoi dans un second temps, des mutations N-RAS Q61, PTEN G251, et
B-RAF V600 ont été recherchées dans 50 mélanomes buccaux et 10 mélanomes cutanés
prélevés sur 60 chiens. Sur un total de 95 mélanomes (77 mélanomes buccaux et 18
mélanomes cutanés), des mutations N-RAS Q61 ont été identifiées dans 3 mélanomes buccaux.
Deux mélanomes buccaux portaient une mutation PTEN G251. Un mélanome buccal portait
une mutation N-RAS Q61 et une mutation PTEN G251. Aucune altération génétique n’a été
détectée au locus B-RAF. Les résultats de cette é¢tude suggeérent qu’il existe des anomalies
communes aux mélanomes de I’Homme et du chien. Ce résultat préliminaire plaide en faveur
de I’intérét de la pathologie comparée des mélanomes canins et humains.
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De nombreux projets de recherche en génétique existent. Le projet LUPA a été initi¢ en 2008
par la Commission Européenne (CE) (Lequarré et al, 2011). Il a ét¢ nommé LUPA en rappel
de la louve qui nourrit les jumeaux fondateurs de Rome, Romulus et Rémus. Ce projet a
rassemblé de 2008 a 2012 des généticiens en médecine humaine et vétérinaire, des cliniciens
et anatomopathologistes frangais, suédois, anglais et américains. Il a regroupé 20 écoles
vétérinaires et universités, réparties dans 12 pays dans le but de récolter le matériel génétique
de 10 000 chiens pour une vingtaine de maladies. Le laboratoire CNRS de I’Université
Rennes 1 dirigé par Catherine André¢ (UMR 6061 — Génétique et développement, groupe
« Génétique du chien ») a recherché activement ’origine génétique de différents types de
mélanomes chez le chien (mélanome buccaux, cutanés, oculaires et unguéaux) (Soyer et
Doliger, 2011). L’identification de 1’origine génétique de mélanomes canins dans des races
prédisposées au développement des mélanomes a permis de révéler des mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans 1’apparition des tumeurs qui pourrait servir la
clinique du chien et de ’'Homme (Gillard et al., 2013).

1.2.3. Outils diagnostiques disponibles

L’outil diagnostique de premicre intention est la cytologie : les mélanocytes sont facilement
identifiables par la présence de mélanosomes pigmentés par I’eumélanine et la phacomélanine.
Les critéres cytologiques orientent le plus souvent facilement vers une tumeur mélanocytaire.
Le recours a I’analyse histologique permet ensuite de confirmer la suspicion de mélanome
avec la précision du degré d’agressivité : I’indice mitotique, la recherche des emboles et
métastases lymphatiques permettent la détermination de la nature maligne ou bénigne.
L’immunomarquage précise le pronostic lorsqu’il est difficile de statuer sur le caractére malin
et pour confirmer I’origine mélanocytaire de la tumeur quand la masse demeure indifférenciée
(Soria et al., 2012 ; INCa, 2013). En complément, un bilan d’extension globale est
nécessaire (Bower et Waxman, 2010) :

- A minima, un bilan thoracique soit par radiographie (trois vues : une face et les deux
profils), soit par tomodensitométrie ;

- Un bilan d’extension locale pour les mélanomes buccaux permis par
tomodensitométrie afin d’objectiver une ostéolyse notamment ;

- L’examen précis des ncecuds lymphatiques environnants (cytologie ou
tomodensitométrie).

En médecine humaine, la prise de décision du traitement dépend plus précisément de
I’épaisseur du mélanome et du degré d’invasion de la peau. L’épaisseur tumorale est mesurée
par I’indice de Breslow en millimétre et le degré d’invasion par la méthode de Clark (niveaux
IaV)(NCa, 2013 ; AIM, 2013). L’indice de Breslow et le niveau de Clark se complétent
(AIM, 2013). Ce sont des facteurs pronostiques qui permettent de classer les mélanomes en
plusieurs stades (Saiag et al., 2002 ; INCa, 2013). Dans le niveau I de Clark, I’épiderme
seulement est touché alors que le derme papillaire est affecté dans les niveaux II et III. Le
niveau IV est atteint lorsque le derme réticulaire est affecté. Le niveau V est atteint lorsque
I’hypoderme est affecté (Figure 11). Le diagnostic clinique précoce peut étre amélioré grace a
la mise en place d’un examen clinique minutieux avec un grossissement de 10 a 20 fois de la
jonction dermo-épidermique sous immersion, permis par la dermatoscopie ou la microscopie
par épiluminescence (Soria et al., 2012).
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Figure 11 : Niveau de Clark et indice de Breslow (D’apres INCa, 2013 et AIM, 2013)
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2. Mélanome et thérapeutique en médecine humaine

2.1. Traitement chirurgical

Le traitement chirurgical consiste en la réalisation d’une exérése large de la tumeur; les
marges sont choisies en fonction de 1’épaisseur du mélanome (Bower et Waxman, 2010 ;
INCa, 2013). La prise en charge du mélanome se fait généralement en deux temps: le
mélanome est d’abord retiré, puis apres obtention de I’analyse histologique (dont 1’épaisseur
de Breslow), la reprise de I’exérese est effectuée avec des marges saines adaptées (Tableau 4)
(Lipsker et Cribier, 2005 ; Bower et Waxman, 2010 ; INCa, 2013).

Tableau 4 : Epaisseur de Breslow et marges d’exérése correspondantes (D’aprés Lipsker et
Cribier, 2005 ; INCa, 2013)

Epaisseur de Breslow Marges chirurgicales conseillées
Intra-épidermique 0,5 cm
0almm 1 cm
1,01 2 2 mm 1-2cm
2,01 a4 mm 2 cm
>4 mm 2—-3cm

2.2. Traitements adjuvants

Les traitements adjuvants apres chirurgie ont pour principal objectif d’augmenter la survie par
I’¢limination des métastases (Soria et al., 2012). Le choix de tel ou tel traitement est objectivé
par un ensemble de facteurs, le principal étant le stade du mélanome (Tableau 5) (INCa,
2013). La radiothérapie, la chimiothérapie et la thérapie ciblée sont les différentes options
thérapeutiques envisageables.
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Tableau 5 : Options thérapeutiques possibles selon le stade du mélanome chez I’ Homme
(D’aprées INCa, 2013)

Stade Mélanome stade I a 11 Mélanome stade 111 Mélanome stade 1V

o Traitement

o Traitement

Traitement

Traitement chirurgical chirurgical de la chirurgical (exérese
o Immunothérapie tumeur primitive de métastases
adjuvante et des métastases envisageable)
(interféron) ganglionnaires Radiothérapie
proposée si o Immunothérapie externe (métastases
épaisseur > 1,5 adjuvante osseuses)
mm (interféron) Chimiothérapie
proposée (palliative)
o Radiothérapie Immunothérapie
externe (spécifique)
o Chimiothérapie
si tumeur
inopérable

2.2.1. Notion de réponse au traitement et criteres d’évaluation

La méthode de référence d’évaluation des traitements anticancéreux repose sur la mesure de
la taille des 1ésions tumorales (Fournier et al., 2011). Les critéres RECIST pour Response
Evaluation Criteria In Solid Tumors ont ét¢ définis en 2000 par les organismes américain,
européen et canadien de recherche en cancérologie afin d’uniformiser 1’évaluation des
réponses aux traitements (Therasse et al., 2000). Cette méthode s’applique uniquement aux
tumeurs solides et tient compte du plus grand diamétre des 1€sions tumorales du patient.

Avant la mise en place d’un traitement, une liste exhaustive des Iésions, primaires ou

secondaires, est dressée. Les 1€sions sont ensuite divisées en deux catégories :

- Les lésions cibles : leur plus grand diametre est supérieur a 10 mm et leurs limites

sont assez bien définies pour que leur mesure soit considérée comme fiable. Les
Iésions cibles permettent de calculer la somme totale des plus grandes longueurs
(SPGL) de toutes les lésions choisies. La SPGL avant le début du traitement sert de

référence.

- Les lésions non cibles : c’est I’ensemble des 1ésions restantes, qui ne remplissent pas
les criteres des lésions cibles.
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Une fois sous traitement, on effectue un suivi du patient et on cherche a déterminer la réponse
globale au traitement. La réponse au traitement est définie par I’évolution de chacune des
1ésions pré-répertoriées. On distingue (Fournier et al., 2011) :

- La réponse des Iésions cibles : évaluée par le pourcentage de modification de la
somme de leurs plus grandes longueurs,

o Réponse complete (CR pour complete response) : disparition de toutes les
1ésions cibles.

o Réponse partielle (PR pour partial response) : diminution d’au moins 30 %
par rapport a la somme avant traitement.

o Maladie progressive (PD pour progressive disease): augmentation d’au
moins 20 % par rapport a la plus petite somme mesurée au cours du suivi.

o Maladie stable (SD pour stable disease) : ni CR, ni PR, ni PD.

- Laréponse des Iésions non cibles : CR, PD et SD évalués subjectivement,

- L’apparition de nouvelles 1ésions.

La réponse tumorale globale au traitement résulte de la combinaison des réponses précédentes
pour I’ensemble des 1ésions listées (CR, PR, PD ou SD); c’est ce qu’on appelle réponse
objective (ou réponse uniquement selon les auteurs) (Taieb et al., 2009). Les criteres RECIST
ont été actualisés en 2009 (Eisenhauer et al., 2009). Les modifications majeures concernent le
nombre maximal de Iésions cibles choisies qui est passé de 10 a 5 par patient, et de 5 a 2 par
organe. La prise en compte des nceuds lymphatiques fait également partie de ces
modifications. A la différence des lésions cibles, c’est le plus petit axe qui est ici mesuré. Un
plus petit axe de 10 mm pour un nceud lymphatique est considéré comme normal ; un nceud
lymphatique peut donc étre choisi comme lésion cible si son plus petit axe est supérieur ou
égal a 15 mm et comme Iésion non cible si son plus petit axe est compris entre 10 et 15 mm.
La version 1.1 des criteres RECIST précise qu’une progression des Iésions cibles est atteinte
si la SPGL est augmentée d’au moins 20 % par rapport a la somme de référence et si cette
augmentation est supérieure ou €gale a 5 mm en valeur absolue.

La méthode RECIST permet la comparaison de ’efficacité des différentes molécules dans les
protocoles d’essais thérapeutiques. Selon le type de traitement, les criteres RECIST ont une
application limitée ; les modifications de la taille des Iésions peuvent étre minimes voire
nulles alors que la survie du patient est nettement prolongée (Hebbar et al., 2009). Cette limite
s’applique en particulier aux traitements en thérapie ciblée. D’autres critéres d’évaluation
(autre que la taille) sont donc étudiés. Certains sont basés sur un seuil de réponse différent
(Thiam et al., 2010). D’autres, comme les criteres de Choi et al., tiennent compte des
modifications de la densité tumorale, indicatrice du processus de nécrose (Bruix et al., 2001 ;
Choi et al., 2007). Choi et al. (2007) définissent ainsi une réponse comme une diminution de
10 % de la taille ou bien de 15 % de la densité sur des images scanner apres utilisation d’un
produit de contraste.
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2.2.2. Radiothérapie

L’irradiation a pour but de détruire les cellules cancéreuses tout en préservant au mieux les
tissus sains et les organes avoisinants (INCa, 2013). Les rayons sont émis en faisceau par un
accélérateur de particules ou par une source radioactive. Le traitement d’irradiation de la
tumeur nécessite cependant d’avoir bien identifié le type tumoral et réalis€ un bilan
d’extension afin de connaitre I’extension locale ainsi que la présence d’éventuelles Iésions
métastatiques (INCa, 2013).

Chez I’Homme, la radiothérapie est généralement peu indiquée dans le traitement du
mélanome (Bower et Waxman, 2012 ; INCa, 2013). On peut y avoir recours dans le cadre
d’une radiothérapie palliative, dans le but de soulager une douleur lors de métastases osseuses
(par exemple, une compression de la moelle épini¢re) ou encore sur les métastases cérébrales
(Rate et al., 1988 ; Andrews et al., 2004). Il n’y a pas de role démontré d’une radiothérapie
adjuvante dans le cadre du traitement des nceuds lymphatiques régionaux. La radiothérapie est
efficace sur des métastases cérébrales petites et peu nombreuses : une amélioration des
déficits neurologiques avec la radiothérapie est observée dans 50 a 75 % des cas selon les
¢tudes (Rate et al., 1988 ; Andrews et al., 2004).

2.2.3. Chimiothérapie cytotoxique

Chez I’Homme, la chimiothérapie cytotoxique systémique (appelée chimiothérapie dans le
reste du document) est proposée pour les mélanomes avancés de stades III et IV, présentant
donc un envahissement locorégional et/ou des métastases a distance. La chimiothérapie
permet la destruction des cellules cancéreuses en agissant sur les mécanismes de division des
cellules (INCa, 2013). L’action des médicaments chimiothérapiques n’étant pas spécifique,
les cellules saines comme les cellules néoplasiques vont étre touchées d’ou I’existence de
nombreux effets secondaires lors du traitement. La dacarbazine, ou la diméthyl-triazéno-
imidazole-carboxamide (DTIC), est la molécule la plus utilisée dans le traitement du
mélanome (Soria ef al., 2012). Elle a conduit a un taux de rémission objective (RO) de I’ordre
de 20 % sur les 20 derniéres années. Il existe tout de méme une toxicité digestive non
négligeable a mettre en relation avec le métabolite actif du DTIC, le mitozolomide obtenu par
transformation enzymatique dans le foie (Soria et al., 2012). 1l faut donc relever 'intérét
d’une nouvelle molécule de la méme famille, le témozolomide, qui se transforme directement
en mitozolomide, sans passage hépatique, douée d’une bonne disponibilité par absorption
orale et d’une tolérance digestive satisfaisante. Des études ont d’ailleurs démontré que les
taux de réponse du témozolomide et du DTIC sont égaux (16,5 % pour la réponse au
témozolomide) (Soria et al., 2012). La famille des nitroso-urées est aussi intéressante dans le
cadre d’un protocole de chimiothérapie notamment avec la carmustine (BCNU), la lomustine
(CCNU), la sémustine (méthyl-CCNU) et la fotémustine qui donnent un taux de réponse
compris entre 13 et 22 %. La combinaison de ces agents chimiothérapiques n’a pas montré
d’augmentation du taux de réponse dans le contexte du mélanome (Soria et al., 2012).
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2.2.4. Thérapie ciblée

En médecine humaine, le développement récent de thérapies moléculaires ciblées a permis
une importante modification de la prise en charge des cancers tel que le mélanome (Quéreux,
2013). Apres des années de résultats trés décevants, deux molécules ont permis une réponse
dans le mélanome métastatique : le vemurafenib (un inhibiteur de kinase, plus précisément de
la protéine B-RAF) et I’ipilimumab (un anti-CTLA-4). Ces résultats ont ¢été¢ confirmés par les
phases III objectivant une augmentation de survie des patients comparé a des patients sous
chimiothérapie, traités par dacarbazine (Chapman et al., 2011 ; Robert et al., 2011). Les
thérapies ciblées anticancéreuses different de la chimiothérapie par leur action inhibitrice
beaucoup plus spécifique sur une ou plusieurs voies de signalisation ou sur des récepteurs
impliqués dans le progression tumorale. On note en particulier le développement d’anticorps
monoclonaux (désignés par le suffixe ‘-mab’, pour monoclonal antibodies) dirigés de fagon
exclusive contre des protéines de structures et les inhibiteurs de la voie MAP kinases qui sont
de petites molécules a activit¢ mono- ou multi-inhibitrice de tyrosine kinases (portant le
suffixe ‘-nib”) (Sibaud et al., 2012).

2.2.4.1. Immunothérapies

Le concept d’immunothérapie dans le cadre d’une thérapeutique anti-tumorale est le fait
d’utiliser le systéme immunitaire comme cible ou outil, avec comme objectif de renverser la
tendance a I’immunosuppression vers un état d’activation du systéme. Ceci est intéressant,
d’une part, par la spécificité de la réaction immunitaire qui devrait permettre de cibler la
tumeur sans endommager les tissus sains, et d’autre part, par la mémoire immunitaire qui
pourrait éviter les récidives cancéreuses et prévenir le développement de métastases. On
différencie deux types d’immunothérapie: I’immunothérapie non spécifique (via des
cytokines, d’agents immunostimulants) et I’immunothérapie spécifique d’antigénes tumoraux
(via des anticorps monoclonaux, de vaccins, de la thérapie cellulaire via transfert de
lymphocytes T).

2.2.4.1.1. Immunothérapie non spécifique

2.2.4.1.1.1. L’interféron alpha

L’interféron alpha ou (IFN- « ) est la premicre cytokine qui a été utilisée dans le traitement du
mélanome métastatique (Hebbar ef al., 1995). L’IFN- o posseéde une activité inhibitrice de la
prolifération des cellules tumorales, diminue 1’expression des oncogenes (RAS, MYC) et
accroit la présentation des antigénes tumoraux aux lymphocytes en augmentant I’expression
membranaire des molécules HLA de classe I : c’est I’action directe de la cytokine. L’IFN- «
est également a 1’origine d’'une immunomodulation par activation des lymphocytes T (LT),
des cellules Natural Killer (NK) et des monocytes (Hebbar ef al., 1995). On peut utiliser au
moins deux types d’interféron « recombinants : I'IFN- o: -2a (ROFERON A®, laboratoires
Roche) et I'IFN- « -2b (INTRON A®, laboratoires Schering).

Des effets secondaires sont fréquents: syndrome fébrile avec myalgie, complications
hématologiques, hépatiques et rénales peuvent aboutir a des diminutions de dose. Un autre
effet secondaire majeur de ’IFN- « est la dépression du sujet traité, avec des symptomes plus
séveres lors de fortes doses et de traitements de longue durée (Friebe et al., 2010). Ceci
s’explique par le mécanisme suivant: ’IFN- « -2b active I’indoléamine-2,3-dioxygénase
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(IDO), une enzyme qui métabolise le tryptophane, un précurseur de la sérotonine, le
neurotransmetteur le plus fréquemment impliqué dans les syndromes de dépression,
diminuant ainsi considérablement la quantité de sérotonine synthétisée. Des traitements
préventifs et concomitants sont mis en place lors des thérapies avec ’interféron afin de traiter
le syndrome. On peut utiliser par exemple des SSRIs (pour selective serotonin re-uptake
inhibitors) pour réduire I’incidence et la sévérité¢ des symptomes de dépression (Musselman et
al.,2001).

L’IFN- « utilisé seul dans le traitement du mélanome métastatique permet 1’obtention d’un
taux de réponse de 3 a 23 % seulement, avec une durée de réponse médiane de 4 mois
(Agarwala et al., 1994). Les réponses sont plus fréquentes en présence de métastases cutanés,
ganglionnaires ou pulmonaires. Il est indispensable de mettre en place un traitement prolongg,
car certains délais de réponses sont supérieurs a 3 mois. Il n’y a pas de réel bénéfice en termes
de survie objectivé ; dans 5 % des cas une formation d’anticorps anti-IFN est induite sans
répercussion thérapeutique certaine.

L’association de la chimiothérapie a I’IFN- o a été le sujet de 1’é¢tude de phase II de Hersey P
et al. en 1991. L’association thérapeutique de la dacarbazine a I’IFN- « sur 44 patients a

obtenu 30 % de réponses, suggérant un effet additif des deux molécules. Cependant, d’autres
¢tudes (Sertoli et al., 1992 ; Thomson et al., 1992) n’ont pas confirmé ce résultat.

2.2.4.1.1.2. L’interleukine 2

L’interleukine 2 est une glycoprotéine produite par les lymphocytes T CD4 (LT4) (Hebbar et
al., 1995). Dans le modele murin, cela correspond a la sous-population TH1 qui intervient
dans I’initiation de la réponse immunitaire cellulaire et qui est également responsable de la
production d’interféron gamma, contrairement a la sous-population TH2 a I’origine de la
réponse anti-tumorale et donc de la sécrétion d’IL4, IL5 et IL10. Les deux sous-populations
cellulaires exercent un rétrocontrole mutuel négatif (Hebbar ez al., 1995).

L’IL2 permet d’activer des lymphocytes T cytotoxiques en stimulant leur pouvoir cytotoxique,
la production d’IFN gamma, d’IL2 et I’expression des récepteurs de I’'IL2 ou CD25, mettant
ainsi en place une boucle d’auto-amplification (Hebbar ef al., 1995). Les récepteurs de 1’1L2
peuvent étre constitués d’une, deux ou trois chaines soit «, 3 y,ou « 3 v, correspondant a
des affinités différentes pour I’IL2, respectivement faible, moyenne ou haute. Par exemple, les
LT expriment les récepteurs de haute affinité. L’expression de ces récepteurs nécessite au
préalable 1’activation lymphocytaire par contact avec 1’antigéne (Hebbar ef al., 1995).

L’IL2 induit aussi (Oppenheim et al., 1994) :
- Tactivation des cellules Natural Killer (NK) donc leur prolifération, leur cytotoxicité
directe et dépendante des anticorps (ADCC). Le récepteur des cellules NK est
cependant d’affinité moyenne ; son activation nécessite des concentrations d’IL2 cent

fois plus ¢élevées que pour les récepteurs de haute affinité ;

- Tactivation des lymphocytes B (LB) donc leur prolifération et leur production
d’anticorps ;

- Tactivation des macrophages donc leur pouvoir phagocytaire, la sécrétion de TNF-
alpha et d’IL1.
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Les effets secondaires de 1’IL2 sont 1’hypotension et 1’oligurie dans le cadre du syndrome de
fuite vasculaire dit VLS (pour Vascular Leak Syndrome), suite aux dommages sur les cellules
endothéliales (Cotran et al., 1988 ; Irwan et al., 2009). 1l semble que le traitement par 1’I1L2
soit a ’origine d’une augmentation de monoxyde d’azote (NO), suite a I’activation par les
cytokines de la synthétase du NO (Hibbs et al., 1992 ; Palmer et al., 1992). Les sujets traités
par I’IL2 nécessitent une surveillance vasculaire par mesure de leur pression sanguine, et un
suivi de leur fonction rénale (Chelsea et Armstrong, 2014).

En médecine humaine, I’IL2 est utilisée seule ou en association avec des cellules particuliéres,
les cellules LAK (pour lymphokine-activated killer) (Rosenberg et al., 1993 ; Hebbar et al.,
1995). 11 est également possible de combiner I’IL2 avec de I’'IFN- « , une chimiothérapie, des
TIL (pour tumor-infiltrating lymphocytes). L utilisation de I’IL2 seule ou associée a I’'lFN- «

ou a la chimiothérapie est en général décevante (Hebbar er al., 1995). On s’oriente
actuellement vers des approches plus spécifiques qui font intervenir la réponse immunitaire de
I’héte et donc vers des méthodes qui tirent parti des TIL, de la thérapie génique ou encore de
I’immunothérapie active avec la vaccination (Hebbar et al., 1995). Les TIL sont isolés du
stroma tumoral aprés exérése chirurgicale, cultivés 4 a 6 semaines en présence d’IL2, avant
d’étre ré-administrés par voie systémique afin qu’ils rejoignent les différents sites tumoraux
ou ils peuvent exercer une cytotoxicité¢ spécifique d’antigéne acquise et restreinte par HLA
(Hebbar et al., 1995). Chez la souris, les TIL sont significativement plus efficace que les
cellules LAK (Hersey, 1993).

2.2.4.1.2. Immunothérapie spécifique

2.2.4.1.2.1. Vaccination génétique : ['immunothérapie active

La vaccination anticancéreuse n’est pas une thérapie récente; les premicres tentatives
d’immunothérapie active datent des années 1970 avec le vaccin bili¢ de Calmette et Guérin
(BCQG) pour traiter le mélanome (Morton et al., 1974).

Le principe de la vaccination génétique repose sur I’injection d’un plasmide bactérien
contenant I’ADN d’intérét. Aprés administration par voie intradermique ou intramusculaire, le
plasmide recombinant est intégré aux cellules qui vont transcrire puis traduire 1’antigéne. Les
protéines produites subissent ensuite le processus de dégradation, aboutissant a 1’expression
de certaines portions d’épitopes a la surface de la cellule, contre lesquelles le systeme
immunitaire va initier une réaction immunitaire spécifique via les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) (Bower et Waxman, 2010). La Figure 12 schématise le principe de la
vaccination anti-tumorale.

41



Figure 12 : Principe de la vaccination anti-tumorale (D’aprés Campagne, 2010)
Ag = Antigene ; REL = Réticulum endoplasmique lisse ; TAP = Transporter associated with
antigen processing ; CMH = Complexe majeur d’histocompatibilité ; LT = lymphocyte T.
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On peut utiliser des oncolysats, des gangliosides, des anticorps anti-idiotypes, les genes
codant les protéines MAGE (pour melanoma associated antigen) (Hebbar et al., 1995).

Les oncolysats ont fait 1’objet de plusieurs essais cliniques dans le cadre du traitement de
mélanomes métastatiques ; ils sont constitués de cellules tumorales autologues, allogéniques
ou en lignée, lysées par des ultrasons ou un agent viral (Hebbar et al., 1995).

Les gangliosides sont des glycolipides acides dont les chaines oligosaccharidiques se
terminent par des résidus d’acides sialiques dérivés d’oses avec une fonction acide
carboxylique (Raisonnier, 2009). Ils sont constitutifs des membranes des cellules du systeme
nerveux. Leur nomenclature se définit par deux lettres et un chiffre : la premicre lettre est un
G, correspondant a ganglioside ; la deuxiéme lettre peut étre M, D, T ou Q selon qu’il existe
respectivement 1, 2, 3 ou 4 résidus d’acide sialique dans I’oligosaccharide ; et enfin, le chiffre
est 3, 2 ou 1 selon qu’il y a respectivement 2, 3 ou 4 résidus d’oses dans la chaine a
I’exception des acides sialiques (Raisonnier, 2009). Un essai randomisé en double aveugle sur
des mélanomes métastatiques de stade III a comparé la durée de survie de patients traités par
le ganglioside GM2 associ¢ au BCG et au cyclophosphamide avec celle de patients n’ayant
pas recu le ganglioside (Livingston, 1993). Les résultats n’ont pas montré de différence
significative en termes de durée de survie mais des essais de vaccination avec les gangliosides
GD2 et GD3 restent envisageables.

Des anticorps anti-idiotypes sont également a 1’essai sur des mélanomes métastatiques. Dans
la relation anticorps-antigene, le déterminant antigénique est reconnu par [’anticorps
spécifique au niveau du paratope, qui est lui méme constitu¢ d’une structure antigénique
propre appelé idiotype (Hebbar ef al., 1995). L’idiotype permet d’obtenir des anticorps anti-
idiotypes, qui représentent 1’image interne du déterminant antigénique initial et vont pouvoir
mimer la structure tridimensionnelle de I’antigéne initial. Un essai clinique reposant sur
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I’hypothése qu’il devrait étre possible d’immuniser un sujet vis-a-vis d’un antigéne tumoral a
I’aide d’anticorps anti-idiotypes, plus particulierement en utilisant des anti-idiotypes mimant
les épitopes d’antigénes de haut poids moléculaire provenant de mélanomes (des HMW-
MAA, pour High Molecular Weight - Melanoma Associated Antigen) a été effectué¢ il y a de
nombreuses années (Ferrone, 1993). La cohorte utilisée comportait 21 patients. Seize d’entre
eux ont développé des anticorps anti-idiotypes HMW-MAA et 4 réponses ont été observées
(Ferrone, 1993).

Les génes MAGE codent des antigeénes exprimés par les cellules du mélanome et reconnus de
facon spécifique par des lymphocytes T cytotoxiques (Van der Bruggen et al., 1991 ; Goulie
et Van Pel, 1993). Ces geénes forment une famille d’au moins 12 membres, dont les plus
étudiés sont MAGE-1 et MAGE-3 ; ils se localisent sur le bras long du chromosome X. Ils ne
sont pas exprimés par les tissus sains, a I’exception du testicule (Hebbar et al., 1995).
Cependant MAGE-1 et MAGE-3 ne sont exprimés respectivement que par 40 et 85 % des
mélanomes. Par conséquent, cette approche, et particulierement celle qui implique le géne
MAGE-1, ne peut pas s’appliquer a tous les patients (Hebbar et al., 1995). Par ailleurs, des
genes codant des antigeénes plus fréquemment exprimés dans les mélanomes ont été identifiés,
comme celui codant la tyrosinase. Des stratégies basées sur leur ciblage pourraient représenter
un bénéfice. Cependant, il faut noter que certains effets indésirables sont suspectés, tels que
des Iésions testiculaires suite a une vaccination par les génes MAGE ou encore 1’apparition de
vitiligo voire des Iésions choroidiennes associées a une vaccination par le gene de la
tyrosinase (Hebbar et al., 1995).

2.2.4.1.2.2. Anti-CTLA-4 : 'ipilimumab

L’ipilimumab est un anticorps monoclonal humain dirigé contre la protéine CTLA-4 (pour
cytotoxic T lymphocytes-associated antigen 4) (Soria et al., 2012). La protéine CTLA-4 est
exprimée a la surface des lymphocytes T. Son rdle est de réguler a la baisse leur activation
initiale (Lacouture ef al., 2014). Ainsi, les anticorps anti-CTLA-4 permettent de promouvoir
une activité immunitaire T plus efficace contre la tumeur (Figure 13).

Figure 13 : Mécanisme d’action de I’ipilimumab (D’apres Lacouture et al., 2014)
APC = CPA ; T-cell = Lymphocyte T ; T-cell activation = activation des lymphocytes T.

T-cell activation blocked T-cell activation

Ipilimumab

APC ; APC
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Une amélioration de la survie globale des patients atteints d’un mélanome de stade IV traités
par I’ipilimumab a ét¢ montrée (Hodi et al., 2010 ; Robert et al, 2011) et la molécule a été
approuvée aux Etats-Unis par la FDA (pour Food and Drug Administration) pour le
mélanome de stade IV (le mélanome métastatique) en monothérapie a la dose de 3 mg/kg
(Yervoy®, BMS®) toutes les 3 semaines pendant 4 cycles. Nous pouvons illustrer I’efficacité
encourageante de I’ipilimumab a travers une publication présentant le cas d’un patient avec
un mélanome métastatique dont une Iésion cutanée au niveau du membre thoracique droit
(Addeo et Rinaldi, 2013). Le patient était un homme de type caucasien de 65 ans dont le
mélanome a été¢ diagnostiqué en avril 2011, qui a été traité dans un premier temps par la
dacarbazine (850 mg/m’ toutes les 3 semaines pendant 3 cycles) puis dans un second temps
avec I’ipilimumab (3 mg/kg toutes les 3 semaines pendant 4 cycles). La réponse clinique a été
complete avec une totale régression des métastases cutanées a 1’issue du traitement. Au
moment de la publication, soit 9 mois aprés la fin du traitement, le sujet était toujours en
compléte rémission.

Une ¢tude randomisée en double aveugle (essai clinique de phase II) effectuée en 2010 dans
66 centres sur 12 pays a permis de rassembler 217 patients atteints de mélanomes de stade III
(inopérable) a IV (Wolchok et al., 2010). L’essai a porté sur ’efficacité de I’ipilimumab en
fonction de la dose administrée qui était 0,3 ou 3 ou 10 mg/kg toutes les 3 semaines pendant 4
cycles d’induction, puis tous les 3 mois. Les résultats ont conclu a une efficacité de
I’ipilimumab dépendante de la dose avec des taux de réponses significativement différents, et
en particulier nul pour la dose de 0,3 mg/kg ; les taux étaient de 4,2 % pour 3 mg/kg et de
11,1 % pour 10 mg/kg.

Un autre essai clinique de phase III a porté sur 502 patients présentant un mélanome
métastatique sans aucun traitement initi¢é (Robert et al., 2011). Deux cohortes ont été
constituées : la premiére a recu de I’ipilimumab a 10 mg/kg et de la dacarbazine a 850 mg/m?,
alors que la seconde a regu de la dacarbazine a la méme dose, associée a un placebo. Les deux
molécules ont ét¢ données aux semaines 1, 4, 7 et 10 puis la dacarbazine seule toutes les 3
semaines jusqu’a la semaine 22 de I’essai. Les patients stables et/ou présentant une réponse
objective au traitement et/ou pas d’effet secondaire sévére ont continué a recevoir
I’ipilimumab ou le placebo toutes les 12 semaines. Les résultats de 1’étude ont montré une
différence significative de durée de survie globale entre les deux cohortes. En effet, le groupe
ayant recu la dacarbazine et I’ipilimumab a obtenu une durée de survie globale de 11,2 mois
contre 9,1 mois pour celui non traité avec I’ipilimumab, avec un taux de survie a 1, 2 et 3 ans
nettement amélioré (Tableau 6).
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Tableau 6 : Taux de survie a 1, 2 et 3 ans selon les cohortes A et B (D’aprés Robert ef al.,
2011)

% Taux de surviea 1 an Taux de survie a2 ans Taux de survie a 3 ans

Cohorte A : 47,3 28.5 20,8
« ipilimumab +
dacarbazine »

Cohorte B : 36,3 17,9 12,2
« placebo +
dacarbazine »

Les effets secondaires décrits lors de I’essai étaient de grade 3 a 4, et apparaissaient
respectivement chez 56,3 et 27,5 % (P < 0,001) des patients pour la cohorte A et B
respectivement. Aucune perforation gastro-intestinale, ni déces directement li¢ a la prise des
molécules, n’a été rapporté. Les conclusions de 1’étude montrent que I’ipilimumab a la dose
de 10 mg/kg en association avec la dacarbazine, comparé a la prise de dacarbazine seule,
améliore significativement la durée de survie des patients atteints d’un mélanome de stade IV
non trait¢ au préalable. Les effets secondaires observés avec I'ipilimumab étaient ceux
attendus, conformément aux études pré-existantes et notamment le taux de troubles gastro-
intestinaux était plus faible que celui attendu.

En général, les effets secondaires consécutifs a la prise de I’ipilimumab sont d’ordre
immunologique et concernent prioritairement la peau et le tube digestif, mais également le
foie, le systéme endocrinien, rénal ou oculaire (Weber et al., 2009). On peut citer par exemple
des hépatites, thyroidites, colites ou perforations digestives (Boasberg et al., 2010). On les
désigne sous 1’acronyme IRAE (pour immune related adverse events). lls peuvent étre séveres
(Robert et al., 2009). Dans le contexte du traitement par I’ipilimumab, [’atteinte cutanée
atteint plus de 40 % des patients (Robert et al., 2010 ; Hodi ef al., 2011). 1l apparait sous la
forme d’éruptions maculo-papuleuses diffuses d’intensit¢é modérée, fréquemment
prurigineuses et débutant 1 a 2 semaines apres le début du traitement. On décrit plus rarement
des réactions vitiligoides, qui peuvent se localiser préférentiellement autour des métastases
cutanées, ainsi que des dépigmentations de cheveux ou poils et des pelades (Di Giacomo et al.,
2010 ; Robert et al. 2010).

L’ipilimumab présente un intérét particulier dans le contexte de métastases cérébrales.
L’¢étude de Margolin et al. (2012) sur 72 patients divisés en 2 cohortes, la cohorte A sans
symptome neurologique associ¢ et la cohorte B manifestant des signes neurologiques, a
permis d’objectiver une certaine activit¢ chez les patients asymptomatiques avec des
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métastases cérébrales de petite taille. Les effets indésirables rapportés étaient similaires a
ceux observés dans les autres investigations concernant 1’ipilimumab.

2.2.4.1.2.3. Anti-PD-1

Les anti-PD-1 sont des anticorps monoclonaux entierement humains qui ciblent un inhibiteur
exprimé sur des lymphocytes T activés appelés PD-1, pour program death-1. En 2012, une
¢tude a rapporté des résultats prometteurs avec un anti PD-1 : le nivolumab (Topalian et al.,
2012). Les données correspondantes ont été actualisées a 1’occasion du congres de I’ American
Society of Clinical Oncology (ASCO) en Juin 2013 (Sznol et al., 2013). L’étude comptait 107
patients atteint d’un mélanome de stade IV, qui n’ont pas répondu aux traitements
systémiques standards. Le traitement était administré par voie intraveineuse, toutes les deux
semaines selon 5 doses : 0,1 ; 0,3; 1; 3 et 10 mg/kg. La réponse au traitement, la durée de
survie globale et la sécurité sur le long terme ont été rapportées. Les résultats montrent un
taux de réponse global de 31 %, toutes doses confondues. Le taux de réponse maximal était de
41 % pour la dose de 3 mg/kg, la dose actuellement retenue pour les essais de phase III en
cours. La durée de survie globale s’est ¢leévée a 16,8 mois toutes doses confondues, et a 20,3
mois pour la dose de 3 mg/kg. Quarante quatre et 40 % des patients étaient vivants
respectivement 2 et 3 ans apres 'initiation du traitement. De plus, 97 % des patients ont
estimé leur score ECOG (pour Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status)
comme ¢étant inférieur ou €gal a 1. Le score ECOG est une méthode de notation qui mesure la
progression de la maladie chez un patient et les conséquences sur sa vie quotidienne sur une
échelle de 0 a 5 (Tableau 7). Des effets secondaires ont été observés chez 82 % des patients.
La fatigue, une lymphopénie étaient les plus fréquents. On a noté la présence d’effets
secondaires de grade 3 et 4 chez 21 % des patients. Les conclusions de 1’é¢tude montrent que
le nivolumab a permis une augmentation de la durée de survie et du taux de réponse, avec une
toxicité acceptable chez des patients atteints d’un mélanome avancé, pré-traités avec des
traitements systémiques standards.

Tableau 7 : Notation Eastern Cooperative Oncology Group performance status (ECOG)
(D’apreés Bower et Waxman, 2010)

Note 0 Patient pleinement actif, autonome

Note 1 Patient ambulatoire, activité 1égérement
restreinte

Note 2 Patient ambulatoire, activité restreinte, moins
de 50 % de la journée alité

Note 3 Patient peu autonome, plus de 50 % de la
journée alité

Note 4 Patient complétement handicapé

Note 5 Déces

Une autre molécule a fait 1’objet de publications importantes : un anticorps monoclonal
humanisé [1gG4 ciblant PD-1, le lambrolizumab (Hamid et al., 2013). L’étude incluait 135
patients atteint d’un mélanome de stade IV, dont 54 % présentant une métastase viscérale, 19
% portant une mutation dans le gene B-RAF, 27 % ayant un taux élevé de LDH et 9 % une
suspicion de métastase cérébrale. Le traitement a été effectu¢ selon une cohorte ‘initiale’ et
parfois ‘additionnelle’ avec des doses variables : dans la cohorte initiale a la dose de 10 mg/kg
toutes les 2 semaines, et dans la cohorte additionnelle 10 mg/kg ou 2 mg/kg toutes les 3
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semaines. Le taux de réponse confirmée a atteint 38 % toutes doses confondues et le plus
¢éleve était égal a 52 % pour la dose de 10 mg/kg toutes les 2 semaines. Il n’y a pas eu de
différence entre les sujets préalablement traités par I’ipilimumab et les autres. Concernant les
effets secondaires, leur fréquence d’apparition n’a pas €té pas plus ¢élevée que chez les sujets
traités a I’ipilimumab. Sur un total de 135 patients, 79 % ayant recu au moins une dose de
lamprolizumab, ont présenté des effets indésirables mais de grade inférieur a 3 dans 95 % des
cas. Ces effets secondaires étaient plus fréquents chez les patients traités toutes les 2
semaines, comparés a ceux traités toutes les 3 semaines ; fatigue, hyperthermie et myalgies
ont €té rapportées.

En résumé, les anti PD-1 sont trés prometteurs dans le cadre du traitement des mélanomes de
stade IV avec un taux de réponse ¢€levé allant de 31 a 52 %, et un délai de réponse plus court
qu’avec un anti-CTLA-4 tel que I’ipilimumab (Topalian et al., 2012 ; Sznol et al, 2013 ;
Hamid et al., 2013).

2.2.4.1.2.4. Anti-PDL-1

Les anti-PDL-1 sont des anticorps monoclonaux dirigés contre un ligand de PD-1. Un tel
anticorps a fait I’objet d’un essai clinique de phase I (Brahmer ef al., 2012) montrant une
réponse objective de 17 % sur un total de 52 patients atteints de mélanome métastatique.
L’¢tude a révélé une meilleure tolérance au traitement qu’avec I’ipilimumab, avec seulement
5 % des sujets présentant un effet secondaire de grade supérieur ou égal a 3.

2.2.4.2. Inhibiteurs de la voie des MAP kinases
2.2.4.2.1. Les inhibiteurs de B-RAF
2.2.4.2.1.1. Généralités

Le vemurafenib et le dabrafenib sont deux inhibiteurs de B-RAF qui ont fait ’objet de
multiples études dans lesquelles il a clairement ¢t¢ montré que le taux de réponse dans le
cadre d’un mélanome métastatique €tait important ainsi que la durée de survie augmentée en
comparaison avec une chimiothérapie conventionnelle reposant sur la dacarbazine. Le
vemurafenib (ou encore PLX 4032 ou RG7204) est un inhibiteur de B-RAF, plus précisément
des mutations B-RAF V600E (50 % des mutations dans le gene B-RAF) (Eggermont ef al.,
2011 ; Robert et al., 2011). Le Tableau 8 présente différentes mutations dans le géne B-RAF,
leur incidence et la substitution d’acides aminés correspondante.
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Tableau 8 : Mutations de B-RAF connues, incidence et substitution correspondantes (D’apres

Jordan et Kelly, 2012)

Nom de la mutation B-RAF (incidence)

Substitution

B-RAF V600E (75 -90 %)

B-RAF V600K (5 - 6 %)

B-RAF V600R (<5 %)

B-RAF V600G (pas de donnée)

B-RAF V600D (<5 %)

B-RAF V600M (pas de donnée)

Autres mutations dans le géne B-RAF
(différentes de celles observées au codon
600)

Un acide glutamique (E) a la place d’une
valine (V) codon 600

Une lysine (K) a la place d’une valine (V)
codon 600

Une arginine (R) a la place d’une valine (V)
codon 600

Une glycine (G) a la place d’une valine (V)
codon 600

Un acide aspartique (D) a la place d’une
valine (V)  codon 600

Une méthionine (M) a la place d’une valine
(V) codon 600

R4611; 1462S ; G463E ; G465A ; G465V ;
G468A ; G468E ; N580S ; ES85K ; D593V ;
F594L ; G595R ; L596V ; T5891; V599D ;
VS599E ; V599K ; V599R ; K60OE ; A727V

Le vemurafenib agit de fagon sélective sur la sérine-thréonine kinase B-RAF contrairement
aux premieres molécules a I’essai tel que le sorafenib qui posséde une action inhibitrice multi-
kinases (Figure 14) (Smalley, 2010). En effet, le sorafenib inhibe la prolifération tumorale en
ciblant plusieurs kinases dont les récepteurs du PDGF (PDGFR) et ceux du VEGF (VEGFR) ;
il a une action inhibitrice sur B-RAF mais ¢galement sur FLT3 et sur KIT (Mangana ef al.,
2012). Un troisieme inhibiteur de B-RAF est en cours de développement : le LGX 818. Une
¢tude de phase I d’escalade de doses a ¢été présentée a 1I’American Society of Clinical
Oncology (ASCO) (Dummer et al., 2013), avec comme atouts, une tolérance a priori
satisfaisante ainsi qu’un taux de réponse ¢levé en particulier chez les sujets naifs; ces
résultats devront étre confirmés par les études de phases II et III.
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Figure 14 : Mécanisme d’action du vemurafenib (D’aprés Flaherty et al., 2011)
Growth factor = facteur de croissance; Receptor = récepteur; Gene expression =
expression génétique ; cell survival = survie cellulaire ; angiogenesis = angiogenese.
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Un essai clinique de phase I a inclu 49 patients avec un diagnostic de mélanome a un stade
avance, porteurs d’un allele muté B-RAF V600E ou d’alléles sauvages (Flaherty ef al., 2011).
Parmi les sujets, 6 présentaient également d’autres tumeurs métastatiques, d’origine
thyroidienne notamment. Les résultats de I’essai en phase I ont montré un taux de réponse
globale de 81 %, restreint au mélanome di & une mutation B-RAF V600E. Ceci a permis la
mise en place d’un essai de phase II, nommée BRIM2 pour ‘B-RAF In Melanoma 2°, qui a
testé I’efficacité et la sécurité¢ du vemurafenib a 960 mg deux fois par jour chez 132 patients
portant un allele B-RAF V60OE ayant recu au moins un premier traitement (Sosman et al.,
2012). Le taux de réponse global a été déterminé par un comité indépendant pour plus
d’impartialité. Apres un suivi sur 12,9 mois, un taux de réponse globale de 53 % a été observé
dont 6 % de réponse complete et 47 % de réponse partielle. La durée de survie globale a été
évaluée a 15,9 mois. La durée de réponse médiane a ét¢ de 6,7 mois et la durée de survie
médiane sans progression de la tumeur atteignait 6,8 mois.

La phase III de I’essai, dit BRIM3, a ensuite comparé le vemurafenib et la dacarbazine sur
675 patients mutés pour B-RAF, présentant un mélanome métastatique ou inopérable
(Chapman et al., 2011 ; Chapman et al. 2012). Le statut de la mutation a été déterminé a
I’aide du test « Cobas® 4800 BRAF V600 mutation » (Roche molecular systems, Inc.) et tous
les patients, excepté 20 d’entre eux, présentaient une mutation V60OE. Les sujets ont été
divisés en 2 cohortes: les cohortes A et B qui ont regu respectivement 960 mg de
vemurafenib deux fois par jour par voie orale et 1000 mg/m” de surface corporelle de
dacarbazine toutes les 3 semaines par voie intraveineuse. Les critéres principaux de 1’étude
¢taient la durée de survie globale et la durée de survie sans progression tumorale. Les critéres
secondaires d’évaluation étaient le taux de réponse global, la durée de réponse et I’innocuité

49



du traitement. Le Tableau 9 rassemble 1’ensemble des caractéristiques propres aux 2 cohortes
et leurs résultats.

Tableau 9 : Caractéristiques des 2 cohortes et résultats de I’étude B-Raf In Melanoma 3
(BRIM 3) (D’aprés Chapman et al., 2011 ; Chapman et al., 2012)
LDH = lactate déshydrogénase.

Cohorte A ‘vemurafenib’ Cohorte B ‘dacarbazine’
N =337 N =338
Age (médiane) N =156 N=152
Type caucasien N= 333 N =338
Genre masculin N =200 N= 181
Extension de la maladie : N=221 N =220
Mlc : métastases viscérales
avec taux de LDH normal,
ou autres métastases avec
taux de LDH élevé
M1b : métastases N=62 N=65
pulmonaires avec taux de
LDH normal
M1a : métastases a
distance, a localisation N=34 N =40
cutanée, subcutanée ou
dans les nceuds
lymphatiques avec un taux
de LDH normal
Inopérable Illc : mélanome
métastatique avec au moins N =20 N=13
atteinte de 3 nceuds
lymphatiques
Taux de réponse globale 48 % 5 %
Réponse compléte N=2 N=0
Durée de survie sans 5,3 mois 1,6 mois
progression tumorale
(médiane)
Survie globale a 6 mois 84 % 64 %

Au bilan, les critéres principaux, avec une survie globale a 6 mois de traitement égale a 84 %
pour la cohorte A versus 64 % pour la cohorte B et I’estimation médiane de la durée de survie
sans progression atteignant respectivement 5,3 mois versus 1,6 mois, ont €té remplis et étaient
en faveur du vemurafenib. La plupart des patients appartenant a la cohorte A présentaient une
diminution de la taille de la tumeur avec un taux de réponse global de 48 %. Deux patients
présentaient une réponse compléte au traitement. Parmi les patients non mutés pour BRAF
V600OE de la cohorte A, une mutation V600K a été identifiée pour 10 d’entre eux dont 4 qui
ont montré une réponse partielle au traitement, ce qui suggere une efficacité avérée au sein de
ce sous-groupe. En comparaison, la cohorte B atteignait seulement 5 % de taux de réponse
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globale et aucune réponse complete n’a été observée. Le délai de réponse au traitement
mettait en avant également le vemurafenib avec respectivement 1,45 versus 2,47 mois pour
les cohortes A et B. En s’appuyant sur ces résultats, les agences européenne et américaine
(FDA et EMA pour European Medicines Agency) ont approuvé 1’utilisation du vemurafenib
avec le test « Cobas® 4800 BRAF V600 mutation » dans le traitement du mélanome
métastatique ou inopérable aux USA (2011) et en Europe (2012). Une mise a jour de la durée
de survie concernant cette ¢tude (BRIM 3) a ¢été présentée a I’occasion du congres de
I’ American Society of Clinical Oncology (ASCO) en 2012, soulignant une augmentation
continue de la durée de survie avec le vemurafenib (Chapman et al., 2012). En effet, avec un
suivi de 10,5 mois pour le groupe vemurafenib et 8,4 mois pour celui de la dacarbazine, la
durée de survie atteignait respectivement de 13,2 et 9,6 mois, associée a un taux de survie
global 4 1 an de 55 % pour le vemurafenib et 43 % pour la dacarbazine.

Par ailleurs, une étude pré-clinique a mis en évidence que 1’utilisation des inhibiteurs de la
voie MAP kinase, via les inhibiteurs de B-RAF, augmentait également la capacité¢ des TIL
(tumor infiltrating lymphocytes) a reconnaitre les cellules tumorales in vitro, ce qui suggere la
possibilité d’une action synergique et complémentaire permise par le traitement séquentiel du
vemurafenib et des TIL (Donia et al., 2012).

2.2.4.2.1.2. Effets indésirables et échappement tumoral

Une des préoccupations majeures concernant ces molécules est [’existence d’effets
indésirables a localisation cutanée. Le vemurafenib peut également causer des arthralgies et
des signes généraux comme la fatigue. En ce qui concerne la peau, une photosensibilité li¢e
aux UVA caractérisée par 1’apparition d’érythéme pendant 1’exposition, persistant pendant
plusieurs jours, et la survenue de verrues voire de carcinomes épidermoides cutanés sont les
principaux effets secondaires du traitement. Les carcinomes épidermoides sont le plus souvent
bien différenciés, de type kérato-acanthome et peuvent survenir de fagon éruptive, multifocale,
classiquement aprés 8 semaines de traitement mais parfois méme avant, voire quelques
semaines apres 1’arrét du traitement. La photosensibilisation est proche de 1’aspect clinique
original 1i¢ aux érythroporphyries avec une ¢élévation objective des porphyrines
érythrocytaires chez les patients traités par vemurafenib (Gelot ef al., 2013). Concernant les
verrues et les carcinomes épidermoides, il semble y avoir un bénéfice a I'utilisation de
I’acitrétine orale en prévention (Anforth et al., 2013). Les carcinomes induits sont a traiter par
exérese chirurgicale en priorit¢ et ne justifient généralement pas 1’arrét prématuré du
vemurafenib (Flaherty et al., 2010). Les inhibiteurs de B-RAF ont également la capacité a
favoriser le développement de naevi éruptifs dont il faut bien évidemment réaliser un suivi
d’évolution. Une surveillance dermatologique doit donc €tre systématique lors d’un traitement
au vemurafenib, avec a minima des bilan pré- et post-thérapeutiques.

L’autre préoccupation actuelle vis a vis des inhibiteurs de B-RAF est I’échappement tumoral
apres 6 a 8 mois de traitement. Il semble que la plupart des sujets finissent par acquérir une
résistance permettant une reprise de la progression tumorale ; cette résistance est liée a une
activation de la voie des MAP kinases via d’autres génes tels que N-RAS, MEK, ERK ou
d’autres voies de signalisation comme la voie PI3K / AKT (Nazarian et al., 2010). Des
recherches sur les mécanismes de résistance sont en cours.
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2.2.4.2.1.3. Inhibiteurs de B-RAF et métastases cérébrales

A plusieurs reprises, 1’action des inhibiteurs de B-RAF chez des patients présentant des
métastases cérébrales a ¢t¢ démontrée. Long et al. (2012) ont effectu¢ une étude ouverte
multicentrique portant sur un effectif total de 172 patients, porteurs de métastases cérébrales
asymptomatiques (Long et al., 2012). La cohorte A comprenait 89 sujets chez lesquels aucun
traitement antérieur n’avait été réalisé. La cohorte B comptait 83 sujets ayant subi un
traitement local par radiothérapie ou chirurgie. Sur les 172 patients, 139 portaient une
mutation V600E avérée et 33 une mutation V600OK. Le traitement administré était le
dabrafenib a la dose suivante: 150 mg, deux fois par jour, jusqu’a progression. On
s’intéressait alors au taux de réponse des métastases intracranienne ; parmi les sujets porteurs
de la mutation V600E, il atteignait 39 % dans la cohorte A et 31 % dans la cohorte B.
Concernant les porteurs de la mutation V600K, il a été observé 7 % de taux de réponse dans la
cohorte A et 22 % dans la cohorte B. Pour les porteurs de la mutation V600E, les résultats ont
montré une survie sans progression de 16 semaines dans les deux cohortes, et une survie
globale de respectivement 33 et 31 semaines dans les cohortes A et B. Des effets secondaires
ont été rapportés pour 82 % des patients de grade supérieur a 3 pour 22 % d’entre eux. De
plus, 6 % ont développé un carcinome épidermoide cutané.

Dummer et al. (2012) se sont intéressés a 1’effet du vemurafenib chez 23 sujets atteints de
métastases cérébrales symptomatiques, alors en échec des traitements précédents. Parmi les
23 patients, 19 ont été évaluables et seulement 3 ont manifesté une réponse partielle cérébrale.
La survie globale s’est élevée a 5 mois.

En conclusion, les inhibiteurs de B-RAF ont une action sur les métastases cérébrales,
symptomatiques ou non, avec traitement préalable ou non. Le dabrafenib n’est pas supérieur
au vemurafenib, méme si Mittapalli et al. ont publi¢ en 2013 une étude préclinique
objectivant des concentrations cérébrales en dabrafenib plus €levées, chez la souris, qu’avec
le vemurafenib.

2.2.4.2.2. Les inhibiteurs de MEK
2.2.4.2.2.1. Généralités

La classe thérapeutique des inhibiteurs de MEK est aujourd’hui représentée par le selumetinib.
MEK ou MAPK /ERK kinase (pour mitogen activated protein kinases 1 and 2) est une
enzyme clef de la voie de signalisation intracellulaire RAS /RAF /MEK /ERK primordiale
pour le contréle de la survie, la prolifération et I’apoptose. Le selumetinib est un inhibiteur
non compétitif de seconde génération sélectif de MEK 1 et 2.

La principale toxicit¢ du selumetinib correspondait aux manifestations dermatologiques qui
sont fréquentes chez les sujets traités, avec plus de 85 % des patients touchés (Bekaii-saab et
al., 2011). Ces manifestations cutanées sont majoritairement des éruptions acnéiformes, des
paronychies, une xérose, un prurit, des fissures digitales et des anomalies du follicule pileux.
Les éruptions acnéiformes sont décrites chez plus de 75 % des sujets (Schad ef al., 2010). Le
selumetinib peut également étre a I’origine de cellulites aseptiques, érypéloides, et d’cedémes
périphériques ou a localisation faciale (Thomas et al., 2010).
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Robert et al. (2013) ont effectué une étude de phase Il randomisée en double aveugle pour
comparer d’une part 1’éffet de I’association des inhibiteurs de MEK avec la chimiothérapie
(s€élumétinib-dacarbazine) sur 45 sujets et d’autre part 1’association placebo-chimiothérapie
(dacarbazine) sur 46 sujets mutés pour B-RAF en premicre ligne de traitement. Les résultats
n’ont pas démontré¢ de différence en termes de survie globale mais une augmentation
significative de la survie sans récidive pour 1’association sélumetinib-dacarbazine comparé au
lot placebo-dacarbazine avec respectivement 5,6 mois et 3 mois de survie (Robert et al.,
2013).

Le tramétinib est un second inhibiteur de MEK 1 et MEK 2 qui a fait I’objet d’un essai
clinique de phase III en 2012 dans le mélanome métastatique. Flaherty et al. (2012) ont voulu
mettre en paralleéle ’action de la dacarbazine a celle du tramétinib, les résultats ont été¢ en
faveur d’une augmentation de survie par le tramétinib. En 2013, une nouvelle é¢tude de phase
IT a d’ailleurs comparé les effets du tramétinib en monothérapie chez 40 sujets mutés pour B-
RAF, précédemment traités par inhibiteurs de B-RAF et chez 57 sujets mutés pour B-RAF
naifs (Kim et al., 2013). Dans la premicre cohorte, 28 % ont obtenu une stabilisation et il n’y
a pas eu de réponse objective. Dans la seconde cohorte des sujets naifs, il a été observé 25 %
de réponses objectives et 51 % de stabilisations. La médiane de survie sans récidive a été
estimée a 1,8 mois pour la premiére cohorte et a 4 mois pour la seconde.

2.2.4.2.2.2. Inhibiteurs de MEK et mélanome choroidien

Carvajal et al. (2013) ont de plus présenté leurs résultats au congres de 1’ American Society of
Clinical Oncology (ASCO) en Juin 2013 sur le mélanome choroidien, plus rare chez
I’Homme mais de pronostic trés sombre. Les données génétiques relatives au mélanome
choroidien sont en faveur d’une majorité de mutations dans les génes GNAQ et GNAII
capables d’induire une activation de la voie des MAP kinases. L’objectif de I’étude était de
comparer l’action du selumetinib avec celle de la chimiothérapie (temozolomide ou
dacarbazine) chez 98 sujets atteints. Deux cohortes ont ¢té constituées : la premicre pour le
selumetinib comprenait 48 patients et la seconde pour la chimiothérapie 50 patients. Pour la
cohorte chimiothérapie, 45 patients ont recu du témozolomide, 4 de la dacarbazine et 1 n’a
recu aucune molécule. En cas de progression sous chimiothérapie, un basculement vers la
cohorte selumetinib était possible, ce fut le cas pour 40 patients sur les 49 de la cohorte. Le
taux de réponse s’est ¢levé a 15 % dans la cohorte selumetinib contre 0 % pour la cohorte
chimiothérapie. La survie sans progression n’était que de 7 semaines avec la chimiothérapie
contre 15,9 semaines avec la selumetinib. Les effets secondaires rapportés ont été
majoritairement de grade 1 a 2 ; 87 % ¢étaient des €éruptions cutanées, 40 % des cedemes, et
49 % une ¢€lévation des créatines phosphokinases (CPK). L’utilisation de selumetinib dans le
cadre d’un mélanome choroidien est donc plutdt prometteuse, avec des résultats tres
encourageants.
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2.2.4.2.3. Combinaison d’inhibiteurs de B-RAF et de MEK

Comme vu précédemment, les inhibiteurs de B-RAF induisent des mécanismes de résistance
qui causent un échappement tumoral au traitement. En 2012, Flaherty et al. ont voulu étudier
la combinaison des deux inhibiteurs, le dabrafénib comme inhibiteur de B-RAF et le
tramétinib comme inhibiteur de MEK. La publication est composée de 3 parties : A, B et C.
Les conditions d’inclusion dans 1’étude ouverte étaient la présence d’une mutation V600E ou
V600K. Dans un premier temps, une étude d’interaction médicamenteuse (Partie A) a été
entreprise chez 8 patients. Dans un second temps, la toxicité et I’innocuité des molécules
(Partie B) ont été testées avec une escalade de doses du dabrafénib avec le tramétinib, incluant
77 patients n’ayant jamais re¢u d’inhibiteurs de B-RAF et 26 patients en échec d’inhibiteurs
de B-RAF. L’étude de phase Il randomisée a 3 bras (Partie C) a fait suite a ces deux temps
préliminaires avec 3 cohortes de 54 patients recevant les traitements suivants :

* Combinaison 150 / 1 : 150 mg de dabrafénib deux fois par jour combiné a 1 mg de
tramétinib une fois par jour,

* Combinaison 150 / 2 (association des doses recommandées en monothérapie pour
chaque molécule) : 150 mg de dabrafénib deux fois par jour combiné¢ a 2 mg de
tramétinib une fois par jour,

* Monothérapie : 150 mg de dabrafénib deux fois par jour, seulement.

Quelques effets secondaires limitant la dose seulement ont été¢ observés dans la partie B avec
la combinaison 150 / 2. A propos de la partie C, la durée de survie sans progression de la
tumeur a ét¢ de 9,4 mois pour la combinaison 150 / 2 contre 5,8 mois pour la monothérapie.
Le taux de réponse partielle a compléte avec la combinaison du dabrafénib avec le tramétinib
atteignait 76 % alors qu’il n’était que de 54 % avec la monothérapie. De plus, les carcinomes
épidermoides, liés a I'utilisation du vemurafenib, apparaissaient avec une fréquence de 19 %
pour la monothérapie et seulement de 7 % pour la combinaison 150 / 2. Ces données mettent
en avant I’intérét d’une association entre des inhibiteurs de B-RAF et de MEK, qui alors
combinés, se completent et permettent I’obtention de résultats plutét encourageants, sans
amplification des effets secondaires.

2.2.4.3. Combinaison des deux stratégies : immunothérapie et inhibiteur de
la voie MAP kinase

L’inhibiteur de B-RAF comme 1’anti-CTLA-4 ayant montré des résultats encourageants en
termes de taux de réponse et de durée de survie dans le mélanome métastatique, différents
chercheurs ont trouvé logique d’essayer de les combiner. Le Tableau 10 récapitule et compare
les principales caractéristiques des deux molécules.
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Tableau 10 : Caractéristiques du vemurafenib et de I’ipilimumab (D’aprés Chapman, 2011)

Vemurafenib

[pilimumab

Mécanisme d’action

Indications

Contre-indications

Taux de réponse objectif

(critere RECIST)

Délai de réponse

Toxicités

Bloque I’effet des mutations
B-RAF V600OE

M¢élanome qui doit présenter
une mutation B-RAF V600E

Pas de mutation B-
RAF (Alleles B-RAF
sauvages)

50 %

Rapide

Eruptions cutanées,
arthralgies, fatigue, tumeurs
cutanés (autre que
mélanome),
photosensibilisation...

Active les lymphocytes T
contre le mélanome

Tout mélanome, mélanome
uvéal inclu.

Maladies auto-immunes

12 % mais effet a long terme
durable souvent observé

Généralement 12 a 20
semaines

Colite auto-immune,
dermatite, hépatite,
hypophysite, pancréatite,
thyroidite...

En effet, le vemurafenib a prouvé son action anti-tumorale en augmentant clairement le taux
de réponse ainsi que la durée de survie globale, en comparaison avec le traitement par
chimiothérapie (par la dacarbazine). Son délai de réponse est assez court, en moyenne
quelques jours a quelques semaines aprés le début du traitement. Il présente néanmoins des
résistances, des toxicités a localisation cutanée en particulier et provoque 1’apparition de
cancers cutanés (carcinomes épidermoides) et d’une photosensibilisation sévere (Chapman,
2011).

Concernant I’ipilimumab, des essais cliniques ont démontré la supériorité¢ de son efficacité
face a d’autres molécules immuno-stimulatrices ou a un placebo. Méme si le taux de réponse
a I’ipilimumab semble faible, la réponse apparait plus durable que chez les patients traités
avec le vemurafenib. Le point négatif de I’ipilimumab est que plusieurs mois peuvent étre
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nécessaires pour observer une réponse, ce qui compromet le choix d’une monothérapie chez
des sujets symptomatiques (Chapman, 2011).

Le vemurafenib et I’ipilimumab apparaissent comme deux agents thérapeutiques du
mélanome qui pourraient donner des résultats trés prometteurs une fois combinés
(Banaszynski et Kolesar, 2013). Cependant, méme si cette combinaison peut sembler
adéquate, on ne peut exclure une efficacité moindre qu’avec les molécules administrées
séparément (Chapman, 2011). Le vemurafenib pourrait affecter la fonction des lymphocytes T
et minimiser ainsi ’effet de I’ipilimumab. De plus, certaines toxicités associées pourraient
étre amplifiées (éruptions cutanées, élévation des enzymes hépatiques), ce qui pourrait limiter
I’administration simultanée des deux médicaments. Une utilisation concomitante du
vemurafenib et de 1’ipilimumab a permis d’évaluer I’hépatotoxicité globale du traitement lors
d’une ¢tude de phase I comprenant 2 cohortes, A et B (Ribas et al. 2013). La cohorte A
comprenait 6 patients qui ont regu les 2 molécules selon la dose définie par 1’autorisation de
mise sur le marché (AMM) soit 1 mois avec 960 mg de vemurafenib seul deux fois par jour
puis s’ajoutait I'ipilimumab a 3 mg/kg/j en intraveineuse toutes les 3 semaines pendant 4
cycles, tout en maintenant le traitement au vemurafenib. La cohorte B comptait 4 patients qui
ont pris conjointement le vemurafenib et I’ipilimumab. Le vemurafenib a été administré a une
dose réduite comparée a la cohorte A soit a 720 mg deux fois par jour alors que I’ipilimumab
est a la méme dose. Les résultats ont montré que I’'utilisation du vemurafenib combiné a
I’ipilimumab était responsable d’une augmentation des transaminases. En effet, au sein de la
cohorte A, 4 patients ont développé une ¢lévation de grade 3 environ 2 a 5 semaines apres la
premicre dose d’ipilimumab. En ce qui concerne la cohorte B, 2 ¢élévations des transaminases
de grade 3 et une de grade 2 ont ét¢ observées dans les 3 semaines suivant la premiere dose
d’ipilimumab. Les effets hépatiques secondaires ont été asymptomatiques et traités par 1’arrét
du traitement ou par une corticothérapie orale.

Au final, hormis un éventuel effet antagoniste des deux molécules utilisées conjointement et
une toxicit¢ notamment hépatique a surveiller, la combinaison de I’ipilimumab et du
vemurafenib pourrait ¢galement se révéler ne pas €tre plus efficace que deux monothérapies
en alternance. Des essais cliniques sont absolument nécessaires afin d’obtenir des réponses.

Des travaux ont ét¢ menés sur I’espece murine en 2012 (Koya et al., 2012). Le but de ’étude
¢tait de tester la combinaison du vemurafenib avec 1I’immunothérapie sur un modéele de
mélanome chez la souris. Le mélanome murin a été créé¢ a I’image du mélanome chez
I’Homme porteur d’une mutation B-RAF V600E. Des lignées de souris portant un alléle muté
B-RAF V600E ont été fabriquées, et nommées SM1. Des cellules de souris SM1 ont été
ensuite exposées au vemurafenib in vitro et in vivo. L’utilisation du vemurafenib a ensuite été
combinée a I’immunothérapie par transfert adoptif que 1’on appelle aussi ACT (pour adoptive
cell transfer). Le principe de I’immunothérapie adoptive est d’administrer au sujet une source
de lymphocytes T, souvent de nature autologue, reconnaissant un antigéne exprimé par les
cellules tumorales a ¢éliminer. Dans ce cas, le transfert adoptif a été réalis€ avec des
lymphocytes génétiquement modifiés exprimant des récepteurs reconnaissant 1’ovalbumine de
poulet SM1-OVA, ou avec des lymphocytes transgéniques Pmel-1 TCR reconnaissant la
protéine gpl00 endogene exprimée par les cellules SM1. Il n’y a pas eu d’effet antagoniste
entre les deux traitements. En effet, I’analyse des lymphocytes T n’a pas révélé d’altération
significative causée par le vemurafenib. De plus, le vemurafenib a amplifi¢ les signaux de la
voie des MAP kinases, 1’activité cytotoxique in vivo et la sécrétion intra tumorale de
cytokines ¢élaborée par le transfert des LT modifiés. La combinaison du traitement au
vemurafenib avec I’immunothérapie adoptive a montré un taux de réponse anti-tumorale
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supérieur, comparé aux réponses observées pour chaque monothérapie. Les conclusions de
I’étude, utilisant la combinaison d’une thérapie ciblée contre B-RAF et de I'immunothérapie
sur un modele dérivé de mélanome dans I’espéce murine, est en faveur d’un essai de ce plan
thérapeutique chez des patients porteurs de la mutaton B-RAF V600 atteints d’un mélanome
métastatique (Koya et al., 2012).

Comme nous I’avons vu précédemment, la thérapie ciblée renvoie a un ensemble de moyens
thérapeutiques riches et encourageants. En tant qu’inhibiteur de la voie des MAP kinases au
niveau de B-RAF, le vemurafenib se distingue dans la lutte contre le mélanome en médecine
humaine. Pendant longtemps, des traitements systémiques pour des stades avancés de
mélanomes se trouvaient étre non seulement lourds mais inefficaces ou ayant des effets
toxiques importants. L’emploi du vemurafenib dans le mélanome a prouvé son efficacité sur
les mélanomes associées a la mutation B-RAF V600E qui représente au moins 50% des cas et
a permis d’ouvrir un pan de recherches vers des thérapies moléculaires ciblées et une
médecine personnalisée. L’utilisation combinée de I’interleukine 2 a haute dose, de
I’ipilimumab et du vemurafenib est d’ailleurs recommandée par le National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) pour les patients atteints d’un mélanome avancé métastatique. La
limite principale de cette approche reste I’interleukine 2 a haute dose car elle peut causer une
toxicité sévere et nécessiter une hospitalisation dans une unité de soins intensifs. Malgré ses
effets toxiques, certains patients peuvent recevoir I’IL-2 s’ils présentent un bon état général et
s’ils ont acces a un centre hospitalier qui administre cette cytokine. Concernant le
vemurafenib et I’ipilimumab, ils prolongent tous les deux la durée de survie des sujets traités
mais la supériorit¢ de I'un sur 1’autre n’a pas été démontrée. Les chercheurs se tournent
maintenant sur la pertinence de la combinaison du vemurafenib et de I’ipilimumab mais
également sur les possibilités d’action contre la résistance au vemurafenib. L’utilisation
concomitante d’inhibiteurs de B-RAF et de MEK avec le dabrafenib (nouvel inhibiteur de B-
RAF oral) et le tramétinib (inhibiteur de MEK) fait d’ailleurs 1’objet de recherches dont les
résultats sont attendus.
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3. Mélanome canin et thérapeutique : des nouvelles perspectives de
traitements

3.1. Traitements actuels

3.1.1. Traitement chirurgical

En médecine vétérinaire, la chirurgie est le traitement de choix (Soyer et Doliger, 2011).
L’exéreése chirurgicale est appliquée dans les mémes circonstances qu’en médecine humaine,
excepté qu’elle se fait de fagon systématique avec un centimetre de marge saine si la
localisation anatomique le permet. Un bilan d’imagerie avancée (par tomodensitométrie) peut
s’avérer nécessaire afin d’objectiver un processus d’ostéolyse associé, ce qui est tres fréquent.
La chirurgie peut étre trés radicale avec par exemple une mandibulectomie ou une
maxillectomie en cas de mélanome buccal avec ostéolyse associée (Soyer et Doliger, 2011).
La chirurgie des métastases connue en médecine humaine est peu pratiquée chez 1’animal
mais demeure tout de méme intéressante lors de tumeur a évolution lente ; ce n’est pas le cas
du mélanome.

3.1.2. Traitements adjuvants disponibles
3.1.2.1. Radiothérapie

La radiothérapie apres chirurgie est conseillée avec des doses assez élevées (50 a 60 grays).
Elle est indispensable lors d’une exérése en marges non saines. L’indication peut aussi €tre
palliative, en stabilisant la croissance tumorale (effet antalgique et anti-inflammatoire) ou
encore pour les métastases cérébrales non opérables. La radiothérapie améliore le contrle de
la tumeur localement mais n’empéche pas le développement des métastases a distance chez
les animaux. La radiothérapie externe est un traitement local ou logo-régional, qui nécessite
de nombreuses anesthésies ; elle peut étre corporelle ou hémi-corporelle chez I’Homme, mais
elle n’est pas réalisée ainsi chez I’animal (Soyer et Doliger, 2011). Son utilisation seule est en
général plutdt décevante (Doliger, 2003).

La motivation des propriétaires est absolument nécessaire étant donné la disponibilité
géographique des traitements réalisables dans un petit nombre de centres en France et selon
des protocoles de radiothérapie qui comprennent souvent plusieurs s€ances par semaine. Des
possibilités d’hospitalisations spéciales peuvent étre proposées aux propriétaires lorsque leur
animal est engagé dans un protocole d’irradiation (Soyer et Doliger, 2011).

3.1.2.2. Chimiothérapie

Les arrétés du 18 juin et du 29 octobre 2009 ont permis aux vétérinaires de retrouver I’acces
légal aux molécules anticancéreuses, avec une nouvelle liste de médicaments utilisés suivant
le principe de la cascade, parmi lesquels 10 molécules ont une action antitumorale (Soyer et
Doliger, 2011). Les molécules de chimiothérapie sont soumises a des regles
d’approvisionnement spécifiques ; certaines molécules sont accessibles en officine, comme la
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vincristine, la vinblastine et la L-asparaginase, alors que les autres sont a retirer directement
aupres des laboratoires comme la lomustine ou le carboplatine notamment.

Chez le chien, les mélanomes sont réputés étre peu chimiosensibles. L’utilisation adjuvante de
la chimiothérapie reste donc trés controversée (Doliger, 2003). Les molécules qui ont été
testées dans ce contexte, et en particulier pour des mélanomes buccaux, sont la dacarbazine, le
carboplatine, la doxorubicine et la mitoxantrone mais en général, les taux de réponses ont été
trés faibles et les durées de réponses trop courtes. L’utilisation de I’adriamycine est décrite
mais avec son efficacité est discutée (Soyer et Doliger, 2011).

Avant d’envisager un protocole de chimiothérapie, le propriétaire doit donner son
consentement éclairé au vétérinaire praticien. Il est essentiel d’expliquer qu’il s’agit d’un
traitement cytotoxique, nécessitant des régles d’utilisations particuliéres et appropriées. Les
conséquences pour 1’animal, ’entourage (femmes enceintes et enfants) et 1’environnement
doivent étre explicitées aux proprictaires, tout comme les modalités d’administration du
traitement (Soyer et Doliger, 2011). En effet, un tel traitement n’est possible que dans un
centre de chimiothérapie et nécessite une hospitalisation d’en moyenne 24 heures. Ce
protocole requiert une piece dédiée, au moins temporairement, des systemes clos, des
seringues verrouillées, le port de protections individuelles (blouses, gants, masques et
lunettes) et un systeme de recueil des déjections et des excrétas en vue de leur incinération. A
la sortie de I’animal, une surveillance rigoureuse doit étre mise en place par les propriétaires,
d’une durée variable selon la molécule anticancéreuse utilisée. C’est le role du vétérinaire
d’expliquer la conduite a tenir pendant cette période de surveillance. Les principales
recommandations aux propriétaires sont décrites dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Recommandations aux propriétaires lors de la période de surveillance accrue
(D’apres Soyer et Doliger, 2011)

Recommandations -

Chez le chien

Diluer les urines,

Retirer les selles a 1’aide
de gants et d’un sac et les
jeter dans les toilettes,

Les gants et le premier
sac utilisés sont a placer
dans un second sac fermé
a jeter a la poubelle.
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Chez le chat

Interdire les sorties,

Nettoyer la liticre a 1’eau
de javel a I’aide de gants,

Evacuer les excrétas dans
les toilettes,

Les gants utilisés et le reste
de la litiere sont a placer
dans un sac fermé puis mis
a la poubelle.



En cancérologie vétérinaire, il faut garder a 1’esprit que 1’objectif est de prolonger 1’espérance
de vie sans dégrader la qualit¢ de vie de ’animal. Des études estiment que 5 a 40 % des
animaux traités manifestent les effets d’une toxicité d’intensité souvent modérée ce qui signe
une différence importante avec la médecine humaine (Soyer et Doliger, 2011). Les doses et la
fréquence d’administration doivent étre déterminées parfois au détriment d’une efficacité
maximale afin de permettre une toxicité tolérable.

3.1.2.3. Immunothérapie spécifique active : la vaccination

La chimiothérapie étant décevante, des méthodes alternatives comme I’immunothérapie
offrent de nouvelles possibilités de traitements du meélanome. En médecine vétérinaire,
I’exploitation clinique des cytokines, par exemple celle de I’interleukine 2 ou de
I’interféron- « , est parfois envisagée mais elle est a I’origine d’effets secondaires importants.
L’immunothérapie spécifique active se démarque avec une récente avancée thérapeutique
vétérinaire : la vaccination anti-tumorale (Soyer et Doliger, 2011).

Un vaccin thérapeutique a été¢ développé. Il est composé d’un plasmide portant une séquence
d’ADN codant la tyrosinase humaine. Il a ét¢ développé aux Etats Unis pour I’indication du
mélanome buccal canin comme « vaccin anti-tumoral » par les laboratoires Merial (vaccin
ONCEPT®). En effet, les tyrosinases humaine et canine sont deux enzymes présentant une
similitude de 87 %. Le vaccin s’administre par voie intra-musculaire ; les myocytes canins
transfectés produisent la tyrosinase humaine, reconnue étrangere par le systéme immunitaire
du chien et a I’origine d’une réponse humorale via des anticorps anti-tyrosinase. Les anticorps
produits vont également reconnaitre la tyrosinase canine, en particulier celle qui exprimée par
les mélanocytes tumoraux, car ceux-ci sont plus immunogeénes que les mélanocytes sains
(Soyer et Doliger, 2011).

Une ¢étude sur 58 chiens présentant un mélanome buccal de stades II et III, ayant subi au
préalable une exérese chirurgicale, a été effectuée (Grosenbaugh et al., 2011). Les chiens ont
recu 4 injections initiales puis un rappel a 6 mois. La durée de survie des chiens vaccinés a été
comparée a celle d’une cohorte de 53 chiens témoins. La durée de survie des chiens témoins a
¢été déterminée a 1’aide de leur historique et de la méthode de Kaplan Meier. La méthode de
Kaplan Meier permet d’estimer la survie d’un individu pour une maladie donnée d’apres des
données de survie pré-définies. Les résultats ont montré que le vaccin anti-tumoral augmentait
significativement la durée de survie des animaux vaccinés. Il semble que le traitement soit
plus efficace sur les chiens de stade II comparé a ceux de stade III ; ces derniers présentent
des durées de survie significativement plus courtes. La durée de survie médiane des chiens
vaccinés n’a pas pu étre déterminée car moins de 50 % d’entre eux sont morts de la maladie
avant la fin de la période d’observation (Grosenbaugh et al., 2011). Les effets post-vaccinaux
observés étaient locaux et minimes, avec majoritairement une douleur légeére au point
d’injection, une tuméfaction ou un hématome local (Grosenbaugh DA et al., 2011). Les
conclusions de 1’é¢tude montrent 1’efficacité et la sécurité du vaccin recombinant en tant que
traitement adjuvant du mélanome canin buccal.
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3.2. Perspectives thérapeutiques : intérét de la thérapie ciblée

La thérapie ciblée est aujourd’hui pratiquée en médecine vétérinaire. On peut donner
I’exemple de deux molécules disponibles sur le marché, pour le moment indiquées pour le
mastocytome canin de haut grade associ¢ a une mutation du récepteur a activité tyrosine
kinase KIT : le masitinib (Masivet®) et le tocéranib (Palladia®) produits respectivement par
les laboratoires ABSciences (2009) et Pfizer (2010). Une étude randomisée en double aveugle
portant sur 202 chiens atteints d’un mastocytome de grade II a III a été effectuée (Hahn et al.,
2008). Les animaux de 1’essai ont re¢u du masitinib a 12,5 mg/kg/jour par voie orale ou bien
le placebo. Le masitinib a montré une durée de survie sans progression tumorale globale de
118 jours versus 75 jours pour le placebo. La durée de survie sans progression tumorale a
méme atteint 253 jours pour les chiens dont le masitinib correspondait a la premicre ligne de
traitement. Le traitement a été¢ généralement bien toléré avec des effets secondaires de grade 1
a 2 ; les diarrhées et vomissements ont été les effets les plus observés (Hahn et al., 2008).

Concernant les médicaments tels que I’ipilimumab ou le vemurafenib utilisés chez ’Homme
pour le mélanome, ils ne sont pas encore employés dans le cadre du traitement du mélanome
canin. Pourtant le chien est une espéce fréquemment utilisée pour les essais thérapeutiques
des molécules destinées a la pharmacopée humaine. La thérapie ciblée s’imposerait donc
comme une voie de traitement anticancéreux qu’il resterait tout a fait possible d’appliquer
secondairement au mod¢le canin.

Le facteur limitant la mise en application de ces traitements novateurs demeure le manque de
données génétiques sur le mélanome canin. Cette limitation est vouée a disparaitre avec le
développement d’une carte génétique des maladies héréditaires et des geénes de prédisposition
aux maladies du chien, comme en a témoigné 1’existence du projet européen LUPA, et
d’autres projets de par le monde. La connaissance de 1’origine génétique des mélanomes
canins permettra de hiérarchiser I’intérét d’une molécule par rapport a une autre. Les
conclusions de 1’analyse génétique de Gillard et al. (2013) sont en défaveur de I’existence
d’une fréquence ¢levée des mutations dans le géne B-RAF dans les mélanomes canins
contrairement a ce qui est observé chez I’ Homme. Les données actuelles suggérent I’existence
dans les mélanomes canins de mutations dans les génes N-RAS et PTEN. On peut donc penser
que s’il n’y a pas d’altération dans le géne B-RAF, le vemurafenib, qui est un inhibiteur
spécifique de I’isoforme B-RAF V600E ne présentera pas d’intérét pour traiter le mélanome
canin. Pourtant, on peut également se dire qu’étant donnée la position en amont de la protéine
RAS par rapport a la protéine B-RAF dans la voie de signalisation, une mutation dans le géne
N-RAS entrainera également une activation de la voie qui sera atténuée voire bloquée par un
inhibiteur classique de B-RAF comme le dabrafenib. Ainsi, en attendant les conclusions des
analyses génétiques en cours, il serait intéressant de tester les effets d’inhibiteurs de B-RAF
dans le traitement du mélanome canin. L’ensemble des effets secondaires associés a
I’administration des inhibiteurs de B-RAF reste un frein a 1’acceptation du traitement en
médecine vétérinaire. Comme nous 1’avons dit précédemment, 1’objectif en cancérologie
animale est d’augmenter sensiblement 1’espérance de vie de 1’animal tout en maintenant la
toxicité sous un seuil tolérable, parfois au détriment d’une efficacité maximale, permettant a
I’animal de bénéficier d’une qualité¢ de vie supérieure. Les effets indésirables des inhibiteurs
de B-RAF tels que les éruptions cutanées, les arthralgies, la fatigue, les tumeurs cutanées de
type carcinome épidermoide, et la photosensibilisation seront a prendre en compte et a
expliciter formellement lors de la prise de décision du traitement avec les propriétaires.
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Concernant I’ipilimumab qui est un anticorps monoclonal humain, I’emploi de ce groupe de
molécule poserait a priori probléme. En effet, I’'usage de ce type d’anticorps nécessite que la
séquence de 1’épitope reconnue par 1’anticorps soit strictement la méme chez le chien et chez
I’Homme, ce qui n’est pas évident. Telle quelle, I’injection d’ipilimumab chez le chien serait
trés probablement a 1’origine d’une réponse immunitaire importante, rendant inefficace toute
injection ultérieure. Il faut ajouter a cela le délai de réponse assez long de la molécule, en
moyenne 12 a 20 semaines chez I’Homme, qui est trés peu avantageux et applicable en
médecine vétérinaire. De méme, comme pour les inhibiteurs de B-RAF, les effets secondaires
de I’ipilimumab (colite auto-immune, dermatite, hépatite, hypophysite, pancréatite, thyroidite)
pourraient €tre responsables d’une qualit¢ de vie inacceptable pour les propriétaires de
I’animal traité. Ces points rendent 1’utilisation des anticorps monoclonaux humains, comme
I’ipilimumab, a priori limitée en cancérologie vétérinaire. L application de I’'immunothérapie
n’est pas totalement a exclure chez le chien, comme en témoigne I’étude de Koya et al. (2012).
Koya ef al. avait travaillé sur le mélanome et plus précisément sur 1’intérét de la combinaison
du traitement par le vemurafenib et d’une immunothérapie par transfert adoptif chez des
lignées de souris porteuses d’une mutation B-RAF V600E. L’immunothérapie adoptive
correspond au transfert d’une source autologue de lymphocytes T dirigés contre les cellules
tumorales ; les résultats avaient montré un taux de réponses anti-tumorales supérieur avec la
combinaison du vemurafenib et de I’immunothérapie, par rapport aux monothérapies
respectives (Koya et al., 2012). Les conclusions de 1’étude étaient donc en faveur de 1’ajout de
I’immunothérapie au traitement initial par les inhibiteurs de la voie des MAP kinases.

Par ailleurs, le colit d’un traitement combiné d’inhibiteurs de la voie des MAP kinases et
d’immunothérapie peut étre un obstacle rédhibitoire a 1’essai thérapeutique. En médecine
humaine, il faut par exemple compter, pour un patient de poids moyen, 42 000 euros pour 6
mois de traitement par le vemurafenib et 90 000 pour 4 cycles de traitement par 1’ipilimumab
(Clinique Saint-Jean I’Ermitage, 2014). En effet, le prix du traitement serait sans doute trop
¢levé pour une bonne partie de la clientéle. On est 1a un cas de figure trés similaire a 1’usage
de l’interféron en cancérologie vétérinaire. C’est pourquoi des dispositions sont prises :
I’interféron est proposé en tenant compte méticuleusement du profil des propriétaires et du
cas de I’animal. L’interféron a ainsi pu faire ses preuves dans des maladies telles que la
parvovirose canine. Il n’est donc pas aberrant de penser qu’il pourrait en étre de méme avec le
traitement par les inhibiteurs de la voie des MAP kinases combinés a I’immunothérapie. Au
vu des résultats pertinents des essais cliniques entrepris chez I’Homme, la thérapie ciblée
représente une voie thérapeutique a fort potentiel en cancérologie vétérinaire (Koya et al.,
2012).
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CONCLUSION

Chez I’Homme, le mélanome est bien connu pour €tre un cancer trés agressif, a fort
potentiel métastatique. Il est assez fréquent avec environ 100 a 132 000 nouveaux cas
rapportés dans le monde par an. Le but de notre étude bibliographique était de comparer le
mélanome de I’Homme avec le mélanome qui affecte le Chien. Les mélanomes possédent de
nombreuses similitudes chez I’Homme et le chien. La grande différence réside dans les sites
anatomiques d’apparition des tumeurs (Withrow et Vail, 2007 ; Bower et Waxman, 2010).
Chez I’Homme, la peau est trés généralement le site de la tumeur primaire et les mélanomes
cutanés constituent I’immense majorité des tumeurs (Bower et Waxman, 2010). Chez le chien,
les mélanomes apparaissent fréquemment sur les muqueuses, en particulier buccales
(Withrow et Vail, 2007 ; Marignac, 2010)

La quantité des connaissances sur la génétique du mélanome chez ’Homme et chez le chien
est trés différente. Les données génétiques en médecine humaine sont bien plus riches (Soria
et al., 2012). Des altérations génétiques ont ¢été identifiées dans les mélanomes de I’Homme,
comme les mutations dans le gene B-RAF présentes dans environ 50 % des mélanomes
cutanés (Davies et al., 2002). Ces informations sont fondamentales pour la recherche de
nouveaux traitements et cela explique en partie le faible nombre d’options thérapeutiques
disponibles aujourd’hui en cancérologie vétérinaire pour soigner le mélanome canin. De
nombreux projets internationaux ont pour objectif de caractériser les altérations génétiques
des mélanocytes tumoraux. Les résultats de ces projets permettront a la médecine vétérinaire
de rattraper son retard et permettront de traiter le mélanome du chien comme celui de
I’Homme. En attendant, plusieurs analyses génétiques suggerent que les mutations du gene B-
RAF ne sont pas aussi fréquentes dans les mélanomes canins que dans les tumeurs humaines.
En revanche, des mutations dans les génes N-RAS et PTEN ont bien ¢été identifiées dans les
mélanomes canins (Gillard et al., 2013).

En médecine humaine, le traitement du mélanome passe par un temps chirurgical consistant
en I’exérese du mélanome avec des marges le plus saines possibles (Soria et al., 2012 ; INCa,
2013). La radiothérapie et la chimiothérapie font partie des options thérapeutiques largement
utilisées (Soria ef al., 2012 ; INCa, 2013). Les recherches actuelles se tournent plutdt vers de
nouvelles perspectives de traitements, en particulier la thérapie ciblée (Quéreux, 2013 ; INCa,
2013). La thérapie ciblée, avec I’'immunothérapie et I’inhibition de la voie des MAP kinases, a
suscité¢ un grand intérét car de multiples essais cliniques visant & comparer 1’efficacité de la
chimiothérapie avec celle de la thérapie ciblée ont donné des résultats trés encourageants
(Soria et al., 2012 ; Flaherty et al., 2012 ; INCa, 2013). Cela a été¢ en particulier le cas des
anticorps monoclonaux comme les anti-CTLA-4 avec I’ipilimumab et celui des inhibiteurs de
la protéine B-RAF avec le vemurafenib, un inhibiteur spécifique de I’isoforme BRAF V600E
(Quéreux, 2013). Les résultats suggerent d’utiliser ces molécules qui augmentent 1’espérance
de vie des patients traités. Elles pourraient étre utilisées seules, ou de fagon combinée
(Flaherty et al., 2012). L’échappement tumoral observé lorsque les inhibiteurs de B-RAF sont
utilisés et les effets secondaires du vemurafenib et de I’ipilimumab sont au centre des
préoccupations des cliniciens (Nazarian ef al., 2010 ; Chapman, 2011). Des études de toxicité
et d’innocuité sont encore nécessaires avant d’¢largir 1’utilisation de ces molécules.

En médecine vétérinaire, le traitement du mélanome canin se résume principalement a une

exérese chirurgicale (Soyer et Doliger, 2011). La radiothérapie post-chirurgicale est vivement
conseillée mais n’a pas montré de résultats tellement pertinents (Soyer et Doliger, 2011). En
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ce qui concerne la chimiothérapie, le mélanome canin étant peu chimio-sensible, elle s’avere
étre souvent décevante (Soyer et Doliger, 2011). L’une des avancées thérapeutiques
vétérinaires a été I’application directe de I’immunothérapie active spécifique : la vaccination
anticancéreuse (Soyer et Doliger, 2011). Le vaccin ONCEPT des laboratoires MERIAL
augmenterait de plusieurs mois I’espérance de vie des chiens vaccinés (Grosenbaugh et al.,
2011). Le traitement du mélanome chez le chien est bien plus limité que chez I’Homme. La
cancérologie vétérinaire devra donc tirer parti de la médecine humaine ; en particulier lorsque
des essais cliniques montreront des résultats encourageants, en particulier en thérapie ciblée,
comme [’illustrent les exemples des inhibiteurs de la voie des MAP kinases et de
I’immunothérapie.

L’utilisation de ces molécules chez le chien est délicate et le manque de données génétiques
dans I’espece canine ne nous permet pas d’anticiper de fagon certaine leur intérét dans le
traitement du mélanome canin. Par ailleurs, les effets secondaires des inhibiteurs de la voie
des MAP kinases, comme les inhibiteurs de B-RAF, bien décrits chez 1’Homme ne
conviennent pas forcément aux grands principes de la cancérologie vétérinaire, qui privilégie
une qualit¢ de vie acceptable au détriment d’une efficacit¢ maximale. De méme,
I’immunothérapie via 1’utilisation des anticorps monoclonaux humains, tels que 1’ipilimumab
qui donnent des résultats trés encourageants en médecine humaine, serait a priori non
pertinent chez le chien. Cependant, les thérapies ciblées ouvrent sur diverses classes de
molécules et offrent un grand potentiel de recherche de traitements pour le mélanome canin.

En parallé¢le, il serait intéressant d’évaluer la demande de traitement du mélanome en clientéle
vétérinaire. L’aspect financier est un facteur déterminant pour les propriétaires et un tel
traitement serait sans doute trés onéreux, comme c’est le cas pour un traitement par
I’interféron alpha. Il pourrait étre judicieux de concevoir au préalable une étude sur la
demande des vétérinaires et de leur clientele, basée sur I’envoi d’un questionnaire aux
différents centres d’oncologie francais. Une étude comme celle-ci nous permettrait de savoir
s’il existe une demande de nouvelles thérapies. Les questions-types pourraient étre les
suivantes :

Combien de cas de mélanome canin rencontrez-vous par an ?

Quels traitements réalisez-vous ? Radiothérapie ? Chimiothérapie ? Vaccination anti-
tumorale ?

Quels sont le taux de réponse et la durée de survie associés a ce traitement ?

Y a-t-il une demande d’un traitement novateur de la part des propriétaires ?

Les propriétaires vous semblent-ils motivés pour se lancer dans un traitement novateur,
donc potentiellement onéreux et cela méme si des effets secondaires de grade
important sont associés a la prise du traitement ?

Au final, comprendre les bases génétiques du mélanome chez le chien représente un enjeu
clef pour pouvoir appliquer chez les animaux les thérapies actuellement développées en
cancérologie humaine. La thérapie ciblée ouvre sur de nouvelles options thérapeutiques pour
le mélanome tres intéressantes en médecine humaine et vétérinaire.
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TRAITEMENT DU MELANOME PAR LE VEMURAFENIB
ASSOCIE A L’IPILIMUMAB : INTERET CHEZ LE CHIEN ?

BALANGER Marie

RESUME :

Le mélanome est un cancer trés agressif a fort potentiel métastatique chez I’Homme, le plus
souvent a localisation cutanée. Cette entité pathologique affecte également I’espéce canine
surtout au niveau des muqueuses, en particulier buccales. Dans un premier temps, les aspects
génétiques, histologiques et cliniques du mélanome chez ’Homme et chez le chien sont
présentés et comparés. Les données génétiques en médecine humaine mettent en avant
I’importance des mutations du géne B-RAF alors que les études en cancérologie vétérinaire
ont plutdt révelé la présence de mutations N-RAS et PTEN. Les différents axes de traitement
existants en médecine humaine sont ensuite exposés : traitement chirurgical et adjuvants, avec
les options disponibles telles que la radiothérapie, la chimiothérapie et la thérapie ciblée.
Concernant la thérapie ciblée, les recherches ont mis en avant I’intérét de 1’utilisation de
I’immunothérapie et des inhibiteurs de la voie des MAP kinases pour traiter le mélanome.
L’ipilimumab (un anticorps monoclonal anti-CTLA-4 humain) et le vemurafenib (un
inhibiteur de B-RAF pour la mutation B-RAF V600E) se distinguent par leurs résultats tres
encourageants chez I’Homme. Les traitements effectués en cancérologie vétérinaire comme
I’exéreése chirurgicale, associée ou non a la radiothérapie et/ou a la chimiothérapie
traditionnelles sont décrits dans la derniére partie. L’utilisation de I’immunothérapie active
spécifique a travers la vaccination anticancéreuse est ['une des récentes avancées
thérapeutiques vétérinaires, qui permettrait une augmentation de la durée de survie de
quelques mois d’apres les ¢études. Enfin, les perspectives de nouveaux traitements plus
efficaces chez le chien sont abordées, en questionnant 1’intérét de 1’emploi des thérapies
ciblées, comme I’ipilimumab et le vemurafenib, sur le mé¢lanome canin. L’application de ces
molécules est trés délicate chez le chien. D’une part, les mutations génétiques en cause dans
le mélanome canin sont différentes et les effets secondaires des inhibiteurs de B-RAF ne sont
pas négligeables, ce qui déroge aux principes de la cancérologie vétérinaire. D’autre part, les
anticorps monoclonaux, comme [’iplimumab, sont a priori difficilement utilisables chez le
chien car ce sont des anticorps humains. Utilisés tels quels, il se pourrait qu’ils soient non
seulement inefficaces mais aussi a 1’origine d’une réponse immunitaire importante lors
d’injections ultérieures. Cependant, les thérapies ciblées regroupent de nombreuses classes de
molécules ; I’utilisation des inhibiteurs de la voie des MAP kinases n’est pas a exclure dans
I’immédiat, tout comme les possibilités d’immunothérapies. L’immunothérapie spécifique
active avec la vaccination et I’immunothérapie adoptive sont par exemple des thérapies
envisageables. En médecine humaine comme vétérinaire, les thérapies ciblées offrent de
nouvelles options thérapeutiques tres intéressantes.
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TREATMENT OF MELANOMA WITH VEMURAFENIB
ASSOCIATED WITH IPILIMUMAB :
ANY DOG INTEREST ?

BALANGER Marie

ABSTRACT :

Melanoma is a really agressive cancer with high metastatic potential in humans, the most
often with cutaneous sites. This pathological entity also affects canine species, especially in
the oral cavity. First, genetic, histological and clinical aspects of huma melanoma are
presented and compared to the canine’s. Different mutations have been detected : B-RAF
mutations in most of human melanomas but N-RAS and PTEN mutations in canine
melanomas. Then, different treatment options for humans are explained : surgery, adjuvant
treatments like radiotherapy, chemotherapy and targeted therapy. Research on targeted
therapy underlined the interest of immunotherapy and MAP kinases inhibitors ; ipilimumab
(monoclonal human antibody anti -CTLA-4) and vemurafenib (B-RAF V600E inhibitor)
have shown encouraging results in human melanoma. Eventually, available therapies in
veterinary oncology are described such as surgical removal, associated with radiotherapy or
chemotherapy. The use of specific active immunotherapy with antitumoral vaccination
represents one of the most recent therapeutic veterinary breakthrought which, according to
trials, may increase survival time by months. Finally, the prospects of more efficient
treatments in canine melanomas are discussed, particularly the benefit of using ipilumumab
and vemurafenib in canine species. The use of those medications are quite delicate in canine
species. First, canine mutations are different from human’s and we obviously cannot ignore
B-RAF inhibitors side effects as they do not fit to veterinary cancerology principles. Then,
monoclonal antibodies, such as ipilimumab, are difficult to apply in canine melanomas
because of their human nature. Human monoclonal antibodies may be inefficient in canine
species and may also cause a huge immune response after one injection. Nevertheless, there
are lots of molecules in targeted therapy ; the use of MAP kinases inhibitors is still envisaged,
as other immunotherapies. For example, specific active immunotherapy with vaccination and
adoptive immunotherapy are some possibilities to explore in canine melanomas. In human
and veterinary medecine, targeted therapies can offer a whole new world of melanomas
treatment options.
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