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Introduction

Le cancer, cette peur qui nous hante...

Le cancer est lmaladie la plus redoutée par les francaisSelon une enquéte TNS-SOFRES
réalisée pour le magazine Pelerin en février 2608ancer arrive toujours nettement en téte
des citations (Tableaul).

Tableau 1 : les maladies les plus redoutées paifiascais (Petit et Hipolite 2008)

Parmi les maladies suivantes, quelles sont les degee vous craignez le plus ? | (%)

Le Cancer 72

La maladie d’Alzheimer 54
Les maladies cardio-vasculaires (infarctus, ...) 39
Un accident vasculaire cérébral 36

Le sida 27

La sclérose en plaque 24

La maladie de Parkinson 20
Autres réponses 2

Ne se prononcent pas 3

(*) Total supérieur a 100 en raison des réponsefipies

En effet, malgré les avancées médicales dans lzagsance des mécanismes et les nouveaux
traitements, le cancer apparait comme un ennemingisy progressant lentement, sans
manifestation extérieure, capable de toucher n'itegqui, n'importe quand.

Au 17eme siécle et ce pendant deux siécles, omoie méme contagieux (Imbault-Huart
1985), ce qui provoque la peur et I'exclusion dascéreux. Jusqu'en 1950, les gens parlent
de la « maladie maligne », la « maladie mauditette « maladie-la ».

Aujourd’hui encore, son atteinte est souvent sodieg@rofondesouffrances physiques et
morales, a la fois pour le patient et pour son entsage, car la guérison est loin d'étre
assurée.

« 1l n'y a rien de plus navrant que de se semtpuissant devant une
souffrance, que de se heurter a un mur lorsque d&inrempli de bonne
volonté » A. Bernard (1967).

Et I'on a raison d’avoir peur, car le cancer restec les maladies cardio-vasculaires, I'une

des principales causes de mortalité dans les paystrialisés, aussi bien chez 'homme que
chez I'animal.
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Chez 'humain, selon un rapport de 'INSEE (2006), elle représea deuxieme

cause de mortalite tous ages confondus (fig.1) et méme la premieez Ehomme (fig.2).

Tableau 2 : principales causes de déces en Franérapolitaine en 2001 (d'aprés INSEE

2006)
Ensemble Hommes Femmes
Nombre % Nombre % Nombre %
Maladies de I'appareil circulatoire 160 157 30,2 73 966 27,2 86 191 33,3
dont : infarctus 44 542 8,4 24 650 9,1 19 892 7,7
maladies cérébro-vasculaires 37 769 7,1 15723 5,8 22 046 8,5
Tumeurs 150 979 28,4 90 436 33,2 60 543 23,4
dont : cancer du poumon 26 847 51 22 266 8,2 4581 1,8
cancer du colon, du rectum et de 15 959 3,0 8 448 3,1 7 511 2,9
l'anus
cancer du sein 11129 2,1 176 0,1 10 953 4,2
Morts violentes 41 066 7,7 24 352 8,9 16 714 6,5
dont : accidents de transport 7 649 1,4 5591 2,1 2 058 0,8
10 440 2,0 7 655 2,8 2785 1,1
Maladies de I'appareil respiratoire 32081 6,0 16 969 6,2 15112 5,8
Maladies de I'appareil digestif 24 167 4,6 12 967 4,8 11 200 4,3
Maladies endocriniennes 19 382 3,6 8 084 3,0 11 298 4.4
Autres causes 103 240 19,4 45 497 16,7 57 743 22,3
Toutes causes 531072 100,0 272 271 100,0 258 801 100,0

Figure 1 : principales causes de déces en France2601, d’apres Tableau 2.

Principales causes de déces (France, 2001)
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Figure 2 : principales causes de déces en France2®91 : comparaison homme — femme,
d’aprés Tableau 2.
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» Chez le chienle cancer est également I'une des principalesesade mortalité.

Mandigerset al. (2000) le classent comme la troisieme cause désdél3,6%), apres les

maladies cardiovasculaires (14,8 a 22,2%) et lesibtes comportementaux (19,8%)
(Mandigerset al. 2000).

Mais pour la plupart des auteurs, il s'agit dgilamiere cause diagnostiquée de déces par
maladie. Une étude de Bonnet al. (2005), portant sur 350 000 chiens suédois assurés,
indique qu’il s’agit de la premiere cause (18%) dires naturel ou par euthanasie. Les
maladies cardiovasculaires sont quant a elles nsgies de 8 % des déces. Proschowesky
al. (2003) indiquent au travers de I'étude d’envir@®@ chiens appartenant aux membres du
Dannish Kennel Club, gu’il s'agit de la deuxiemesa de mortalité (14,5%) aprés la mort de
vieillesse (20,8%), soit la premiére cause de rlitrtdont la maladie a été diagnostiquée. Les
maladies cardiovasculaires restent loin derriezalé&nent 4,6%).

Ainsi, on comprend pourquoi le cancer tient ungrande place dans notre société puisqu'’il
est responsable a lui seul de trés nombreux dégemihs, ainsi que de celui de nos
compagnons a quatre pattes. Il est donc toujogrgétant et redouté, et I'on fonde beaucoup
d’espoirs dans la recherche afin de pouvoir enfjnes une tréve avec ce fléau.

Le cancer, une maladie qui traverse les siecles...

On croit souvent que le cancer est une maladieel@Viée aux civilisations industrielles et
modes de vie modernes. En réal@é&ancer existe depuis que la vie existaussi bien chez
I’'hnomme que chez I'animal.
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Les traces les plus anciennes du cancer dateatglehistoire avec la découverte de tumeurs
sur des fragments d’os de dinosaures datant d@m@® millions d’années. On le rencontre
aussi sur des momies égyptiennes dans les pyranégesiomies péruviennes, (Imbault-
Huart 1985).

Les premiers écrits médicaux (des papyrus égyptatent de —3500 avant Jésus-Christ, les
fresques de monuments funéraires étrusques, dés @ésopotamiens, indiens, et persans.)
évoquent déja plusieurs cas de cette maladie (linbaart 1985).

Le papyrus Ebers (Scholl 2002), volumineux trai#éntédecine de I'Egypte ancienne, en est
un exemple. Ce dernier date d’environ 1550 anstayad. et comporte 110 pages qui

renferment 700 formules magiques ou remédes. Cgrympouvre des disciplines médicales

tres variées et novatrices, allant méme jusqu’@gser le traitement chirurgical des abces,
des brdlures, des fractures et des cancers (fR)ure

Figure 3 : papyrus Ebers : le papyrus donnant lattement du cancer : face a une
« tumeur dirigée contre le dieu Xenus », il recorantde de ne rien faire (Scholl 2002)

e e
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Il faut attendre le 4eme siécle avant Jésus-Clpasir quHippocrate donne la premiére
définition de ce mal. Il le nomme « carcinome »xagquirre », que le latin traduira en cancer
en raison de l'aspect de sa propagation, resseimbldes pattes de crabe. Hippocrate le
définit comme unéumeur dure, non inflammatoire, ayant tendance a laécidive et a la
généralisation, amenant une issue fatalgmbault-Huart 1985).

Au ler siecle aprés Jésus-Christ, Galien (129 oir203 apres Jésus-Christ) attribue
I'étiologie du cancer a un déséquilibre de la bibére, 'une des quatre humeurs du corps
humain avec le sang, la bile jaune et le phlegmécé&a lui se construit I'idée que le cancer
est une maladie générale dont seules les manitestatont locales (Imbault-Huart 1985).
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L'emploi du microscope a la fin du XVllle siécle nsbitue un tournant decisif dans la
recherche sur le cancer. Aprés avoir été maladi€éodganisme, puis du tissu, le cancer
devientmaladie de la cellule et du noyau cellulairélmbault-Huart 1985).

Toutes les recherches convergent alors vers umaptgtique unique : le cancer étant une
maladie locale, seule lehirurgie peut y apporter une réponse efficace. Mais grate a

succession des innovations chirurgicales et phgsiqude nouvelles thérapeutiques
complémentaires voient le jour (rayons X, chimio#ipée, ...).

Depuis le début du XXe siécle, en orientant lesheethes sur le noyau cellulaire, I'on
découvre le mécanisme de la formation des caneiige & une irritation ou une stimulation
locale, une cellule mute, se transforme et acquiére la cap@e de se diviser de facon
anarchique pour devenir maligne ou dangereuse

Le systeme immunitaire peut défendre naturellemenhotre organisme contre certaines
tumeurs, mais il est souvent inhibé par des mécanismesngttient ces tumeurs en situation
d'échappement immunologigue Quand le systéme immunitaire n'est plus capalgle d
détruire ces cellules malades, leur nombre contadrieroitre pour former une tumeur tout
d'abord bien délimitée, mais qui va progressivereenthir les tissus voisins et les détruire.

Le systeme immunitaire pourrait donc bien étrene clef du cancey grace a sa capacité de
reconnaissanceet de destruction des tumeurs, si seulement I'on réussissait a helree
suffisamment efficace. C’est en se basant sur bgfiethese que I'on développe aujourd’hui
'immunothérapie et avec elle de nouveaux outils thérapeutiques.p@ut par exemple
injecter des anticorps anti-tumeur ou, a défauliset des médiateurs immunitaires comme
les interférons ou les interleukines, moins spgads, mais qui permettent de stimuler ou
orienter la réponse immunitaire (immunothérapiespasnon spécifique). L'immunothérapie
adoptive quant a elle consiste, a partir de bigpsignorales, a induire sur culture la
prolifération des lymphocytes infiltrant la tumepwis a les réinjecter au patient (Semana

2001).

Mais les plus grands espoirs sont apportédipamunothérapie active spécifique sorte de
vaccinothérapie anticancéreuse (Institut Pasted#2@n effet, I'un des obstacles majeurs de
la lutte contre les cancers est que les tumeursgorstituées deellules du soj devenues
anarchiques. Il est donc difficile de détruire sfigagement ces cellules tumorales sans
affecter les cellules saines. Aujourd’hui, on ngpdse pas de drogue spécifique des cellules
cancéreuses : tous les médicaments utilisés resteiques pour les cellules normales. La
chimiothérapie, par exemple, couramment utilisé@akejours a visée curative, adjuvante ou
encore palliative, a I'inconvénient de présentes torte toxicité pour les cellules saines. La
plupart des médicaments atteignent la cellule cansé en faussant le mécanisme de la
division cellulaire. Les tumeurs peu actives seqmu touchées. A l'inverse, les tissus sains
tres actifs (cellules sanguines, muqueuse, peawntseatteints facilement. Toutes ces
molécules vont donc présenter une toxicité hémgiglee plus ou moins forte, caractérisée
par une anémie, une thrombopénie, une leucopéuntantad’éléments fragilisants pour le
patient. Le plus souvent, ces médicaments ont aussitoxicité non hématologique, en
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particulier digestive (vomissements, nausees, amgrédiarrhée), dermatologique (alopécie)
ou encore rénale (Brunet 2004).

Grace aux progres de l'oncologie ces derniéres emmngn a pu découvrir des molécules
présentes a la surface des cellules tumoralessentds des cellules saines : hegrqueurs
tumoraux. Cette découverte ouvre la porte a des traitenamfts plus ciblés et donc moins
nocifs. En particulier, il devient alors possible donsidérer ces molécules comme des
antigénes utilisables pour la vaccination et d'apgre au systeme immunitaire a reconnaitre
et a détruire les cellules porteuses de ces amtiye@'est le principe de la vaccination
thérapeutique qui permettra dgjeter la tumeur et donc de survivre a la maladie. On peut
aussi envisager une vaccination a visée prévemog les individus a risque (cancers
familiaux).

Il reste néanmoins une difficulté : chaque typecdecer est caractérisé par un ou plusieurs
marqueurs tumoraux (ou antigénes) donnés. Il fant dnettre au point des vaccins contre
chaque type de cancer, voire dans certains casvaasns personnalisés a un malade
particulier. Aujourd’hui, on recherche donc desactéristiques communes aux différents
types tumoraux afin d'envisager, a terme, la migepaint des vaccins anti-tumoraux
universels(Institut Pasteur 2004).

Le mélanome malin, un ennemi insoupconné

e Chez 'homme le mélanome malin constitue une tumeur rare ésaprtant 2,6% des
cancersEn France, il se situe ad3™®rang des cancers chez 'hommeu7éme rang pour
les femmes

Toutefois, sorincidence est en forte augmentation dans les palssirialisés. Le mélanome
fait en effet partie des cinqg cancers dont l'incicke a le plus augmenté entre 1978 et 2000,
chez 'homme et la femme (Inserm 2005). De plus, assiste a urdoublement de
I'incidence en dix ans

Aux Etats-Unis, dans les années 90, on relevait déja chaque @h@@0 nouveaux cas de
mélanomes malins cutanés chez 'lhomme, avec 6 8088sdassociés, soit environ 20% de
mortalité (Misfedt et Grimm 1994).

En France, 7 231 nouveaux cas de mélanomes ont été diagnésten 2 000, dont 58% chez
les femmes. Le taux annuel moyen d'évolution deitlence entre 1978 et 2000 est de +5,9%
chez 'homme et + 4,33% chez la femme (Ministéeradanté 2003).

Le mélanome malin apparait donc commeancer de plus en plus fréquent

En 2 000, I'dge moyen de survenue du mélanomed&&8 ans chez 'homme et 56 ans chez
la femme. Le taux d'incidence contindleugmenter avec I'agepour atteindre un maximum

a 90 ans. Le mélanome peut également apparaitzedelsesujets jeunes (Ministére de la santé
2003).
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Le mélanome est unemeur maligne des mélanocytesqui peut se développer a partir de
n'importe quelle zone comportant des mélanocytependant, chdzhomme, pres de 90 %
de ces tumeurs soatitanées

Il s’agit d’'une tumeur ayant utres grand potentiel métastatique quelgues millimétres
cube de tumeur peuvent entrainer une disséminati&tastatique diffuse, rapidement létale.
Aujourd’hui, aucune thérapeutique n’a vraiment mémt'efficacité sur la survie globale des
patients en phase métastatique. C’est donc un icgnceeste trés mortel lorsqu'il est pris
tardivement, avec une meédiane de survie respectivement de @4nelis lors d’invasion des
nceuds lymphatiques ou d’organes distants (&liml. 2002).

La mortalité augmente en effet régulierement (mais moindre degré) entre 1978 et 2000, a
la fois pour ’'homme et la femme. En 2000, 1 36dedelui étaient imputables (704 hommes
et 660 femmes), ce qui représente 0.9% des déceampeer (Ministére de la santé 2003).

* Chez le chienégalement, une attention toute particuliere epbdape au mélanome
malin a la suite de 'augmentation d’incidence obée chez 'homme (Roeét al. 1999).

Cette tumeureprésente 4 a 10 % des tumeurselon les études, avec comme localisation
principale la cavité buccale. Son agressivité pedt forte, et les métastases sont précoces et
nombreuses. L@ronostic est doncsombre: on compte de 6 a 8 mois de surmlgré
chirurgie et radiothérapie.

Le chien représente donc ymatient réel. Mais plus encore, il est umodeéle d'étude
d’autant plus que 'homme et I'animal de compagsént a priori exposés aux mémes
facteurs environnementaux (Roeds al. 1999). Il apporte donc l'espoir d’améliorer la
compréhension des mécanismes de cette tumeur et ldodéveloppement de nouvelles
thérapeutiques plus efficaces, profitables a ls poiur lui-méme et pour ’lhomme.

L'objectif de ce travail est de fournir uridude précise des mélanomes canirafin de
pouvoir développer deouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutigsigour le chien.
Et, on I'a vu, I'immunologie représente a ce niveae clef intéressante a exploiter.

Il est également d’évaludiintérét du chien en tant que modele animal d’étde du
mélanome humain et ainsi faire progresser la médecine humaine.

Nous commencerons donc par présenter les grantieté@rgstiques histologiques et cliniques
du mélanome canin en les comparant a celles denti® Puis nous rappellerons les
principes de I'immunité anti-tumorale, en les agpéint a cette tumeur. Enfin, nous finirons
par les débouchés diagnostiques, pronostiguegetpiutiques innovants que peut apporter
I'immunologie des mélanomes.
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Du mélanocyte au melanome
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1 Du mélanocyte au mélanome

1.1 Le systeme mélanogéne : généralités

1.1.1 Ontogénése des mélanocytes : des dérivés de la ené¢urale.

Lors du développement embryonnaire, plusieurs étapeuccedent.

* Apres la fécondation, I'embryon va se segmenteqylégs former unemorula. A ce
stade, les cellules deviennent adhérentes les amesautres et une cavité se creuse. Les
cellules internes s'agglutinent a un péle de lautaoet forment la masse cellulaire interne
ainsi qu'une cavité, le blastoccele. La morula egédueblastocyste

On assiste alors a un ensemble de mouvementsabedhilfaisant passer 'embryon d’un
feuillet simple épithélial (épiblaste) a trois filetis embryonnaires et a I'établissement des
axes du corps : c’est gmstrulation (figure 4).
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Figure 4 : premiéres étapes du développement emtmmgire du chien (Latshaw 1987) :
segmentation de I'ceuf fécondé et morula ; gastridat par invagination et formation des
trois feuillets ; neurulation et production du tubeeural (stade neurula).

TIMETABLE OF CANINE PRENATAL DEVELOPMENT
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Ces trois feuillets : I'ectoderme, le mésoderméeadoderme se développent parallelement et
sont a l'origine de toutes les structures et orgdntirs de I'organisme (figure 5).

Figure 5 : devenir des feuillets embryonnaires (@i@s Bernex 2002).

annexes du TD
(foie, poumons)

endoderme — tube digestif

— chorde

meésoderme » comites - » OS, muscles

| CCRUr, sang, rein

ectoderme ¢ » épiderme

tube neural

cellules des crétes

systéme nerveux neurales

apres migration au travers du mesoderme
une partie du systeme sensoriel

cellules pigmentaires

certains os du crane
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» C'estl'ectoderme qui est a l'origine demélanocytes Une fois formé, ce feuillet se
complexifie, les plis neuraux fusionnent et formkgpiderme. Les cellules de la créte neurale

s’individualisent, le tube neural se creuse : daseurulation (figure 4 et 6).

Figure 6 : neurulation : formation du tube neural tedes cellules de la créte neurale
(modifié d’apres Latshaw 1987)

Plague neurata

canvergance das plis neurau et
début de farmation du fube neural

Formation des crétes neurales

larmation des crétes neurabas

G L
crélas nauralas

b neural

Le tube neural donnera plus tard le cerveau ebkllmépiniere.

Lescellules de la créte neuraléfigure 7), quant a elles, ont dort potentiel migratoire, et
contribuent au développement de nombreuses stasctdispersées dans |'organisme,
notamment des mélanocytes.

Figure 7 : observation microscopique (x300) de &t neurale d’'un embryon de rat de 11
jours (Auroux et Haegel 1974).
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» Des la fermeture du tube neural, tedlules de la créte neuralealorspluripotentes,
migrent a travers le mésoderme (figure 8). Au cal@rse voyage, elles empruntent des routes
spécifiques, guidées par la matrice extracellulagpg forme une trame déterminée
génétiquement.

Au fur et a mesure de leur migration, leur potditéiase restreint jusqu’a aboutir a leur
différenciation finale au point d’arrivée, dictéarpe micro-environnement (Latshaw 1987).

Figure 8 : voies de migration des cellules des eheurales et quelques structures dérivées
(modifié d’apres Alberts et all994)

cellule pigmentaire

2lanoblast
ganglion de glie de (mélanoblaste)

la racine dorsale

cellules de

WOIE Schwann

YEMNTRO-
)
neuroneg

| cellules satellite

neurong dans le
ganglion sympath.

cellules chromaffines
de la médullo-surrénale

plexus parasympathigues

ganglion intra-viscéraux

pré-zorigue

Les cellules de la créte neurale atgux grandes destinées embryologique@igure 8,
tableau 3).

Elles forment d’'une part des élémegtnglionnaires et des structures de base du systéme
nerveux périphérique. D’'autre part, elles sont a I'origine d'@ttomésenchymelont dérive
une grande diversité de tissus conjonctifs.
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Tableau 3 : dérivés de la créte neurale (d’apreddteaw 1987)

- Ganglions sensitifs des racines
- Ganglions des nerfs craniens dorsales (neurones et cellules
(neurones et cellules satellites) satellites)

- Neurolemme des axones des nerfs - Neurolemme des nerfs rachidiens
craniens (cellules de Schwann) - Ganglions sympathiques
- Ganglions parasympathiques du | - Cellules neurosécrétrices
tractus gastro-intestinal (entérique, ...¢hromaffines de la médullo-surréna
(adrénaline)

7

7z

€rivés nerveux

D

e

- Méninges molles (arachnoide et pit
mere)

- Squelette de la face

- Tissu conjonctif lache de la téte,
I'ceil, 'orbite

- Muscle ciliaire et irien

- Thymus

- Formation de structures appartenant
aux arcs branchiaux (cartilage des o
du nez, de l'oreille moyenne, derme de
la face et du cou, papille dentaire)

- Odontoblastes des dents (dentine)
émail des dents (?)

- Cellules endocrines : cellules C de|la
thyroide, Tlots pancréatiques (insulin
glucagon ?), parathyroides
(calcitonine)

- Tissu conjonctif du septum aortico-
pulmonaire

- Corps carotidien ?

1%

hymateux

(2]

érivés mésenc

7z

D
o

Cellules pigmentaires de
I'épiderme et des phaneres
(mélanoblastes)

Autres

» Lesprogéniteurs des mélanoblasteapparaissent rapidement aprés la formation des
crétes neurales. lls empruntenwitzie dorso-latéraleentre I'ectoderme et le dermamyotome
jusqu’a leur site de différenciation terminale, iigl acquiérent la capacité de produire la
mélanine (voir figure 9). Les cellules pigmentainggtures sont appeléaglanocytes
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Figure 9: origine et migration des mélanocytes @peau 1999): apparition des
mélanoblastes dans les crétes neurales, migrati@mighérique des mélanoblastes qui se
multiplient et se différencient en mélanocytes.

La majorité des mélanoblastes se répartissent tigpislerme de la peau, les follicules
pileux, les muqueuses (en particulier buccale), Istria vascularis de l'oreille interne, la
cochlée, la choroide de I'eeilOn trouve également des mélanocytes dans I'épithé
pigmentaire de la rétine, mais ceux-ci dériventcdlules du tube neural et pas de la créte
neurale (Dunret al. 2000).

Les analyses au niveau moléculaire de souris passéthturellement des altérations de la
couleur du pelage permettent de mettre en évidénggdication de plusieurdacteurs dans

la différenciation précoce des mélanocyteitons par exemple les protéines Wnt, Sox10,
MIFT, Kit et son récepteur KitL. Dorskgt al. (2000) montrent en effet que les protéines Wnt
et leurs facteurs de transduction (dont-Heaténine et le facteur de transcription Lef/Tcfpts
impliqués dans la différenciation des premiers edadle la spécification du lignage
mélanocytaire. L’augmentation du signal Wnt indégalement lgrolifération accrue des
cellules, et est associée a la formation de tumg@amst les mélanomes) chez 'lhomme et la
souris (Dunret al. 2000).

1.1.2 Structure histologique des mélanocytes.

* Les mélanocytes peuvent étre définis comme étast alules élaborant un
pigment, la mélanine a I'origine de la couleur de différents tissusenférant une certaine
protection contre les UV.

En fait, on pourrait comparer les mélanocytes depému a degglandes exocrines
unicellulaires qui excrétent aux cellules voisines des mélanosprganites synthétisant la
mélanine, permettant ainsi de répartir la pigmémainiformément dans I'épiderme. Dans la
peau normale, seuls les mélanocytes synthétisepigdwent.

35



» On peut distinguedeux grands types de mélanoblaste§Ganter et Jolles 1969):

- les mélanoblastes fixesqui élaborent le pigment mélanique au cours de la
période embryonnairemais cessent de le faire aprés la naissance, sanfachez
I'adulte, que retenir ce pigment : ce sont les maéltdastes déceil (choroide, iris,
rétine), des méninges et plexus choroides, et dedahe mongolique.

- les mélanoblastes variablesgui continuent a élaborer de la mélanoh@ant
toute la vie: ce sont lemélanoblastes épidermiques et ceux des muqueuses

Sur coupes histologiques (voir figure 10), laélaninessynthétisées sont d’aspect variable
selon les localisations. Elles sont souvdiificiles a voir dans I'épiderme ou certaines
tumeurs car elles y sont peu abondantes et faiblement @doen brun. Dans la choroide ou
I'iris, par contre, elles apparaissent sous forraegtbs amas d'un noir intense (Ganter et
Jolles 1969).

Figure 10 : coupes histologiques permettant d’obger les mélanocytes dans leurs
différentes localisations (d’aprés Gartner et Hig2006, avec leur autorisation) : A. et B.:
peau, C., D, E. : ceil.

A. peau de singe: coupe histologique (x132): aledion des différentes couches de
I'épiderme de la peau et de la jonction avec lerder

B. peau de singe : détail de la coupe A.
(x540) : les mélanocytes sont des
cellules claires (M) situées dans la
couche basale (SGe).




C. sclere de singe: coupe en paraffine
(x132) : les mélanocytes (M) sont situés
dans la couche la plus profonde : la lamina
supra-choroide (SL). lls contiennent de la
mélanine, ce qui les colore en noir sur la
coupe.

D. iris de singe : coupe en paraffine (x132) : lawuche fibreuse (FL) abrite des cellules
pigmentaires (Pc) a I'origine de la couleur de lig, de méme que I'épithélium pigmentaire
postérieur (PEp).

E. corps ciliaire de singe : coupe en paraffine &) : le corps ciliaire est en grande partie
composé de muscles lisses (SM) disposés grossi@terre 3 couches. De nombreuses
cellules pigmentaires (Pc) sont dispersées dangseceigion. L'épithélium du corps ciliaire
est quant a lui formé de 2 couches, dont seul lt&glium externe (OP) est pigmenté.
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» Les mélanocytes de la peawsont situés dans leouche basaleau contact de la

membrane basale de I'épiderme. lls se répartisiamd lescompartiments épidermique et
folliculaire (voir figure 11).

Au niveau de la truffe, en raison de Il'absence déictiles, les mélanocytes sont
exclusivement épidermiques.

L'ensemble formé par un mélanocyte et les cellldeglermiques adjacentes qu’il va
pigmenter est communément appel@nité épidermique de mélanisatior» (figure 11). La

proportion est’'un mélanocyte pour enviror35 a 40 kératinocytesians la couche basale du
chien (Scotet al.2001).

Figure 11 : répartition des mélanocytes dans la pg&respeau 1999).
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Dans le derme, on peut observer une autre populdgocellules contenant de la mélanine :
les mélanophaged(figure 12). Il s’agit de macrophages ayant phgtota mélanine libérée
dans le derme suite a la destruction des mélarocgmdermiques ou folliculaires
(incontinence pigmentaire).
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Figure 12 : mélanome cutané (H&E, x500) : on distime un mélanophage parmi les
cellules tumorales (Smitlet al. 2002).

f.‘-’_ o
B, o i

Sur les coupes histologiques classiques a I'hnémb@xéosine (HE), les mélanocytes de la
peau apparaissent comme dedules petites, claires, comportant un volumineuxoyau
ovoide et uncytoplasme abondant interposées entre les cellules basales de I'épige
(Weiss et Greep 1977). Sur les coupes de peafinsiprolongements cytoplasmiquegjui
s’insinuent entre les kératinocytes voisins deolacbe épineuse, sont identifiables grace a des
colorations spéciales (Weiss et Greep 1977).

La microscopie électronique(figure 13) révéldabsence de desmosome et de tonofilament
mais la présence d'un systemnéticulo-endoplasmique trés développéet d’organites
spécifiques ovoides dérivant de I'appareil de Golgsmélanosomeslieux de synthése des
pigments mélaniques (Weiss et Greep 1977). Catietste cellulaire est schématisée sur la
figure 14.

Figure 13: observation au microscope électroniqude mélanocyte de la peau:
visualisation des mélanosomes (PM) et des prolongets cytoplasmiques (EC) s’insinuant
entre les kératinocytes de la couche basale ou épse (Stevens et Lowe 1993).
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Figure 14 : schématisation d’'une observation au moescope électronique a transmission
d’'un mélanocyte (d’aprés Bernex 2002).
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1.1.3 Le mélanocyte, cellule pigmentaire.

1.1.3.1 Biosynthése des mélanines

Il existe plusieurs types de mélaninel’eumélanine, noire ou marron, et la
phaeomélanine jaune ou rouge-marron, qui contient plus de selfl existe également des
trichochromes voisines des phaeomélanine et desnmétamixtes contenant des polymeres

de la phaeomélanine et de 'eumélanine. Les mélaninigtes sont les pigments les plus
nombreux chez le chien (Scettal. 2001).

* La mélanine est formée a partir detymosine, acide aminé soluble et stable. Sous
I'influence d’'une enzyme contenue dans les mélaescyatyrosinase la tyrosine est oxydée
en DOPA puis en DOPA-quinone. Apres plusieurs otigda et une polymérisation,
schématisées par la figure 15, on aboutit aux reegemélanines (Poiriet al. 1979).
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Figure 15 : biosynthése des mélanines a partir ddyrosine (d’aprés Crespeau 1999).
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Il existe trois stades schématiquesdans la biosynthése de la mélanine par le
mélanocyte (Poirieet al. 1979) :

““m

il

i S )
{/PHAEOMELAN|NES JAUNES’”\E
¥ et /

“~__TRICHOCHROMES _—~

- 1*" stade biosynthése de la protéine enzymatique

Les polypeptides sont synthétisés par I'ergastamast sont condensés par I'appareil de
Golgi en molécules daro-tyrosinase, pour le moment sans activité catalytique.

2°M stade biosynthése du mélanosome

Les molécules enzymatiques sont réparties en qpantie Golgi. Chaque quantum s’entoure

d’'une membrane et forme un organite intracytoplgsmiappelénélanosome de stade ICet
organite a I'apparence d’un grain rond au conteain.c

Ces vésicules grandissent, acquierent un systéemmeiebranes internes lamellaires sur
lesquelles les tyrosinases vont s’aligner de fagrdlonnée. La tyrosinase est alors active. On
parle demélanosome de stade 2, non mélanjggrain ovalaire a contenu filamenteux.
3*Mestade biosynthése de la mélanine

L'oxydation de la tyrosine commence et se tradait [@pparition de mélanine sur les
membranes interne de I'organite : c’estriélanosome de stade lll, partiellement mélanisé
A ce stade, la détection histo-enzymologique dgriasinase devient positive.

Finalement, ledépbt de mélanine devient completet la tyrosinase n’est plus retrouvée. |l
s’agit alors dumélanosome de stade IV
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L'aspect des différents stades des mélanosomeslesatisé sut les figures 16 et 17

Figure 16 : aspect et mélanisation des différentélanosomes (Crespeau 1999)
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Figure 17 : aspect en microscopie électronique déesdes | a IV des mélanosomes (Weiss et

Greep 1977)

1.1.3.2 Caractéristiques des mélanines et outils diagnostigs

Dans différents tissus et en particulier dans Eupées granulations de mélanine sont parfois
peu visibles (Ganter et Jollés 1969). La carac#os histochimique des mélanines présente
donc unintérét considérable pour ldiagnostic et I'étude des pigmentations mélaniques

pathologiques: mélanose, mélanome, tumeur mélanique maligne
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Certaines tumeurs sont au contraire trés pigmentéss blanchiment des coupes
(hypochlorite généralement) sera alors réalisé @fitenir une meilleure visualisation des
différentes structures.

L’ensemble des réactions mettant en évidence lésnmeés est résumé dans le tableau 4.

Tableau 4 : réactions histochimiques des mélanimegsanées (d’aprés Ganter et Jollés
1969).

Réactions Histochimiques Mélanines

Réactions argentaffines

Réactions de réduction
| (type ScuMORL)

+
+
ions ferreux, de LiLLix ”q'/)

I | —
Réactions eaction de capture des
générales
asophilie (thionineN| ré 5 ctions
pH 1 spécifiqueg
! Réactions du noyau #/-
indole (p. diméthyl-
aminobenzaldéhyde)
Réaction du PAS o3+
Réaction de PERLS o
Coloration par 1'oil red -
O ou le noir Soudan B
Réduction du tétroxyde
d’osmium *
Réaction & l'acide per- 5
I formique-SCHIFF
Réactions |, .~ o
. Acido-résistance o
particuliéres S o =
Réaction plasmale o

Réaction de LILLIE au +
sulfate de bleu de Nil

A (vert foncé)
| + acétone

| Coloration par 1'hémato-
| xyline-alun de chrome

Réaction de HUECK o
|
+-a+
| Réaction de MALLORY /- a
: (hémofuscine) (brun-
rouge)

La réaction de capture des ions ferreuxrévélée par le bleu de Turnbull, est 'une dess pl
spécifiques : les mélanines prennent alors uneeooubleu-vert intense (Ganter et Jolles
1969).

La coloration argentique de Fontana-Massonfacile a mettre en ceuvre, est fréquemment
utilisée pour I'observation en microscopie optigua. mélanine est également positive a la
coloration deSchmorl (Ganter et Jolles 1969). Toutefois, ces deux tgcies ont le défaut de
manquer de spécificité, les lipofuscines réagissgalement a ces colorations (Snethal.
2002).
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Le DOPA test est plus spécifique, car il marque les cellulesdpisant la tyrosinase (ou
DOPA oxydase). Il est particulierement utile loesrdélanomes achromiques, car il permet la
formation d'un pigment brun-noir caractéristique nslale cytoplasme des cellules
néoplasiques (Smitét al. 2002).

Les mélanines peuvent aussi étre mises en évidepee des réactions
immunohistochimiques (HMB-45, anticorps anti-protéine S100, ...) qui sgrdétaillées
plus loin. Ces réactions sont parfois déterminargear le diagnostic des mélanomes
achromiques.

On peut enfin utiliser lanicrocopie électroniquepour mettre en évidence les mélanosomes,
ou I'hybridation in situ et la PCR afin de révéler des ARNm spécifiques de la tyrasan
(Smithet al.2002).

1.1.3.3 Excrétion des mélanines

Un mélanocyte normal ne retient pas la mélaninercedson élaboration, le pigment est

excrété dans d'autres cellules, appelées mélanephsitués essentiellement dans la couche
de Malpighi de I'épiderme, le derme papillaire, Bdventices vasculaires et les ganglions
(Ganter et Jolles 1969).

Dans I'épiderme, lesmélanosomes contenant la mélaninemigrent au niveau des
prolongements cytoplasmiquegrs I'extrémité des dendrites puis sont transférés aux
cellules épidermiques adjacentes appartenant &d’'de mélanisation (voir figure 18).

Figure 18 : biosynthése et transfert des mélanossrdans I'épiderme (Crespeau 1999).
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Lesmécanismesexacts de transfert restent encor@ compris (Weiss et Greep 1977).

L’hypothése la plus citée est celle duneyto-phagocytose Les kératinocytes

phagocyteraient la portion terminale des processudendritiques du mélanocyte

contenant les mélanosomes. Puis, les granules denim& migreraient a lintérieur du
kératinocyte pour former des agrégats au-dessngyhu comme une casquette.

D’autres hypotheses ont été avancées. Paitieal. (1979), ainsi que Calhoun et Stinson
(1987), plaident en faveur de I'existence d’'uneréian cytocrine des granules de mélanine,
du mélanocyte au kératinocyte. Une exocytose ddanmsomes des mélanocytes suivie
d’'une endocytose par les kératinocytes est égalepneposée.

Ces hypotheses sont résumeées et illustrées pgute f19.

Figure 19: principales hypotheses au sujet de lertsmission de la mélanine aux
kératinocytes épidermiques et du follicule (Bern2g02).
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Tandis que les kératinocytes se différencient egremt vers la surface du tégument, on
constate que le nombre de granules de mélaninendémiUne dégradation lysosomiale est
probablement a I'origine de ce phénoméne.
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1.1.3.4 Robles des mélanines

* La mélanine synthétisée par les mélanocytes deolehe basale de I'épiderme
intervient commeprotection physique conférée par I'épiderme : les granules de mélanine
sont uniformément réparties et formenttapis absorbant les UV ce qui réduit la quantité
de radiations pénétrant la peau. Les radiatioma-ulblettes (longueur d’onde entre 290 et
320 nm) commencent par oxyder la mélanine préformée aprés quelques jours, elles
stimulent les mélanocytes a produire plus de meééast a céder davantage de pigment aux
mélanophores cutanés (Ganter et Jollés 1969).

La mélanine protege donc la peau contre les réectotanées provoquées par I'exposition
aux radiations solaires, et piege les radicaurs$ibr

* Aussi, la mélanine confere smuleur a la peau, aux phaneres, a liris Elle
intervient donc dans les fonctions @®emmunication (reconnaissance entre individus,
mimétisme). La couleur de la peau chez 'homméagirhal résulte de la coloration due a
I’'hnémoglobine, les carotenes et la mélanisatiow(Bsa 1955).

Contrairement a ce qu'on pourrait penser, ce nfEst le nombre de mélanocytes qui
détermine la couleur de la peau. En effet, les noélgtes de la peau sont en nombre
relativement constant: chez 'homme, on en congrteiron 2000/mm?2 sur la téte et les
aisselles, 1000/mm2 sur le reste du corps (WeiSgetp 1977). Ce qui importe en fait, c'est
la quantité de mélanine élaborée (sointambre, la taille et l'intensité de synthése des
mélanosome}l Les personnes a peau noire par exemple ont @éng&nt des mélanosomes
plus grands, et une activité tyrosinase plus ingmiet que les personnes a peau blanche
(Weiss et Greep 1977). L'intensité de sa dégradatams les kératinocytes joue aussi un role.

1.1.4 Contr6ble de la mélanogenese

1.1.4.1 Génétique.

La mélanogenése est un mécanisme complexe, fargantenir de nombreux genes (Bossé
2005). Citons par exemplgyr (codant pour la tyrosinasé)yrp-1et-2 (codant pour les TRP
ou Tyrosine related protein, d’autres enzymes deia de synthése de la mélanine), le géene
Extension(codant pour le récepteur de-IMSH), le geneAgouti (codant pour la protéine
ASP ou Agouti Signal Protein, agoniste den-MISH, favorisant la synthese de
phaeomeélanines), ...

Tous ces genes existent sous plusieurs allelesséB2305), dont I'association détermine le
niveau d’activité global de la mélanogenese.

1.1.4.2 Hormonal.

» Les premiéres hormones intervenant dans cette agul sont leshormones
hypophysaires de stimulation mélanocytaire ou MSHEIlles sont au nombre de quatreo: I
MSH, la plus active, 1g3-MSH, la B-LPH et 'ACTH 1-39. Toutes sont sécrétées par
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I'hypophyse, principalement au niveau de la paterinedia. Ces hormonegimulent la

mélanogenése en augmentant l'activité tyrosinaset donc la synthese d’eumélanines.
Elles stimulent aussi la dispersion des mélanosoméa migration de la mélanine et son
transfert aux kératinocytes L'hypothalamus sécrete le MIF qui inhibe la prcttbn de
MSH (Crespeau 1999).

» Leshormones stéroidestels que les cestrogenes, la progestérone (duemgynergie
avec les cestrogenes), ou la testostérstimapulent aussi la mélanogenes@Crespeau 1999).
Chez la femme, par exemple, on trouve une quantitfue de mélanine dans certaines
régions du corps (paupiére, mamelon), ou s’accemiuties substances cestrogéniques
(Rawles 1955).

* Leshormones thyroidiennes quant a elles, jouent udle complexe et leur action
reste pour le moment mal comprise. Chez I'homm&sestimulent la mélanogenése :
I'nyperthyroidie provoque une mélanose. Chez lerhau contraire, I’hypermélanose est
associée a I'hypothyroidie (Crespeau 1999).

* Enfin, on peut citer lanélatonine épiphysaire Il s’agit d’'une amine formée dans
I'épiphyse a partir de la N-acétyl-sérotonine, graaine enzyme spécifique de cette glande :
I'HIOMT (5 hydroxy-indol-O-méthyl transférase). lmaélanotonine aurait deux propriétés :
inhiber certains facteurs de libération (releagiogmones), en particulier ceux responsables
de la stimulation des gonadotrophines ; et agirmemntagoniste de la MSH au niveau des
mélanocytes Chez le hamster, en effet, on a montré qu’ellebait la mélanogenése
(Crespeau 1999).

1.1.4.3 Tissulaire.

Une régulation endogene se produit pour l'unitédépnique de meélanisation (Crespeau
1999). En effet, le&ératinocytes agissent localement par $&crétion paracrine de FGF
(fibroblast growth factor). Lesnélanocyteseux-mémes sont impliqués par s&crétion
autocrine d’interleukines (IL1 @, IL1 B, IL3, IL6), de TNFa et de GM-CSF(Catalaet al.
2005).

1.1.4.4 Facteurs exogenes.

De nombreux agents peuvent étre a 'origine d’uestrdction ou d’'une hyperstimulation des
mélanocytes.

Citons notamment degacteurs physiques les UV stimulent la mélanogenese, les
irradiations, bralures, engeluresprovoquent la destruction des cellules pigmengagtedonc
une hypomélanose. Unurit chronique , par contre, est source d’une hypermélanose.

On distingue également des factechgmiques, infectieux, inflammatoires(une pyodermite
profonde peut détruire les mélanocytes et causer dépigmentation)fumoraux (les
leydigiomes peuvent étre associés a une dépignmantabu meétabolique (carence en Cu,
Zn,...) (Crespeau 1999).
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1.2 Cancérisation des mélanocytes

Le cancer n’est que I'aboutissement d'ws#ie de transformations successivesubies par

une ou plusieurs cellules initialement normalessnoii ont acquis la capacité caractéristique
de croissance autonomeDans le cadre du mélanome, il s’agit decéncérisation des
mélanocytes aboutissant a la formation d’'une tumeur partérelj ni épithéliale, ni
mésenchymateuse. Ioeélanome malincorrespond a la tumeur cancéreuse des mélanocytes,
tandis que les tumeurs bénignes sont appet@danocytomeschez le chienpaevuschez

'’homme.

Le mélanome peut se développer chez n'importe gualte de chien, mais sa prévalence
reste plus élevée chez les chiens de pure racemeopar exemple les schnauzers, les
pinschers, les scottishs terriers, les setteraddes et setters Gordon, ou encore les golden
retrievers. Cette observation supporte I'hypothdsme base génétiquede ces tumeurs
(Modiano et al. 1999). De plus, on a mis en évidence une compesa@téditaire chez
'homme (anomalies des chromosomes 6 et 7), amsidgs mutations dans au moins deux
loci chez le mini-porc Sinclair, dont le locus dumplexe SLA (Swine leucocyte antigen), des
1994 (Misfedt et Grimm 1994).

Les altérations génétiques observées au cours de la misformation maligne sont variées
et souvent nombreuses. Diverses combinaisons, dotipfusieurs voies de contréles du cycle
cellulaire, peuvent étre observées pour une mémmeuu Ces mutations conduisent a la
modification de I'expression et/ou de la structuredu produit des genesce qui se traduit
par la modification des antigénes présentés, la perte deertains et I'apparition de
nouveaux L’étude des geénes impliqués dans la cancérisatéasncellules, en particulier des
mélanocytes, est donc essentielle car pouvant iabauta détermination de marqueurs
tumoraux spécifiques, et a terme a la formulatioome «signature antigénique», ou

« carte d’'identité tumorale » pouvant étre utilisée a des fins diagnostigpesostiques ou
thérapeutiques.

Une tumeur se définit par une population de cdlpiliférant de maniére incontrolée
L'altération de I'expression ou du fonctionnemeaigénes et de protéines impliquées dans
le contréle du cycle cellulaire et de I'apoptossemble donc étre d’une grande importance
dans la cancérogenése, en particulier dans le aipeinent des mélanomes (Modiataal.
1999) (Koeniget al. 2002). Il faut de plus ajouter le rbéle fondamentd facteurs
environnementaux, interagissant avec ces phénomgéestiques (Sulaimon et Kitchell
2003).

Une tumeur se développe par paliers successifspedh distinguer schématiquement trois
étapes dans la genese d’'un cancer : linitiatianpiomotion et la progression (Crespeau
2002). Ces étapes sont résumées dans la figure 20.
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Figure 20 : étapes de la transformation d’'une cdiéunormale en une tumeur maligne
(Crespeau 2002).
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1.2.1 Mécanismes de l'initiation

L'initiation résulte de I'exposition d'une ou plusieurs cekulé@ un agent agresseur
(chimique, physique, viral, ),. appelécarcinogéne qui peut conduire a la transformation
tumorale de celles-ci et au développement d’uneanc

L’initiation donne naissance a une cellule initident’ADN est irréversiblement modifié,

non réparé, et dont 'anomalie a été fixéguar I'accomplissement d’'un cycle cellulaire
complet. La cellule exposée garde donc la mémawreatte initiation et la transmet a sa
descendance. Toutefois, les cellules initiées mé gas encore des cellules tumorales : elles
n‘ont pas acquis une autonomie de croissance. @eutdes distinguer morphologiqguement
des autres cellules non initiées.

Un seul contact avec le carcinogéne peut suffires m@néralement des contacts répétés sont
nécessaires pour déterminer I'apparition d’une tume
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1.2.1.1 ROle des ultraviolets dans I'étiologie du mélanome.

Dans le cadre dunélanome malin un agent physiqueinitiateur est fortement mis en

cause chez 'lhomme : ladtraviolets. Les UV-A et B sont tous deux initiateurs mais ils
agissent selon des voies de carcinogenese diféé&réhhang et Rosdahl 2003). Ils induisent la
libération de radicaux libres oxygénés dans lautzll entrainant la dégradation des
biomembranes, des cassures des brins d’ADN, desnai®s chromosomiques, la

désactivation de certaines enzymes, et finalementdysfonctionnement cellulaire, la

transformation tumorale ou la mort (Sulaimon etKéll 2003).

Ces radiations seraient responsables68® des mélanomes cutanés humainst de la
plupart de ceux deshévres Angora (Smith et al. 2002). Par contre, chez les animaux
domestiques, on ne sait presque rien de l'inithati®n soupgonne une prédisposition
génétique, compte tenu que certaines races sosttplichées que d’autres (Smith al.
2002).

Les dommages causés par les Ui semblent pas étre une cause majeure de
développement d’'un mélanome chez le chiefen effet, la plupart des mélanomes malins
sont originaires de la cavité buccale ou du ddaagidis que la majorité des formes bénignes
proviennent de la peau protégée par les poils. iZkpe, les muqueuses buccales sont
souvent non pigmentées, et des dommages liés awest¥nt possibles (risque stochastique)
(Sulaimon et Kitchell 2003). Une étude menée parkdatirwa et al. en 2005 sur une
population de chiens au Zimbabwe a pu montrer ceezanimaux une plus forte prévalence
de tumeurs cutanées potentiellement associées x@posiion aux UV (carcinomes
épidermoides, hémangiosarcomes, mélanomes). omytéd difféerence observée peut étre
liee & d’autres facteurs environnementaux ou raciear un travail similaire conduit dans un
autre pays tropical (Queensland, Australie) ne gepppas cette augmentation (Mukaratirwa
et al. 2005).

1.2.1.2 Mutation des proto-oncogénes.

Les carcinogénes agissent commeatgnts mutagenesdont lescibles privilégiées sont les
proto-oncogéenes Ces derniers jouent un role important danetaulation de la croissance
et de la différenciation cellulaires (Sulaimon et Kitchell 2003). L'initiation peut les
transformer enoncogenes qui codent alors pour desncoprotéines ressemblant aux
protéines normalement codées par les proto-oncsgénais quine répondent plus aux
mécanismes régulateurs normaux(Modiano et al. 1999), conduisant a la prolifération
anormale des cellules. Ces proto-oncogenes pelétentaltérés a la suite de mutations
ponctuelles, d’amplifications géniques, ou de ti@rations (Sulaimon et Kitchell 2003).

On peut classer les oncogenes en 5 catégories, Issldypes d’oncoprotéines pour lesquels
ils codent (Culleret al. 2002). Des exemples pour le mélanome chez I'hontereguris et le
chien sont regroupés dans I'annexe 1. On distilggiencogénes codant pour :

- desfacteurs de croissance le proto-oncogenat2 par exemple code normalement
pour le facteur de croissance FGF (fibroblast gnofactor). La transformation de ce proto-
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oncogene a pu étre associée aux cancers de la etsi la mamelle. Adelai@¢ al. (1988)
ont de plus mis en évidence I'amplificationd2 dans un mélanome humain.

- desrécepteurs aux facteurs de croissancea I'état normal, ils sont formés de 3
parties distinctes : un domaine extracellulairenptant la liaison du facteur de croissance,
un segment transmembranaire et un domaine cytogasna activité kinase. Les récepteurs
codés par les oncogenes sont souvent tronqués, eéaessitent plus la fixation du ligand
pour étre stimulés, ils sordctivés en permanenceC’est le cas pouerbB codant une
protéine transmembranaire tyrosine-kinase tréshgrale la famille des récepteurs de 'EGF
(epithelial growth factor). La surexpression derbB-2 (HER2/ne) a d’ailleurs pu étre
associée au potentiel métastatique des cellulesétenome malin canin apres transplantation
sur une sourisiude(Cullenet al. 2002, Smithet al. 2002). Modiancet al. (1999) rapportent
également I'amplification de ce proto-oncogene dingignée cellulaire CML-6MC2 de
mélanome canin.

- desprotéines nucléaires de régulation les oncoprotéines codées payc jun, ou
fos sont des facteurs de transcription nucléaires sfimulent I'expression de génes
nécessaires a la division cellulaire. La régulatienla croissance cellulaire est compromise
par les mutations altérant la fonction de ces protéines owpar des niveaux élevés
d’expression

En effet, c-myc intervient dans l'acquisition de lI'autonomie debissance caractéristique
d’'une population tumorale. Le TGF: inhibe classiquement la prolifération des mélgtex
normaux, mais les cellules de mélanomes de stadex@s deviennent résistantes a cet effet
anti-prolifératif. Pourtant, ces cellules produiseénujours des récepteurs fonctionnels au
TGF. Cette résistance serait plutdt conférée pamaaations entrainant une altération de la
machinerie de transduction des signaux ou de trigtisn1. Serraet al. (2002) rapportent une
étude a ce sujet montrant que la surexpression-mgc rend les cellules résistantes aux
signaux inhibiteurs de croissance du TfGF-

On a également pu associer la surexpressiaardgcau potentiel métastatique du mélanome
canin, comme pouwr-erbB-2(Cullenet al. 2002) (Modiancet al. 1999) (Sulaimon et Kitchell
2003). Ces deux oncogenesmyc et c-erb-b2 associés au développement d’'une tumeur de
phénotype malin, semblent dojozier un réle prépondérant dans la progression tumrale

du mélanome chez le chien

- desprotéines impliquées dans la transduction intracelllaire du signal, situées
dans le cytosol (codées b, raf, ye9g ou associées a la membrane (codéesgsasrc, Akt,
c-kit). Ces protéines sont des protéines kinases.

C-kit, par exemple, est un gene jouant un rble fondamhesns la croissance et la
différenciation tardives normales des mélanoblastebryonnaires (Sulaimon et Kitchell
2003). Chez I'homme, I'expression dekit diminue graduellement lors de la transformation
en mélanome (Ronit 2005). Au cours de la croissamo®rale locale, on observe également
chez la sourisiudeune diminution progressive de I'expressioncdat (Sulaimon et Kitchell
2003). Laperte de fonction de c-kitsemble donc impliquée dans la cancérisation des
mélanocytes.
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Les protéines Ras quant a elles, relaient les signaux mitogénesrdissance de la surface
cellulaire vers le cytoplasme et le noyau (transdacdu signal), influencant ainsi la
prolifération, la différenciation, la transformaticet I'apoptose des cellules (Richtetr al.
2005). Leur action est modulée par une activité @3igue intrinséque. Les genes codant
pour ces protéines sont retrouvés chez de nombmaummiferes, avec une grande similarité
de séquence entre les espéces (Riatted. 2005) montrant I'importance de leur fonction.
Une mutation de ces genes peut entrainer une diminde I'activité GTP-asique, et donc
une activation en permanencede ces protéines. Il s’ensuit une transductiorstzorie des
signaux, conduisant a terme a la prolifération utaile incontrolée et a la croissance
tumorale.

L'altération des génes de la familigs est ainsi impliquée dans de nombreuses tumeugs che
I'homme (Modianoet al. 1999) (Richteret al. 2005). Dans le mélanome cutané, on observe
en particulier des mutations ponctuelles dans daies critiques : les codons 12 et 13 de
I'exon 1, et le codon 61 de I'exon 2 de I'oncog@heas (Richteret al. 2005), surtout apres
I'exposition aux UV (Sulaimon et Kitchell 2003). Cencogéne semble étfein des plus
frequemment mutés dans les cas de mélanomes cutarésnains: avec des mutations
dans 6 a 36% des mélanomes humains selon les éMdgset al. 2003) (Basset-Séguin et
Soufir 2005). Certaines de ces mutations peuventer&re associées au pronostic. Sulaimon
et Kitchell (2003) rapportent a ce sujet que lesations du codon 18 de I'exon 1 deras
sont associées a un excellent pronostic dans e el mélanomes primaires humains. Les
geneK-ras etH-ras semblent plus rarement impliqués (Modiatal. 1999).

La mutation des genes intervenant dans la transductra-cellulaire du signal est également
décrite chez le rat et le chien. Des mutationB-tRaf, C-Raf, H-Ras, N-Rasnt par exemple
rapportées lors de mélanomes malins chez le ¢Gikadnovskyet al. 2005).

Contrairement a I’'homme, legnesras semblent rarement mutés et donc peu impliqués
dans le développement de tumeurs chez le chi@Richteret al.2005). Toutefois, le nombre
de cas étudiés reste faible, et ces données neeftentnpas d’exclure le réle de ce gene dans
la cancérogenese du mélanome canin. Pour le moraantine étude n’a pu mettre en
évidence de mutation dans les secteurs critiqugéahe K-ras2 pouvant étre associée au
mélanome canin (Richtat al. 2005). En ce qui concerne le proto-oncog®res, Mayr et

al. (2003) mettent en évidence pour la premiere foes mutation dans une séquence codante
(le codon 61 de I'exon P chez deux des 16 chiens étudiés, atteints denom@kes malins
cutanés. Cet exon, de séquence identique chez fteoet le chien (Modianet al. 1999),
semble donc représenter chez ces deux especgtewritique pour le développement du
mélanome malin(Mayr et al. 2003).

- descyclines: il s’agit de protéines permettant une régulagoécise des transitions
entre les différentes phases du cycle cellulaigu@ 21). Elles interagissent et activent des
enzymes appelées CDK (cyclin dependant kinases).GI¥K vont permettre l'inactivation
temporaire des protéines inhibitrices de la croissaet autoriser I'entrée et la progression de
la cellule dans le cycle cellulaire (Modiaebal. 1999).
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Figure 21 : association des cyclines et cdk au ce®wu cycle cellulaire normal (Heron,
1998a).
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Une altération de la fonction de ces cyclines c@nduune mauvaise régulation de la
réplication cellulaire (Cullert al. 2002). En effet, Modianet al. (1999) et Chudnovskgt
al. (2005) rapportent demutations des genes codant pour des CDK (CDK-4, CDK) a
I'origine de la transformation maligne des mélanesychez lechien. Chez I'homme, par
contre, aucune mutation de CDK4 n’a pu étre eneddd pour le moment.

1.2.1.3 Autres genes impliqués dans la cancérogenéese dedanécytes.

Les carcinogénes peuvent toucher d'autres genasni Res génes impligués dans le
processus cancéreux, on peut citer :

- lesanti-oncogenesou génes suppresseurs de tumeurnormalement, ils produisent
des protéines quialentissent la réplication cellulaire permettant ainsi deéparer les
dommages potentiels de TADNUne seule copie intacte de ces génes suffit pmintenir
cette régulation. Par contre, dans les celluleslesuanti-oncogenes sont absents ou ne
fonctionnent pas correctement, il n'existe plusocdatrole de la prolifération, les erreurs
génétiques restent donc non réparées et s’accuni@etenet al. 2002).

L'un des anti-oncogenes les plus importants egirta€ine nucléaire p53 Cette protéine
joue le rble d’agent de sdreté. Elle est libérésdoe I'’ADN de la cellule est endommagé : sa
concentration augmente alors brutalement dansylawnd.a cellule devient bloquée en phase
G1, ce qui lui fournit uiemps supplémentaire pour réparer I'ADN avant sa r@lication
(point de restriction R), empéchant ainsi sa cancérisation (Reelal. 2001). La p53 inhibe
donc la prolifération cellulaire. Si les réparas@ont trop hombreuses, la cellule se suicide ;
la aussi p53 intervient en permettéantrée de la cellule en apoptoséfigure 22). Les UV,
provoquant de multiples cassures des brins d’AINt des inducteurs de la p53.
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Figure 22 : r6le primordial de la protéine p53 darla régulation du cycle cellulaire : en
présence de c-myc, la p53 contrdle la division aiglire, en vérifiant I'intégrité du DNA. Si
le DNA n’est pas correct ou si Bcl-2 est absentinhibé, on observe une stimulation de la
voie de I'apoptose. Si, au contraire, le DNA a pueéréparé, le cycle cellulaire se poursuit
(Héron 1998).

Réparation
du DNA

i

Progiressan
dans fe cycle

Les cellules porteuses de p53 mutantes ou abseontdsincapables de ralentir le cycle

cellulaire. Il n’y a donc pas de pause en fds decheck point, et la cellule entre en phase S

avec un ADN erroné. Les mutations deviennent parsiss, et sont transmises aux cellules
filles lors de la mitose. Elles s’additionnent, @& conduit rapidement a la formation et au
développement d’un clone de cellules cancéreusdte(®t al. 2002) (Roel®t al.2001).

Le géne codant pour p53 est tres conservé, et mbneoses homologies sont présentes dans
les différentes espéces de mammiferes, souligeariié fondamental de cette protéine pour
la survie.

On constate des altérations de la p53 dans enybB®#indes tumeurs chez 'homme (Sulaimon
et Kitchell 2003) (Basset-Séguin et Soufir 200%)uant, bien qu’on ait pu noter uperte

ou une diminution drastique du taux de cette protéine chez les humains adteiet
mélanomes malins cutanés, les mutations du gb8semblent rares, et d’apparition tardive
dans la progression du mélanome (Koestigl. 2002). Une étude menée par Raostisl. en
2001 nous indique que lawnutations de p53 sont égalementarement associées aux
mélanomes malins chez le chien

Néanmoins, Koenigt al. (2002) proposent que l'inactivation de la p53 peligsier un réle
dans la pathogénie du mélanome chez le chien, paaid’autres mécanismes que la mutation
du genep53 1l s’agirait plutbt de mutations des genes coganir le domaine d’interaction
MDM2 permettant la dégradation de la p53 dans &¢gaisome, ou des génes codant pour des
signaux de localisation nucléaire permettant legpart de p53 au noyau (Koerggal.2002)

En effet, 'exclusion de p53 du compartiment nucléaireest fréquente dans leur étude.
Dincer et al. (2001), cherchant a évaluer le role des métatloihes dans la carcinogenése
des mélanomes du chien, proposent une autre vioiactivation de la protéine p53. En effet,
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dans leur étude, ces chercheurs montrent que temeatallothionines, induites par certaines
mutations survenant lors de la transformation maliges cellules, rendent la protéine p53
non fonctionnelle par chélation du Zn de son domadi@ liaison aux facteurs de transcription.
Ces protéines conduiraient ainsi a la prolifératirmontrolée des cellules tumorales.

La protéine Rb (géne de susceptibilité au rétinoblastdri®z 1) est un autre exemple de gene
suppresseur de tumewontrélant la transition de G1 a S Lorsque la cellule n’est pas en
division, cette protéine nucléaire est sous forme-phosphorylée, complexée a des facteurs
de transcription pouvant stimuler les génes quiaémént la prolifération. Lorsque la division
cellulaire est stimulée, la protéine Rb est phopgée, ce qui provoque la libération des
facteurs de transcription séquestrés et ainsiréenén phase S. Dans les cellules tumorales, la
capacité de liaison de Rb aux facteurs de trartgmmigst perturbée, le check point est alors
éliminé (Cullenet al. 2002).

Modianoet al. (1999) rapportent une étude montrantligparition de I'expression de Rb
dans une lignée cellulaire de mélanome can{CML-6MC2). Koeniget al. (2002) mettent
aussi en évidence la réduction de I'expressiontddds 9 des 30 échantillons de mélanomes
canins évalués (mutation ou inactivation du geng &hsi qud’exclusion de cette protéine

du compartiment nucléaire (mutation de genes contrélant la translocation éaict de la
protéine Rb). Toutefois, les mutationskle-1semblent restgreu fréquentesdans les cas de
mélanomes humains et canins (Modiaal. 1999) (Koeniget al. 2002), probablement a la
suite de mutations d’autres genes intervenant demsmémes voies de contrdle de la
croissance.

Si ces deux protéines semblent pssgociées au mélanome’autres mutations (voir annexe
1) telles que celles touchant les géés-4a (qui code pour la protéine p't6*? également
appelée CDKN2A)|NK-4b (qui code pour p18** ou CDKN2B et p18fFou CDKN2D)et
Waf-1 (qui code pour p21 ou CDKN1B) soplius courantes(Smithet al. 2002, Chudnovsky
et al. 2005).

La famille CDKN2 est une famille de cdki (CDK inhibitors), qui cadiile la progression de la
cellule dans le cycle cellulaire et déclenche asolel'arrét de croissance ou l'apoptose
(Koeniget al.2002). Elle comprend les protéings5™<“", p16™““*2 et p19*** qui inhibent
spécifiquement les cdk4 et cdk6 responsables dsagasen G1. Ces protéines sont régulées
par la protéine Rb. La protéine pI9est, de plus, activatrice de p53. Leur absenae fai
cellule de la possibilité d’inhiber la mitose, eropé le déclenchement de I'apoptose et
autorise ainsi une prolifération incontrdlée (Matdiat al. 1999). La protéine pf&** est,
elle, inductible par le TG¥F(Tumor Growth Factop). Il s’agit d’'une des protéines les plus
importantes dans la pathogenése des mélanomes rh@naanin. En effet, Koenigt al.
(2002) rapportent que tautation d’INK-4a est 'anomalie génétique caractérisant le plus
de tumeurs chez I'homme Elle est rencontrée dans plus5®6 des mélanomes humains
(Koeniget al. 2002), etiNK-4a est méme considéré comme I'un des génes de posdisp

au mélanome familial (Basset-Seguin et Soufir 2005)
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On peut également citer 'importance I€EN, géene codant pour une protéine cytoplasmique
bi-fonctionnelle, phosphatase des phospholipidedeela tyrosine (Koenigt al. 2002). A
I'état normal, il inhibe la croissanceet antagonise les signaux de survig¢résistance a
I'apoptose) de la voie de la phospho-inositol-3aki@ (P13K). Il intervient également dans
I'angiogenése L'altération de ce gene provoque donc la producticcrue de facteurs de
croissance, et conduit a la prolifération cell@aiSon importance dans la prolifération de
cellules du mélanome semble réelle. En effet, daesétude de 2002, Koergg al. montrent
gue lesanomalies génétiques les plus fréquemment renconé® lors de mélanomes
bénins et malins caningitaient labsence ou la perte totale d’expression concomitantle
pl6 et de PTEN,ainsi quel’exclusion nucléaire de Rb et p53I1l semblerait donc que
I'inactivation de la voie de signalisation impliqudes protéines p1l6 et PTEN soit une étape
critigue dans la pathogenese des mélanomes bénimalms, chez le chien comme chez
I’'homme (Koeniget al.2002).

La protéine p21ou CDKN1A est également une Cdki, mais une Cdkiarselle, inhibant la
plupart des cdk. Elle est responsablepdint de restriction R, permettant laéparation de
'’ADN endommagé avant la réplication Cette protéine nucléaire inhibe la croissance
cellulaire & la fois chez le chien et 'homme (bition de contact), et favorise la
différenciation cellulaire, notamment pour les glels mélanocytaires. Elle participe aussi au
contréle des protéines kinases activées par lesstties ADN-polymérases et des protéines
régulant la survie et I'apoptose (Koerggal. 2002). Cette protéine constitue également un
promoteur par le biais de la protéine Rb (SulainedrKitchell 2003), et son activité est
régulée en partie par p53. Des mutations du §#AE-1 semblent jouer un réle important
dans le développement des mélanomes chez 'homnhe @tien. Modiancet al. (1999)
signalent en effet que, chez I'hnomme, dé&tionsdu chromosome 6 dans la région du géne
WAF-1sont fréquemment observdess de mélanome spontanéen particulier dans les cas
tardifs et agressifs (Sulaimon et Kitchell 2003)n tas de mélanocytome cutané
multicentrique chez un setter Gordon est égalenassbcié a lgperte de fonction de
p21lMWAF-1 (Koenig et al. 2002), suggérant que p2l1 interviendrait dans citene
particuliere de mélanome. D’autre pgs21/WAF-1pourrait jouer urréle pronostique non
négligeable chez 'homme : en effet, moip81/WAF-1est exprimée dans les tumeurs
mélanocytaires, plus le degré de malignité de oesetirs est important (Modiaret al.
1999).

Pour finir, soulignons le réle du géne suppressEutumeur codant pour le récepteur B a
I'endothéline EDNRB). Ce récepteur est crucial lors devia embryonnaire, permettant la
prolifération et la migration des mélanoblastes cwnés tout en retardant leur
différenciation. Chez I'homme/expression de 'TEDNRB augmentegraduellement lors

de la transformation en mélanome, parallelement aaldiminution d’expression de c-kit
(Ronit 2005), en association avec la prolifératilenplus en plus élevée et la différenciation
de plus en plus faible des cellules tumorales maBg De plus, BQ788, inhibiteur de
'EDNRB et agent thérapeutique potentiel des métae®cutanés humains (Ronit 2005), peut
inhiber spécifiquement la croissance de xénogreffesnélanomes humains chez la souris
nude d’'une maniére proche de la régression spontaadeip observée dans les mélanomes
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humains. Ces données montrent donc le rdle impor@me par 'EDNRB dans la
cancérogenese du meélanome chez I'homme (Ronit 20@kjtefois, aucune donnée n’est
disponible a ce sujet chez le chien.

- les genes commandant normalement I'apoptose cellulairecomme on I'a vu
précédemment, la protéing53 permet normalement d’engager la réparation de INAD
endommagé ou l'apoptose de la cellule par lintelimiée de Bax en cas d’échec de la
réparation. p53 joue donc un réle g®tection du génome et sa mutation est a I'origine de
I'installation d’un clone de cellules anormalesstexposées a devenir cancéreuses.

Bcl-2, au contraire, est un inhibiteur de I'apoptoséééal normal. Certaines tumeurs sont
associees a sa surexpression. Un cas de mélanomainhwle l'uvée associé a une
surexpression de Bcl-2 est en effet répertorié {setial. 2002).

- lesgénes régulateurs de la réparation de 'ADN endomngg

- les télomérases ces enzymes présentes uniquement dans les eselkduches
permettent la reconstruction de la partie des tétem perdues lors des divisions. Des
mécanismes d’activité télomérase sotibdgine du potentiel de multiplication des cellules
tumorales.

1.2.2 La promotion.

Les cellules initiees restent des cellules avecphénotype normal sans autonomie de
croissance, mais elles deviennsahsibles a I'action de promoteurgapables de provoquer
leur transformation en cellules cancéreuse.

La promotion correspond a lprolifération clonale des cellules initiéessuite a lexposition
prolongée, répétéeou continue, a une substance qui entretient bilisiala l1ésion initiée.
Les agents promoteurs ne sont généralement pasgeess mutagénes ou des carcinogenes,
ils ne font que favoriser et accélérer la canctosal’'une cellule préalablement initiée.

L'agent promoteur n'affecte pas le génome cellelgrar contre ipbrovoque une altération

de I'expression de l'information génétique En activant ainsi des systemes enzymatiques
physiologiquement responsables de signaux de twatied, les promoteurs induisent la
multiplication clonale des cellules initieeset altérent leur programme normal de
différenciation (inhibition, induction) (Smitét al. 2002).

Parmi les agents promoteurs, on peut citer classignt les hormones, l'inflammation
chronique, mais aussi les facteurs de croissanee(HL998b).

Histologiquement, on observera souvent la convergdiophénotype normal en un phénotype
malin, sous l'effet de ces promoteurs. Ce stadengtede définir les états dits pké-
néoplasiques» ou «formesin situ » (figure 23) (Heron 1998b).
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On pense notamment que le mélanome des muqueusesdsurésulterait d’'une hyperplasie
de I'épithélium suite a uneblessure mécanique ou inflammatoire chronique Les
interactions normales kératinocytes - mélanocytaieset alors perturbées, ce qui autoriserait
I'amplification des cellules initiées (Smi#t al. 2002).

1.2.3 Progression tumorale et dissémination métastatique.

La progressioncorrespond a I'acquisition des propriétés de mlidation non contrélée, de
I'expression phénotypique de la malignitgfigure 23), de la perte de la différenciation, et
d'une instabilité génétique de plus en plus mardbiéeon 1998b). En effet, I'accroissement
du taux de division cellulaire augmente les risqieesnutations.

Figure 23 : résumé schématique des différentes ésape la cancérogenese (Héron 1998b).

Initiation Promotion Progression
Chimie \‘
- @@ —H—S
Virus /
Cellule Cellule Lésion Tumeur
normale initiée précancéreuse maligne

1.2.3.1 Prolifération et facteurs de croissance.

L’autonomie de croissance peut étre reliée a lalystion accrue de différents facteurs de
croissance autocrines et paracrines. Dans le caséanome, citons parmi les principaux
(Smithet al.2002) :

le fibroblast growth factop-(FGF$).

- des protéines stimulatrices ou inhibitrices dertassance du mélanome.
- des interleukines : IL-8, IL-10, IL-18.

- le platelet-derived growth factor-A (PDGF-A).

- et l'a-melanocyte stimulating hormone-SH).

1.2.3.2 Acquisition du potentiel métastatique.

La progression tumorale est suivie péanvasion locale (destruction des tissus sains
périphériques) puimétastatique par voie sanguine et/ou lymphatique (atteintegieglions
et d’autres organes a distanceg¢s deux voies de dissémination sont observées ddas
mélanome(Smithet al.2002).
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Les cellules tumorales doivent d’abosd dissocier de la tumeur primaire,puis migrer

dans le tissu conjonctifavant daccéder aux structures circulatoiresqui les conduiront
vers dautres organes Certains sont plus adaptés pour la croissance cddgles de
mélanome ; c’est le cas notamment gumon, et éventuellement dibie, desnceuds
lymphatiques, de l'encéphale desos desglandes surrénales et desreins (Sulaimon et
Kitchell 2003).

Bien que de nombreuses cellules tumorales aier#saau torrent vasculaire, seul un peu
nombre donnera naissance a des métastases. @oalg cités par Sulaimon et Kitchell
(2003), ont en effet montré en 2001 que chez laisola plupart des cellules tumorales
métastatiques entrent en apoptose aprés un oujolersx(Sulaimon et Kitchell 2003 es
cellules ne pourront donc se développer a leur sitdimplantation métastatique que si les
voies anti-apoptotiques sont activéesOn observe notamment laurexpression des
produits anti-apoptotiques Bcl2 et Bclx. du geneBcl, intervenant sur la voie de I'apoptose
médiée par la mitochondrie, dans les mélanomesstaétaues (Sulaimon et Kitchell 2003).
La plupart des agents de chimiothérapie, induibapbptose des cellules tumorales par cette
méme voie, se révelent donc inefficaces face aceksles sur-exprimant Bcl-2. Une autre
molécule anti-apoptotique pouvant intervenir damsésistance a I'apoptose des cellules de
mélanome malin est Fas. Des clones de celluleséliEnome métastatiques au poumon ont en
effet montré ungerte d’expression de Fas ou une diminution de seabdité a I'action de
FasL (Sulaimon et Kitchell 2003). Toutefois, le réle Bel-2 et de FAS n’a pas encore été
évalué chez le chien (Sulaimon et Kitchell 2003).

1.2.3.3 Modulation de I'expression de molécules d’adhésion.

Avant de pouvoir disséminer, les cellules tumoraleisent d’abord se dissocier de la tumeur
primaire, donc s’individualiser. Pour ce faire, elles doivent rompre les jonctions
intercellulaires qui les maintenaient en cohésaronc diminuer leur expression de diverses
molécules d’adhésion.

Par la suite, pour pouvoinigrer et atteindre le compartiment vasculaire ces cellules,
devenues insensibles aux signaux inhibant la rté@#@hvoyeés par le tissu sain environnant,
doivent augmenter I'expression d’autres moléculadision (Sulaimon et Kitchell 2003).

Les principales molécules d’adhésion mises en cesné principalement des cadhérines
comme I'E-cadhérine et des intégrines comme le CD44

Les cadhérines sont des molécules d'adhésion Gaépendante. Elles permettent
I'interaction des mélanocytes avec les kératinocyseenvironnants en particulier les E-
cadhérines et dans une moindre mesure les P-cadidulaimon et Kitchell 2003|)\'E-
cadhérine est une protéine transmembranaire dont la paxtierree s'ancre aux autres E-
cadhérines des kératinocytes voisins, et dont tiepmterne se lie au cytosquelette de la
cellule par le biais de Ig-caténine. Smitlet al. (2002) rapportent que de nombreuses études
démontrentin vitro et in vivo une diminution de I'expression de I'E-cadhérinedans les
cellules de mélanomeCeci peut se produire apres une mutation du genée-cadhérine,

59



conduisant a une protéine absente ou non fonctilenme a la suite d’'une mutation du gene
codant pour lg-caténine (Sulaimon et Kitchell 2003). Ces obséowat supporteraient la
théorie que la diminution des interactions entréamecytes et kératinocytes basaux, permises
normalement par I'e-cadhérine, serait une étap@we de la cancérisation mélanocytaire
(Smithet al. 2002).

Les intégrines sont responsables dé&ncrage de la cellule au sein de la matrice
extracellulaire. Elles interviennent aussi dans la transductionsdgmaux provenant de
I'espace extracellulaire (Sulaimon et Kitchell 2D03hez 'homme, on a pu observer dans les
cellules de meélanome malin unplus faible production d’intégrines, permettant
I'individualisation cellulaire .

L'intégrine CD44 mérite d’étre étudiée plus en détail, car elletdernjouer un réle important
dans la facilitation de I'envahissement métastatinar le mélanome (Smitt al. 2002). I
s’agit d’'une glycoprotéine transmembranaire experpéar de nombreuses cellules (cellules
hématopoiétiques, épithéliums, kératinocytes, noélgies normaux...)(Guet al. 1994), et
jouant de nombreux réles (activation et diapédé&selyimphocytes T, phénomene de homing
vers le nceud lymphatique, principal récepteur tztiel de I'acide hyaluronique, modulation
de [l'adhésion et la migration cellulaires, controlde la prolifération cellulaire,
angiogenese,...). De haut niveaux d’expression Bd4Csont associés a un comportement
agressif ou a la dissémination métastatique dansamebreux processus tumoraux chez
I’'hnomme (carcinome vésical, lymphomes non Hodgkisje.), faisant de cette molécule un
marqueur pronostique intéressant (@tial. 1994).

En ce qui concerne le mélanome, le CD44raeptiqué dans la migration et la prolifération
cellulaires in vitro (Serraet al. 2004), ainsi que peut-étre danspknétration des cellules
tumorales dans I'endothélium(Guo et al. 1994). Bien que certaines études rapportent une
surexpression uniforme du CD44 standard dans llebkedes tumeurs mélanocytaires chez
I'homme (Smithet al. 2002), d’autres mettent en évidence une expressiorue lors de forte
agressivité ou de dissémination métastatique (Strah 2004). Guoet al. (1994) montrent
de plus que le CD44 n’est surexprimé que dansigleéds cellulaires humaines de mélanome
établies a partir de tumeurs métastatiques (SMMUWeRpeu ou pas dans celles établies a
partir de la tumeur primitive (SMMU-1)Chez le chien des données comparables sont
obtenues. L'isoforme standard diD44 serait égalemensurexprimé, faiblement et de
maniére homogene dans les tumeurs bénigres fortement et plutét a la périphérie dans

les mélanomes malingSerraet al. 2004). Cette modification d’expression et de dhstion

du CD44 dans les mélanomes humains et caninsdatedécepteur un éventurhrqueur
pronostique chez le chier{Serraet al. 2004).

Chez 'homme, on a pu également mettre en évidanc®vitch de classe dans les intégrines
produites lors de mélanome malin. De nouvellesgimés apparaissent, en particulier
I'intégrine a,Bz ou vibronecting aidant les cellules mélanocytaires cancéreusegyier a
travers le tissu conjonctif vers les vaisseaux sansg Sulaimon et Kitchell (2003) signalent &
ce sujet une étudm vitro montrant que lesellules de mélanome exprimant plus de
molécules de vibronectine traversent plus facileméres membranes basalesDe plus,
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chez 'lhomme, le niveau d’expression de la vibroinecest corrélé au passage a la phase
verticale de croissance, faisant de ce paramettérnain de I'agressivité (Guet al. 1994) et
donc unmarqueur moléculaire pronostic précis.

La progression du mélanome apparait égalemend liagpparition d’'une nouvelle molécule
d’adhésion appartenant a la superfamille des immunoglobulispécifique du mélanome
MCAM/MUC18 (CD146). Cette glycoprotéine est un marqueur des celleemthéliales et
intervient dans I'angiogenése et le développementadvascularisation (Guezguet al.
2006). Elle est aussi exprimée a la surface ddaleglépithéliales, notamment celles des
canaux mammaires, et au niveau de longues miasitdls qu’elle induit sur des cellules
mésenchymateuses, comme les fibroblastes, les yeyts et les cellules mélanocytaires
tumorales (Guezguezt al. 2006). Cetteexpression au sommet des microvillositéavorise

la motilité cellulaire, et est a la base du comportement invasif et ddidaémination
métastasique du mélanome chez 'homme et la s¢Bukimon et Kitchell 2003). MUC18
constitue lepremier marqueur de la progression tumorale du mélaome utilisé chez
'homme (Guezguezet al. 2006). Yanget al. (2001) montrent en outre que feveau
d’expression de la protéine murine muMUC18 dans 9dnées de mélanomes murins, est
directement proportionnel a leur capacité de dissémation métastatique au poumon
chez des souris syngéniques. Mais pour le momamtung donnée n’est disponible
concernant I'expression de ces molécules d’adhé&siarours des mélanomes canins.

L’épisialine (MUCL1) est une autre molécule d’adhésion intervenant tapsogression du
mélanome. Il s’agit d'une protéine transmembranapessédant un gros domaine
extracellulaire apparenté aux mucines. Wesseletg al. (1995) montrent que sa
surexpression, dansle cas notamment dhe lignée cellulaire de mélanome humain
(A375), réduitin vitro les interactions entre cellules, rendant ainsidelules tumorales
moins sensibles a l'action cytotoxique des lymphoms Cette équipe montre aussi que
I'adhésion a la matrice extracellulaire médiée pates intégrines est diminuéén vitro lors

de forte expression d’épisialine. Dans de nombi@s<de carcinomes infiltrants, I'épisialine
se distribue sur toute la surface cellulaire, etexpression est 10 fois supérieure a la normale
(Wesselinget al. 1995). Cette propriété pourrait donc contribukx dissociation des cellules
tumorales, et donc a leur pouvoir invasif et métastatiqueegéélinget al. 1995).

Les gangliosides des constituants amphiphiles de la membrane pasmntervenant dans
'adhésion cellulaire et la transduction du signaljent également un réle clé dans la
dissémination métastatique des cellules de mélan@viikeer et al. 2006). Ce sont des
glycosphingolipides acides dont les chaines oligdsaridiques sont terminées par des
résidus d'acides sialiques (N-acétyl-neuraminiqaiedrés dans les deux couches lipidiques de
la membrane par des chaines céramides lipophildagiMet al. 2006). La nomenclature des
gangliosides est basée sur le nombre de résidaslel'sialique dans Il'oligosaccharide et le
nombre de résidus d'oses dans la chaine a l'eanepis acides sialiques. Donc un

61



ganglioside GM3 contient un chainon oligosacchgudide 2 sucres plus un acide sialique.
Iwabuchiet al. (1998) rapportent que ces molécules modulentalastiuction du signal par
I'intermédiaire de leueffet sur les protéines kinases cellulairemotamment celles associées
avec les récepteurs de facteurs de croissances (&8s, Rho, Focal Adhesion Kinase FAK).
Les gangliosides a la surface de la cellule inggamvent aussi dafisdhésion de la cellulg en
stimulant les récepteurs d’intégrinegsf§1l, avp3), et en se liant & des sélectines, des
galectines, ou d’autres glycosphingolipides...(lwdbwet al. 1998). Ces molécules sont des
constituants des membranes des cellules du systéemeux de la plupart des mammiferes, et
sontsurexprimés dansles tissus d’origine neuro-ectodermique, notamnpamtes cellules
tumorales de mélanome(Milner et al. 2006). Iwabuchiet al. (1998) montrent que les
cellules de la lignée murine de mélanome B16 samaatérisées par lgprésence
prédominante du ganglioside GM3 lls montrent aussi que l'interaction de ce gagitle
avec le lactosylceramide (LacCer) ou le Gg3 expsipér les cellules endothéliales favorise
la motilité cellulaire et conduit &'adhésion des cellules tumorales a I'endothéliurmhez la
souris. Le GM3 contribue donc aux premiers stadedaddissémination métastatique du
mélanome (lwabuctlet al. 1998).

1.2.3.4 Remodelage et dégradation de la matrice extracellaire.

Pour pouvoir migrer librement et envahir le comipaent conjonctif puis vasculaire, les
cellules tumorales doivent d’abordmanier leur cytosquelette et prennent la morphologie
de cellules mésenchymateuseiisformation épithélio-mésenchymateuseafin d’acquérir
une plus grande motilité (Kimet al. 1998). Ces modifications s’accompagnent d’une
distribution différente de If-caténine intracellulaire (Kirat al. 1998).

Elles doivent de maniére concomitante remanier d&rice extracellulaire (MEC) afin de la
rendre plus favorable a leurs déplacements.

Chez I'hnomme et le chien, on rapporte par exempleprbduction de nombreuses
protéoglycanes (PG) extracellulaires par les cellas des mélanomegSulaimon et Kitchell
2003). Ces molécules se composent de glycoprotésnedesquelles se branchent plusieurs
chaines de glycosaminoglycanes (hétéro-polysactdsaformés par la répétition d'unités di-
saccharidiques sulfatées). Elles constituent lsstamoe fondamentale normale des tissus
conjonctifs chez les animaux. On distingue 4 grani@enilles de protéoglycanes, a savoir
I'héparane-sulfate et I'néparine, la chondroitindede et le dermatane-sulfate, le kératane-
sulfate et l'acide hyaluronique. La chondroitindeda, et a un moindre degré I'héparane-
sulfate, contrdlent normalement la proliférationladifférenciation cellulaires, et modulent
I'adhésion entre les cellules. Mais au cours decggsus tumoraux, la production de PG
modifiées contribue #assemblage anormal de la MEC entre les cellulesépnplasiques
(Serraet al. 2002). En effet, plusieurs études ont rapporté ¢hemme laproduction de
différentes chondroitines-sulfate par les cellulesles mélanomes Citons notamment la
versicane ou encore une PG spécifique de mélanave-CSPG). Ces PG, en patrticulier la
versicane, semblent jouer plusieurs roles détemsndans la biologie du mélanome. Tout
d’abord, la versicaneaugmente le taux de prolifération des cellules de éanomes
indifférenciés. De plus, elle posséde wffet anti-adhésif en modifiant l'interaction
CD44/hyaluronate, et forme avec I'acide hyaluronique une matrice treshydrophile,
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facilitant le mouvement cellulaire (Sertal.2004) (Serrat al. 2005). En modifiant ainsi la
matrice extracellulaire, cette PG contribue doria &nigration des cellules tumorales et au
développement de Iésions métastatiques (B¢@h2002).

Serraet al, dans une étude de 2002, montrent quelideges cellulaires de mélanomes
canins peu différenciées produisentcomme chez 'hommeajes PG modifiées de type
versicane(isoformes VO et V1), avec un poids moléculairpé&ieur a la normale, associé a
une chaine plus longue ou de composition variablegglgcosaminoglycanes. Ces mémes
lignées produisent également un autre type de ebidimk-sulfate de haut poids moléculaire
(environ 400kda), pouvant correspondre a la Mel-B$@ 'homme. L'analyse de ces lignées
cellulaires indique donc que le chien constituaraibon modele d’étudedes caractéristiques
moléculaires des meélanomes, et du rbéle des PG Warmncérogenése. De plus, ces
observations peuvent a terme étre utiles dansnlifigation des phénotypes malins de
mélanomes canins (Sertal.2002).

La production de ces molécules est régulée par ayskines, en particulier par le
Transforming Growth Factdgil (TGF-p1). Serraet al. (2002) révelent que le TG induit,
lors de mélanomes canins, paoduction de plusieurs PG de type chondroitine-stdte,
notamment de la versicane et probablement de [aQ8&8P. Serrat al. (2002) étudient
egalement I'action de l'Insulin Growth Factor -IGH-1) et de I'Hepatocyte Growth Factor
(HGF). En effet, ces deux facteurs de croissanoé actifs sur les mélanocytes normaux et
tumoraux. Leurs travaux précisent qUeF-1 est unagent mitogenepour les mélanocytes
normaux, les cellules des tumeurs bénignes et csllée mélanomes malins primaired| a
également un effethimiotactique pour les cellules de mélanomdsHGF est aussi un
mitogéne pour les mélanocytes chez I’'homme, einggliqué dans ledléveloppement et la
dissémination des mélanomed outefois, Serrat al. (2002) ne révélent qu’ueffet faible a
absentde ces facteurs de croissasce les lignées cellulaires canines de mélanomes

Le déplacement des cellules de mélanome est égatleem®lu possible par tegradation de

la MEC. Ces cellules malignes pénéetrent en effet a tsalermatrice protéique grace a
'augmentation de laproduction d’enzymes protéolytiques dissolvant cette substance
(sérine-, cystéine-, aspartyl-protéases et métaitépses MMP) (Sulaimon et Kitchell 2003).
Chez 'homme, on constate que pmoduction accrue des gélatinases MMP-2 et ;9
dégradant le collagene de type IV, constituant majeur oesnbranes basalesestcorrélée

au potentiel invasif et métastatique du mélanomégSulaimon et Kitchell 2003). La MMP-2
est notamment utilisée en tant que marqueur deolasance verticale dans les mélanomes
humains. Une expression concomitante ogfs est souvent associée a celle MMP-2
(Sulaimon et Kitchell 2003).

L'activité des MMP est normalement régulée paridbgiteurs tissulaires (TIMP-1 a -4). La
TIMP-2 est particulierement intéressante dans tmmassion du mélanome, car elle régule
I'activation du précurseur de la MMP-2 a la surfdes cellules de mélanome. En s’associant
avec le MT1-MMP, elle permet l'activation de la pWIP-2. L'augmentation de MT1-
MMP caractérise donc womportement invasif(Sulaimon et Kitchell 2003).
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Apres avoir dégradé le collagéne de type IV des bnanes basales, les cellules tumorales
doiventtraverser la matrice interstitielle, formée majoritairement de collagene de type |
(Sulaimon et Kitchell 2003). LMMP-1 est la principale enzyme permettant la dégradation
des collagenes fibrillaires de types | et Il. Phuss études, rapportées par Sulaimon et
Kitchell en 2003 montrent chez 'lhomme que une duté rémission des patients atteints de
mélanomes beaucoup plus courte lors de forte pidsitle la tumeur au MMP-1, faisant de ce
critere un éventugharqueur pronostique. La MMP-1 semble intervenir par I'intermédiaire
des fibroblastes, mais leur role reste ambigu {Bwla et Kitchell 2003).

1.2.3.5 Angiogenése tumorale.

Pour permettre ces phénoménes de croissance ess#enihation métastatique, une bonne
vascularisation est indispensable. A défaut, lacswumest hypoxique et des foyers de nécrose
apparaissent, rapidement colonisés par des magegh@’est le cas de tumeurs a fort index
prolifératif, dont la croissance est souvent plapide que la mise en place de nouveaux
vaisseaux. Laécrose et I'envahissement macrophagiquees tissus tumoraux sont donc des
critéres importants de malignité et d’agressivité

L’'angiogenese correspond eecrutement de nouveaux vaisseaux au sein d’une twur, a
partir de vaisseaux préexistantsElle se met en place grace a l'interaction elasecellules
de mélanome et les cellules du tissu conjonctifrenmant.

La progression d’un mélanome d’'un phénotype bénim @hénotype malin est caractérisée
par un «switch angiogénique». En effet]e tissu tumoral ne produit pas de vaisseaux, mais
il sécréte en grande quantité degacteurs d’angiogenésetels que leVEGF (vascular
endothelial growth factogt I'lL-8 , promoteurs les plus puissants, mais ausBAIE (facteur
tumoral d’angiogenese), 'ECDGF (endothelial cedtided growth factor), 'angiogénine, le
TGF-a et 8, le FGF$,... (Sulaimon et Kitchell 2003) (Smitt al. 2002). Parallelement, on
observe unaliminution de la production d’agents inhibiteurs de I'angiogenesepar les
cellules tumorales, les cellules endothéliales Wases et les cellules conjonctives. Parmi
ceux-ci, on peut citer la thrombospondine, lesrfatensa et 8, ou I'angiostatine (Sulaimon
et Kitchell 2003).

Les molécules pro-angiogéniqustimulent la croissance de nouveaux vaisseaux safgsl
nécessaires a la croissance tumorale, et autotes@ransport des cellules tumorales dans
la circulation systémique et donc leur dissémination métastatique (SulairabiKitchell
2003). Le VEGF, par exemple, possede pour les leslliendothéliales une action
angiogeénique, mitogénique, et améliore la permé@hibsculaire (Wergirt al. 2004). Ces
facteurs angiogéniques semblent agir de fagon gimes sur la progression tumorale.

De nombreuses études chez 'lhomme et I'animal goelit le rdle de ces facteurs dans la
progression du mélanome.

On constate par exemple une fateexpression du VEGF dans les cellules de mélanome
métastatique, comparé a la tumeur primaire indiquant une relation étroite entre
'augmentation des taux tissulaires tumoraux de ¥EEla progression tumorale (Uguetl

al. 2001) (Sulaimon et Kitchell 2003) (Wergih al. 2004). Il semblerait également que cette

64



molécule intervienne enhibant la maturation des cellules présentatricesle I'antigéne et
donc la réponse immune anti-tumorale (Ugueelal. 2001). En effet, une exposition
prolongée des cellules immuno-réactives a des sanguins de VEGF importants conduit a
la suppression de la réponse immune spécifiquediegée contre la tumeur chez les patients
porteurs de mélanomes a des stades avancés (Lguael2001). Le VEGF est donc un

facteur angiogénigue important a double titre ptarprogression du mélanome chez
I’lhomme.

L’IL-8 et le B-FGF jouent également un r6le non négligeable a ceanivelormis leur réle
angiogénique ils agissent aussi en tant gfaeteurs de croissance autocrines essentiels
pour les cellules de meélanomeset une corrélation directe existe entre le niveau
d’expression de ces facteurs dans différentes dignéellulaires de mélanome kur
potentiel métastatique(Ugurelet al. 2001).

Sulaimon et Kitchell (2003) rapportent notammenrd @eix importants d’IL-8 au sein de
mélanomes métastatiques et nécrotiqueBar contre, les taux sont normaux au niveau de la
tumeur primaire. Les travaux chez la somtigleconfirment ces résultats, en montrant que la
transfection de cellules de mélanomeson métastatiques et IL-@ar le géne de I'lL-8
augmente fortement leur potentiel métastatigue(Ugurel et al. 2001). Enfin, la méme
equipe de recherche montre que I'lL-8 est exprimiées 50% des mélanomes en phase de
croissance verticale, 100% des mélanomes métastatignais jamais par les mélanomes en
phase de croissance radiale (Ugetedl. 2001).

En ce qui concerne [BFGF, une étude récente montre qu’il@gbrimé dans les cellules de
mélanomes malins primaire et métastatiquemaispas dans le cas de mélanomés situ

ou de mélanocytomegUgurelet al. 2001). D’autre part, le ciblage anti-senspdeGF dans
les cellules de mélanome bloque complétement liasance des cellules tumorales, et inhibe
I'angiogenése intra-tumorali@ vivo (Ugurel et al. 2001). Soulignons en aparté que cette
technique, en plus de son utilité pour préciserdle du p-FGF dans la progression du
mélanome, pourrait également constituer une v@eatfeutique innovante.

Ces deux molécules apparaissent donc associéeser@nt a la croissance et a la
dissémination du mélanome chez 'lhomme.

Citons enfin une derniére protéir@gngiogéning puissant inducteur du développement des
vaisseaux sanguins (Ugumt al. 2001). De récentes études révélent isdiction dans les
cellules hypoxiques de mélanome chez 'hommBe plus, son expression sembderélée a
I'agressivité tumoralein vitro etin vivo (Ugurelet al.2001).

Toutefois, I'angiogenese n’est pas le seul mécamiparmettant a la tumeur d’acquérir une
microcirculation adéquate. Folbeeg al. (2000) signalent en effet un autre mécanismel|qu’i
nomment lemimétisme vasculaire lls montrent en effet dans une étude de 2000legie
cellules dérégulées de mélanomes tres agressif@taistatiques sont capables de former
vitro des canauwasculaires composés d’'une membrane basale PAS+, kabsence de
cellules endothéliales et de fibroblastedn vivo, on retrouve des formations canalaires
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acellulaires identiques générélsnovg sans la participation de cellules endothélidtes, de
mélanomes de l'uvée agressifs, de mélanomes cuégmpbase de croissance verticale, et de
mélanomes métastatiques (Folbetal. 2000). D’autres auteurs confirment ces observation
chez 'homme et dans des modéles murins (Foleer. 2000). Toutefois, aucune donnée
n’est pour le moment disponible chez le chien aujet.

66



1.3 Monographies du mélanome chez le chien.

1.3.1 Généralités

Les mélanomessont des tumeurs relativement rares chez le clidaprés Smithet al.
(2002), ils représente®s de la totalité des tumeursdu chien et jusqu'd@% des tumeurs
malignes Par contre, il s'agit des tumeurs buccales etlair@s les plus fréquemment
rencontrées dans cette espéce (Betoal. 1990).

Les chiens présentant des mélanomes sont de t@jteteontentre 2 et 16 angBolon et al.
1990) (Millantaet al. 2002). L’age moyen tend aujourd’hui a augmentga(fgler et Kass
2006). De plus, les formes malignes touchent pldédtanimaux agés (age moyen = 9,8 + 4,6
ans d’'apres Millantat al. 2002).

La couleur du pelage semble jouer un role prédamtasleschiens gris ou noirsseraient
plus atteints (Bolonet al. 1990).

La plupart des mélanomes chez le chien semble waaggperde novo: la transformation
maligne de mélanocytomes est tres rare, contraifetnéhomme. Un seul cas de mélanome
de la peau provenant d’'un mélanocytome sous-cusaiée rapporté chez un chien par
Mulligan en 1961 (cité par Smitt al. 2002).

Compte tenu que les mélanocytes sont disperségsaarie corps, les mélanomes peuvent se
développer a des endroits variables, avec dessatiahs préférentielles différentes selon les
especes.

Les sites les plus fréquemment touchés chehikn sontla muqueuse de lacavité buccale
(56%), les levres (23%), la peau (11%), les doig{8%) et d’autres régionscomme I'ceil
(2%) (Smith et al. 2002). Chez I'homme, la majorité des mélanomeshent la peau, les
autres localisations sont rares (Snattal. 2002).

Le comportement biologique et pronostiquedes tumeurs mélaniques du chien dépend
notamment de ledocalisation. C’est pourquoi nous préciserons ces caractéuessiglans des
monographies distinctesen fonction des régions touchées.

Les mélanomes peuvent étretdile et forme tres variables(domes lisses, nodules sessiles,
masses lobulées, maculeuses ou polypeuses, ...)Iu3gils peuvent étre de’'importe
guelle couleur, en passant par le gris, le noir, le marron, legep méme bleu foncé ou méme
non pigmentés (achromiques).
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La classification histologique des mélanomes humaimegut étre utilisée pour caractériser et
classer les tumeurs du chien. Selon la morpholdggcellules tumorales, les tumeurs sont
classées en typepithélioide (cellules rondes a polyédriques, aux limites cailek nettes,
au cytoplasme abondant et €osinophile, souventgéhde pigment, au noyau central de
grande taille, avec un ou plusieurs nucléoles hisibles, qui peuvent former de petits amas
dans les couches superficielles de la muquetisgjorme (cellules allongées, organisées en
faisceaux entrecroisés comme lors d’'un fibrosarconas au noyau ovoide et nucléoles plus
gros) ou mixte (Roelset al. 1999) (Heackt al. 2002). Un 4™ type peut étre rencontré lors
de mélanome cutané : le typendritique (cellules fusiformes qui s’organisent souvent en
empreinte digitale) (Smitbt al. 2002). D’autres formes inhabituelles existentpety cellule
claire, aussi appel§/pe a cellule ballonisante rencontré principalement lors de tumeurs
cutanées, oculaires ou buccales chez le chien ¢Bémd et al. 2001) ;type en bague a
chaton ou en chevaliere, également rencontrée sur la peales muqueuses buccales
(Cangul et al. 2001) ; forme adénoide-papillaire lors de tumeurs de la cavité buccale
(Ramos-Varaet al. 2000),...Enfin, de rares mélanomes malins contiennent jsadfesfoyers

de différenciation ostéoide ou chondroidéMaliver et al.2004).

Cependant, cette classification n’a que peu deuvgdeonostique chez le chien (Goldschmidt
et al. 1998) (Schultheiss 2006). On préfere donc souvemtmédecine vétérinaire se
cantonner a classer les mélanomes malins selonégmé de différenciation cellulaire et de
pigmentation. En effet, les tumeurs pigmentées sont souvennsnagressives que les
mélanomes malins achromiques, moins différenciés.

A ces données histologiques s’ajoutent des critdeedistinction entre les mélanomes bénins
et malins. Lescritéres cytologiques de malignitésont classiquement Ipléomorphisme
nucléaire, I'hyperchromasie nucléaire le nombre de figures mitotiquespar champ a fort
grossissement (valeur critique = > 2 mitoses PHH),le caractére infiltrant de la
prolifération tumorale (Roelst al. 1999).

La localisation intra-cutanée ou intra-muqueuseuagbarametre fondamental chez 'lhomme
lors de 'examen de tumeurs mélaniques. Il peat €galement précisé chez le chien. On peut
observer deséoplasmes composgéassociant des éléments de I'épiderme et du d@mde
I'épithélium et de la sous-muqueuse selon la régitudiée), et des néoplasmes localisés
seulement dans I'une de ces deux partieélgnomes épidermiques et dermiquepour la
peau). Lesnélanomes jonctionnelsont un cas particulier de prolifération des métaies a
I'interface entre I'épiderme et le derme dans laypéou I'épithélium et la sous-muqueuse
pour les muqueuses) (Smihal. 2002).

D’un point de vue général, les mélanomes maling dea tumeurs deauvais pronostic
Elles ont uneagressivité locale importanteet lesrécidives localessont fréquentes, méme
aprées exérése chirurgicale large et traitement Gtomgntaire. Les métastases
ganglionnaires et viscérales (poumon, foie, encédbaos, péricarde, plevre, péritoine...)
sont fréquentes apres une dissémination principalement e lymphatique, mais aussi
par voie sanguine (Malivest al. 2004), et souvent rencontrées au moment du diagnest
Des épanchements de couleur noire sont parfoigigsg@mithet al. 2002).
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Le pronostic des mélanomes malins dépend de phsdiacteurs (Smitlet al. 2002) :

- localisation de la tumeur: du plus mauvais pronostic au meilleur : caviiédale >
doigt > peau >ceil.

- stadeclinique : extension locale, métastases ganglioesaviscérales.

- degré dedifférenciation histologique : une faible différenciation est toujours de
moins bon pronostic que des cellules bien diffééss

- traitement entrepris : a titre d’exemple, tlurée moyenne de surviegles mélanomes
malins de la cavité buccale est H& 3 mois sans traitement lorsqu’une exérese large est
pratiquée (maxillectomie ou mandibulectomie pddiebu totale), et associée a une
radiothérapie, la médiane de survie passe a 6-8.moi

Les traitements conventionnels(chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie) sosstsouvent
décevants L'exérése chirurgicale large et précoceest le traitement de choix des
mélanomes malins, quelle que soit leur localisati@es tumeurs sontelativement
chimiorésistantes Les seules drogues ayant montré un intérét s@dridmycine
(Adriblastine®), le cisplatine (Cisplatyl®), et @acarbazine (Déticene®). Malgré tout, ces
chimiothérapies sont souvent décevantes. Ces tsmeont également réputées
radiorésistantes bien que la radiothérapie, associée a une exéfdgargicale large, ait
montré une certaine efficacité dans le traitemepivant des mélanomes malins de la cavité
buccale.

De nouveaux outils thérapeutiquesprometteurs pour le traitement de cette tumeut son
actuellement développés. lls sont essentiellemasddosur I'immunologie et ont pour objectif
de stimuler suffisamment le systeme immunitaire pour puvoir éliminer les cellules
cancereuses

Plusieurs études ont ainsi été réalisées sur léanor@es canins afin d’apprécier l'intérét
clinique d'une immunostimulation non spécifique par des bactéries (BCG,
Corynebacterium parvum..), et des extraits bactériens (MDP ou muramyl digep MTP
ou muramyl tripeptide, BDG-MER ou Methanol extrdd¢aresidue of BCG, ....) (Smitéat
al. 2002). Le mélanome malin de la cavité buccaleldencsemble étre uexcellent modele
d’étude de 'immunogénothérapie des mélanomes hunra.

1.3.2 Monographies détaillées.

1.3.2.1 Les mélanomes de la cavité buccale

La moitié des tumeurs malignes de la cavité buccaiechien est représentée par les
mélanomes malins, les épithéliomas spino-celldagtdes fibrosarcomes (Oaketsal. 1993),

les mélanomes malins étant les plus fréquents (Sehial. 2002, Ramos-Varat al. 2000).
On estime leumprévalencede 6 a 12,7 pour 100 00Gelon les régions du monde et les
analyses (Headt al. 2002). Chez 'homme, la localisation buccale astrelle ne représente
que 1 a 2 % des mélanomes humains. Par contre, emhez les animaux domestiques, elle
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est généralement détectée a un stade avancé nestimest sombre et on ne compte que 5%
de survie a 5 ans (Smiét al. 2002).

Le risque relatif de développer ce type de tunagmente avec I'agel.’age moyenest de
1lans +2(Oakeset al. 1993) (Millantaet al. 2002), ce qui correspond aux ages de prévalence
maximale chez 'homme (40-60 ans) (MacEvegral. 1999). Ces tumeurs peuvent cependant
toucher des animaux agés de 1 a 17 ans (Eleald2002).

Certaines races ont un risque accru de développenélanome oral, peut-étre en raison de
leur forte pigmentation buccale : lesckers spanielssurtout, lescaniches les golden et
labradors retrievers, les teckels, les chows-chéegsschnauzers (Ramos-Varaal. 2000),
les boxers et les bergers allemands. En faitchésns de moins de 23kgnt environ 2 fois
plus de risque de développer ce type de tumeuouRa)s aussi que larales semblent
prédisposeés et sont de 2 a 6 fois plus touchés que les fesisklon les études (Heatlal.
2002, Oake=®t al. 1993). On retrouve la méme prédisposition cheantilme, avec de 2 a 3
fois plus d’hommes touchés que de femmes (Setiti. 2002).

Les principaux signes cliniqgues observés sont duptyalisme, une dysphagie des
hémorragies buccalesune chute des dents, ganflement de la facgfigure 24), unenasse
visible voire une fracture de la mandibule (He=ichl. 2002, Oake®t al. 1993, Smithet al.
2002).

Figure 24 : mélanome malin buccal, achromique, défeant la face (photo Unité
d’histologie et d’anatomie-pathologique, ENVA).

Les deux localisations préférentielles sont descives(figure 25) (36% selon une étude
menée par Ramos-Vagt al. en 2000 sur 122 chiens) puis lesres (32% dans la méme
étude).
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Figure 25: mélanome malin canin : observation d’enmasse gingivale irréguliére, mal
délimitée, trés pigmentée, infiltrant le palais det I'os maxillaire (photo Unité d’histologie
et d’anatomie-pathologique, ENVA).

Les joues, la langue, le palais dur ou mou et phwement les amygdales (figure 26) et le
pharynx sont également touchés (Headl.2002).

Figure 26 : mélanome malin canin: hypertrophie déamygdale droite, fortement
pigmentée, suite a l'infiltration par une prolifétion cellulaire tumorale mélanocytaire,
chez un Westie de 5 ans (photo Unité d’histologie’'@anatomie-pathologique, ENVA).

Au moment du diagnostic, ce sont généralement deses de 3-4 cm de diametre (Ramos-
Vara et al. 2000), sessiles, ulcérés et nécrotiqudbalitose), dont la surface d’ancrage est
irréguliére. Elles peuvent étraires ou achromiques(figures 25-26). Une muqueuse non

pigmentée ou un tissu de granulation peuvent lesurgir et masquer ainsi leur coloration
(Headet al.2002).

Il est généralement admis gles mélanomes de la cavité buccale du chien sontlina et
agressifs(Headet al. 2002, Smithet al. 2002). En effet, Bolort al. (1990) rapportent que,
sur 54 cas de mélanomes de la cavité buccale eganid se sont révéelés malins, soit 96%.
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Leur évaluation histologique est souvent rendu difficile en raison du vasteeparaspects
microscopiques que peuvent prendre ces tumeursofR¥iaraet al. (2000) appliquent la
classification histologique humaine a 129 mélanomesins oraux, et définissent ainsi 3
groupes. Dans leur étude, 21% de ces tumeurs ekaes le typepithélioide (figure 27),
34% sont de typdusiforme (figure 28) et 42%mixtes. De plus, 2% appartiennent a la
catégorie des tumeursallules claires

Figure 27 : mélanome malin épithélioide Figure 28: mélanome malin fusiforme
de la gencive mandibulaire (HES, x200) : buccal (HES, x200) : Prolifération de
prolifération cordonale de grandes cellules fusiformes disposées en faisceaux
cellules d'aspect épithélioide, soutenues entremélés, parfois storiformes, avec un
par un stroma collagéne assez abondant, stroma conjonctivo-vasculaire peu
au cytoplasme abondant et au noyau abondant; certaines cellules renferment
rond, fortement nucléolé (photo Unité des granules pigmentaires (photo Unité
d’histologie et d’anatomie-pathologique, d’histologie et d’anatomie-pathologique,
ENVA). ENVA).

Classiquement, les cellules tumorales infiltrerafpndément la sous-muqueuse (figure 29).
Des cellules isolées ou en nids de plus ou moiasdg taille sont parfois observées dans la
I'épithélium surmontant la tumeur. L'épithélium peaussi étre complétement détruit par la
prolifération cellulaire, et devient ulcéré.

Le blanchiment des coupes peut s’avérer utile damsas de tumeur fortement pigmentées,
afin d’apprécier la cytologie des cellules tumosaket donc leurs atypies. (Heeidal. 2002).

72



Figure 29 : mélanome malin gingival : tumeur tréesifiltrante (HES, x16) (photo Unité
d’histologie et d’anatomie-pathologique, ENVA).

L'index mitotigue est souveng&levé Ramos-Varaet al. (2000) décrivent que 80% des
tumeurs observées affichent entre 10 et 90 mitbs@sxhamps (400x).

La forme des cellules et le degré de pigmentation restt variables selon les tumeurs
(Oakeset al. 1993).

Les tumeurs peu pigmentées peuvent étre réveléesuéine par des colorations spéciales,
telles que la coloration argentique [eentana-Masson ou celle de&schmorl (figure 30). De
plus, limmunohistochimie (Vimentine, S100, MelanA, ...) (figure 31) constituee aide
diagnostique parfois essentielle dans le cas deutsrfortement anaplasiques (Ramos-Vara
et al. 2000). Elle permet en outre de différencier lesamgcytes de possibles mélanophages
(Headet al.2002).
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Figure 30 : mélanome malin buccal, peu pigmenté ehen chien : la mélanine est positive
a la coloration de Schmorl (HES, x400) (photo Unité'histologie et d’anatomie-
pathologique, ENVA).

Figure 31 : IHC avec anticorps anti-MelanA (coupeongelée, x200, démasquage chaleur,
Ac au 1/50, Ventana® sans amplification) (photo U@i d’histologie et d’anatomie-
pathologique, ENVA).
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Un variant rare de mélanomes de la cavité bucdlesprésenté par leélanome a cellules

« en bague a chaton ffigure 32). Cette tumeur touche des chiens sagdigposition de race
ou de sexe, dont 'dge moyen est de 12 ans (Can@ilii2001). Ces tumeurs se composent de
cellules rondes a ovoides, au cytoplasme abondaiblement éosinophile, formant une
couronne plus sombre en périphérie. Leur noyau dotm fin croissant, repoussé a la
périphérie et vésiculeux (Cangetl al. 2001). De tres rares granules de mélanine sofdipar
observées. L'index mitotique est élevé (5-14 miogeur 20 champs a x400). Comme les
autres mélanomes, ces tumeurs sont marquées potit en immunohistochimie pour la
vimentine, la NSE, et la protéine S100, mais méidguemment pour la MelanA, notamment
lors de tumeurs achromatiques (Cargful. 2001).

L'origine de ces cellules en bague a chaton restiedéfinie. Canguét al. (2001) suggerent
gue ces cellules se forment a la suite de l'accatiul intracytoplasmique de substances
variées, repoussant le noyau a la périphérie. lcaasiopie électronique a notamment mis en
évidence des faisceaux et des globules de vimedtins le cytoplasme de ces cellules chez
I’'hnomme (Cangukt al.2001).

Figure 32 : mélanome canin a cellules en bague aatdn (HE, x100) : cellules au noyau
en croissant, repoussé a la périphérie du cytoplasfi’aprés Cangul et al. 2001, avec leur
autorisation).
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Le mélanome malin de la cavité buccale du chieuesttumeugvoluant rapidement, tres
infiltrante localement (figure 33) (Smittet al. 2002).

Figure 33 : mélanome malin gingival, achromique,&s agressif, infiltrant le palais dur, le
maxillaire et les cornets nasaux (photo Unité d’'hidogie et d’anatomie-pathologique,
ENVA).

Lors de mélanome gingival, les radiographies deolee concernée montrent dans 57% des
cas uneostéolyse de I'os sous-jacer(fTodoroff et Brodey 1979, Oakex al. 1993). Ces
radiographies sont utiles pour déterminer I'étendei€exérese chirurgicale a procéder (Head
et al.2002).

Le mélanome malin oral du chien n’est pas seulerdestructeur localement. Todoroff et
Brodey (1979) (rapportés par Sméhal. 2002) considérent que de 70 a 90% des mélanomes
malins métastasent, et ce souvent rapidement. R¥@m@set al. (2000) sont moins
alarmistes, et ne décrivent que 30% d’envahissemérdstatique chez les 66 chiens étudiés.
Les sites métastatiques les plus précoces sonhdasds lymphatiques loco-régionaux
(sous-mandibulaires) (Ramos-Vaga al. 2000). Des nceuds lymphatiques élargis doivent
donc étre biopsés afin de distinguer une hypemlasictive d’une infiltration tumorale. Plus
tardivement, des métastases peuvent atteindpolenons(figures 34-35), et parfois d’'autres
visceres comme le cceur, ou le cerveau (figure B&joroff et Brodey (1979) décelent des
métastases pulmonaireau moment du diagnostic initial dans 14% des cagp@rtés par
Oakeset al. 1993).
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Figure 34 : mélanome gingival canin métastasé : membreux petits nodules noirs et lisses,
de taille variable, sont disséminés sur I'ensemlues viscéres thoraciques (poumons,
péricarde, tissus mous médiastinaux) (photo Unitéigtologie et d’anatomie-pathologique,
ENVA).

Figure 35: métastase pulmonaire de mélanome malinodule pigmenté, assez bien
délimité, au sein du parenchyme pulmonaire (HES, 61(photo Unité d’histologie et
d’anatomie-pathologique, ENVA).
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Figure 36: mélanome canin métastaseé : métastaseslm@les (photo Unité d’histologie et
d’anatomie-pathologique, ENVA).

Le traitement de choix des mélanomes oraux est une chirurgie la pluse lgngssible
(maxillectomie — mandibulectomie totale ou partiellg avec si possible unenarge
minimale de 1 cm en tissu saifOakeset al. 1993). Malgré tout, legcidives locales et les
métastasessont fréquentes en post-opératoire. Une étude enpag Salisbury et Lantz en
1988, rapportée par Oakesal. (1993) décrit qu’apres mandibulectomie sur mélamomalin,

18% des chiens développent des récidives locales 8% des cas et des métastases dans
52% des cas.

La moyenne de survie est de 3 mois aprés la chirurgieleadet al. (2002) rapportent que
dans plusieurs études, on constate un taux de d&sesron 70% a 6 mois, 84% a 1 an, 86%
a 2 ans. Ramos-Vaet al. (2000) décrivent un maximum connu de 3,9 ans deéesapres
diagnostic.

Un traitement adjuvant peut étre intéressant. lradiothérapie est jugée pour le moment
peu efficace (Oakeset al. 1993). Toutefois, Banks et Morris rapportent, dang étude
menée en 1975 sur 9 chiens, que 30% des animasenpedt une régression compléete de la
tumeur suite a la radiothérapie, sans récidive aen® ans. En ce qui concerne la
chimiothérapie, la plupart des études révélent whamiorésistance importante du
mélanome malin oral. Les travaux de Richardsonegdet Elliot en 1983, rapportés par Oakes
et al. 1993, décrivent la régression de la moitié d’'uduie métastatique suite a l'injection
toutes les trois semaines de 1000 mg/m?2 de dadaeb@zéticene®).

D’autres méthodes non conventionnelles peuvent étiksées. Citons tout d’abord
'immunothérapie. La médiane de survie passe par exemple de 8puarsdes chiens traités
par la chirurgie seule a environ 1 an pour 89 chiain elle associée a I'immunothérapie par
Corynebacterium parvurfMacEvenet al. 1986). Des résultats prometteurs sont également
obtenus grace a lahérapie photodynamique chez I'homme et le chien atteints de
mélanomes malins (Oakext al. 1993) (Smithet al. 2000). Cette méthode consiste en
I'injection intra-veineuse d’hématoporphyrine, nmlée préférentiellement captée par les
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cellules tumorales. Cette derniere est ensuiteé&etpar laser (spectre rouge), et libére des
radicaux libres cytotoxiques, dérivés de I'oxygesmtrainant la nécrose de la tumeur (Smith
et al. 2000). Cette méthode, malgré son potentiel théttapee, reste toutefois d’intérét limité
en raison de son colt important (Smihal. 2000). Enfin, lacryothérapie reste un bon
moyen palliatif face a des tumeurs non-opérableddgtein et Hess 1977, Oaketsal. 1993).

Aucun critére d'étude isolé (localisation tumoraledex mitotique) n’est un bon critére
pronostique (Schultheiss 2006) (Ramos-\&tral. 2000).

Hahnet al. (1994) déterminent que le pronostic le plus figber les mélanomes oraux est
apporté pafassociation du volume initial de la tumeur(< ou > 8 cm3)de sa localisation
(rostrale ou caudalefle son index mitotique(< ou > 3 par champ a x40@} de I'état
métastatique de I'animal. En effet, les tumeurs atteignant & de la langue ou le palais
sont difficiles a retirer de facon compléte, eltnt donc de trés mauvais pronostic. Les
tumeurs rostrales au contraire sont de meilleungstc, car elles permettent la réalisation
d’une exérese carcinologique.

Hahn et Al (1994) tirent de leurs observations mouveau systémeale classementde la
tumeur chez le chien (annexe 2lus fiable au niveau pronostique que le systeme
classique défini par I'organisation mondiale de lsanté (WHO).

1.3.2.2 Les mélanomes des doigts

Les mélanomes des doigts représentent endférdes cas de mélanomes malirshez le
chien (Goldschmidt et Hendrick 2002). lls compteour 24% des formations nodulaires
observées a cette localisation (Margtoal. 1995), et constituent la tumeur maliglaeplus
freiguemment rencontrée dans cette région aprés lesrcinomes épidermoidegSmith et
al. 2002).

Aronsohn et Carpenter (1990) indiquent une proportie 50 % de tumeurs bénignes dans
une étude sur 28 chiens atteints par des mélandegesloigts, mais ne distinguent pas la
localisation (face cutanée/face sous-unguéaleyalguite & une jonction cutanéo-muqueuse).

L’'examen histologique est une bonne méthode diagnostique, et permelistieguer les
tumeurs bénignes des maligne@Aronsohn et Carpenter 1990). Malgré tout, nidarfe des
cellules (épithélioide, fusiforme, dendritique ouxt®), ni le degré de pigmentation ne
semblent étre de bons indicateurs du comportemetdgique de la tumeur (Aronsohn et
Carpenter 1990) (Schultheiss 2006).

Les mélanomes touchant la face cutanée des doigteit un comportement comparable a
celui des mélanomes cutanés (voir plus loin), et gg&néralement bénins. lls apparaissent
sous la forme d’'une masse bien délimitée, fortenpa@nentée, évoluant depuis plus de 6
mois au moment de I'examen clinique (figure 37).
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Figure 37 : mélanocytome a la surface médiale duoigt V du postérieur gauche d’'un
airedale terrier male de 8 ans. La tumeur est skssen forme de dome et fortement
pigmentée (Aronsohn et Carpenter 1990, avec leutcaisation).

Lesmélanomes sous unguéauysitués au niveau de I'épithélium de la griffenstituent une
forme particuliere de mélanome des doigts, asssuémment rencontrée, le plus souvent
maligne et detrés mauvais pronostiquechez le chien. Dans une étude de 1990, Aronsohn et
Carpenter indiquent que 36% des chiens avec un nom@@ malin présentent un
envahissement du lit de la griffe.

Les animaux les plus touchés ont généralement 8nétel3 ans, avec surtout dattishs
terriers, des schnauzers des setters irlandais, des rottweilers et deslegolretrievers
(Goldschmidt et Hendrick 2002).

Cette tumeur peut ne pas étre visible de I'extérimais elle peut étre a I'origine ganaris,
d’'une déformation de la griffe, de laperte de la griffe ou deboiterie. Sa pigmentation est
variable et varie du brun au noir.

A T'histologie (figures 38-39), on retrouve géné@makent une composante tumorale intra-
épidermique, formée de cellules isolées ou enspatds, localisées dans la couche basale
épidermique. Une composante sous-épithéliale albedsst associée, avec des cellules de
méme aspect (Goldschmidt et Hendrick 2002).
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Figure 39 : mélanome malin d’'un doigt
d'un silky terrier male de 11 ans. Des
mélanocytes fusiformes et des figures de
mitoses sont indiqués par les grosses
fleches, les petites désignent quelques
cellules ou apparaissent des mélanosomes
(Aronsohn et Carpenter 1990).

Figure 38: mélanome malin sous
unguéal (Goldschmidt et Hendrick 2002).

Le mélanome sous unguéal évolue le plus soudentement mais il progresse

insidieusement. Au moment du diagnostic initiihs sous-jacent est souvent lysé
(illustration par la figure 40), bien que moins duémment que lors de carcinomes
épidermoides (lyse dans 80% des cas). Une radioigrale I'extrémité du membre montre
une lyse de la®8"®phalange suite & I'invasion locale de la tumdams 5 % des cagMarino

et al.1995).

Figure 40 : mélanome malin a 'origine d’'un gonfleent des tissus mous et d’'une lyse de la
3eme phalange du doigt V du postérieur droit d’'un sattérlandais male de 11 ans
(Aronsohn et Carpenter 1990, avec leur autorisatjon
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Cette tumeumétastase ensuite par voie lymphatique aux ganglisioco-régionaux et au
poumon (Goldschmidt et Hendrick 2002). Marired al. (1995) rapporte des métastases au
poumon au moment du diagnostic chez 32 % des chtedgs.

Toute tumeur pigmentée siégeant dans ces zonedaolnit faire I'objet d’'une exérése ou
d’'une biopsie afin d’en préciser la nature et @&iaenir rapidement.

Le traitement de choix estamputation précoce du doigt avant méme toute éventuelle
invasion de I'os Dans ce cas, le pronostic est bon. En cas d'qddhie ou d’'induration des
nceuds lymphatiques loco-régionaux, leur exéresadispensable.

Les mélanomes malins des doigts sont considérémeates tumeunadioresistantes Chez
I’'homme, aucune chimiothérapie n’a pour le momeartips la régression de la maladie. Des
traitements avec du diméthyl-traizeno-imidazoléhoaamide (DTIC-Dome®) ont permis
une réponse a court terme dans 20 a 25% des castrés traitements chez 'homme sont
également rapportés, basés sur la perfusion du neemmblé par du mephalan (Alkaran®)
(Aronsohn et Carpenter 1990).

Dans le cas général, laédiane de surviedes chiens présentant un mélanome malin des
doigts est d&l.2 mois avec 42% de survie a 1 an, et seulement 13%r&s ZNarinoet al.
1995). Les chiens dont la tumeur n'a pas envahistesctures voisines ont un meilleur
pronostic aprés la chirurgie : la moyenne de suegiede 19,6 mois (Aronsohn et Carpenter
1990).

1.3.2.3 Les mélanomes cutanés et des jonctions cutanéo-megses

Les tumeurs mélaniques représententt @20% de la totalité des tumeurs cutanéeshez

le chienselon les auteurs (Aronsohn et Carpenter 1990,hSehial. 2002). Chez I'homme,
par contre, les mélanomes cutanés sont les plgsdnés des mélanomes, on s’attend a ce
gu'’ils atteignent 1 personne sur 75 nées dansleses 2000 (Smitét al. 2002).

En regle générale les tumeurs se développant sur depésmu contenant des poils sont
bénignes(dans 95% des cas d’'aprés Sndttal. 2002, 85% des cas selon I'étude de Babn
al. 1990), tandis que celles survenant ganctions cutanéo-muqueuses (lévres, prépuce,
vulve, anus, narine, lit unguéal ...sontmalignes Lespaupiéressont la seulexception
avec presque uniquement des tumeurs bénignes.

Leur pronostic est donc meilleur que celui de lbomologue de la région oro-pharyngée.
Malgré tout,toute tumeur cutanée pigmentée, méme d’aspect bénidoit faire I'objet
d’'une exérese chirurgicale et d’'une analyseEn effet, on observe parfois des mélanomes
malins cutanés évoluant brutalement et de fagcandgeessive, malgré une existence latente
depuis plusieurs années sous un aspect « bénin ».
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Chez les animaux domestiques, on ne distingue qug types de mélanomes cutanés : les
mélanocytomeset lesmélanomes malins Chez 'lhomme, par contre, les mélanomes sont
classés en 4 stades principaux (Snathal. 2002) : le mélanome superficiel extensif, le
mélanome nodulaire, le mélanome a lentigo malie eaélanome acral lentigineux, détaillés
dans le tableau 5.

Tableau 5: description des principaux stades deglanomes cutanés chez I'homme
(d’aprés Smith et al2002).

one Pred ASpe
PDI0E 01{0]0][S 0l[0]0][S
O ee DO O gue
mélanome 70% des Tronc, - Grandes Souvent
superficiel | mélanomes des | extrémités cellules ulcéré
extensif populations atypiques Croissance
caucasiennes épithélioides | rapide
Pas de phase
de croissance
horizontale
meélanome 15 a 30 % des Derme +++ | Coups de | Cellules
nodulaire | mélanomes Téte, cou, | soleil épithélioides
cutanés tronc chroniques | trés
pigmentées
surtout
mélanome Peau agée, | Cellules Croissance
a lentigo ayant été | fusiformes > | horizontale et
malin beaucoup | cellules verticale
exposée au | épithélioides
soleil
mélanome  Le plus fréquent | Mains,
acral des mélanomes | pieds,
lentigineux chez les région sous-
populations unguéale
asiatiques,
africaines, et
hispaniques

* Les mélanocytomes, ou mélanomes béninsont fréquents chez le chien. lls

recouvrent principalement les mélanocytomes cutahpalpébraux.

Le pic d’incidence se situe entre 5 et 11 ans (&dlchidt et Hendrick 2002) (Millantet al.
2002).

Certaines races de chiens ont un risque accru\aggapdper un mélanocytome cutané. Citons
en particulier ledbraques hongrois, les schnauzeréminiatures, standards ou géants), les
Chesapeake Bay retrievers, les golden retrievessgitedales terriers,...
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Aucune prédisposition de sexe n’ contre été rappofGoldschmidt et Hendrick 2002). Il
existe de nombreuses variations régionales danprdsalence de ces tumeurs. Cette
observation est probablement liée a I'expositiordes carcinogenes environnementaux
distincts, a la popularité variable des races, da @ifférence de susceptibilité génétique de
ces dernieres (Mukaratirved al.en 2005).

La morphologie des mélanocytomes cutanés ou des jonctions cutangaeusesvarie
considérablement allant de petites macules pigmentées jusqu’awtesurs de plus de 5 cm
de diamétre. La couleur de la tumeur dépend daidatifé de mélanine contenue dans les
cellules et peut aller du noir (figure 41) au gosige, en passant par toutes les nuances de
marron. Des régions non pigmentées peuvent méramait avec les régions pigmentées.
L'épiderme périphérique peut présenter une hyparpigation.

Figure 41 : tumeur mélanique cutanée, bien délinrgtéen forme de déme, fortement
pigmentée, avec alopécie et ulcération multifocgdoto Unité d’histologie et d’anatomie-
pathologique, ENVA).
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Lesmélanomes palpébrauxsont préférentiellement situési bord despaupiéres (jonction
cutanéo-muqueuse). lls représentent 20% des tunpalpebrales chez le chien, et sont
malins dans moins de 1 cas sur 10. Il s’agit deetiisia éclosion multicentrique palpébrale,
touchant principalement les adultes (Raymond-lnettcal. 2006).

Les mélanocytomes cutanéspeuvent toucher I'épiderme, le derme ou les armgen
particulier la gaine épithéliale externe du follepileux) (Goldschmideét al. 1998). Plusieurs
aspects histologiques sont possibles: ces tumpeuvent étre jonctionnelles (lors de
prolifération de cellules mélanocytaires tumoralda jonction dermo-épidermique, au niveau
de I'épiderme ou de la daine épithéliale externddallicule pileux, souvent sous forme de
petits nids cellulaires), composées (avec une cemmie dermique et épidermique), ou
dermique (sans composante intra-épidermique) (Gbidglt et Hendrick 2002)
(Goldschmidtet al. 1998). La plupart de ces tumeurs monpeu de pléomorphisme
nucléaire, et unindice mitotique faible (moins de 3 mitoses a fort grossissement).
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La composante épidermique des mélanocytomes jonctionagfigure 42) ou compose®st
constituée de mélanocytes atypiques, a la morplelayiable, isolés ou formant de petits
amas dans la partie profonde de I'épiderme ouil@egepithéliale externe du follicule pileux.
La plupart des cellules sont arrondies ou épithiadis, avec ungrande quantité de
mélanine intracytoplasmique qui souvent masque les contours du noyau. Surcoeges
blanchies, le noyau apparait hyperchromatique (€abichidt et Hendrick 2002).

Figure 42 : mélanocytome jonctionnel cutané cani@@ldschmidt et Hendrick 2002, avec
leur autorisation).

La composante dermique des mélanocytomes composés @undiques a généralement le
méme aspect que celles de la composante intrarépaiee, mais elle peut parfois prendre la
forme de petites cellules fusiformes comportant desnules de mélanine dans leur
cytoplasme (Goldschmidt et Hendrick 2002).

Lesmeélanocytomes dermiquesont plus rarement rencontrés. On les observelgudrs de
stades tumoraux tardifs, lorsque la composantecépidue n’est plus présente (Goldschmidt
et al. 1998). Ces tumeurs sont souvent moins cellulaifesnées de petites cellules
pigmentées fusiformes, enchassées dans un strdtagé® plus ou moins abondant. Elles
sont parfois difficiles a différencier de cellesud’ fiborome dermique. On peut alors avoir
recours a 'immunohistochimie, qui permet de révét@igine neuro-épithéliale des cellules
mélanocytaires (Goldschmidt et Hendrick 2002).

La grande majorité des meélanocytom@&golue lentement Le traitement de choix est
I'excision chirurgicale.

Comme pour les tumeurs buccales, vamiant inhabituel de mélanocytome« a cellules

ballonisantes » peut étre rencontré (figure 43). Les grandes lesllelaires constituent la

population cellulaire majoritaire, mais de petiteiules polygonales ou fusiformes peuvent y
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étre associees (Blanchaetlal. 2001) (Canguét al. 2001). Les granules de mélanine, parfois
difficiles a visualiser dans ces cellules, peuv@&nt marquées par la coloration argentique de
Fontana-Masson. Comme les autres mélanocytomesésjtae variant montre un index
mitotique bas, avec moins de 3 mitoses pour 20 peax400 (Cangudt al. 2001). En cas
de doute sur la nature des cellules, des marquimgesinohistochimiques peuvent étre
réalisés (tumeur vimentine+, S100+ et NSE+). Cestaiuteurs suggérent que ces cellules
soient métaboliquement actives et non dégénératias modification de I'aspect du
cytoplasme serait due a un défaut de formation rdémnosomes (aspect réticulé), et a
I'accumulation de vacuoles lipidiques et/ou de gtas de glycogéne (cytoplasme clair)
(Blanchardet al. 2001).

Figure 43 : mélanome canin cutané a cellules balisantes : amas de cellules tumorales,
séparés par des septa collagénes gréles, au cygomeclair ou faiblement éosinophile (HE,
x100) (Cangul et al2001, avec leur autorisation).

* Le mélanome malincutané reste rare chez le chien par rapport au meélanowyto
(Goldschmidtet al. 1998). Il représente 10% des cas de mélanomessraiez le chien. I
est plus frequemment rencontré chez les chiensdig8sa 15 ans. Le pic d’incidence se situe
entre 9 et 13 ans (Goldschmidt et Hendrick 2002).

Les races a risque sont lesces a peau noire(Magnol et al. 1998), en particulier les
scottishs terriers, les schnauzerdes setters irlandais, les goldens retrieversn®monnait
pas de prédisposition de sexe (Goldschmidt et Hend002).

Les régions préférentiellement touchées sométia, la région thoracique du dosHBolon et
al. 1990),le ventre et le scrotum(Smithet al. 2002).

La simple observation macroscopique ne permet pasdidtinguer avec certitude un
mélanome malin d’un mélanocytome. Une taille irdére a 1cm, la présence d’'un pédicule,
I'absence d’ulcération sont toutefois des critévesntant vers la bénignité (Magnet al.
1998). Les tumeurs malignes s@énéralement de grande taille, peuvent étre hauteme
pigmentées ou achromiquegorsqu’elles sont peu différenciées, et envahsrtlesus sous-
cutanés. Des formes multicentriques de mélanomdmsnautanés sont rapportées mais
restent trés rares (Goldschmidt et Hendrick 2002).
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Le diagnostic de certitude passe par une cytologie omdoire (voir figure 44)ou une
histologie apres exéresele la tumeur primitive, ainsi qu'ungytoponction des ganglions
(figure 45), surtout lors d’adénopathie satellite.

A [l'histologie, les mélanomes malins cutanés a@ouvent une activité jonctionnelle
marquée Les mélanocytes tumoraux sont isolés ou formemtent de petits nids cellulaires
dans la portion basale de I'épiderme, mais ausss des couches plus superficielles de
I'épiderme, contrairement aux mélanocytomes. Céales intra-épidermiques ont un noyau
de grande taille, et dplus gros et plus nombreux nucléolegjue les mélanocytomes. On
peut aussi noter upléomorphisme cellulaire et nucléaireplus important que dans les
tumeurs bénignes (Goldschmidt al. 1998). Lesmitoses sont plus souvent observées
(>3/10 champs, x400), et undcération de I'épiderme est fréquente(Goldschmidt et
Hendrick 2002). La composante dermique est soup&dmorphe, associant des formes
fusiformes et épithélioides, avec des granulas-cytoplasmiques de mélanine en plus ou
moins grande quantité. Des foyers métaplasie osseuse ou cartilagineussont parfois
présents au sein du massif tumoral (Goldschmidteedrick 2002).

L'évaluation cytologique et histologique des gangins comparée a celle de la tumeur
primitive permet un double diagnostic : celui ppEmtoire du type histologique de la tumeur
primitive, et celui de somssaimage métastatiqualans le ganglion. Il faudra par contre
prendre soin de biedifférencier les mélanocytes cancéreae mélanophagesdans les
nceuds lymphatiques (Magretl al. 1998) (Goldschmidt et Hendrick 2002).

Figure 44 : cytologie de mélanome malin Figure 45 : métastase ganglionnaire d’'un
cutané (MGG x100) : I'origine mélanique mélanome malin achromique (MGG,
est confirmée par la présence de fines x100):
granulations noires dans le cytoplasme
(Magnol et al. 1998, avec leur auto-
risation).

Parmi les nombreux petits lymphocytes,
on observe une population de grandes
cellules atypiques et d'un macrophage
mélanophage. Cette cytologie permet
d’affirmer la malignité de la tumeur
primitive (Magnol et al. 1998).
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Les meélanomes malins grandissent rapidement et epeuétre fatals. On observe

freguemment un@filtration locale du tissu sous-cutaneg et parfois une progression intra-

épidermique (analogue a la phase de croissanceohtale du mélanome chez I'homme)

(Goldschmidt et Hendrick 2002). Denétastasesapparaissent couramment, suite a une
dissémination par voie lymphatique, mais aussi giaeg principalement au niveau des

nceuds lymphatiqueset despoumons parfois au niveau du cerveau, du coeur, de la. rate

(Andrawisset al.2001) (Goldschmidt et Hendrick 2002).

Le bilan d’extension doit donc étre soignécomprenant une palpation de la tumeur et des
ganglions satellites (afin de rechercher une lympgka cancéreuse ou une adénomégalie),
une radiographie du thorax, des cytoponctions,...gihaet al. 1998).

Compte tenu de l'invasion locale de la tumeur, rigtédment de choix est unghirurgie
d’emblée large Duclos (2006) décrit I'intérét potentiel de lligation du laser a CO2 dans la
chirurgie de nombreuses lésions cutanées, en ylatidors de mélanome (incision cutanée,
excision de la Iésion, ou ablation apres réalisadieentuellement de biopsies). En effet, cette
technique offre une excellente hémostase des patitseaux, et une pénétration cutanée
restreinte, permettant I'évaluation précise degciires excisées, et donc la conservation de
la vascularisation (Duclos 2006). Les marges cbicates doivent étre évaluées avec soin
pour limiter tout risque de récidive. Queut y associerune thérapie adjuvante, comme une
chimiothérapie, bien que peu de données soient disponibles pmar jde son efficacité.
Magnol et al. (1998) préconisent d’alterner toutes les trois aaes I'adriamycine
(Adriblastine®) a 30mg/m2 IV et la dacarbazine ([P&e®) a 100mg/mz V.
L’'immunothérapie adjuvante semble également intéressante. Geteal,en 1978, observent
en effet, la régression d’'un mélanome malin cutgmés des injections intra-tumorales avec
MycobacteriumBCG).

Chez 'homme, il existe un systeme précis ddassification des mélanomes cutanés
permettant de prédire le comportement biologique tdeneurs et donc Ipronostic de la
maladie avec un degré de confiance satisfaisande@eger s’appuie sur 5 criteres principaux :
I'épaisseur de la tumeur, I'existence d'ulcération,le degré d'infiltration locale, le
nombre de ganglions métastasés, I'existence ou nde dissémination intra-lymphatique
Des criteres supplémentaires sont utilisables, nilaissont souvent difficiles a relier
objectivement a la durée de survie. Il s'agit duxtde lactate déshydrogénase, du nombre de
sites métastatiques, de la localisation de la turpemaire, de I'index mitotique, du taux
d’infiltration de la tumeur par les lymphocytes, kige et du sexe du patient, de la phase
clinique (croissance horizontale vs. croissancdiozde), et de I'existence ou non d’une
régression (Smitkt al. 2002).

De nombreux criteres pronostiques ont été évalaés kanimal, mais leur intérét est souvent
limité (taille de la tumeur, degré de pigmentatitype histologique, intensité du marquage
PCNA ou Proliferating Cell Nuclear Antigen, nécrosé&ération, inflammation, expression
de p53, cytométrie de flux analysant les anomatiesomosomiques...). Toutefois, leur
intérét reste limité (Smitlet al. 2002). Comme pour les mélanomes de la cavité briclea

type cellulaire retrouvé a l'histologie n'est pas bon critéere pronostic chez le chien,
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contrairement au chat chez qui le type épithéli@ds®muvent un comportement plus agressif
(Goldschmidt et Hendrick 2002) (Schultheiss 200&)mesure de la profondeur de I'invasion

tumorale (mesure de I'épaisseur de Breslow), ttéisée chez I’'homme, reste quant a elle

difficilement praticable chez I'animal (Smi#t al. 2002).

La détermination d’'uindex de prolifération en utilisant MIB-1, un anticorps monoclonal
anti-Ki-67, apparait étre aujourd’hliun des facteurs pronostiques les plus prometteurs
(Smithet al.2002). Son utilisation sera décrite plus en detail cours de la partie 3.2.

* Les mélanomes des jonctions cutanéo-muqueusesn particulier des lévres, sont
malins dans plus de 2/3 des cas, comme le montre une dau@&ehultheiss (2006), portant
sur 868 cas de mélanomes canins, dont 80 mélanabiasx.

Il s’agit de tumeurs rares, représentant moins %edg I'ensemble des mélanomes canins
(Schultheiss 2006). lls apparaissent le plus sdusenleversant muqueuxde la levreg et
peuvent étre a ce titre rapprochés des mélanometa deavité buccale. Leur aspect
histologique en est comparable (figure 46).

Figure 46 : mélanome malin de la levre chez un chiecellules de taille et de forme
variable, peu pigmentées, au gros noyau a chromatipoussiéreuse et un ou plusieurs
volumineux nucléoles (H&E, x400) (Schultheiss 2008/ec son autorisation).

De méme, ces mélanomes sontrauvais pronosticavec environ 65% de morts un an apres
I'exérese chirurgicale de la tumeur (Schultheis3630

Comme pour les mélanomes malins buccaux ou cutanésne caractéristique histologique
prise séparément (index mitotique, taille de la @um ulcération de surface, aspect
cytologique et atypies cellulaire) ne permet dataBle corrélation avec I'évolution clinique
(Schultheiss 2006).
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1.3.2.4 Les mélanomes oculaires.

Nous traiterons ici des mélanomes touchant le globdaire, les mélanomes palpébraux
ayant déja été abordés lors de la section couvesnmélanomes des jonctions cutanéo-
mugqueuses.

Lestumeurs du globe oculairesontassez rares chez les chiemt les chats. Toutefois, les
mélanomesreprésentent les tumeurs oculaies plus fréquentegDubielzig 1990, Smitket
al. 2002), comme chez I'homme (6 cas pour 1 millioaddites) (Andrawis®t al. 2001).
Leur pronostic varie selon leur localisation.

Les principales caractéristiques des mélanomesapas atteignant I'ceil chez le chien sont
résumeées en annexe 3.

* Lesmélanomes conjonctivauxsont décrits chez le chien, mais restes rares ; ils
touchent principalement le versant bulbaire dei¢titante chez des chiens de plus de 10 ans
(Raymond-Letroret al. 2006). La plupart sont de cytologmealigne (Dubielzig 2002). Des
métastases sont rapportées dans environ 15% dext tesrécidives sont fréquentes.

lls se définissent sous la forme d’'une masse dmgmigation variable, nodulaire ou multi-
nodulaire, déformant le cul-de-sac conjonctival.

Les cellules tumorales sont de morphologie vagiatdimme dans les autres localisations,
fusiformes a épithélioides (Raymond-Letetral. 2006), et forment souvent de petits paquets
fortement cohésifs, au sein de I'épithélium confmat ou dans le chorion superficiel
adjacentL’index mitotique est le critére pronostique le pls fiable (Dubielzig 2002). Leur
diagnostic histologique est parfois difficile late mélanome achromique.

Le traitement de choix est I'excision large ou Uéléation, mais laécidive locale est
fréquente (dans 50% des cas) (Dubielzig 2002).

* Lesmélanomes épibulbaires ou limbiquesont situés au niveau dimmbe scléro-
cornéen lIs représentent 20 a 50% des mélanomes ocul&hasieurs études décrivent une
distribution bimodale des animaux touchés. Chezeeses chiens (2 a 4 ans), la croissance
est plus rapide et invasive. Chez les chiens a&§é&s 11 ans), il s’agit d'une tumeur plus
stationnaire et moins agressive (Martin 1981) (RarydaLetronet al. 2006) (Donaldsoet al.
2006a).

Lesbergers allemandssemblent plus touchés, ainsi queldsadors retrievers, lesgolden
retrievers (Donaldsoret al. 2006a), les schnauzers, et de maniére générathilss a robe

tres pigmentée(Raymond-Letroret al. 2006). Dans une étude portant sur 30 chiens, menée
en 2006, Donaldsoet al. suspectent fortement une héritabilité du mélanoamencde 'uvée
antérieure, du mélanome épibulbaire et de la mémculaire chez les golden et labrador
retrievers. La méme mutation est retrouvée danslées races, et dans les trois types de
lésions mélanocytaires, avec probablement une rhige®n autosomale (récessive ou
dominante ?).
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Le propriétaire présente généralement son aninmral earemarqué une masse pigmentée a
cbté de la cornée, souvent infiltrante (Dubielz89Q). Il s’agit detumeurs de petite taille
lisses,bien délimitées,localisées classiquement guadrant supérieur dorso-latéral, tres
pigmentées et grossissant lentement(Raymond-Letronet al. 2006) (Donaldsoret al.
2006a). Elles doivent étre différenciées d’une msiten épibulbaire d’'un mélanome de l'uvée
antérieure (Donaldsaet al.2006a). La grande majorité a comportement bénin

A I'examen histologique on observe deux populations cellulaires. Lesutadl les plus
fréquentes sont de grandes cellules arrondies yegadues (plump cells»), fortement
pigmentées, formant de petits amas a la périphdgida tumeur, tout en restant bien
individualisées (cellules non cohésives). Leur mowst petit, rond, et sombre, avec un
nucléole central caractéristique. Les mitoses smeis a absentes (<1 mitose HPF), de méme
gue les atypies nucléaires. Le deuxieme type edlfylplus rarement rencontré, est constitué
de cellules étoilées a fusiformesau noyau souvent petit, central, rond a ovoide, a
cytoplasme |égerement pigmenté (Dubielzig 1990dii€lzig 2002) (Raymond-Letrost al.
2006) (Donaldsort al.2006a). Cette composante fusiforme est plus abe@damajoritaire
dans les mélanocytomes plus agressifs (DubielZd@R@ans ces derniers cas, des images de
nécrose peuvent apparaitre (Donaldsbal.2006a).

Ces tumeursie métastasent qu’exceptionnellementmais elles peuvent étre localement
agressives et destructrices (figure 4infjltrant la cornée, la conjonctive et la sclere,
conduisant ainsi a une perte de la vision voirgldbe oculaire (Dubielzig 1990) (Donaldson
et al. 2006a).L’exérése chirurgicale précoceest donc le seuflaitement recommandé Si

la tumeur est de petite taille, on associe a I'es@mune reconstruction du globe, esthétique et
fonctionnelle. Si elle est de grande taille, onf¢gn&ra I'énucléation afin de s’assurer de
I'exérese de toutes les cellules cancéreuses (2ighi@990). Donaldsoret al. (2006b)
rapportent également lintérét de la pratique d'kéeatectomie lamellaire associée a la
plésiothérapie ad’Strontiunp. Cette méthode se révéle étre facile & réalisau, ipvasive,
tres efficace avec moins de 3% de récidive, et biddrée avec peu d'effets secondaires.
L’'association a la radiothérapie reste néanmoingsgrver aux cas agressifs ou d’aspect
histologique plus malin.

Figure 47 : mélanocytome épibulbaire qui s’étendrdala sclere mais ne déforme ni 'uvée
ni le cristallin (Dubielzig 2002, avec son autoritan).
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* Lestumeurs mélaniques intra-bulbairessont desnélanomes malins dans 20% des
cas (Dubielzig 2002). Ces tumeurs touchent presqu@tosi'uvée antérieure (dans 83%
des cas, selon Smitt al. 2002), et ont tendance a envahir la chambre antéxi Le plus
souvent, il s’agit déumeurs tres pigmentées bien que quelques cas de masses brunes et
blanches soient rapportés (Dubielzig 1990).

- Le corps ciliaire et I'iris (uvée antérieure) sont les structuessplus touchées,
par les mélanomeshez le chienll s’agit généralement d’entités bénignes, maistiset al.
(2002) rapportent malgré tout 15 a 30 % de mélasomalins. Ces mélanomes touchent
surtout deschiens jeunes (< 2ans) ou aggen moyenne 7 ans). Les bergers allemands
semblent surreprésentés, de méme que les labregtdesers, chez qui une prédisposition
génétique (autosomale récessive) est suspectéen(Rdyletronet al. 2006). Leur étiologie
est généralement inconnue, toutefois leur apparjigut étre induite expérimentalement chez
des beagles de laboratoire (Raymond-Legal. 2006).

Ces tumeurs forment une masse uvéale plus ou mpagnsentée (figure 48), comblant en
partie la cavité oculaire.

Figure 48 : siberian husky méale de 8 ans, présertame masse pigmentée irienne dorso-
latérale (photo Unité d’ophtalmologie, ENVA).

Elles sont souvenhal délimitées,etlocalement infiltrantes (sclére), pouvant aboutira la
destruction du globe oculaire comme on peut I'observer sur la figure 49.

Figure 49 : coupe histologique d'un ceil de chien &) : un mélanome malin peu
pigmenté et invasif s’est développé dans l'iris trenle corps ciliaire (Dubielzig 2002).
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Elles peuvent étre a I'origine d’'w@paississement diffus de I'iris, d’une pupille irrguliere,

de cécité ou de douleur oculaireParfois, ces tumeurs sont associées a une kératit
hyphéma, un cedéme de cornée, une uvéite oglautome secondaires (accumulation de
cellules tumorales dans l'angle irido-cornéen estaztion du flux d’humeur aqueuse,
luxation antérieure ou postérieure du cristallitesa la croissance de la masse) (Dubielzig
1990, Smithet al. 2002, Katoet al. 2005).

Cette masse est généralement facile a évaluemppbdalmoscopie ou par examen a la lampe a
fente. Toutefois, leur examen peut étre rendudiléfilors d’cedéme ou d’opacification de la
cornée, ou lors d’hyphéma important. Le diagnopgat étre facilité par l'utilisation de
I’échographie. Baptistaet al. (2006) précisent a ce sujet que la nature histopagique des
mélanomes de l'uvée peut étre déterminée par éapbgr en mode A (amplitude) chez le
chien, comme chez I'homme, dans plus de 95% desCwte tumeur se caractérise en effet
par sa réflectivité faible a moyenne, une vascsddion interne développée et une consistance
dure (homogénéité interne). Par contre, aucune é@onme semble caractéristique du
mélanome en mode B (bidimensionnel). Le diagnodiftérentiel échographique inclut
principalement les adénocarcinomes des corps reigiet éventuellement des lésions
inflammatoires chroniques ou hémorragiques (Bapdisal. 2006).

L'IRM , une autre méthode peu invasive, peut étre wilgsur le diagnostic. Katet al.
rapportent en 2005 que la lésion apparait sousrtaef caractéristique d’un hypersignal en T1
et d’'un hyposignal en T2 (figure 50). On retroueeniéme aspect Iésionnel chez 'lhomme
atteint de mélanome de la choroide. Cette méthodmracontre I'inconvénient d’'étre
colteuse.

Figure 50 : mélanome de l'uvée antérieure d'un bdagde 8 ans: masse intraoculaire
apparaissant en hypersignal en T1 (A.) et hyposigea T2 (B.), occupant les chambres
antérieure et postérieures, sans luxation du crifita (coupe sagittale du globe oculaire,
d’aprés photos de Kato et al. 2005).
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La cytologie est plus difficile a mettre en ceuvre (nombreuxrsanents a la ponction de
I'iris), mais reste bon march@geu invasiveet assez informative Elle montre généralement
de nombreuses cellules épithélioides, de formei¢ tvariable, au gros noyau et au fort
volume nucléolaire (figure 51). De rares cellulesgdande taille, chargés de pigment verdatre
intracytoplasmique au MGG (May-Grinwald-Giemsa)tgearfois rencontrées (Baptiséd

al. 2006).

Figure 51 : cytoponction de mélanome de l'uvée amére chez un chien (Diff Quick,
x400, Baptista et al. 2006, avec leur autorisafjion

= —

Les mélanomes bénins de l'uvée antérieurepartagent de nombreuses similarités
histologiques et cytologiques avec le mélanocyta®da choroide observé chez 'homme.
Toutefois la classification histologique de Callendst difficlement transposable (Raymond-
Letronet al. 2006) (Smithet al. 2002).

Trois types de cellules les caractérisbistologiquement en proportion variable selon les
tumeurs (Dubielzig 1990). Dgrandes cellules arrondies bien individualisées, fortement
pigmentées, avec un petit noyau central, prédormiseavent. Ces cellules ont tendance a
former des amas a la périphérie de la tumeur ewgmtuparfois infiltrer les tissus
périphériques du globe et l'orbite. Elles ne so@éanmmoins jamais a l'origine d’'un futur
processus néoplasique. Le deuxieme type cellubsireeprésenté par desllules fusiformes

a étoilées généralement trés pigmentées. Des images deenstod® rarement observées, le
noyau est rond et parait quiescent (figure 52).deenier type cellulaire est constitué de
cellules ovoidesa la pigmentation variable (Raymond-Leteiral. 2006).
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Figure 52 : coupe histologique d’'un mélanome bénde l'uvée antérieure (H&E x200)
montrant deux types de cellules : de grandes celtularrondies (fleches courbes) et des
cellules fusiformes a étoilées (fleches épaiss&s)hjelzig 1990, avec son autorisation).
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Lesmélanomes malinsse caractérisent par des images classidaesplasie, avec un grand
noyau irrégulier, une chromatine mottée etndenbreuses images de mitosfigure 53)
(Dubielzig 1990). L'observation de plus d’1 ou 8ures mitotiques par champ (x400) est un
critére fort de malignité (Dubielzig 2002).

Figure 53 : coupe histologique d’'un mélanome malite I'uvée antérieure d’'un chien
(H&E x125), montrant de nombreuses figures de m#o®t d’autres caractéristiques
d’anaplasie (Dubielzig 1990).

L'eeil étant un milieu fermé, lesnétastases sont tres raresméme en cas d'aspect
histologique tres agressif. Les différentes étudsgsportent en effet de 0 a 8,7% de
métastases (Raymond-Letren al. 2006). Chez le chien, comme chez 'homme, une enass
intraoculaire de grande taille, la rupture de lanmbene de Bruch, ou I'invasion tumorale du
vitré et de la rétine sont autant de facteurs stpug a I'essaimage métastatique extra-orbitaire
(Kato et al. 2005). Il est donc important geatiquer précocement une énucléation avant
gue la tumeur n'ait effondré la sclére: les récidives locales et les métastases sons alor
beaucoup moins fréquentes (Dubielzig 1990).
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- Lesmélanomes primaires de la choroidesonttres rares et toujours bénins
chez les chienslls représentent 5% des mélanomes de l'uvée.ohtraire, chez I’'homme,
ils représentent 80% des mélanomes du globe epimagressifs (Dubielzig 1990), avec un
taux de survie a cing ans de 75%, comparable & defumélanomes cutanés (Andravass
al. 2001). Ces mélanomes touchent principalement désng de grande race, adultes
(Raymond-Letroret al. 2006).

On les diagnostique en pratiqguantfand d’ceil sur lequel ils apparaissent comme des masses
postérieures tres pigmentées, aux marges irrégsligarovoquant un épaississement de la
choroide. Chez le chien, leavolution esttrés lente Ils peuvent néanmoins étre a I'origine
d’'une cécité suite a ddseemorragies du vitré, uneinfiltration et des décollements de la
rétine (Dubielzig 1990).

Chez I'homme, par contre, les mélanomes malins'weéé conduisent a de fréquentes
métastases (Andrawiss al. 2001). Les mélanomes de I'uvée n’empruntent gqeelde voie
sanguine, et les métastases se localisent pré&kement au foie (Andrawisst al.2001).

A I'histologie, on observe ugpaississement de la choroide diffus ou en forme déme
ainsi qu'un décollement de la rétine surmontantecptolifération tumorale, avec atrophie
secondaire. Les cellules tumorales ont une didtdbwet une orientation perpendiculaire et
anastomosée rappelant celle des mélanocytes nomedaxchoroide (Dubielzig 1990).

* Les tumeurs oculaires secondairesont rares, compte-tenu de la petite taille de
I'organe et de la présence de la barriere hémaitaive. A I'exception du lymphome, on peut
citer, chez le chien de fréquentes métastases dihgimsarcomes, d’adénocarcinomes
mammaires et de mélanomes malins oraux (Dubi2dg).

Il faut souligner que lemélanomes malins de la cavité buccaldes chiens représentent la
4°™ cause demétastases oculaire§Dubielzig 1990). Ces tumeurs secondaires peusent
manifester par des hémorragies intraoculaires,dmgeur, un glaucome secondaire ou des
lésions prolifératives de I'ceil. Elles se localisdiabord aucorps ciliaire, et infiltrent parfois

la choroide.

1.3.2.5 Mélanomes primaires du systeme nerveux central

Ces tumeurs sortres rares chez les animaux domestiques. Un seul cas de omkan
primaire nerveuxtouchant la moelle épiniere est signalé un chien de 3 ans, consultant pour
incoordination motrice et parésie (Jacebsl.2002).

Les mélanomes représentent néanmoins 5% de tagestumeurs nerveuses secondaires
(Jacob=et al.2002).
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II- Le mélanome face a la réponse

Immunitaire anti-tumorale
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2 Le melanome face a la réponse immunitaire anti-

tumorale.

On peut définifimmunologie comme étant I'ensemble de&sactions d’'un organisme mises
en place par celui-ci afin dmnserver son équilibre physiologiquell s’agit donc de tous les
moyens destinés a lutter contre diverses agressiprispermettent d’aboutir & un état de
protection.

Tout au long de la vie, sous I'action de facteurggmues, chimiques, virauy, ..., des cellules
anormales apparaissent. Dans les années 70, \exrale Burnet et Thomas, menés de
maniere indépendante, permettent de définith&orie de I'immunosurveillance D’apres
eux, le systeme immunitaire surveille continuellamBorganisme afin de reconnaitre et
détruire toute cellule anormale. La réponse imnaungtserait alors un événement précoce,
conduisant a la destruction de la plupart des tusneavant qu’elles ne deviennent
cliniguement apparentes, ou au moins au ralentissede leur croissance (Raodt al. 1994).
Une cancérisation progressiveapparaitrait donc si les cellules cancéreuses éclpgient
d’'une maniere ou d’'une autéela reconnaissance par les cellules immunitaire§izard
2004).

Plusieurs arguments soutiennent cette théoridedéstence d’une réponse immunitaire
capable de juguler le développement tumoralUn premier réside dans le fait que des
tumeurs ne donnant pas lieu & des symptomes daisjqueuvent étre découvertes de fagon
fortuites a l'autopsie (Roittt al. 1994). De plus, certains types tumoraux régregsairiois
spontanément (Roitt al. 1994). C’est par exemple le cas de certainesdiga@ porc, telles
gue les mini-porcs Sinclair, présentant classiquemene régression spontanée de
mélanocytomes cutanéslésions apparaissant couramment a la naissangewue temps
apres (Misfedt et Grimm 1994) (Péretzal. 2002). De la méme maniére, on peut observer
chez 'homme des cas de rémission spontanée dafasble pourcentage de patients touchés
par des mélanomes (<2%). Ce comportement peue@bl@ué soit par un rejet immunitaire,
soit par I'apoptose des cellules tumorales. Cettmosde possibilité semble cependant peu
probable, car les tumeurs se développent souvdet Zwn défaut de ce processus (Knapp
2002). Un troisieme argument en faveur de I'existed’une réponse anti-tumorale est la
présence d’anticorps spécifiquesle la tumeur dans le sang (Schaff-Lafontahal. 1990)
(Knapp 2002). On peut également observer acivité cytotoxique anti-tumorale des
lymphocytesin vitro (Schaff-Lafontaineet al. 1990) (Knapp 2002). Par ailleurs, les masses
canceéreuses sont parfois infiltrées par des lymybecet des macrophages, ce qui s’avere
étre de bon pronostic (Roit al. 1994) (Schaff-Lafontainet al. 1990) (Knapp 2002). On
constate également une hyperplasie des nceuds lyimpFsaméme en I'absence de métastase
(Schaff-Lafontaineet al. 1990) (Knapp 2002). Enfin, les tumeurs touchentgbldes sujets
ageés au systeme immunitaire moins efficace (Ro#l. 1994).
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Cependant, ce concept dimmunosurveillance a parsdde été malmené. En effet,
I'association entre une immunosuppression et wuesaccru de tumeurs detn d’étre la
regle. De fait, dans tous les cas d'immunodéficiencezdii®mme, seules certaines formes
de tumeurs, en particulier celles associées a ides, wont observées avec une plus grande
fréquence que dans la population normale (sarcoen&aposi et virus d’Epstein-Barr,...)
(Roitt et al. 1994) (Tizard 2004). immunosurveillance serait donc dirigée plut6t conte

les virus gu’envers les tumeurs Des données comparables sont obtenues lors d&%tud
expérimentales chez I'animal. On observe en eftet s souri;ude (athymiques donc
déficientes en cellules T) ne sont pas plus sessifue les souris normales aux tumeurs
spontanées ou induites chimiquement (Tizard 20Bddle une augmentation de la fréquence
des tumeurs provoquées par le virus du polyome @eetconstatée (Roiét al. 1994). De
plus, de nombreux animaux touchés par un canceumrdysteme immunitaire fonctionnel
(Tizard 2004).

En réalité, ces résultats ne remettent pas en ¢tawsamcept d'une réponse anti-tumorale : ils
montrent juste que s'il existe une réponse immimeitdirigée contre la tumeur, celle-ci n'est
en rien synonyme de défense efficace (Schaff-Lafoatet al. 1990). En effet, en utilisant
des souris transgéniques dont les cellules T spées d’antigénes associés a la tumeur
étaient tres controlées, il est devenu clair beaucoup d’antigenes tumoraux induisaient
une tolérance a la maniére des antigenes normaux c&oi (Tizard 2004). Lesysteme
immunitaire ne distinguerait donc pas habituellemenles cellules tumorales des cellules
normales, saines(Tizard 2004), et c'est pourquoi autant de canagngssissent a se
développer.

Malgré tout, des études récentes montrent questérsy immunitaire peut jouer un role anti-
tumoral efficace. Les travaux sue siouvelles lignées de souripermettent en effet de
confirmer quele systemeimmunitaire peut parfois reconnaitre et tuer les chules
cancéreuses(Tizard 2004). Les sourigude ne sont pas des modeles parfaits car elles
possedent une fonction résiduelle B et T, et désndés non spécifiques intactes. On a donc
mis au point des lignées de souris plus « proprées souriknock-out pour le gene RAG
(géne activateur de la recombinase VDJ) sont irldapade produire des cellules B et T
fonctionnelles, et présentent une incidence acdeidumeurs spontanées de I'épithélium
intestinal. Celleknock-out pour le gene STAT-1(transducteur du signal et activateur de
transcription 1) manquent a la fois des réponseses et acquises car elles ne répondent pas a
I'IFNy. Les souris knock-out pour les deux genes ontfarie propension a développer des
cancers mammaires (Tizard 2004 rbéle du systéme immunitaire envers les tumeurs
apparait donc quand méme significatif

Ainsi, bien que I'hypothese originelle de la sulagice ait été par la suite malmenée, il
apparait clair que l'organisme oppose au dévelogpméndes tumeurs uneésistance
immunologique (Leftheriotis et al. 1980), quedans certaines circonstances, le systéme
immunitaire peut détruire les cellules tumorales,et que cette réponse peut étre stimulée
afin de protéger I'organisme contre certains can€Eizard 2004).
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2.1 Reconnaissance des cellules tumorales : les antigen

Dans les cellules qui subissent la transformati@optasique, de nombreuses fonctions
cellulaires et en particulier les mécanismes ctemitdla différenciation, sont modifiées. En
effet, la plupart, sinon la totalité des tumeursntsle siége d’altérations génétiques
(mutations, amplification génique, délétions, ttacations chromosomiques,...) (Roét al.
1994), a l'origine de changements phénotypiques de la safe cellulaire La cellule
tumorale exprime alors sur sa membrane plasmique gligcoprotéines inhabituelles ne
correspondant pas a la différenciation tissulamentale. Son apparence s’en trouve alors
modifiée, et lesystéeme immunitaire peut alors percevoir ce changeant comme une
modification antigénique (Schaff-Lafontaineet al. 1990) pouvant déclencher la réponse
immunitaire (Tizard 2004).

2.1.1 Nature des antigenes de tumeur.

L'existence d'une immunité anti-cancéreuse spéaifiget efficace repose sur deux
conditions : les éléments néoplasiques doivent @réeursd’antigenes quantitativement
ou qualitativement différents de ceux exprimés par les cellules normes
correspondantes et ces antigenes doivent pouvoir éteeonnus par les lymphocytes T
(Semana 2001) (Knapp 2002). Dans I'hypothése ddifioations progressives conduisant la
cellule vers une étape maligne irréversible, letesye immunitaire n’interviendrait qu’au
moment ou urchangement antigénique suffisamment immunogénsge manifeste (Schaff-
Lafontaineet al. 1990).

L’identification d’antigénes cibles, susceptibleSnduire des réponses lymphocytaires T
CD8+ (et si possible conjointement CD4+) puissardagées contre le tissu tumoral dans le
respect des tissus sains, est d’autant plus immgerigu’elle conditionne I'élaboration d’'une

immunothérapie anticancéreuse efficace (Kosmatogaetl Lemonnier 2003).

Knapp indique en 2002 que de nombreuses étuded’bbemme et la souris révélent qu’'une
simple cellule maligne peut exprimglusieurs cibles antigéniques indépendantes

Toutefois, il essouvent difficile d’identifier ces antigéneqSchaff-Lafontainest al. 1990).
Coulie (2003) signale que la majorité des antigémmsoraux identifiés a ce jour chez
'hnomme ont été caractérisés grace a des lymphecytecytolytiques anti-mélanomes.
Cependant, beaucoup de ces antigénes sont aussnfgéur d’autres types de tumeurs. Cette
méthode passe principalement par une approcheigéagétui consiste @lentifier le géne
codant pour un antigéne reconnu par un clone de lyphocytes T anti-tumoraux Les
antigénes tumoraux peuvent également étre iden@#iedépart d’'une nouvelle séquence de
genes spécifiquement exprimés dans une tumeurprat dusceptibles de coder pour de
antigénes tumoraux (Coulie 2003). Enfin, ces antgepeuvent étre caractérisés au moyen

d’anticorps isolés du sérum de patients cancéreyoulie 2003).

Les principaux antigénes tumoraux reconnus dansmi&snomes canins et humains sont
résumeés en annexe 4.
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2.1.1.1 Les antigenes de transplantation spécifiques de twear (TSTA).

Ces antigenes ont pu étre mis en évidence en 1&5Pnehn et Mian, par des expériences
chez la souris portant sur des sarcomes induitsighement par le méthylcholanthrene

(MCA) (voir figure 54). Ces antigenes peuvent imduine réponse immunitaire vis-a-vis des
cellules tumorales seulement si 'animal a été imis®i préalablement avec la méme tumeur
(Roitt et al. 1994).

Figure 54 : expérience de Prehn et Mian: un sarcemest induit puis excisé

chirurgicalement chez une souris (A). Si on injecties cellules tumorales vivantes a la
souris héte, il n’y a pas de croissance tumoraléo8 injecte les mémes cellules a une autre
souris syngénigue, une tumeur se développe (B).oSiimmunise cette autre souris au

préalable avec des cellules tumorales tuées, auctureeur ne se forme. Par contre, un

sarcome induit par le MCA ne confere pas d'immunipéotectrice contre un autre sarcome
induit par le MCA (C) (d’apres Roitt et al. 1994).
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Ces expériences démontrent donspacificité de ces antigenes a une tumeur individile
et 'existence d’'une mémoirgKnapp 2002) (Tizard 2004).

Ces antigénes peuvent étre également induits panltea-violets (Paul 1993). La protéine
gu’ils encodent reste, pour le moment, inconnuesdntreconnus spécifiguement par les
cellules T(Knapp 2002) (Paul 1993).

2.1.1.2 Les antigenes de transplantation associés aux tunrsu(TATA) communs de

différentes tumeurs.

On trouve ces antigenes sur des tumeurs induitedgsavirus. Citons par exemple le virus du
polyome et le SV40, qui provoquent des tumeurs ix@htales chez la souris ; les virus du
papillome (HPV) impliqués dans les cancers du eol'utérus et de la peau chez I'homme ;
ou encore le virus d’Epstein-Barr a l'origine dumighome de Burkitt (Knapp 2002) et
d’autres lymphomes chez ’lhomme (Rattal. 1994).

Ces antigénes sont mis en évidence par des expési@le vaccination anti-tumorale (voir
figure 55).
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Figure 55: mise en évidence des antigénes de tpdarstation associés a la tumeur
(TATA) : des souris consanguines sont immunisées [igections répétées de cellules
tumorales SV40 inactivées par irradiation. Si I'omjecte des cellules tumorales d’une
autre souche de SV40, aucune tumeur ne se dévelo@e Si on injecte des cellules
tumorales induites par un autre virus, une tumeue gorme (B). Les souris sont donc
immunisées contre les antigénes T communs aux ddfées souches de SV40 (d’aprés
Roitt et al. 1994).

es R jeolon dureaute
L) omarsuo

Les tumeurs induites par les virus ont souventnthtériel pro-viral intégré dans leur
génome cellulaire qui conduit a I'expression det§irees codées par ce génome viral. Ces
protéines intracellulaires peuvent étre apprétads pssociées aux molécules du CMH,
exprimées a la surface de la cellule tumorale pesigir d’antigéne tumoral (Knapp 2002).

Cesantigénes codés par le virusont appeléantigénes T (tumeur)et sontcommuns aux
autres virus du méme groupeCes antigenes T sont des protéines nucléairepgent un
réle dans le maintien de I'état de transformatiomdrale de la cellule (Roiét al. 1994). Le
fait qu’il existe des tumeurs partageant une méntgeénicité est important en thérapie, car
cela autorise I'utilisation un outil anti-tumordup général (Semana 2001).

2.1.1.3 Produits de genes cellulaires mutés.

Lors de la prolifération incontrélée des cellules umorales, des mutations aléatoires
surviennent et ne sont pas réparée<lles s’accumulent donc au fur et a mesure de la
progression tumorale. Ces mutations peuvent touclimporte quel endroit du génome, en
particulier des genes cellulaires qui ne sont papliqués dans la pathogenése ou la
progression tumorale (Knapp 2002).

Le changement d’'un seul acide aminé peut aboutiredprotéine mutante immunogéene ou

a I'absence d’'une protéine normalement présentéSchaff-Lafontainest al. 1990), pouvant
déclencher une réponse immunitaire. L'acide aminéénpeut en effet permettre au peptide
modifié de se lier a une molécule du CMH et d’@résenté, alors que le peptide normal ne
se lie pas d’ordinaire (Coulie 2003). Ou alors éptde normal est déja présenté par le CMH
de la cellule, mais ce complexe n’est pas immunegerite a I'établissement de la tolérance
du soi. Grace a l'aide aminé muté, le peptide dwvéranger, et peut alors induire une
réponse lymphocytaire T (Coulie 2003).
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Il existe en particulier deanomalies de glycosylationqui peuvent révéler des épitopes
oligosaccharidiques ou protéiques, habituellemesdqués a la surface de la cellule normale
(Roitt et al. 1994).

Les mélanomes expriment notamment dgmngliosides caractéristiques (Tizard 2004),
comme leGM3 (lwabuchiet al. 1998) (Milneret al. 2006). De plus, des mutations sans role
démontré dans l'oncogenese ont été mises en éédtants le cas de mélanomes humains,
touchant les génédUM-2 etMUM-3, celui de lariose phosphate isoméraseou encore le
géne codant pour la protéindc27(Coulie 2003).

2.1.1.4 Antigénes codés par des genes normalement silenciew surexprimes.

Parfois, des génes qui ne sont normalement pasmeégrdans les tissus normaux sont
dérégulés au cours de la transformation maligre.p#uvent alors s’exprimer dans les
mauvais tissus, au mauvais moment, et étre a if@ride protéines pouvant servir d’antigénes
tumoraux.

C’est par exemple le cas de tilomérase une enzyme qui prévient le raccourcissement
progressif, au cours des divisions cellulaires sssives, de I'extrémité des chromosomes
(Kosmatopoulos et Lemonnier 2003). Ce géne estiragpdans les tumeurs, mais parait
quasi-silencieux dans la plupart des tissus nornf@oxlie 2003).

C’est également le cas dgénes MAGE Le gene MAGE-A1 (Melanoma AntiGEn) est le
premier gene de ce type découvert chez I'homme l{€a2003) (Kosmatopoulos et
Lemonnier 2003) (Knapp 2002).dbde pour un peptide tumoral nommé MZ2-E, reconnu
par les lymphocytes T par le biais du CMH I(Paul 1993). Chez I'adulte, les génes MAGE
sont silencieux dans les tissus normaux, sauf tesigellules germinales males (Coulie
2003). Toutefois, ces dernieres ne portent pas Bi.CElles sont donc incapables de
présenter des antigénes aux lymphocytes T, et meepepas de ce fait induire de réponse
immunitaire. Par conséquent, les peptides antigésigcodés par ces génes paraissent
totalement spécifiques des tumeursChez 'homme, on continue portant de les appeler
« antigene cancer-testicule » (Coulie 2003). LesegeMAGE sont exprimés dans de
nombreuses tumeurs solides, en proportion varigihle, fréquemment dans les tumeurs de
stade avancé (Coulie 2003). On les tromeeamment dans les mélanomes malin&oulie
2003). Ces antigenes, méme sfils sont pas spécifigues des mélanomesnstituent donc
des marqueurs spécifiques des tissus tumorauxreérajeet forment une cible thérapeutique
potentielle (Kosmatopoulos et Lemonnier 2003), moteent pour le développement d’'un
vaccin général anti-tumeur (Coulie 2003).

La famille MAGE-A comprend 12 génes. Il existe @paént une famille MAGE-B, qui
comporte 6 genes, et une famille MAGE-C qui en ieotit3. Ces trois familles de génes sont
localisées sur le chromosome X chez 'homme. Urargume famille est également localisée
sur le chromosome X, la famille MAGE-D, mais ellexprime dans tous les tissus et ne code
donc pas pour des antigenes spécifiques de turhearmeélanomes expriment également
d’autres genes de type MAGE. Parmi eux, on peet ¢i#s gene8AGE, GAGE, HAGE,
SAGE, RAGE, LAGE, NY-ESO-1, SSX2(Coulie 2003). Leur profil d’expression dans le
mélanome chez 'homme est résumé dans le tableau 6.
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Tableau 6 : expression des génes de type MAGE dassmélanomes humains (d’apres
Coulie 2003).

Type MAGE- MAGE-  MAGE-
histologique Al A2 A3
L 5206 550 18% 21% 34%
prlmalre
Mélanome 1 ./ 70% 74% 28% 47% 62%
(métastase)
T
_ype NY-ESO-1
histologique
Mélanome o 20% 33% 17% 50%
primaire
Mélanome 5o, 41% 41% 35% NC
(métastase)

Chez le chien, une seule séquence MAGE est ragpogi@ce au clonage d’ADNc de
testicule de chien (Mat al. 2000). Cette séquence présente de nombreusesdyesoavec
MAGE-B de 'homme (Catchpolet al.2003).

Il existe d’autres antigenes spécifiques de tumers peut citer a ce propos un antigéne
tumoral codé par uneséquence présente dans un intron du gene de IA-
acétylglucosaminyl transférase VY une enzyme impliquée dans la glycosylation des
protéines. Un promoteur, présent dans cet introsgyit un transcrit qui ne se retrouve pas
dans les cellules normales, mais qui est présemé 88% des mélanomes chez 'homme
(Coulie 2003). Ce peptide antigénique est dotalement spécifique des tumeurs

Un autre antigene est constitué parpaptide antigénique codé dans un intron dgene
TRP-2 (tyrosinase related protein) exprimé dans les mélanocytes et les mélanomadi€Co
2003). C’est un épissage incomplet, obseavéquement dans les mélanomesqui est
responsable de la présence de ce peptide (Coll®).20

Enfin, le géne PRAME code pour un peptide reconnu par des lymphocytegtdtoxiques
anti-mélanomes. Ce géne est peu exprimé dans eugetgsus normaux (testicules, ovaires,
glandes surrénales, endométre), et ®sexprimé dans de nombreuses tumeurs solides,
notamment des tumeurs des leucémies (Coulie 2003¢naoredes mélanomes malins
(Tartouret al. 2005).

2.1.1.5 Antigenes codés par des oncogenes ou des anti-orertgs mutés.

Comme détaillé dans la partie 1.2 de cet expbakération structurale de protéines
impliquées dans le déroulement ou le contréle du cle réplicatif de la cellule peut, en
modifiant leur capacité fonctionnelle, conduireadriansformation tumorale de la cellule. Les
genes codant pour des protéines activatrices dle dpu proto-oncogénes) et les genes
suppresseurs de tumeurs peuvent étre mutés et podedes produits protéiques altérés et
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potentiellement antigéniques(Kosmatopoulos et Lemonnier 2003). On peut cpar
exemple les protéines mutégsl6, PTEN, p2l1, ras, bcr/abl, p53...fréequemment
rencontrées dans de multiples tumeurs (Paul 1993).

Ces protéines peuvent dans certains cas stimuléptase immunitaire CD8+ cytotoxique ou
CD4+ proliférative de I'héte (Knapp 2002). Il s’agie plus souvent de molécules
intracellulaires qui seront présentées sous forme de peptidesi@ssagx molécules du
complexe majeur d’histocompatibilif€MH) de classe | Quand ces antigénes sont libérés
par la cellule tumorale (nécrose, lyse), ils pontrétre captés en tant que molécules
extracellulaires et seront alors présentés parna@écules du CMH de classe Il (Knapp
2002).

Les cellules des mélanomes peuvent exprimer dedujsod’oncogenes ou de genes
suppresseurs de tumeurs mutés a a surface dellde c@lizard 2004). Che¥homme,
Kosmatopoulos et Lemonnier (2003) rapportent eetaftie laCdk4 et la Casp-8 (caspase
intervenant dans les voies de I'apoptose) consiitdesantigenes tumoraux de mélanome
mais leur fréquence d’expression est relativemaittid. La mutation de la Cdk4, en effet,
empéche la liaison a l'inhibiteur p16, ce qui stienla prolifération des cellules tumorales.
Celle de la caspase-8 diminue la sensibilité disles tumorales a I'apoptose induite par Fas
ou le TNF.

Coulie (2003) signale également le role de la nuratde la B-caténine dans le
développement tumoral. Cette mutation, en stabilisa protéine, favorise la formation de
complexes avec des facteurs de transcription, ietgpauite I'activation de la cycline D1,
aboutissant a la prolifération cellulaire (Coul@)3).

Enfin, Tartouret al. (2005) rapportent, dans le mélanome humaimugation du geneN-
ras, codant pour une protéine impliquée dans les \aéesignalisation.

2.1.1.6 Antigénes associés a la surexpression de proto-ogéaes non modifiés.

La transformation tumorale s’accompagne fréquemrderiasurexpression sans altération
structurale,de protéines impliquées dans le contréle du cyclesltulaire ou de protéines
prévenant I'évolution sénescente naturelle des celés

La surexpression du proto-oncogén¢lER-2/neu, codant pour une molécule membranaire
de transduction des signaux d’activation, en estbom exemple (Kosmatopoulos et
Lemonnier 2003) (Paul 1993). Elle est souvent aésat des adénocarcinomes (sein, ovaire,
ou poumon) chez I'homme. Cette surexpression skiitrpar unesur-représentation a la
surface des cellules tumorales des complexes CMHftigele correspondants qui peut étre
utiisée comme cible immunothérapeutique (Kosmattgo et Lemonnier 2003). Il faut
toutefois rester prudent, car cette protéine egjuitaire dans I'organisme, méme si elle est
normalement produite a bas niveau (Kosmatopoulbsmbnnier 2003) (Coulie 2003).
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On peut également citer laurexpression des produits protéiques codés par hé-
oncogenep53 sans mutation associée, retrouvée fréquemment diamaultiples tumeurs
chez 'lhomme (Kosmatopoulos et Lemonnier 2003)teCptotéine est, la encore, ubiquitaire
dans 'organisme.

2.1.1.7 Autres antigénes associés aux tumeurs, non proteats.

Outre les antigenes présentés ci-dessus, recoraruep lymphocytes T, il existe d’autres
antigenes a la surface des tumeurs. En effet, ddrmeuses molécules de surface ont pu étre
identifiées par des anticorps monoclonaux Presque tous ces antigénes tumoraux se
retrouvent sudifférentes tumeurs provenant du méme type cellula¢, et denombreux
peuvent aussi étre détectés sur amhiles sainesLa plupart de ces antigenes cellulaines
stimulent pas la réponse immunitaire(Knapp 2002).

2.1.1.7.1 Antigénes oncofoetaux ré-exprimés.

Il s’agit de protéinesormalement exprimées au cours du développement fagt mais qui
ne sont plus ou peu exprimées dans les tissuseadult

Ces antigénes ne conduisent pas a une réponse itaireiohez I'héte car ils sont exprimés

en tant que des protéines du soi lors du développenils sont donc tres peu immunogéenes
et tolérés (Knapp 2002) (Tizard 2004). Toutefois, peuvent étre utilisés en tant que
marqueurs diagnostiques ou pronostiquesgsuivi de la progression tumorale), bien que leur
expression chez l'adulte ne se limite pas uniquénaem tumeurs (identification dans les

tissus inflammés, ou les tissus normaux a faibleentration) (Knapp 2002).

Les deux principaux antigenes oncofcetaux doatfoetoprotéine (AFP) et I'antigene
carcino-embryonnaire (ACE) aussi appel€D66e (Tizard 2004). L’AFP est utilisée comme
marqueur de tumeurs hépatiques, '’ACE comme marqgdeuumeurs rectales et coliques
chez 'homme (Knapp 2002) (Roét al. 1994) (Tizard 2004).

Hahn et Richardson montrent en 1995 que I'AFP pé&at mesurée dans le sérum de chiens
en utilisant une technique d’immuno-enzymologie novparticulaire (MEIA). Ces auteurs
étudient des chiens touchés par des lymphomespmsas; et carcinomes. lls n'observent
cependant pas de différence significative de lauemoyenne d’AFP sérique entre les chiens
sains et malades. Par contre, une concentratiofrRI’&225ng/ml semble suggérer un
envahissement hépatique néoplasique primaire andate.

2.1.1.7.2 Antigenes de différenciation (antigénes spécifiqueate tissus).

Des antigenes spécifiques sont portés par la sudas cellules normales d’un tissu, a un
moment donné de la différenciation de ce derniertanes tumeurs peuvent exprimer ces
antigenes de différenciation, spécifiques du tissa partir duquel elles se développent
(Knapp 2002).

Puisque ces antigenes font partie intégrante aellale normale, ils ne déclenchent pas de
réponse immunitaire. Toutefois ils peuvent conetitiies marqueurs tumoraux permettant de
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préciser l'origine d’'une lignée cellulaire tumorgllénapp 2002). L’induction de réponses
lymphocytaires T contre ces antigenes de difféedioni peut aussi assurer I'éradication de la
tumeur, mais au prix de la destruction concomitatgse tissus sains exprimant les mémes
antigenes (Kosmatopoulos et Lemonnier 2003). L'exerte plus caractéristique est celui du
mélanomeoule rejet tumoral, qui est quelque fois spontané (homme, souchesngsr, ...),
s'accompagne de la destruction des mélanocytes auxrret donc d’'une dépigmentation
cutanée appeléatiligo (Kosmatopoulos et Lemonnier 2003).

Un exemple intéressant de ce type d’antigene astidiéne prostatique spécifique (PSA)
exprimé lors de carcinome prostatique (Knapp 2002).PSA est une protéase produite
exclusivement par I'épithélium de la prostate. D&sx sanguins élevés de cette protéine
indiquent une activité prostatique excessive, uee ghuses de ceci étant le croissance d’'un
carcinome (Tizard 2004).

On peut aussi citer I'antigene CALLA ou CD10 (Commécute Lymphoblastic Leukemia
Antigen) chez 'homme (Roitt al. 1994).

De la méme maniére, il existe dastigenes de différenciation mélanocytaireexprimés
uniguement par les mélanocytes qui produisent lEmm& responsable de la pigmentation
cutanée, ou par les cellules de mélanomes (Kosmalimpet Lemonnier 2003).

Citons par exemple, i&cepteur a la MSH(MSHR) (Tartouret al. 2005).

La tyrosinase enzyme uniquement présente dans les mélanodytes mélanomes, et qui
intervient dans la synthése de la mélanine, eareautre exemple. Dans le cas du mélanome,
le peptide de la tyrosinase, va é&rtaexprimé (figure 56) (Burmester et Pezzutto 2003). Il
peut également subir une modification post-traductelle et étre présenté par le CMH |, ou
encore étre présenté aux lymphocytes T CD4+ panudscules de CMH Il (Coulie 2003).
On a d’ailleurs pu détecter dans le sang de cerfamtients humains atteints de mélanome des
cellules T spécifiques de la tyrosinase qui recmseat et tuent les cellules du mélanome
(Burmester et Pezzutto 2003).

Figure 56 : antigene de différenciation surexpriméans la cellule tumorale (d’aprés
Burmester et Pezzutto 2003).
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Les antigénes qui semblent le plus étre reconnudepaymphocytes T cytotoxiques anti-
mélanomes sont codés par ¢&ne MelanA ou MART-1, qui code une protéine des
mélanosomes (Coulie 2003) (Kosmatopoulos et Lensor2003). Toutefois, Coulie signale
en 2003 que chez 'homme, ces CTL se retrouvens darsang d’individus porteurs de
mélanomes aussi bien que chez des individus normaux

Les autres genes encodant des antigenes de difffion mélanocytaire sontRP-1 ou
gp75 TRP-2 etPmel-17/gp10qCoulie 2003).

Enfin, on peut signaler deglycoprotéines de la matrice des mélanosomesxprimées
principalement dans le cytoplasme, mais aussi suttace des cellules mélanocytaires. En
1994, Berringtonet Al montrent que ces antigenes spécifiques des mélaesspouvent,
comme chez I'homme, étre reconnus chez le chiendpar anticorps monoclonaux, en
particulierHMSA-1 et -5 (Human melanosome specific antigen)

2.1.2 Propriétés des antigenes tumoraux.

Les antigénes posseédent deux propriétés immunalegigleurantigénicité (aptitude a étre
reconnu ou a se lier au produit de la réponse inaite), et leuimmunogénicité (capacité

a induire une réponse immunitaire, en particulesr téponses effectrices lymphocytaires T
souhaitées) (Kosmatopoulos et Lemonnier 2003).

L’'antigénicité se définit par laspécificité de la liaison du couple Ag-Ac et par
I'affinité de cette liaison Elle dépend de la nature et de la dispositiorsdaspace des
éléments qui composent le peptide épitopique (Ktspaallos et Lemonnier 2003).

Les propriétés antigéniques différent selon que tonsidére des tumeurs induites par des
carcinogenes chimiques ou physiques, ou des turasaciées a des infections virales.

» Schaff-Lafontaineet al. (1990) rapportent que les tumeurs induites chezdageurs
par un carcinogene chimique ont une antigénicitéa &ois propre a lindividu et au
carcinogene, spécifique d’'une tumeur en particitequi ne suscite que dares réactions
d’antigénicité croisée

Les antigenes des tumeurs induites par voie phgdigl, radiations), se comportent de la
méme maniére et ont uspécificité individuelle.

» Des virus a ADN et des virus a ARN sont associésrtains processus d’oncogenéese
(Schaff-Lafontaineet al. 1990).

Un virus a ADN induit I'expression des mémes ant@ge dans toutes les cellules qu'il
transforme, indépendamment du tissu et de I'espeaes les tumeurs, des antigénes dits
« antigenes associés a la tumeur » (TATA) appanaissgalement : ils sont codés par le virus
mais restent distincts des structures antigéniquasres au virus. Des antigenes oncofcetaux
sont aussi parfois exprimés par ces tumeurs.
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Dans le cas des tumeurs induites par des virusg, AR cellules transformées expriment a la
fois des antigénes de I'enveloppe virale ou desépres du virus, et des antigénes de la
surface cellulaire distincts des antigénes virawes produits du CMH.

Ce sont ces antigénes de la tumeur qui sont l& dblrejet immunologique, les anticorps
dirigés contre les antigenes viraux sont quant sans effet a ce niveau, mais peuvent
protéger I'individu de I'infection virale causale.

Contrairement & la spécificité antigénique des tuanduites par les carcinogenes physiques
ou chimiques, l'antigénicité des tumeurs d’origivieale suscite de nombreuses réactions
immunologiques croisées (Schaff-Lafonta@iel. 1990).

L'immunogeénicité dépend, quant a elle, de plusieurs facteurs. @srs@nt propres a
I'épitope (nature physique et chimique, poids moléculaidutres al'hote (existence de
lymphocytes aux TcR adapté, affinité du CMH pour pgeptide épitopique). Elle est
importante a prendre en compte et a optimiser [godéveloppement de stratégies vaccinales
(Kosmatopoulos et Lemonnier 2003).

110



2.2 Mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire ant

tumorale.

Toute agression antigénique, qu’il s’agisse desviou de tumeur, se traduit par I'activation de
deux systéme de défense : udponse innéeet uneréponse spécifique impliquant les
réponseshumorales et cellulaires. Ces deux types de réponses résultent aedpération
entre les cellules immunocompétentes grace a fiimddiaire de structure membranaire
(reconnaissance, adhésion, costimulation) et dégulds régulatrices de la réponse immune,
les cytokines.

Les principaux effecteurs de la réponse anti-tutegant résumés dans la figure 57.

Figure 57 : effecteurs et médiateurs cellulaires acours de réponse anti-tumorale
(Chouaib et Bensussan 2003).
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2.2.1 Mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire i@ anti-tumorale

La réponse immunitaire innée constitugiamiere ligne de défense de I'organisme contre
les cellules tumoralesElle n’'implique pasla reconnaissance spécifique de I'antigenst ne
nécessite dongas de sensibilisation au préalable

Elle est assurée par plusieurs effecteurs donplies importants sont les cellules NK, les
lymphocytes Ty/d, les cellules NKT et les cellules phagocytairebq@aib et Bensussan
2003).
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2.2.1.1 Les cellules Natural Killer (NK).

Des expériences sur des souris mutantes beigésiedéds en cellules NK, montrent que ces
souris sont sensibles aux tumeurs induites et apées (Chouaib et Bensussan 2003). A
I'inverse, les sourisiude dépourvues de thymus, donc T déficientes, maasfanction NK
normale, ne développent pas plus de tumeur (Se2@0). Les cellules NK jouent donc un
grand réle pour prévenir I'apparition des tume@hlduaib et Bensussan 2003).

Krakowka met en évidence ce réle anti-tumoral cleezhien dés 1983. Ce chercheur, en
isolant les lymphocytes de chiens gnotobiotiquésdié I'activité lytique médiée par les
cellules NK sur 4 lignées cellulaires, en particulger des cellules de mélanomes canies$
d’adénocarcinomes thyroidiens. Ses travaux montoer® ces 2 lignées tumorales sont
sensibles a cette lyse de maniere assez significs&iemana, en 2001, souligne également ce
rle des cellules NK chez I'animal, en notant uogéation inverse entre le développement
des tumeurs et le niveau fonctionnel des cellulds: Nolus les cellules NK sont
fonctionnelles et moins les tumeurs se développent

Les cellules NK interviennent notamment émitant la croissance tumorale et en
empéchant la dissémination métastatique hématogewe cancer (Knapp 2002). En effet,
des études portant sur le mélanome humain ont game association entre une faible
activité NK et la présence de métastases (Whiteditherbeman 1989). On peut donc penser
que restaurer la fonction NK constituerait un barilathérapeutique afin de prévenir la
dissémination néoplasique (Knapp 2002).

Les lymphocytes NK ont de grandes homologies aeedt.T mais sontépourvus de TCR

ce qui rend leur action non spécifique. lls sont4dCBt CD8, et représentent 15% des
lymphocytes circulants (Knapp 2002) (Tizard 20Q4ur cytoplasme abondant comprend de
nombreuses granulations azurophiles renfermantpee®rines (qui formeront des pores
dans la membrane de la cellule cible) et demzymes (molécules qui entreront dans la
cellule cible et en activeront I'apoptose). De piilsssont capables de sécréter’teN y qui

va stimuler les macrophages, et NFa qui amplifie la réponse non spécifique (Abbas et
Lichtman 2004).

Contrairement aux autres lymphocytes B et T dativation nécessite plusieurs jours, les
cellules NKpeuvent étre activées presque immediatemepiar les IFN synthétisés par les
cellules infectées par les virus et par I'lL-12réé€e par les macrophages (Tizard 2004). Les
cellules NK entrent alors dans les tissus et agagrapidement les cellules anormales (Tizard
2004).

Les cellules NK disposent de deux mécanismes midliiges distincts pour exercer leur
fonction de suppression des tumeurs, résumés figufe 60 : la cytotoxicité NK proprement
dite et la cytotoxicité dépendante de I'anticorADCC antibody dependant cell cytotoxicity),
grace a la coopération avec la réponse humoraleu@ih et Bensussan 2003). Ces deux
mécanismes aboutissentadyse des cellules tumoralesiotamment celle du mélanome chez
le chien (Tizard 2004).
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» La cytotoxicité NK proprement dite s’effectuepar contact direct avec la cellule
cible.

La cellule NK porte en effet degcepteurs spécifiques du CMH | qui envoient un siggl
inhibiteur de la lyse lors de leur engagemeniCes récepteurs, schématisés sur la figure 58,
sont appelés KIR (CD158) chez I'homme. Ce sontréespteurs hautement polymorphes,
ressemblant a une immunoglobuline (Tizard 2004ezCla souris, il s’agit de nombreuses
lectines de type C appartenant a la famille de@mes hautement polymorphes Ly49. Le
chien, comme le chat et le cochon, n'aat'un seul géne Ly4%onctionnel (Tizard 2004).

Figure 58 : différences d’espéces concernant lesagteurs du CMH | sur les cellules NK
(d’apres Tizard 2004).
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Toute cellule a faible niveau d’expression du CMH he sera pas reconnuet ne recevra
donc pas le signal inhibiteur de la lyse (voir figus9). Ceci déclenche le mécanisme
effecteur aboutissant a la mort de la cellule cilide mécanisme passe par deux voies.
D’abord les granules de perforine/granzyme sorérébs. Les perforines forment des pores
dans la membrane cellulaire par lesquels sonttégetes granzymes. Il existe aussi une
sécrétion de fragmentine qui résulte en la fragatant de 'ADN et a I'apoptose de la cellule
cible. Le mécanisme effecteur peut aussi fairervetar la voie des récepteurs de mort
CD95L, TNFu et TNF3. En effet, le CD95ligand ou CD178 peut induirepbatose de la
cellule cible s’il se lie au CD95 (Tizard 2004).

Il existe un second mécanisme pouvant déclenchgirdeessus de cytotoxicité via un
récepteur activateur de la lyse. La cellule NK @ah effet urrécepteur NKG2D qui est
capable de se lier a desolécules homologues du CMH de classe la ou MICA et
MICB) exprimées lors de stress cellulaire et pouvant étreurexprimées par les cellules
tumorales. L'engagement du récepteur NKG2D annule le signhibiteur fourni par les
molécules de CMH de classe | (voir figure 59) etnpet aux cellules NK de détruire leur
cible (Tizard 2004).
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Figure 59 : les trois principaux récepteurs de lzltule NK de la souris intervenant dans
son activité effectrice (d’'aprés Tizard 2004).
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L’activité lytique des cellules NK peut étre mesughez 'homme et chez le chien par le test
de libération du chrome 51, comme pour les LT ofigjues (Knapp 2002). Betton et
Gorman (1978) éetudient le relargage du chromed$,de la mise en présence des leucocytes
de chiens atteints de mélanomes, carcinomes maesnaisteosarcomes, avec des cellules
dérivées de ces tumeurs. Leurs travaux mettentiderice un relargage significatif, donc une
cytolyse des cellules tumoralegour les tumeurs de type histologique identiquelai du
donneur, mais ausgour les autres tumeurs La cytotoxicité tumorale apparait donc
commenon spécifique ce qui peut étre expliqué aujourd’hui par I'aité\wcytolytique NK.

» La cytotoxicité dépendante de I'anticorps (ADCC)est permise par I€D16, un
récepteur a la fraction constante Fc des immunoglabines IgG porté par la cellule NK
(voir figure 60). Lafixation d’un complexe antigéne-anticorps sur ce réepteur déclenche
la libération des granules contenues par la cellule Niét donc la mort de la cible opsonisée
(Abbas et Lichtman 2004).

La fixation d’'un immun-complexe entraine aussifaduction d’IFNy, de CD25 (chaine du
récepteur a I'lL-2), et de TNE

Tizard (2004) suggere que les cellules NK peuvpahtanément relacher le CD16 de facon a
se détacher de la cellule cible couverte d’antis@res I'avoir tuée.
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Figure 60 : réesumé des mécanismes cytolytiquesaledllule NK : apoptose (A), lyse par
sécrétion de perforines et granzyme (B) et cytotdgi cellulaire dépendante de I'anticorps
(d’aprés Burmester et Pezzutto 2003).
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L’activité NK est modulée par des cytokines. Pagregle,'lFN vy, I'lL-2 (sécrétée par les LT
CD4+)et I'lL-12 (sécrétée par les macrophag&shulent la prolifération des cellules NK
(Semana 2001)L’IL-2 accroit aussi leupouvoir cytotoxique (Schaff-Lafontaineet al.
1990) (Tizard 2004). L’IL-4 stimule aussi la forartiNK et amplifie leur cytotoxicité, tandis
que I'lL-3 provoque la mort de cultures cellulaifdK. L'IL-21 semble terminer la réponse
innée NK (apoptose retardée) tout en optimisant fieaction (augmentation de la sécrétion
d’'IFNy par les cellules NK activées), et en initialisditnmunité acquise a médiation
cellulaire (Tizard 2004).

Les cellules NK potentialisées par I'lL-2 sont alges cellules LAK (Semana 2001).

Contrairement aux autres lymphocytes T et B, I#isles NK n’ont pas de mémoire, elles ne
recirculent pas (Tizard 2004).
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2.2.1.2 Les cellules LAK (Lymphokine activated killer cell).

Ces cellulesiérivent de cellules NKstimulées et potentialisées par I'IL-2.

Les cellules LAK ont une capacité cytolytique aecrt une vaste spécificité de cible, tuant
de nombreux types de cellules tumorales et saikeapp 2002). Elles peuvent donc étre
considérées comme des outils thérapeutiques istértss

2.2.1.3 Les cellules Natural Killer T (NKT).

Il s’agit d’une sous-population de lymphocytes T(environ 5%), mais qui exprime des
marqueurs de cellule NK(Abbas et Lichtman 2004) (Tizard 2004). Elles juuen role clé
dans la réponse innée et I'induction de la répspseifique.

Ces molécules expriment uwécepteur TCR de typea/p comme la plupart des lymphocytes
T (LT). Néanmoins, ils en différent par I'expressidune chaine TCR-invariante (Chouaib
et Bensussan 2003) associée a des ch@ipedyclonales (Tizard 2004). Les cellules NKT
portent aussi degcepteursdes cellules NK, notamment des membres de la sl y49
(Tizard 2004). De plus, ces cellules sont capatideseconnaitre degycolipides et d’autres
antigénes non peptidiques présentés par les CMidtEcules non polymorphes ressemblant
aux CMH (Abbas et Lichtman 2004).

La fonction anti-tumorale de ces lymphocytes senélie liée a Igproduction de cytokines
(IL-2, INF-vy) essentielledans l'induction et la régulation des LT CD8+ esdellules NK
(figure 61). Pendant leur maturation, elles séateseirtout de I'lL-4 et expriment donc un
phénotype 2. Une fois matures, elles adoptentpl@notype Tyl et synthétisent de I'lFN
(Tizard 2004). Elles jouent donc le réle lilEn entre le systeme inné NK et le systeme T
spécifique

Ces cellules peuvent aussi étre eifscteurs cytotoxiques comme les lymphocytes Nkar,
comme eux, ils expriment les récepteurs activatders lyse NKG2D et CD244 (Chouaib et
Bensussan 2003). La reconnaissance de glycoligtieale les cellules NKT, tandis que
'engagement du Ly49 inhibe leur activité (Tizar@02). Grace a ces mécanismes, ces
cellules interviennent dans la lutte contre letutes tumorales (Tizard 2004).

116



Figure 61 : interactions entre les cellules NKT @roduction de cytokines (Chouaib et
Bensussan 2003).
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Il faut toutefois souligner ldualité de ces cellules dans la réponse anti-tumoralefiety les
NKT sécretent aussi d'autres cytokines (IL-4, IL-&0 IL-13) qui pourraient inhiber le
développement des effecteurs cytotoxiques de l'imitéuspécifique (Chouaib et Bensussan
2003).

2.2.1.4 Les lymphocytes Ty/é.

Il s’agit s'unesous-population de lymphocytes Tenviron 10%) qui expriment URCR de
type v/6, de structure proche du TGR3 mais aux spécificités trés différentes. En eftet,
TCR est capable de reconnaitre des antigenesquietet non protéiques rarement présentés
sur les CMH (Abbas et Lichtman 2004). Leur spéitéficemble étre liée auxolécules de
choc thermique et aux antigénes de stre¢€houaib et Bensussan 2003).

lls possédent unactivité cytotoxique (présence de granules azurophiles lysosomiales) et
sont capables de détruire spontanément des celtulesrales via une reconnaissance
impliquant soit le TCR, soit dagcepteurs activateurs de la lyseomme par exemple chez
I'hnomme NKG2D, CD160, KIR2DS et CD94/NKG2C (ChouaiBensussan 2003).

De plus, ces cellulesécrétentde maniére significative des cytokines telles &eN- vy, qui
régulent secondairement 'immunité spécifique (Ghibwet Bensussan 2003).

Misfeldt et Grimm (1994) ont étudié la réponse inmitgaire mise en place par lg®rcs
miniatures Sinclair touchés par les mélanocytomesutanés La plupart de ces tumeurs
subissent uneégression totaleet rapide chez cette espéece, associée a l'augtioante la
réactivité des leucocytes de I'héte, et donc aikeran place d’'une réponse immunitaire anti-
mélanome efficace. Chez ces porcs, on observe épense cellulaire cytotoxique dont
I'efficacité augmente avec I'age et doldcteur majeur serait les lymphocytes Tv/6
(Misfeldt et Grimm 1994). La réponse cellulaire aegnt sur les lymphocytesyIé semble
donc jouer un role primordial dans la régressiomdlanome chez le porc.
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2.2.1.5 Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires, en particulier les wpltages, sont activées lors de
l'inflammation (Chouaib et Bensussan 2003).

» Les premieres cellules phagocytaires a citer sad polynucléaires Les
polynucléaires neutrophilessont spécialisés dans ettoyage du milieu extracellulaire
(phagocytosg. Leur cytoplasme renferme en effet de multiplegsisules, les
phagolysosomes, provenant de la fusion entre desdynes et les particules ingérées. Leur
membrane comporte ed@mbreux récepteurs(IFNy, Toll, ...) (Abbas et Lichtman 2004).

Les polynucléaires éosinophilesnt plutdt un rélenodulateur de la réponse immune. Les
polynucléaires basophilesquant a eux, déclenchent la réponse inflammaigiéee a la
dégranulation d’amines vasoactives suite a la $itin de certains récepteurs (a IgE, a
adrénaline, ...).

* Les macrophagessont issus des monocytes sanguins qui se fixam s tissus.
Leur cytoplasme renferme de grosses granulationtenant des enzymes. Leur membrane
arbore divers récepteurs : CR1 et CR3 reconnaisadrdaction C3b du complément, RcFcG
et RcFcE reconnaissent respectivement la fractmmstante des IgG et des IgE, et un
récepteur a I'lFN.

Les macrophages constituent premier rempart anti-tumoral grace a la phagocytosede
microorganismes et de débris cellulaires (Knapp220Qes particules extracellulaires
ingérées sont ensuite dégradées puis apprétéed’étfiaprésentées par le CMH Il Par le
biais de cytokines (en particulier 'l cette ingestionactive le macrophage qui
développe alors de plus nombreux pseudopodes,nexgulus de molécules costimulantes
(B7) et de CMH, et présente une activité supérielee enzymes lysosomiales (Abbas et
Lichtman 2004). Cette activation le repldis efficace en tant que présentateur d’antigénes
et en temps que nettoyeurlLes antigenes présentés vont permettre de stintge LT
spécifiques, en particulier les cellules mémoites macrophages induisent ainsi la réponse
spécifique (prolifération et différenciation).

Il est intéressant de noter que I'on peut activemthniére non-spéecifique ces macrophages
par l'intermédiaire de produits d’origine bacténenLPS ou lipopolysaccharides), du bacille
de Calmette et Guérin (BCG) ou garopionobacterium acnege qui a pour conséguence la
production accrue d’lIL-1 et de TNFet donc I'activation des cellules T auxiliairesdes
cellules NK (Tizard 2004).

Grace a leursécepteurs RcF¢ les macrophages peuvent fixer puis internalissritnmuns
complexes circulants et présenter ainsi de nombépitopes via leur CMH II. De plus, ces
récepteurs leur permettent de détruire la celluteotrale par I'intermédiaire de &ytotoxicité
dépendante des anticorps (ADCCJChouaib et Bensussan 2003) lorsque les anticrps
tumoraux sont présents (Knapp 2002). Par ce biess,macrophages peuvent également
réaliser unepsonisationdes cellules tumorales recouvertes d'anticorpsi§@a 2001).
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Les macrophages activégnthétisentaussi de hombreusegtokines en particulier (Abbas
et Lichtman 2004):

- I'L-1, pro-inflammatoire, qui permet la diapédedes lymphocytes, et possede une
activité cytostatique sur certaines tumeurs (TiZ004),

- I'lL-6, qui permet d’activer les lymphocytes,

I'IL-8, qui constitue un facteur chimiotactique,

I'IL-12 , qui permet I'activation des cellules NK, des lymopytes T et I'orientation
vers une réponse LT,

- le TNFa, qui permet I'activation des neutrophiles et ldiapédese, et montre une
action cytotoxique ou cytostatique pour une gravaieété de cellules tumorales ayant des
récepteurs au TNF (Schaff-Lafontaieé al. 1990) (Knapp 2002) (Tizard 2004). Le TNF
provoque en outre des thromboses des vaisseaunisangiguant la tumeur (Knapp 2002)
(Semana 2001), et donc des dommages ischémiquas egcrose de la tumeur.

Les macrophages disposent également de nombramses toxiques localescomme le
monoxyde d’azote (NO), des produits d’oxydation liexygene (RIOs reactive oxygen
intermediates) et des enzymes lysosomiales (degégmes comme l'arginase,..). Ces
molécules sont normalement utilisées a l'intérides phagolysosomes, mais peuvent parfois
étre libérés lors de fortes réactions (Abbas ehtbhian 2004), et entrainer ainsi des lésions
des cellules tumorales (Chouaib et Bensussan Z00&rd 2004).

Récemment, il a méme été rapporté que les macreplsmyaient aussi capablescdpter les
protéines de choc thermiqudibérées par les cellules tumorales nécrotiqued aterter ainsi

le systéeme immunitaire en présentant aux lymphsogtiecteurs les peptides tumoraux liés a
ces protéines capturées (Chouaib et Bensussan.2003)

Cependantcomme beau et intelligent, cela n’existe,dasmacrophage peut aussi synthétiser
des cytokines immunosuppressivescomme les prostaglandines de type PGEelles-ci
peuvent inhiber les fonctions effectrices anti-tuahes des lymphocytes (Schaff-Lafontaeie
al. 1990) et donc favoriser la croissance tumoraleafitn2002).

2.2.2 La réponse immunitaire spécifique anti-tumorale.

La réponse immunitairacquise se caractérise par 'existence dEepteurs spécifiques
issus du réarrangement de genes au cours de &edifiation des lymphocytes B et T.
Hormis ces deux populations cellulaires, les cefiybrésentatrices d’antigenes (CPA) et les
cellules NK interviennent également dans linithati et la régulation de cette réponse
lymphocytaire spécifique (Chouaib et Bensussan 2003

Les principaux mécanismes de cette réponse spgeifignt résumes et illustrés en annexe 5.
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On pense aujourd’hui que l&ponse immunitaire a médiation cellulaire notamment la
réponse T, jouele rble le plus important dans I'immunité anti-tumorale (Knapp 2002)
avec les macrophages et les cellules NK de 'immué@iinnée(Tizard 2004) (figure 62).

Figure 62 : les trois acteurs principaux de la répse anti-tumorale (d’aprés Tizard 2004).
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Misfeldt et Grimm soulignent, des 1994, I'importande la réponse immunitaire cellulaire,
dirigée envers les antigenes tissulaires exprimda aurface des cellules de mélanome
humain, tout particulierement la réponse T celfelaiytotoxique.

Par ailleurs, la régression des mélanomes chezimeporc Sinclair s’accompagne de
I'infiltration intra- et péri-tumorale intense pdes macrophages et des lymphocytes (Petrez
al. 2002). Dans leur étude de 2002 portant sur 5&ypeéhents de mélanomes cutanés chez
des porcs Duroc x Ibériqgue ou Ibériques de soudlre, pces auteurs montrent que la
régression se subdivise en deux phases. La preseétaractérise par linfiltration rapide et
massive de la tumeur par de nombreux macrophagesepiés et quelques lymphocytes. La
seconde, quant a elle, se définit par linfiltratimassive de la tumeur par des lymphocytes,
principalement des lymphocytes T (CD3+) exprimaat GMH 1l, associée a la perte
progressive des cellules tumorales. iéponse T cellulaire semble donc jouer un rble
fondamental dans l&gression des mélanomes porcins

Par ailleurs, on a pu isoler, chez des hommem#dtde mélanome, des clones de cellules T
spécifiques d’antigénes associés a la tumeur,faidadans le sang périphérique et dans la
tumeur (Knapp 2002). Topaliaat al. (1989) précisent, lors d'une étude sur des pojounist

de lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs), que dah cas de mélanomes sur 14, ces clones
présentaient une activité cytolytique hautementifigée envers des cibles autologues du

mélanome. A cette population s’ajoutait une activion spécifique de type NK.
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Toutefois, I'existence de tels clones dans d’autyges de tumeurs est souvent difficile a

prouver, et certains chercheurs pensent méme querdbreuses tumeurs ont déja métastase
ou subi des modifications antigéniques, le temps goient réalisés la présentation des
antigenes associés a la tumeur et le développeatadatréponse locale T (Knapp 2002).

2.2.2.1 Déclenchement de la réponse spécifique par les CPA.

Les cellules dendritiques(= cellules réticulaires interdigitées des zorggno-dépendantes
des organes lymphoides secondaires + cellules dgeklaans de I'épithélium cutané), les
macrophages et les lymphocytes B sont des cellules présentatrices d’antigeGe@A)
professionnelles Elles sont capables d'appréter les antigénes ddile présenter a leur
surface sur les molécules de CMH | ou Il aux lymphies T spécifiques, et ainsi les stimuler
(Chouaib et Bensussan 2003).

Les molécules dEMH de classe Ise trouvent a la surface tiites les cellules nuclééete
'organisme. Celles declasse Il ne sont portées que par lesllules de limmunité
(lymphocytes B, macrophages, cellules dendritiqoekules endothéliales,...) (Knapp 2002).

Les antigenes peuvent étre présentés selon dees difiérentes en fonction de leur origine :

- les antigénes protéiques intracellulairessont pris en charge par les molécules de
CMH de classe | sous forme de peptides aprés dégradation darsytéesol par des
protéasomes. C’est ainsi que les cellules tumopesent présenter des protéines modifiées
qui pourront étre reconnues (figure 63).

- lesantigenes protéiques extracellulairesont quant a eux phagocytés par les CPA,
dégradés en peptides dans des phagosomes condesgntotéases et présentés a la surface
membranaire par lesolécules de CMH de classe (Knapp 2002).

Figure 63 : reconnaissance des peptides tumoraurtdes Burmester et Pezzutto 2003)
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Les CPA représentent le$és du déclenchement de la réponse spécifique aklire, et
indirectement humorale (schématisation sur la figure 64). En effet, cdliles vont alerter

le systéme immunitaire du danger en apportant E#iges antigéniques de l'agresseur
jusqu’aux organes lymphoides et en les présenbans la zone T du nceud lymphatique,
elles vont rencontrer les LT et activer ceux gabrenaissent spécifiqguement I'antigene.
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Ces CPA vont ainsstimuler les LT CD4 naifs (interactions TCR — antigene porté par le
CMH 11 de la CPA, et signal costimulant entre CD@8 lymphocyte et B7 de la CPA). Le
LT4 activé rentre dans le cycle cellulaire, praoliféet synthétise une cytokine, I'lL-2, qui
I'auto-stimule (Knapp 2002).

En méme temps, le LT4 activé exprime le CD40-L,igtéragit avec le CD40 porté par les
LB, ce qui entraine I'expression de récepteurs auakoyes sur le LB. Par le biais des
cytokines qu’il synthétise (IL-4, IL-5), le LT4 vason tour pouvoir activer les LB ayant déja
rencontré l'antigene et le présentant, et entraliear prolifération, leur différenciation en
plasmocytes et Iaécrétion par ces derniers d'immunoglobulinegknapp 2002).

De la méme maniere, la CPA va pouvadtiver les LT8 naifs mais au moyen du CMH de
classe | cette fois (interaction TCR — antigenetépqrar le CMH | de la CPA, et signal
costimulant via la voie CD28/B7). Par I'intermédede I'lL-2 synthétisée par les LT4, les
LT8 activés vont proliférer, et se différencier @illules effectrices (Schaff-Lafontaie¢ al.
1990).

Ces cellules T activées vont alors quitter le gangkt rejoindre les tissus périphériques,
attirés par des cytokines (Chouaib et BensussaB)2@da recherche de I'antigéne. On parle
de migration lymphocytaire. La, elles pourront de nouveau rencontrer I'amégéur les
cellules cibles et jouer a ce moment leur rolectéfier (cytotoxicité pour les LTS, ...) (Abbas
et Lichtman 2004).
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Figure 64 : activation des lymphocytes T et répomsenune a médiation cellulaire (d’apres
Abbas et Lichtman 2004).
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D’autres molécules de costimulationpeuvent étre nécessaires pour I'activation des
lymphocytes T. Il s’agit de molécule d’adhérence CAM-1 (vascular cell adhesion
molecule), ICAM-1 (intercellular cell adhesion malde), LFA-3 (leucocyte function-
associated antigen),... Ces molécules sont impodantar si elles sont absentes, la
stimulation des lymphocytes peut ne pas étre ofined une tolérance des antigénes
tumoraux peut méme apparaitre (Knapp 2002).

Les cellules tumorales ne jouent que rarement Ik dé CPA, car elles sont généralement
dépourvues de molécules de CMH I, pourtant négessa la stimulation des lymphocytes T
CD4+. Toutefois, lesaantigénes tumoraux peuvent étre perdus ou libérés & mort de
cellules tumorales.lls peuvent alors étre pris en charge par des @ffessionnelles et étre
ainsi présentés aux cellules T auxiliaires (Knapp2).
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2.2.2.2 Laréponse cellulaire anti-tumorale.

Deux populations de lymphocyte T interviennens:LUl&€ CD8+ dont I'actioncytotoxique est
fondamentale dans la réponse anti-tumorale, etTe€D4+, qui jouent plutdt un role de
coordinateurs de la réponse immune par le biais de cytokineactiVateurs des cellules
phagocytaires et des LB (Abbas et Lichtman 2004).

* Le principal mécanisme immunitaire permettant Kcation de la tumeur est la
cytotoxicité des lymphocytes T CD8<Abbas et Lichtman 2004).

Ces cellules vont permettre la destruction tisselltiimorale de la méme maniere qu’elles
détruisent les cellules infectées par un virusesudellules étrangeres d’'un greffon (Schaff-
Lafontaineet al. 1990). Toutefois, la reconnaissance de I'antig&ast pas toujours réalisée
lors de la phase effectrice.

Comme on I'a vu précédemment, les lymphocytes T €B8 différencient en précurseurs
cytotoxiques suite a l'interaction entre leur TCRI@ peptide tumoral présenté par des
molécules de CMH I. Ces lymphocytes achévent leaturation fonctionnelle grace a un

signal de costimulation (B7/CD28) et a un signabkinique (IL-2) (Chouaib et Bensussan

2003). Lors d’'une nouvelle rencontre avec l'antggorté par un CMH |, le mécanisme
effecteur pourra avoir lieu. Et dans le cas desetusy la plupart des antigenes tumoraux
stimulant la réponse immunitaire sont des protéimedogenes du cytosol qui sont donc
présentées par le CMH | a la surface des cellulesotales. C’est pourquoi les LT

cytotoxigues représentent un outil immunitaire majgans ladestruction tumorale (Abbas

et Lichtman 2004).

Les effecteurs cytotoxiques CD8+ agissentgerx voies distinctes de cytolysgvoir figure
65). Schaff-Lafontainet al. (1990) souligne a ce propos que le niveau d’détieytotoxique
des LT8 est accru péiL-2 in vitro.

Une voie majeure implique Isysteme perforine / granzyme lors de la rencontre avec
I'antigene dans les tissus périphériques, la ImifoR-antigene permet la réorganisation de
I'appareil de Golgi et la formation de digitationgtoplasmiques entre les membranes des
deux cellules (Schaff-Lafontairet al. 1990), puis la convergence des granules lytigees v
le point de contact entre les deux cellules. Largelge de perforine permet la formation de
pores dans la membrane de la cellule cible et desaéséquilibres ioniques. La libération de
granzyme active des endonucléases ce qui abolatifragmentation de '’ADN de la cellule
cible (Abbas et Lichtman 2004).

Une autre voie implique da®cepteurs a domaine de mortappartenant a la famille des
récepteurs du Tumor Necrosis FacidNF (Fas, TRAIL) (Chouaib et Bensussan 2003). La
liasison de Fas-ligand du LT8 avec Fas porté pacdidule cible conduit & des cascades
enzymatiques intracellulaires et aflagmentation de 'ADN cellulaire (Abbas et Lichtman
2004).
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Figure 65 : les deux voies de cytotoxicité lymphtagse (Chouaib et Bensussan 2003).
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Un autre role des cellules T cytotoxiques infiltrdes tumeurs serait’'induire une
activation macrophagique qui permettrait aux macrophages d’acquérir des ratEs
tumoricides sous I'effet de I'lFN-(Chouaib et Bensussan 2003).

De plus, comme les cellules auxiliaires CD4+, |#soteurs cytotoxiques sont capables de
secréter des cytokinegChouaib et Bensussan 2003). Citons par exempl@&e, le TN

ou encore I'IFN, qui stimule I'expression de CMH | sur les cellules cilas (Abbas et
Lichtman 2004).

* Le rb6le majeur dedymphocytes CD4+ est desécréter des cytokinesqui vont
permettred’orienter et de moduler la réponse immunitaire En particulier, ils permettent
d’'activer les lymphocytes T cytotoxiques par le idbiale cytokines sécrétées aprés
reconnaissance de |'épitope antigénique (IL-2, #¥X€houaib et Bensussan 2003).

Comme on a pu le voir, les LT CD4+ spécifiques \&ng¢ stimulés par les peptides tumoraux
ingérés puis présentés a la surface des celluleseiptatrices d’antigene, via le CMH 1l
(Abbas et Lichtman 2004).
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Ces cellules activées peuvent sécréwux profils de cytokines (1 et Ty2). En fonction
de ces profils, ils favorisent respectivement uéponse cellulaire (RIMC) ou humorale
(RIMH) (figure 66).

LesLT CD4+ Tyl permettent, par I'intermédiaire dedécrétion d’IFNy et I'expression du
CD40-Ligand, d’induire la maturation des cellules dendritiques etd’activer les
macrophagesayant ingéré des éléments étrangers, d’ou uneudésh plus efficace (Schaff-
Lafontaine et al. 1990) (Chouaib et Bensussan 2003). Diverses esll@nvironnantes
répondent a l'interféron par uaccroissement du nombre de molécules de CMHdur la
membrane plasmique, permettant ainsi une présemtatitigénique plus importante (Schaff-
Lafontaineet al. 1990) (Semana 2001). En synthétisant'tde2 , les LT 1 induisent la
prolifération des LT activés, en particulier les LT cytotoxiquegugmentant ainsi le
nombred’effecteurs disponibles. Les L1 sécretent aussi de I'lL-3 et du GM-CSF stimulant
la production de nouveaux macrophages dans la enogtleuse hématopoiétique.

hY

Les cellules effectrices LT2, quant a elles, stimulent linflammation éosindigfuie,
inhibent I'activation des macrophages,aetivent les LB qui proliferent, se différencient et
produisent ainsi dasmmunoglobulines spécifiquegAbbas et Lichtman 2004).

Figure 66 : orientation de la réponse LT4 en LT et Ty2 (d’aprés Tizard 2004).
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Ces deux types de réponses s’équilibrent et s'‘erttibomutuellement (figure 67) afin de
moduler la réponse immunitaire.

Figure 67 : interactions des réponses TH1 et THZarpe biais des cytokines sécrétées
(d’apres Paul 1993).
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Les cellules CD4+ possedent également un autre glles marginal, mais également
important. Bien que la majorité des effecteurs to)igues soit recrutée parmi les LT CD8+,
les cellules CD4+ peuvent aussi exercer acévité cytotoxique vis-a-vis des cellules
tumorales par I'engagement de FasL ou TRAILavec leurs récepteurs a la surface de la
cellule cible (Chouaib et Bensussan 2003).

2.2.2.3 La réponse humorale anti-tumorale.

Les lymphocytes B sont responsables de la réponse humorale et sinthese d’anticorps
spécifiques d’un antigene.

En effet, ces cellules peuvent fixer des antigenasleur récepteur spécifigue BcR Ces
antigenes sont internalisés puis présentés a faceupar des molécules de CMH I, ce qui
conduit au piégeage de ces cellules dans les zdnees organes lymphoides. Les
lymphocytes T auxiliaires Ty2 qui reconnaissent I'antigéne présenté par lesulesliB
activent ces dernieres en exprimant le CD40-ligand et erésint des cytokines (IL-4,...).
Ces signaux induisent lprolifération des clones B activés et leur différeciation en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps spécifiques oun ecellules mémoire (Abbas et
Lichtman 2004) (Chouaib et Bensussan 2003) (fi§&e
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Figure 68 : schématisation des différentes phasedaréponse humorale (d’apres Abbas et
Lichtman 2004).
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Le rble des plasmocytes est peduire des immunoglobulinesspécifiques, qui peuvent
intervenir a différents niveaux. Leurs fonctionsits@sumeées dans la figure 69.

Figure 69 : résumé des fonctions effectrices dedieorps dans le cas général (d’aprés

Abbas et Lichtman 2004).)
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Les anticorps sont particulierement importants darstte anti-infectieuse. Cependant, leur
réle dans la lutte anti-tumorale est plus ambigu.

Ces anticorps peuvent intervenir dandylse des cellules ciblepar cytotoxicité cellulaire
(ADCC) (Chouaib et Bensussan 2003), par cytota&kicbmplément-dépendante (Semana
2001), et au niveau des mécanismes d’opsonisatide phagocytose (Schaff-Lafontaiae

al. 1990). lls peuvent égalemeinterférer avec les propriétés d’adhérence aux celles
endothéliales des vaisseaux sangujnsopriété fondamentale conduisant a la disséiimat
métastatique (Schaff-Lafontaie¢al. 1990).

Pérezet al. (2002) précisent que dans leur étude, tous lesspidéveloppent demnticorps
dirigés contre les cellules de mélanomeMisfeldt et al. (1994) rapportent également que
chez 'homme, comme chez le porc miniature Sincligis patients atteints de mélanome
développent tous des anticorps dirigés contre degemes spécifiques des cellules de
mélanome, ou exprimés par d’autres types tumorautissus.

On a également pu détecter des anticorps anti-tigm@eécipitants dans le sérum de chiens
atteints de lymphosarcomes dans 50% des cas (Ti28€dl). Ces anticorps peuvent
provoquer la lyse des cellules tumorales par Natibn du complément, mécanisme efficace
dans les lymphomes et les leucémies, mais nongartiéd’autres cancers solides comme le
mélanome (Schaff-Lafontainet al. 1990). Ces anticorps ne sont donc daidlement
protecteurs et ne permettenpas la lyse des cellules tumorales dans le cas deneurs
compactes(Tizard 2004).

Ainsi, bien que legble des anticorpschez les patients atteints de cancer soit rapgSegin

et al. 1995, cité par Chouaib et Bensussan 2003), il kedifité dans I'éradication
tumorale in vivo. Chez le porc, par exemple, la réponse humorakddae semble pas jouer
un r6le important dans la régression des mélanaui@sés porcins (rares cellules B CD79+
dans linfiltrat intra- et péri-tumoral, associéesles plasmocytes IgG+, IgM+ ou IgA+ en
petit nombre) (Péreet al. 2002).

2.2.2.4 Terminaison de la réponse lymphocytaire

Lors de leur activation, les lymphocytes T peuvsatsuicider par un phénoméne appelé
apoptose lymphocytaireassociée a I'activation, impliquant la voie FaslEa

Cette mort survient normalement pour mettre finree wéponse T. Cependant, on a pu
remarquer que ce mecanisme pouvait @&eglé (en particulier lors de cancer du rein chez
I’'homme), et ainsi aboutir Beffondrement de la population de LT (Chouaib et Bensussan
2003).

129



2.3 Stratégies d’échappement.

Comme décrit précédemment, les cellules de mélarmxpement de nombreux antigénes
spécifigues (melanoma associated antigens ou MAdslvant stimuler puissamment la
réponse immunitaire (Catchpolet al. 2002a). Cependantl’activation du systéme
immunitaire échoue dans la plupart des casautorisant la dissémination dans tout
I'organisme des cellules malignes et donc le dém#dment d’'une maladie métastatique
(Catchpoleet al. 2002a).

La tumeur parvient donc a shunter la réponse immurtaire, qui se révele alors peu
efficace Plusieurs mécanismes d’échappement ont pu étisages.

Le plus simple estabsence d'immunogénicitéde la tumeur. Une petite tumeur pourra
passer « a travers les mailles du filet » et neledébera de réponse immunitaire que
lorsqu’elle aura atteint une taille suffisante, snelle sera dés lors trop volumineuse pour étre
contrblée efficacement par le systéme immunitdd@it( et al. 1994).

Lorsque les antigénes tumoraux existent et sontunugeénes, d’autres processus, réSumés
sur la figure 70, peuvent conduire a I'inadéquatitenla réponse lymphocytaire et donc a
I'échec de I'éradication tumorale.

Figure 70 : principaux mécanismes d’échappement towal a la réponse immune chez
I’'homme (Tartour et al. 2005).
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2.3.1 Anomalies de la présentation antigénique et de la cennaissance.

2.3.1.1 Antigene masque.

L’'antigene peut étrgpeu ou pas accessiblaux cellules responsables de la défense anti-
tumorale. Il en résulte des défaillances de cestaifacettes de la réponse anti-tumorale
(Schaff-Lafontainest al. 1990).

En effet, les antigenes tumoraux de surface peldtemimasqués au systeme immunitpae
des molécules glycosyléd&napp 2002) ou par desticorps bloquants(Tizard 2004).

Certains auteurs évoquent en effet le réle d’antEdloquants, formant des complexes
antigéne/anticorps bloquant la réponse immunéadjitsen effetd’anticorps spécifiques de

la tumeur mais ne permettant pas I'activation du complément Ces anticorps peuvent
donc masquer les antigenes tumoraux et protégéunteur de I'attaque cytotoxique des
cellules T (Tizard 2004). Toutefois, cette hypothésste discutée (Roit al. 1994) (Knapp
2002).

2.3.1.2 Diminution d’expression des molécules du CMH de ctse |.

Certaines tumeurs peuvent aussi perdre les mokadeprésentation indispensables a la
reconnaissance immunologique (Modiagioal. 1999). Chez 'homme, on a pu montrer la
perte d’'un allele de classe | du CMH ou méme de toutes les molécules de classe |, sur
certaines tumeurs, notamment les carcinomes mamsn@oittet al. 1994).

La perte d'expression sélective d'un allele HLActesse | va entrainer umésistance a la
lyse par les LT CD8 cytotoxiguegSemana 2001), et donc une résistance a la régonse

2.3.1.3 Modulation de molécules de costimulation.

On peut aussi observer dans certains caslimi@ution des molécules de costimulationen
particulier B7, conduisant a umhéfaut de stimulation des lymphocytes T spécifiquest
parfois méme a llérance de ces antigenes tumoraux (Knapp 2002).

2.3.1.4 Absence d’expression de molécules de CMH de claske

La plupart des cellules néoplasiques n’exprimeasd de molécule de CMH de classe, I
pourtant nécessaires a l'activation des lymphocyt€D4+ auxiliaires (Knapp 2002). Elles
ne peuvent donpas activer directement les LT CD4+ spécifiques

Cette stimulation nécessite la présence de celpriesentatrices professionnelles infiltrant la
tumeur (HLA de classe Il positives) (Semana 2001).

2.3.1.5 Inflammation et nécrose.

L'inflammation et la nécrose intra-tumorale peuventoir des effets néfastes quant a
I'antigénicité de la tumeur (Modianet al. 1999). En effet, deprotéases extra-cellulaires
131



s’activent dans ces régions et vienné@girader les antigénes tumorawavant qu’ils aient
pu étre phagocytés et apprétés par les cellulsempiarices d’antigene (Modiaebal. 1999).
Ces antigenes ne sont donc pas reconnus, et nermeuas stimuler la réponse immunitaire
anti-tumorale (Modianet al. 1999).

Un probléme du méme ordre se rencontre dans ledeasmélanomes qui élaborent des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNiF (Modianoet al. 1999).

2.3.2 Résistance a la cytolyse.

Certaines tumeurs sodépourvues de molécules permettant I'adhérence dgsnphocytes
commeLFA-1 (leucocyte function-associated antigenlL.lEA-3, et peuvent ainsi résister a la
lyse des lymphocytes cytotoxiques (Reitial. 1994).

Un autre mécanisme de protection, démontré notamm@aerncours de la progression des
mélanomes chez 'homme, est 'augmentation de tesgion membranaire de la molécule
ICAM-1 : celle-ci présente démmologies avec les protéines de liaison du complént et
pourrait protéger les cellules tumorales contrecytotoxicité dépendante du complément
(Roitt et al. 1994).

Une derniére stratégie passe par I'intermédiair€Bu95. Le CD95-ligand est normalement
exprimé a la surface des cellules T cytotoxiquedestcellules NK. Lorsqu'il se lie au CD95
sur les cellules cibles, il déclenche leur apoptbeeCD95-L a pu étre détecté a la surface de
certaines cellules cancéreuses, en particulieesell mélanome, qui en méme terapas-
expriment leur CD95. Ces cellules deviennent donc résistantes a laaytité cellulaire.

De plus, comme les lymphocytes T cytotoxiques exent aussi le CD95, il est envisageable
que ces cellules puissent les tuer.

2.3.3 Résistance a I'apoptose

Certaines tumeursur-expriment les genes inhibiteurs de I'apoptoseomme Bcl-2 (Semana
2001), ce qui leur confére une protection contreweide programmeé et rend donc inefficace
certaines voies immunitaires passant par les réaeptie mort.

2.3.4 Intervention de facteurs immunosuppresseurs.

2.3.4.1 Facteurs sécrétés par la tumeur.

Les cellules tumorales elles-mémes peuvent sécd#sr facteurs susceptibles d’inhiber
I'intervention de certains mécanismes de défensbafeLafontaineet al. 1990) (Modiancet

al. 1999), en particulier des cytokines comiik-4, I'IL6, I'lL-10 (Smith et al. 2002)
(Modiano et al. 1999), leTGFp (transforming growth factor) (Viguieet al. 2004), les
prostaglandine®GE, ou encore 16&GM-CSF, qui peuvent désactiver ou inhiber I'activation
des macrophages et de la réponsk (Tizard 2004) (Roitét al. 1994).
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Chez 'homme, le défaut d'immunité naturelle ragpatans le cas du mélanome malin serait
dd a la présence agtokines immunosuppressivesécrétées par les cellules de mélanomes,
telles que I'lL-10 et le TGBL (Catchpoleet al. 2002a). L’IL-10 induit notamment la
production de cellules T régulatrices(Treg) etinhibe la présentation d’antigenes par les
cellules dendritiques conduisant ainsi a unemmunotolérance de la tumeur. Ce phénomeéne
est considéré chez I'homme comme l'un des prinepatauses d'immunosuppression,
aboutissant a la dissémination métastatique ddaleslde mélanomes (Catchpad¢ al.
2002a).

Un mécanisme similaire intervient chez le chiers lde mélanomes de la cavité buccale,
expliquant la nature trés agressive de ce type ainfGatchpoleet al. 2002a). Catchpolet

al. (2002a) étudient par RT-PCR le profil cytokinigexprimé dans un nceud lymphatique
sous-mandibulaire comportant des métastases d’lanorée gingival (voir figure 71).

Figure 71 : nceud lymphatique métastasé d’'un chietteint de mélanome gingival (d’aprés
Catchpole et al. 2002a, avec leur autorisation) nadyse du profil cytokinique par PCR
(CytoXpress Multiplex Kit, détectant I'lL-6, I'lL-D, le TNFe, I'lL-1 g et I'IL-8) et RT-PCR
(primers pourg-actine, IL-2, IL-4, IFNy) (1 : témoin-, 2-5-7-9-11 : témoins+).

Multiplex PCR p—actin | IL-4

N
| —

@@ actin
IL-10

lIs montrent ainsi la présence de cytokines immuodiutatrices (IL-10 et de TGH),
combinée a I'absence des cytokines caractéristidassellules T (IL-2 et IFN), suggérant
un défaut d’activation de la réponse immune (Caitdhgt al. 2002a).

Ainsi, chez le chien, comme chez I'homme, dalance est en faveur des cytokines
immunosuppressives et au détriment des cytokines giinflammatoires, conduisant a une
inhibition de la réponse immune anti-MAAs (Catchget al. 2002a), et donc a la propagation
du mélanome.

Un autre phénomene peut intervenir pour expliqgaedtdfaut d'activation de la réponse anti-
tumorale. En effet, de nombreuses tumeurs peulibéter dans le sang de grandes
guantités d’'antigenes de surface Ces antigenes viennent alors se lier aux celldles
cytotoxiques et lesaturent, bloquant ainsi leur capacité a reconnaitre ldkiles cibles
(Tizard 2004).
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2.3.4.2 Facteurs sécrétés par d’autres cellules de I'hote.

Les populations T suppressives(CD4 ou CD8)spécifiguement induites sont capables
d’'inhiber lintervention d’'une ou plusieurs poputats lymphocytaires responsables de la
défense anti-tumorale par le biais de la syntheéseedtaines cytokines (Schaff-Lafontaete
al. 1990), notamment’lL-10. On peut noter que certaines tumeurs peuvent redui
I'activation de ces cellules suppressives (Knapp220

Le macrophagepeut aussi synthétiser des prostaglandines deR@t? ; celles-ci peuvent
inhiber les fonctions effectrices anti-tumorales dgmphocytes (Schaff-Lafontainet al.
1990) (Tizard 2004).

Enfin, les cellulesNKT peuvent sécréter certaines cytokines (IL-4, ILetOIL-13) qui
pourraient inhiber le développement des effecteytstoxiques de I'immunité spécifique
(Chouaib et Bensussan 2003).

2.3.4.3 ROle des cellules T regulatrices.

Les cellules T régulatrices (Tieg constituent unelignée distincte des lymphocytes
représentant approximativement 5 a 10% de toutesdules TCD4" chez les rongeurs,
I’'hnomme et le chat (Billeet al. 2007).

A ce jour, deux sous-populations de cellules T latgaes ont été décrites : celles dérivées du
thymus, apparaissant naturellement{€ndogenes), et celles induites par I'expositiama
antigene donngé, activées en périphérie (Békeal. 2007). LesT g endogénesen réponse a
leur stimulation par le biais du TcBmpéchent directement la prolifération des cellule¥
auto-réactives par un mécanisme basé sur le contackllulaire et indépendant des
cytokines (Viguieret al. 2004) (Billeret al. 2007). LesT ¢q induites par I'antigéne, quant a
elles, régulent 'homéostasie immunitaire paptaduction de cytokines telles que I'lL-10

ou le TGF (Biller et al.2007). Ces cellules T régulatrices jouent un féfelamental dans

la prévention des maladies auto-immunes, et damsalatenance de la tolérance immune
périphérique (Billeet al. 2007) (Viguieret al. 2004).

La description récente chez les rongeurs de celllileégulatrices CO€£D25"" thymus-
dépendantes a révélé que ces cellules étaientleapdimhiber les cellules T auto-immunes
déléteres par contact cellulaire (Viguidral. 2004). On peut donc supposer que cette sous-
population intervienne podimiter la réponse immune anti-tumorale, connue pou étre

au moins en partie dirigée contre des auto-antigeseexprimés par les cellules tumorales
(Viguier et al. 2004).

C’est dans cette optique que Viguigral. (2004) ont étudié I'implication des.e§ dans la
modulation de [linfiltration par les lymphocytes de mélanomes métastatiques chez
'homme. Par ces travaux, ces chercheurs montrerd g nombre decellules T
CD4'CD25"" est significativement augmenté dans les nceuds lymatfques
métastatiques(2 fois supérieur) par rapport aux ganglions sairsu sang périphérique. Ces
cellules infiltrant la tumeur affichent un phénatyge cellule mémoire T activée. D’autre part,
elles sécretent dans certains cas des cytokingsiesrpour leur pouvoir immunosuppresseur
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(IL-10, TGF9). Enfin, ces cellulesnhibent in vitro la prolifération de cellules T
CD4'CD25 et CDS§' infiltrant la tumeur, ainsi que leur production de cytokines (IL-2,
IFN-y), par un mécanisme indépendant des cytokines, fiastée contact cellulaire. Cette
sous-population cellulaire se comporte donc biemrmoe des cellules T régulatrices chez
'’homme, et constituent une composante majeure ducro-environnement
immunosuppresseur des mélanomes métastatiques augends lymphatiques(Viguier et

al. 2004).

D’'autres études soulignent également linterventid® ces &y dans l'inhibition du
développement d’'une réponse immune anti-tumorale i€ace chez lechien (Biller et al.
2007), notamment dans le cas de mélanomes maliltex (& al.2007).

Ces données permettent d’expliquer chez 'hommmadavaise réponse clinique de patients
soumis a certains protocoles d’immunothérapie (Migat al. 2004). |l serait alors possible
d’améliorer la réponse immune anti-tumorale lo@eneutralisani vivo ces Teq (Viguier et

al. 2004).

2.3.4.4 Surconsommation de cytokines activatrices de la rémse immune.

Les lymphocytes T activés consomment massivementld@. La quantité d’interleukine
indispensable au développement et a la maturaties ldT cytotoxiques est dés lors
insuffisante et la réponse effectrice perd de smpleur (Schaff-Lafontainest al. 1990)
(Knapp 2002).

2.3.4.5 Spoliation protéique.

La présence d'une tumeur se développant activernepnésente une fuite protéique parfois
importante pour I'animal. Cette perte protéiquetpite a terme immunosuppressive (Tizard
2004).

2.3.5 Mutations et modulation antigénique.

A la suite d’'une réponse immunitaire efficace,@upapparaitre des cellules tumorales ayant
perdu certains antigénes, capables d’échapper @ganismes de défense, par exemple aux
LT cytotoxiques spécifigues ou aux macrophagesdfbtlafontaineet al. 1990). En effet, il
existe dans la tumeur unestabilité génétique importante Les antigenes tumoraux
peuvent se modifier avec le tempst les antigénes initialement reconnus n’exispéus. La
réponse anti-tumorale doit s’adapter a I'appariiernouveaux antigenes (Semana 2001), qui
sont souvent de moins en moins immunogenes (T2@0d).

D’autres tumeurs peuvent acquérir des molécules pint modifier leur capacité
métastatique, par exemple CD44 (molécule d’adhgéiaitt et al. 1994).
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2.3.6 Croissance tumorale exponentielle

Certaines tumeurs se développent parfois si rapdému’elles peuvent se former avant
méme que la réponse immunitaire soit activee (Kri2j2). Laréponse anti-tumorale est
alorsdépasséet ne peut enrayer la croissance tumorale.

136



2.4 Les cytokines, outils et cibles privilégiées de fhmunité anti-

tumorale

Les cytokines sont de petites protéines solublemgitant lacommunication intercellulaire
dans de multiples systémes biologiques (Fradelizal. 2003). Lelarge spectre d’effets
biologiques qu’elles déterminent résulte de leur interactiorcades récepteurs spécifiques,
existant sous forme soluble ou membranaire. Ellesvqmuent ainsi laprolifération
cellulaire, la différenciation, I'activation ou la mort. Ces récepteurs partagent parfois un
élément commun, expliquant en partiecd@ondancedes cytokines (Chouaib et Bensussan
2003).

L’'une des caractéristiques essentielles des cyeskast qu’elles interagissent &seaupour
aboutir a degffets synergiques, additifs ou antagonistg€houaib et Bensussan 2003).

Elles agissent le plus souvent de maniére coordoenénterviennent dans la protection du
soi face aux agents infectieux externes, ou fageagresseurs interne tels que la prolifération
de cellules tumorales. En effet, c’est grace amsessagers que les systéemes cellulaires de
défense de I'organisme peuvent se mettre en plkafnetionner correctement (Fradelet

al. 2003). Elles interviennent notamment dansrdgonse immunitaire non spécifique
(figure 72).

Figure 72 : résumé des cytokines intervenant dams réponse immune non spécifique
(d’aprés Abbas et Lichtman 2004).
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De plus, les cytokines jouent également un rélm@rdial a tous les stades du développement
de laréponse immune acquiséfigure 73), cellulaire et humorale, et permet sontrole.
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Figure 73 : schéma simplifié rappelant les principa réles des cytokines dans la réponse
immunitaire acquise (d’apres Fradelizt al. 2003).
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Dans la réponse anti-tumorale, il existe un réere cytokines produitas situ (IL-10, IL-

6, TGF$, VEGF)a la fois par les cellules immunocompétentes, maasissi par les cellules
du stroma environnant et les cellules tumoraleC’est I'interaction de toutes ces cytokines
qui forme un vrai réseau susceptible de contréerédponse anti-tumorale (Chouaib et
Bensussan 2003).

Les cytokines présentent a ce titre un intérétssenit dans le traitement du cancer (Fradelizi
et al. 2003). En effet, au-dela des clefs essentielleslga ont apportées a la compréhension
de la communication lymphocytaire et du conflitrente systéme tumoral et le systeme
immunitaire de I'hote, les cytokines constituentjoaud’hui des outils et des cibles
privilégiées de la thérapeutique anti-cancéreusdsrace a elles, on peut désormais réaliser
une manipulation fine de I'hématopoiese et des me&g® immunitaires chez I'homme
(Fradeliziet al. 2003). Elles sont a ce titre utilisées vers dewades orientations : soit pour
traiter les conséquences néfastes des traitementstitumoraux classiqgues notamment
pour compenser la myélotoxicité gu’ils induiserc@nstitution hématopoiétique) ; soit pour
stimuler les défenses anti-tumorales des patientsamcéreux (immunothérapie anti-
tumorale).
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2.4.1 La reconstitution hématopoiétique.

Elle s’effectue chez ’homme grace a I'utilisatidiérythropoiétine (EPO), de G-CSF et de
GM-CSF, permettant la reconstitution de la lignée rougdes polynucléaires (Fradeliat
al. 2003).

Cette technique, cherchant a contourner I'un déstsefecondaires les plus déléteres de la
chimiothérapie, permet aujourd’hui de tenter ch&zrhme des thérapeutiques plus
agressives.

De plus, l'utilisation d’autres cytokines telleseduL-3, I'lL-6 et 'IL-11 permet de stimuler
la thrombopoiése et ainsi de lutter contre la thrombopénie indyi@ de nombreux
protocole anticancéreux (Fradeletial. 2003).

2.4.2 Immunothérapie anti-tumorale utilisant les cytokines.

Plusieurs cytokines possédent un potentiel antdtai Leur utilisation sera détaillée plus
précisément en 3.

On peut citer en particulierll-2, facteur de prolifération des lymphocytes T, B, BiLAK,
Cette cytokine est actuellement disponible chepniime dans le traitement de patients
atteints d’adénocarcinome du rein métastatiqueeenédlanomes métastasés (Fradelizal.
2003). Toutefois, son utilisation n'a pas toujoéts sans danger. L'administration systémique
d’IL-2 recombinante peut en effet se révéler exgBrant toxique, provoguant notamment un
syndrome de fuite vasculaire avec cedemes cérdhpalraonaire importants (Fradeliet al.
2003).

L’ IFN-a, facteur induisant 'augmentation de I'expresgies molécules de CMH de classe |,
ainsi que la stimulation des lymphocytes NK et LA#St également disponible chez 'lhomme
pour le traitement de I'adénocarcinome du rein statemue, du mélanome malin a haut
risque de rechute, des sarcomes de Kaposi ch@atests atteints du SIDA,... (Fradelei

al. 2003). Cette cytokine permet 'amélioration deslavie globale, mais les taux de réponse
restent faibles (5 a 25% des tumeurs solides esepinaancée).

Ces deux cytokines peuvent étre administrées pa hxale (aérosol) ou systémique.
L'administration par transfert de géne est égal@énugcrite (Fradeliziet al. 2003). Elle
permet en théorie une productimnsitu plus physiologique. Cette technique a donné de bon
résultats, permettant l'induction d’'une immunitéotectrice spécifique contre la lignée
tumorale autologue (Fradeligt al. 2003).

L'IL-12 , cytokine sécrétée par les monocytes et macrophagievés, posseéde une activité
synergique puissante avec I'lL-2 pour induire laré@on d’IFNy par les lymphocytes NK.
Elle oriente également la réponse immunitaire verge réponse Jl1 permettant le
développement des lymphocytes T cytotoxiques. WH-est donc potentiellement
intéressante pour lutter contre les cellules causas, et suscite un intérét croissant chez
'homme. Son utilisation chez des souris porteudes différentes tumeurs, dont des
mélanomes (B16F10) a permis de prolonger leur sugmi inhibant la progression tumorale
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de maniere significative. De plus, outre ses paips immunorégulatrices, I'lL-12 possede
une activité anti-angiogénique, limitant la fornoatide la vascularisation tumorale et donc sa
croissance et dissémination éventuelle (Fradetiai. 2003).

Enfin, on peut citer Iéacteur de nécrose tumorale (TNF,)cytokine trés pléiotrope, a large
spectre d’activités biologiques. Elle possede natant des propriétés immunorégulatrices,
ainsi gu’une action cytotoxique a I'égard de cesaitumeurs (Fradeliet al. 2003). Elle est
actuellement utilisée dans le traitement des métasoet des sarcomes chez 'homme, mais
pose le probleme d’'une grande toxicité lors d’adstiation systémique, et de la résistance de
nombreuses cellules tumorales (Fradedizal. 2003).

2.4.3 Cytokines immunosuppressives.

Le micro-environnement tumoral joue un réle déterminant danscentrole de I'invasion
régionale précédant la dissémination métastatiqueDans cet environnement, certaines
cytokines exercent des propriétés immunosuppresstesont potentiellement impliquées
dans l'altération de 'immunocompétence des effastanti-tumorauin situ (Fradeliziet al.
2003), comme on a pu le voir précédemment. On gtartpar exemple le TGB;I'lL-10 ou
encore le VEGF.

Le TGF-p est sécrété par la plupart des tumeurs, et inkilpedduction de cytokines par les
cellules immunocompétentes, diminue I'expressiotedes récepteurs et interfére avec leurs
voies de signalisation. De plus, il inhibe la préagon de I'antigene, et empéche I'activation
des cellules immunocompétentes, en particulierlgiephocytes T cytotoxiques et LAK. Il
induit également I'apoptose des cellules T (Fradetial. 2003). Cette cytokine favorise donc
I'échappement tumoral a la réponse immunitaire.

L'IL-10 possede également une action immunosuppressivatange. Elle limite la réponse
anti-tumorale a médiation cellulaire en inhibanptésentation de I'antigéne, la prolifération
des lymphocytes T spécifiques, et protege les lesllitumorales de la lyse par les
lymphocytes T cytotoxiques (Fradelit al. 2003). Cette cytokine est également produite par
certaines cellules tumorales humaines (carcinonas®-bellulaires, mélanomes, syndrome
lymphoprolifératifs,...).

Enfin, le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), cytokine a effet
immunosuppresseur produite par la plupart des leslltumorales humaines, est aussi un
facteur important dans l'induction de la croissames cellules endothéliales et dans le
controle de la perméabilité vasculaire (Fradeétial. 2003). L'une des stratégies anti-
tumorales consiste donc a neutraliser I'activitécdedacteur afin d’inhiber la vascularisation
tumorale, et ainsi étouffer la tumeur et empéchatissémination.

Ainsi, les cytokines constituent I'une delés de la lutte anti-tumorale Leur role est parfois
ambivalent, stimulant ou inhibant la réponse immunitaire dmtnorale, mais le contrdle de
leurs effets et interactions constitue sans doetpdir d’'une véritable thérapeutique anti-
tumorale. Leur utilisation dans le traitement deSlanomes canins sera abordée plus en

détails dans la partie 3.3 traitant de 'immunogipée.
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3 Conseéquences et applications : outils

diagnostiques, pronostiques et therapeutiques.

3.1 Les marqueurs tumoraux : généralités.

3.1.1 Définition.

Un marqueur tumoral peut se définir comme snbstance ou une fonction cellulaire,
caractérisant la présence ou le développement d'yprocessus tumoral(Le Gall 2001). Il
peut également s’agir d’'une molécule associée afametion cellulaire qui caractérise le
potentiel évolutif d’'un processus tumoral (invasivité, néoangiogénese, résistance au
traitement, ...) (Martin et Magdelenat 2005).

La base théorique des marqueurs tumoraux se singe lddifférence de comportement
biologique entre cellules normales et cancéreusels peuvent donc correspondre a des
témoins de la prolifération cellulaire exagérée, d’'uphénotype invasif(protéases, ...), ou
encore d’'urphénotype angiogéniqugseécrétion de facteurs de croissance angiogénigees
chimiotactisme, ...), ... (Martin et Muracciole 2005).

En biochimie clinique, le terme de marqueur tumoaatespond a des substances synthétisées
par le tissu tumoral ou le tissu environnant, eré&ées dans le sang, donc a des substances
détectables et dosables par teéthodes analytiques de biochimigmarqueur tumoral
sérique) (Kerbrat 2002). Ces facteurs ont une grandetéitliagnostique en raison de leur
dosage non invasif.

Mais le terme de marqueur tumoral peut égalemepsiguer a deantigenes tissulaires
présents sur la tumeur elle-ménmeefnbranaires, cytoplasmiques ou nucléair@smis en
évidence par les anatomo-pathologistesydnlogie, histologie, ou immunohistochimigLe
Gall 2001). lls sont utilisés principalement comiaeteurspronostiques

3.1.2 Propriétés.

3.1.2.1 Sensibilité, spécificité.

La sensibilité et la spécificité sont deux paraggtaractérisant la valeur et la fiabilité d’'un
test.

La sensibilité (Se) correspond a la probabilité que le test poditif si le sujet est malade,
donc ici a la probabilité daétecter le marqueur tumorals’il est présent.
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Elle s'oppose a lapécificité (Sp) qui, elle, se définit par la probabilité dadest soit négatif
si le sujet est sain, c'est-a-dire de ne déteetardrqueuque lorsque le processus tumoral
recherché est présen{Kerbrat 2002). Le marqueur est question peut gpecifique d’'un
type tumoral, d’une localisation (métastase), ...

Ces deux données statistiques sont complétéea ypalelr prédictive positive, évaluant les
vrais et faux négatifs (probabilité d'étre maladée gest est positif) et laaleur prédictive
négative distinguant les vrais des faux positifs (prokigébilie ne pas étre malade si le test est
négatif) (Kerbrat 2002). Ainsi, lorsqu’un test aeubonne valeur prédictive positive, son
résultat est fiable lorsqu'il est positif. De la mé& maniére, un test avec une bonne valeur
prédictive négative est fiable lorsque son réselanégatif.

3.1.2.2 Un marqueur idéal ?

Le marqueur tumoral idéal a été défini des 1975 kpaberman a la conférence du NCI
Advances in cancer managemelhtse caractérise par les criteres suivants Gad 2001)
(Kerbrat 2002) (Martin et Muracciole 2005) :

- application facile : détection simple (molécule facile d’acces dohddb relarguée
par la tumeur dans un milieu périphérique commealeg, l'urine, des épanchements, ...),
reproductible, et d’'un colt modére.

- détectabilité: existence de méthode de dosage/détection, pamhea mesure
guantitativement significative entre sujets satnsugets atteints de néoplasies

- spécificité: marqueur totalement négatif chez les sujets @mé santé ou touchés
par d’autres types tumoraux que celui recherchel0Q8 de spécificité), indiquant une
spécificité d’organe et/ou de type histologique

- sensibilité: marqueur totalement positif pour un type tumatahné (= 100% de
sensibilité), permettant de ne reconnaitre querkss malades.

De plus, dans le cas d’'un marqueur sérique, saeotmration devrait étreorrélée au volume
de la tumeur, etdétectable a trés faible concentratior{Le Gall 2001), permettant ainsi de
mettre en évidence [l'effet thérapeutique, de sllereiune maladie résiduelle ou le
développement de métastases (Martin et Muracc@)é)

Malheureusement, ce marqueur n’existe pas, eutl danc réaliser le meillewwompromis
possible en fonction du but recherché (dépistaggndstic, appréciation du stade tumoral,
pronostic, détermination des molécules thérapeesides plus adaptées, recherche de maladie
résiduelle ou de récidive, surveillance du traitetne.).

Toutefois, grace au développement des techniguegbddation cellulaire, la production
d’anticorps monoclonaux a permis la mise en évidence d’antigénes nouvedart la
détection, associée a celle de marqueurs déja spmaumet d'établir un véritablieilan
tumoral (Martin et Muracciole 2005).
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De plus, lapproche protéomique cherchant a analyser les perturbations moléagair
(altérations génétiques, transcriptionnelles ettéoes), est aujourd’hui une voie de
recherche prometteuse dans l'identification eblésnent de nouveaux marqueurs potentiels.

3.1.3 Méthodes de détection.

» Lesmarqueurs tumoraux sériquesont une concentration variable en fonction de la
pathologie. Il faut donc choisir la méthode powyuelle le rapport entre la concentration et le
phénomene mesuré est linéaire sur une grande cistha Gall 2001).

D'une maniere générale, on mesure les marqueursraum sériques dans rum ou le
plasma, en utilisant le plus souvent des méthoaesunochimiques (voir figure 74) (Le
Gall 2001). On peut utiliser lnéthode par compétitipen mesurant un antigene froid versus
un antigéne marqué pour un taux d’anticorps cohstarsaturable (méthode par défaut
d’anticorps) (Martin et Muracciole 2005). Il exisdeissi laméthode immunométrique a deux
sites ou méthode sandwich, avec utilisation d’'un ampsode capture en exces, et un
anticorps de détection (Martin et Muracciole 20@iyers signaux peuvent étre utilisés pour
la détection et/ou la mesure : des radioélémenit& (e Radio Immuno Assay, IRMA ou
Immuno Radio Metric Assay, RLA ou Radio Ligand Agsades enzymes telles que la
peroxydase (EIA ou Enzyme Immuno Assay, EIMA ouyEng Immuno Metric Assay) ; des
fluorophores (FIA ou Fluro Immuno Assay) (figureddes molécules chimioluminescentes
(CLIA ou Chemi Lumino Immuno Assay) (Martin et Meraole 2005).

Figure 74 : microscopie en fluorescence utiliséeysda mise en évidence d’antigéne sur
une coupe histologique (d’aprés Quintin et al. 201)6
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D’autres méthodes peuvent étre employées dans tkectid des marqueurs tumoraux
sériques, par exemple thromatographie liquide haute performance la cytométrie de
flux, desméthodes colorimétriques ... (Le Gall 2001).
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« Dans le cas desantigenes tissulaires la méthode la plus classique est
I'immunohistochimie, également basée sur la détection du marqueutaiedl (antigéne) par
des anticorps spécifiques (Le Gall 2001), polyclonau le plus souvent aujourd’hui
monoclonaux.

Apres étalement, déparaffinage et séchage des solgrgicorps primaire (figure 75) est
déposé directement sur le tissu et reconnaigxsste, le récepteur antigénique recherché. Un
deuxieme anticorps,susceptible de se fixer a I'anticorps primaireahplexé a un systeme
avidine-biotine-peroxydase permettant une révélation amplifiée, est appliguéa
Diaminobenzidine (DAB) ou I'Acide Ethynyl-Corbazdl&EC) révele la réaction en brun et
rouge respectivement. Une contre-coloration dowex &hématoxyline recolore le tissu et
rend possible une détermination topographique dguage.

Figure 75 : schématisation de I'immunohistochimieantigene (1), anticorps primaire (2),
anticorps secondaire (3), complexe avidine-biotiperoxydase (4) (d’aprés Heron 2006a).
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D’autres méthodes sont utilisées. Citons par exemes méthoddsochimiques d’étude des
protéines apres homogénéisation du tissu, des aethidebiologie moléculaire (PCR, RT-
PCR, micro-arrays d’ADN), lacytométrie de flux, I'immuno-scintigraphie, ou encore
I'utilisation de radioligands (Martin et Magdeler2f05).

3.1.4 Classification.

De nombreuses substances, présentes lors de mecassplasique et absentes chez
I'individu sain, peuvent prétendre a l'appellatide marqueur tumoral. Leur origine, leur

structure biochimique, leur mode d’action et lenteivention dans le développement tumoral
varient grandement selon les molécules.

De nombreuses classifications ont déja été étatiies ’lhomme, mais I'apparition constante
de nouveaux marqueurs spécifiques les rend rapitterhsolétes.

La classification proposée ici se veut donc gérstealafin de rendre compte des principaux
marqueurs reconnus aujourd’hui. Elle est basédesudonnées observées chémmme,
chez qui sont réalisées les plus nombreuses étNdes. appliquerons ensuite ces données au

cas spécifigue du mélanome canin.
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3.1.4.1 Les marqueurs sécrétés par la tumeur.

lIs constituent, chez 'homme, la majeure partis dearqueurs tumoraux d'intérét clinique
averé (Le Gall 2001).

3.1.4.1.1 Les protéines embryonnaires.

On distingue d’'une maniere générale (Le Gall 2001)

- lesantigenes oncofcetauxcomme par exemple :

(0]

I'antigene carcino-embryonnaire (ACR)tilisé pour le diagnostic et le pronostic
du cancer colique chez 'homme (Laboratoire Cedf8).

I a-faetoprotéine (AFR)glycoprotéine employée dans le suivi de patiatitsints
de carcinomes hépatocellulaires aprés exérese wenkur, mais aussi comme
marqueur de choix des tumeurs testiculaires huraglreboratoire Cerba 1988).

Mift, unfacteur de différenciation précoce des mélanocytefl est parfois ré-
exprimé chez I'adulte lors de mélanome malin.

- lesprotéines placentaires

o

I'hCG : il s’agit d’'un marqueur fondamental des tumetesticulaires et
placentaires chez 'homme. Désux faibles peuvent étre également détectés
lors d’endométriose, de kyste ovarien, et dans demcers du sein, les
insulinomes, les tumeurs gastriques, les hépat@héss mélanomes malins
humains. Des taux élevés peuvent étre enfin signalésdergrossesse, cirrhose,
ou ulcére gastro-duodénal (Laboratoire Cerba 1988).

les hormones lactogenes placentaireet des phosphatases alcalines
placentairescomme I'isoenzyme de Reagan chez ’lhomme.

3.1.4.1.2 Les marqueurs de cellules matures.

3.1.4.1.2.1Les hormones.

On distingue parmi ces derniéres (Le Gall 2001) :

- lesamines et leurs dérivées

0

les catécholamines (adrénaline, noradrénaline, dopamine il s’agit de

bioamines hypertensives, dérivées de la tyrosirard_principaux métabolites
sont I'acide vanilmandélique et les métanéphrines Ces hormones sont
utilisées comme marqueurs principaux des neuraiteedt, ganglioneuromes
et phéochromocytomes humains. Leur taux sstondairement augmenté
dans toutes les tumeurs dérivant de la créte neuml(chémodectomes,
mélanome rétinoblastomes,...), ainsi que lors de stressypghension

artérielle, ou dans certaines tumeurs a cellule®JARAmines Precursor
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Uptake and Decarboxylation) telles que le cancerladenédullaire de la
thyroide, les tumeurs carcinoides du gréle,... (Lailoine Cerba 1988).

la sérotonine dérivé métabolique du tryptophane, est normaleisérrétée par
les cellules entéro-chromaffines appartenant autesys APUD. Leur

prolifération (carcinoides) se traduit par une hgperétion de sérotonine,
utilisable en diagnostic chez 'homme (Laborat@erba 1988).

la 5 HIA (5 hydroxy-indol-acétate)métabolite urinaire de la sérotonine, est
€galement synthétisée par les cellules entéro-ciffores, mais aussi le
pancréas, la thyroide, les poumons et les bronetesi, que les ovaires. Elle
est dosée par chromatographie liquide, et son tsixaugmenté lors de
carcinoides, des cancers pulmonaires a petitadexlides tumeurs endocrines
pancréatiques nd des tumeurs de I'ovaire, ... et aussi lors de comsation
d’aliments riches en sérotonine (ananas, bangih@pbratoire Cerba 1988)

la 5-S-Cystéinyl dopa elle estsynthétisée dans les mélanocytes normaux
(intermédiaire de synthése des mélanines), etatiellement éliminée dans
les urines. Son dosage s'effectue en chromatographie liquidite
performance avec une détection électrochimiqugadit du premier marqueur
utiisé chez 'homme dans lelépistage des meélanomesToutefois, sa
sensibilité restantinsuffisante, elle est plutét utilisée dank suivi du
traitement (Laboratoire Cerba 1988).

- desprotéinesou degeptides:

(0]

la calcitoning peptide sécrété par les cellules C du corps tieylaide, régule

le métabolisme phosphocalcique. Des taux élevésotmervés principalement
dans les cancers médullaires de la thyroide chremmine, et plus rarement
dans les cancers du sein, du poumon, du tractiogakestinal, du pancréas,
du foie, des phaechromocytomes, lors d’hypercalcémfeaboratoire Cerba

1988).

la parathormone son taux peut étre augmenté lors de tumeurscends
sécrétantes (adénome ou carcinome de la paratbyr@tartin et Muracciole
2005), mais également a la suite de déséquilibragritionnels
(hyperparathyroidisme secondaire), lors de caremc€a et excées de P, ou
encore lors de syndrome paranéoplasique (carcirsgoerine des sacs anaux
chez le chien).

I'insuline : son élévation peut étre également due a la peésdé’'une tumeur
endocrine sécrétante, comme linsulinome ; elle astl'origine d'une
hypoglycémie (Martin et Muracciole 2005).

la gastrine e’ACTH : le taux de ces deux hormones patfois élevélors de
mélanome malinchez 'homme (Laboratoire Cerba 1988).

- desstéroides: comme legindrogenes.
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3.1.4.1.2.2Les enzymes.

La cellule cancéreuse peut avoir des activités reatigues quantitativement ou
gualitativement différentes de celles de la cellnemale. Ainsi 'augmentatiosérique
d’'une activité enzymatique normalement existanteou I'apparition d’'une nouvelle
enzymetraduisent, a un degré plus ou moins spécifiqegjdtence d’'une tumeur.

Citons par exemple (Le Gall 2001) :

- les phosphatases acides prostatiques (RSdgnt I'élévation est généralement
constatée lors de cancer avancé de la prostatel’bloezme, mais aussi lors d’hyperplasie
prostatique et d’autres tumeurs (Laboratoire C&8&8) ;

- la phosphatase alcaline ossepyseigmentée lors de la majorité des ostéosarcomes
humains et des métastases osseuses de type ostiobks ainsi que dans toute pathologie
avec hyperactivité ostéoblastique (ostéomalaciesaalation de fractures, ...) (Laboratoire
Cerba 1988) ;

- le lysozyme il s’agit d’'une enzyme dont lactivité sériquaiggmente lors de
syndromes myéloprolifératifs chez 'homme (Labora&tcerba 1988) ;

- lesaldolases la crétine kinasgla pyruvate kinase, lemnzymes du métabolisme des
glycoconjuguésla thymidine kinase... voient également leur activité augmenter loes d
processus tumoraux.

3.1.4.1.2.3Les immunoglobulines monoclonales.

La présence d’'une immunoglobuline monoclonale desgrum traduit Iaécrétion exagérée
d'un clone de cellules lymphoides BC’est en patrticulier le cas chez I'homme lors de
myélome multiple (ou maladie de Kahler) et lorslalenacroglobulinémie de Waldenstrom,
affections malignes caractérisées par la prolii@ngblasmocytaire ou lympho-plasmocytaire
(Laboratoire Cerba 1988).

D’autres maladies sont associées a la présence diumunoglobuline monoclonale. Citons
par exemple les déficits immunitaires, les maladiego-immunes, et les hémopathies
malignes (Laboratoire Cerba 1988).

3.1.4.1.2.4Les glycosaminoglycanes

L'acide hyaluroniqueen est un exemple courant. Il est actuellemer# gas chromatographie
liquide sur les épanchements pleuraux, dans leecddr diagnostic des mésothéliomes
humains (Laboratoire Cerba 1988).

3.1.4.1.2.5Les antigenes extraits de tumeurs et caractériséapdes anticorps poly ou

monoclonaux.

De nombreuses substances rentrent dans cette Gatéigez 'homme (Le Gall 2001) :

- CAbLO0 (antigene sérique observé dans les cancers ctaargcpancréatiques, ou
gastro-intestinaux chez 'homme, ainsi que dans tdeseurs de l'ovaire, du sein et du
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poumon),CA125(utilisé principalement dans le diagnostic des adarcinomes de 'ovaire),
CA15-3 (glycoprotéine circulante associée aux tumeurs manmes humaines)CA19-9
(antigene gastro-intestinal carbohydraté, au taartiqulierement élevé lors de carcinome
pancréatique), CA549 (diagnostic de tumeurs manmasainez la femme)GA72-4(détection
principalement de tumeurs gastriques ou ovariennes)toutes cegrotéines reconnues par
un anticorps, sorfirésentes au niveau des cellules tumorales et pastsdans le sang(CA
correspond a « Cancer Antigen » ou « Carbohydratigyén », et le chiffre qui suit définit
I'anticorps) (Laboratoire Cerba 1988).

- PSA(antigéne spécifique de la prostate) : il s’aginé glycoprotéine de faible poids
moléculaire, synthétisée uniquement par les callidpithéliales prostatiques. Les taux
sanguins sont normalement tres faibles, et augmeni@rs d'adénome prostatique,
d’adénocarcinome, mais également lors de simplestagtites aigués ou chroniques. Il s'agit
donc d’'un marqueur tumoral peu spécifique, mais it se révéler intéressant lors de
surveillance de récidive d’une tumeur prostatigoa prostatectomie.

- TATI(Tumor-Associated Trypsin Inhibitor) : il s’agituh polypeptide dont les taux
sériques/urinaires sont é€levés lors de cancers cglogiques (ovaires, col de ['utérus,
endometre) ou digestifs (estomac, pancréas) clemmine. Son élévation est également
décrite lors de myélomes, leucémies, ou pancrédtiteboratoire Cerba 1988)

- TPA (Tissue Polypeptide Antigen): il s’agit d’'umarqueur tumoral sans
spécificité, dont la détermination permet une confirmation nd’diagnostic, un réle
pronostique, et le suivi du traitement et des fiee&l(Laboratoire Cerba 1988).

- Antigene SCC marquant le carcinome épidermoide du col délug chez la femme
(Laboratoire Cerba 1988).

3.1.4.2 Les marqueurs témoignant d'une réaction de I'héte #envahissement tumoral.

Ces parametres ne sont pas véritablement spédfiume pathologie tumorale, mais ils
constituent demarqueurs faciles d’accegpar dosage, et permettent notammesuiei d'un
patient et d’'une tumeur donnés. lIs permettraiegaleiment d’affirmerl’apparition de
métastaseglans certains types tumoraux (Le Gall 2001). @¢ so

- laferritine : ce paramétre est un marqueur tumoral médioere) 0’a aucune valeur
sémiologique. En effet, il s’éleve lors de nombesusffections malignes, lors de lyse
cellulaire (hépatite, infarctus du myocarde), loes processus inflammatoires ou lors de
surcharge ferrique (Laboratoire Cerba 1988).

- la B2-microglobuline: il s’agit d’'un marqueur non spécifique, maispgut étre
intéressant dans le suivi des tumeurs du tissu hypppiétique chez I'homme (leucémies
lymphoides chroniques, lymphomes, myélomes, ...). &gmentation est proportionnelle a
I’évolution de la tumeur (Laboratoire Cerba 1988).

- laSP1-glycoprotéine

- la thyroglobuline glycoprotéine synthétisée spécifiquement par tEdlules
folliculaires de la thyroide, est élevée lors d'esthyroidie, et de carcinome différencié de la
thyroide. Le r6le de ce marqueur réside surtous darsuivi de ce cancer plus que dans son
dépistage (Laboratoire Cerba 1988).
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- lespolyamines (spermine, spermidine, putrescinmpliquées dans la régulation des
processus de croissance.

La croissance tumorale et I'envahissement qu’eldraine, ainsi que la dissémination
métastatique, provoquent chez I'organisme hoéteré@aetion avedibération d’enzymes par
les tissus sains environnant$C’est par exemple le cas des tumeurs primitivesemondaires
du foie, entrainant une obstruction biliaire et domne cholestase. Il s’en suit une
augmentation de l'activité des enzymes hépatigéegues (Laboratoire Cerba 1988) :

- les phosphatases alcalines ou PAL,
- la 5’nucléotidase,
- lay-glutamyl-tranférase oy-GT, marqueur le plus sensible et le plus précoce.

La lactodéshydrogénase ou LDé$t augmentélers de nombreuses tumeurs humainexe

qui en fait un marqueur peu sensible et peu spéefi Toutefois, elle est intéressante car
témoigne de cancers a stades clinigues avancés plus souvent métastasés (Laboratoire
Cerba 1988).

La neuron specific enolase (NSpgut également étre dosée dans le sérum, et toensti
marqueur tumoral intéressant lors de cancers bigues a petites cellules, et dans les
neuroblastomes humains (Laboratoire Cerba 1988).

La détermination sérique dlactivité collagénasequant a elle, marque potentiel invasif et
métastatiquede la cellule cancéreuse (Laboratoire Cerba 1988).

Enfin, on observe parfois une diminution de l'aitévenzymatique des cellules, comme par
exemple la pseudocholinestérase, lors de tumeutastagéées au foie (Laboratoire Cerba
1988).

3.1.4.3 Les marqueurs tissulaires.

lls sontprésents sur la tumeur elle-mémgeet ne sont pas excrétés dans la circulation. En
effet, la cellule tumorale est susceptible d’ex@tipsoitau niveau membranaire, soit au
niveau cytoplasmique ou nucléairedes molécules spécifiques de la tumeur ou duegsus

de transformation maligne. (Laboratoire Cerba 1988)

Ces marqueurs peuvent étre utilisés pour (Le @AILY:

- la quantification des récepteurs hormonaux les récepteurs aux oestrogenes
peuvent étre quantifiés pour le carcinome du skerda femme, a partir d'un prélévement
richement cellulaire tel qu’une cytoponction ou ymiece d’exérése. Leur étude constitue un
marqueur d’hormono-dépendance et donc un factemogtique intéressant.

- l'analyse de populations lymphocytaires et myélomartytaires par cytométrie de
flux, permettant le typage des leucémies et lympsgrace a la reconnaissance d’antigenes
membranaires anormaux par un ou plusieurs anticogeeclonaux.
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Dans cette catégorie, on peut citer :

- des antigenes de surface antigene pan-leucocytair€D45 (leucocytes),CD79
(lymphocytes B),CD3 (lymphocytes T), molécules d’adhésioB-¢adhérine,s-caténing,
récepteurs, ...

- des marqueurs cytosoligues ou nucléairestels que des protéines ou enzymes
impliquées dans leontréle de l'apoptose(p53, Bcl-2, Bcl-X, p21, caspases, Ki67..)
(Martin et Magdelenat 2005).

- des marqueurs de différenciation: cytokératines (marqueurs des cellules
épithéliales) yvimentine (marqueur des cellules conjonctiveg)acting desmineet myosine
(marqueurs des cellules musculairesieurofilaments(marqueurs des cellules nerveuses),
MelanA, tyrosing PSA protéine S10Q..

- des marqueurs cytogénétiques(anomalies de translocations, ...), évalués par la
technique de FISH et par établissement de carystype

- desmarqueurs moléculaires mis en évidence par PCR et RT-PCR, comme par
exemple des anomalies génotypiques, des génesdbagbries réarrangements geéniques,
touchant notamment des oncogeng&R-2/neudans le carcinome du sein chez la femme) ou
des genes suppresseurs de tumeur...

- des marqueurs de la néoangiogénesdels que le VEGF ou lecomptage
histologique des néocapillaire¢Martin et Magdelenat 2005).

Ces marqueurs constituent une nouvelle approchmgiteuse du diagnostic précoce des
tumeurs (Le Gall 2001).

3.1.4.4 Marqueurs de chimiorésistance

La probabilité qu’une cellule tumorale soit chinéisistante augmente avec la masse tumorale
et avec le temps. Mais pendant longtemps, la sealgere d’évaluer la sensibilité potentielle
d’'une tumeur a la chimiothérapie était de la mettreculture. Toutefois, cette méthode n’est
pas entierement satisfaisante (Laboratoire CerB8)19

On a donc cherché des séquences génétiques oualémgs membranaires pouvant étre
associées avec certitude a la résistance a unealoaga une famille de drogue.

On peut citer 'exemple de la GP170, pompe memimamatrainant un flux du médicament
cytotoxique du milieu intracellulaire vers le miieextracellulaire. La concentration
intracellulaire de la drogue est donc diminuéeuigaht ainsi son efficacité. Lgene MDR
codant pour la gpl70est amplifié dans la cellule cancéreuse ayantisagne résistance,
aboutissant a la surexpression de cette protéimebmamaire. Cette protéine joue donc le réle
de facteur deésistance multidrogue pour les cellules cancéreuses. Elle a été mise en
évidence notamment dans les cancers du sein clfemhae (Laboratoire Cerba 1988).

152



3.2 Les marqueurs tumoraux du melanome canin: des ou$

diagnostiques.

3.2.1 Marqueurs tumoraux et dépistage.

Le succés du contréle thérapeutique des processusrdaux dépend de leur diagnostic
précoce. Il est donc nécessaire de développemddodes simples et fiablepour identifier
les tumeurgles les premiers stades évolutifévartin et Muracciole 2005). Cela est d’autant
plus vrai pour les mélanomes malins du chien, cengriu de leur mauvais pronostic (avec
pres de 80% des animaux développant des métaggagasnonet al. 2002)).

En détaillant les monographies des maladies, n@ossapu nous rendre compte de la
difficulté occasionnelle du diagnostic clinique, dplogique et histologique des mélanomes
(aspects macroscopique et microscopique Vvariable, gimorphisme cellulaire,
pigmentation parfois absente...) (Modianoet al. 1999). En effet, les mélanocytes, ayant
pour origine embryonnaire les crétes neurales, eygdrth capacité de se différencier en
cellules fusiformes ou épithélioides, rendant parfoeu aisée la distinction avec d’autres
tumeurs anaplasiques (Koerggal. 2001) (Sulaimoret al. 2002). Le diagnostic différentiel
des tumeurs cutanées peu différenciées inclute desr mélanomes, les lymphomes et autres
tumeurs a cellules rondes (mastocytome, tumeurrig@m® transmissible, histiocytome), des
carcinomes, et surtout des sarcomes ayant pouineriges fibroblastes, les cellules
musculaires lisses ou striées, des cellules dimgigeurale, ..(Sanduskyet al. 1987).

La microscopie électronique permettant d’identifier ultra-structurellemens lmélanosomes
ou pré-mélanosomes, constituallagnostic de certitudepar excellence. Toutefois, compte-
tenu de son codt et des contraintes de réalissimique, elle n'est pour ainsi digmais
utilisée en routine(Sulaimonet al. 2002).

Les méthodes traditionnelles de distinction de toeseurs sont basées sur aedorations
argyrophiles de la mélanine(coloration de Fontana et Masson) ou sur la démaist
d’'uneactivité DOPA. Toutefois, ces méthodes connaissent des lintitggemiére réagissant
avec d’autres pigments que les mélanines, et lansecdevant étre réalisée sur des tissus
congelés (Berringtoet al. 1994). De plus, ces techniques ne permettent gieméent pas
d’identifier les mélanomes achromiques, en raisenl'absence ou du faible nombre des
mélanosomes, de leur immaturité ou de leur absga@égmentation (Sulaimaet al. 2002).

L'utilisation d’autres techniques moins conventieli@s mais plus efficaces, notamment la
recherche d’antigenes associés aux tumeupermise par le développement des anticorps
monoclonaux en 1975 par Koéhler et Milstein, peubrals’avérer d'un grand intérét
diagnostique (Oliver et Wolfe 1992). En effet, &alisation d'immunomarquages constitue
depuis plusieurs années une méthode classiqueniisdeuchez 'lhomme poudéterminer
I'origine tissulaire d'une tumeur peu différenciée Cette technique, relativement peu
colteuse et facile a mettre en place en pratigeengt de mettre en évidence certains
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marqueurs tissulaires spécifiques, comme par exeiepl protéines spécifiques des cellules
productrices de mélanine ou celles des celluleggorant des tissus neuro-ectodermiques pour
le mélanome (Sanduslet al. 1987) (Rabanadt al. 1988) (Koeniget al. 2001). Il s’agit donc

de la méthode diagnostigue de choix au quotidienOn réalise le plus souvent des
immunohistochimies (IHC), sur des blocs de tissus fixés au formoinetus en paraffine.
Toutefois, 'immunocytochimie (ICC), pratiguée sur des ponctions a laiguilleefipar
exemple, se développe de plus en plus pour le d&igndes tumeurs. Cette technique a
notamment I'avantage d'étre facilement réalisapley invasive, et permet I'obtention des
résultats est rapide (Hoinghawt al. 2002). Chez I'homme, elle constitue un outil
diagnostique important dans le cadre de la reckedsh mélanomes ou de ses métastases
(Hoinghauset al. 2002). Cependant, rares sont les publicationsoragmt cette méthode chez
le chien (H6inghaust al. 2002). Les données présentées ici concernent pimzipalement
I’évaluation immunohistochimique des marqueurs.

Confrontée a I'étude morphologique de la tumeutilisation d’'un panel de marqueurs
immunohistochimiques caractéristiques d’'un typedrahpermet de réduire progressivement
la liste de diagnostics différentiels, et offresaion diagnostic définitif dans de nombreuses
tumeurs peu différenciées chez 'homme (Koegtigal. 2001) (Sandusket al. 1987). Nous
nous attacherons donc a précisepdmel de marqueurs le plus adapté dans le cadre du
mélanome canin(résumé des principaux marqueurs diagnostiques élanmme canin en
annexe 6).

Le dosage de marqueurs tumoraux sériques, métrmdeapasive, peut étre également d’'un
grand secours dans le dépistage de mélanomesgamirs du suivi des effets du traitement.

3.2.1.1 Marqueurs tissulaires, immunomarquages et diagnosti

3.2.1.1.1 Les filaments intermédiaires.

Les protéines deflaments intermédiaires constituent des marqueurs tissulaires spécifiques,
utilisés depuis plusieurs années pour le diagnestla classification des tumeurs humaines
(Rabanakt al. 1988). Ces protéines appartiennent au cytosqeeletta cellule, et permettent
de maintenir I'intégrité de la cellule, sa forme, position de ses organelles, ainsi que la
mobilité cellulaire et intracellulaire (Mooret al. 1989). On distingue lekératines et
cytokératines spécifiques des cellules épithéliales ;vimentine, spécifique des cellules
mésenchymateuses et neuro-ectodermiques (Katraf) 2001) ; ladesmine présente dans
les cellules d’origine myogénique (Rabaralal. 1988) ; laprotéine gliale fibrillaire acide

ou GFAP, caractéristique des astrocytes ; en@sgofilaments, contenus par les neurones
(Mooreet al.1989).

Les différents types tumoraux dérivés de ces emlulonservent la spécificité initiale de
I'expression de ces filaments intermédiaires (Rabenal. 1988), aussi bien danstiameur
primaire que dans les métastasedlooreet al. 1989), et méme en cas de tumeur faiblement
différenciée (Sanduskgt al. 1991). Les carcinomes sont donc cytokératinesAnegntine- ;
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les sarcomes sont vimentine+ et cytokératinesigsetumeurs musculaires sont desmine+ et
vimentine+ (Rabanadt al. 1988).

La plupart des mélanomesde I'homme, du chien et du chat, sinon tous, net spe
vimentine+ (Smith et al. 2002), et ne réagissent pas au marquage des dypes de
filaments intermédiaires (Moot al. 1989) (Sanduskgt al. 1991). En effet, Ramos-Vasd

al. (2000) montrent au cours de I'étude immunohistodipie de 122 mélanomes canins
d’origine buccale que 100% de ces tumeurs sont Mimet+ (marquage cytoplasmique) et
cytokératine-. Les mémes résultats sont obtenuSaaduskyet al. au cours d’'une étude de
1987 portant sur 18 cas de mélanomes cutanés aiciuesn ainsi que par Rabaralal. en
1988, lors de leur étude de 14 mélanomes cutam&slefchien. De la méme maniere, Koenig
et al. (2001) montrent un marquage vimentine + dans lignées cellulaires de mélanomes
et dans 27 cas de mélanomes canins primitifs si28ettudiés.

Toutefois, ces marqueurs sdrés peu spécifiguescar de nombreux autres types cellulaires
sont vimentine+, en particulier les cellules mébgntateuses et les sarcomes (Smaithal.
2002) (Ramos-Varat al. 2000).

L'étude de la carte d’expression des filamentsrinéliaires reste néanmoins utile lors
d’études préliminaires, afin d#istinguer les grands types tumorauxcomme les tumeurs
mésenchymateuses des tumeurs épithéliales (Rantagda. 2000).

Moore et al. (1989) rapportent que l'alcool ou la congélatiomnstituent les meilleures
techniques de fixation des tissus pour I'immunomagg des filaments intermédiaires.
Toutefois, aujourd’hui, la fixation au formol pode moins en moins de problemes techniques
pour la réalisation de I'lHC.

3.2.1.1.2 La NSE (neuron specific enolase)

La NSE est une protéine dewurones des cellules neuroendocrines centrales et
périphériques, et degnélanocytes Il s’agit d'une enzyme glycolytique (Koengg al. 2001).

Les mélanomes sont souveNBE+ (neuron specific enolase). Ramos-Vataal. (2000)
observent au cours de la méme étude 89,1% des taM&E+ (marquage cytoplasmique, et
parfois nucléaire faible).

Sanduskyet al. (1987), au cours d’'une étude visant a détermiaanature de 65 tumeurs
canines cutanées et sous-cutanées, d'aspect nediffé, révelent que 10 mélanomes
achromiques sur 18 apparaissent NSE+, soit 56%esléutneurs. Des résultats proches sont
publiés par Koenigt al.(2001), lors de leurs travaux portant sur 29 camélanomes chez le
chien. Dans leur étude, la NSE est exprimée paurfurs sur les 29 testées, soit 62% des
tumeurs, quel que soit leur niveau de pigmentation.

Mais ce marqueur restees peu spécifiqueet donc d'utilité limitée, la NSE pouvant étre
mise en évidence dans dembreux tissus sainsen particulier lesissus musculaires lisses
(Smithet al.2002).
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Ramos-Varat al. (2000) soulignent par contre que le marquage gedeine NSE est faible
a inexistant en cas de fixation inférieure a unaaee. Cette observation peut expliquer le
faible nombre de marquages positifs parfois obtetarss certaines études. Udarée de
fixation au moins égale a une semainest donc conseillée.

3.2.1.1.3 La protéine S100.

La protéine S100est une protéine acide intracellulaire et intrdéaice liant le Ca2+,
retrouvée en particulier dans lesllules de Schwanrentourant les nerfs (Smitt al. 2002),

les cellules gliales et épendymairesiu cerveau, ainsi que dans le®lanocyteset les
cellules de Langerhangutanées (Hoinghawt al. 2002). Il s’agit d’'un dimére de deux sous-
unités polypeptidiques, et (Hoinghauset al. 2002). Elle a été isolée pour la premiére fois a
partir d’extraits de cerveau de bovin, et portenoen en raison de sa solubilité dans une
solution saturée de sulfate d’ammonium (Sanduskyal. 1985) (Rabanakt al. 1988).
Soulignons également l'existence d'usoforme S100a exprimé uniqguement par les
cellules neuro-ectodermiques et dont le marquage ne nécessite pas de démasquag
antigénique (Koenigt al.2001).

L’anticorps anti-S100 constitue un marqueur diagjgas intéressant, marquant la plupart des
mélanomes chez 'hnomme (Smigh al. 2002)(Choi et Kusewitt 2003). Il est d’autant plus
intéressant lors de tumeur indifférenciée ou deanm@he achromique, chez qui la mélanine
ne peut étre utilisée pour confirmer le diagnoé8anduskyet al. 1985) (Choi et Kusewitt
2003). Hoinghau®t al. (2002) précisent en outre que la réalisaidmmunocytochimies
sur des empreintes de mélanomes ou de nceuds lyquesatonfére un profil de réactivité
comparable a celui de I'examen immunohistochimigaMec un marquage cytoplasmique
granuleux a homogeéne (voir figure 76).

Figure 76 : marguage immunocytochimique S100+ (AEX21,600) d’'un mélanome malin de
la cavité buccale chez le chien (d’apres Hoinghaetsal. 2002, avec leur autorisation).

Le marquage de la protéine S100 constitue chelziéenccomme chez 'homme, un indicateur
trés sensibledes mélanomes bénins et malins (Sandeslal. 1985) (Hoinghaust al. 2002)

(Choi et Kusewitt 2003). En effet, Sandusky al. (1985), au cours de leur étude
immunohistochimique de 31 cas de mélanomes cacim®m@iques, montrent que 26 de ces
tumeurs sont S100+ (marquage cytoplasmique, undoein granuleux, parfois nucléaire,
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touchant également les mélanocytes pigmentés epigamentés), soit une sensibilité de 79%
pour ce marquage. Koengg al, en 2001, obtiennent une sensibilité identiquesda&tude de

29 mélanomes de localisation variable chez le ¢leean marquage de 100% des sept lignées
cellulaires établies a partir de mélanomes canifmutefois, lors de travaux sur des
mélanomes indifférenciés, Sanduskly al. (1987) n’obtiennent qu’une sensibilité de 56%
pour ce marquage (10/18 cas S100+). Quinze de éksames réagissent néanmaog au
marquage de la S100, soit a celui de la NSEa combinaison de ces deux marquages
permet donc d’apporter un diagnostic dans plus3dé 8es cas (Sanduskyal.1987).

Ramos-Varaet al. (2000) soulignent qu’une meilleure sensibilitérdarquage S100, comme
pour la protéine NSE, est garantie par doe2e de fixation du prélevement supérieure a
une semaine permettant un marquage optimal (Ramos-\&ral. 2000). lls obtiennent dans
leurs recherches 76% des mélanomes buccaux cahb®+JImarquage cytoplasmique et
nucléaire).

D’autre part, Maliveret al. (2004) confirment que la protéine S100 est utilensda
I'identification du type tumoral, y compris dans cas rare de mélanome malin cutané chez
un chien, achromique et a différenciation ostéioide

Enfin, Choi et Kusewitt (2003), dans une étude gurtsur des mélanomes achromiques
montrent une sensibilité de 90,5%,, avec 19 tum8aBO+ sur 21 (marquage cytoplasmique
principalement, plus rarement du noyau (voir figiui®). Des chiffres de méme ordre de
grandeur sont obtenus lors des travaux de Koeh@. en 2001, ou S100 est détectée par
immunohistochimie dans 75% des mélanomes pigmemi£s89% des mélanomes
achromiques. Le marquage S100 apparait ti@scutile pour le diagnostic des mélanomes
achromiques(Koeniget al.2001).

Figure 77 : nceud lymphatique, marquage de la progiS100, (ABC imunopéroxydase/
DAB, x400): marquage modéré des cellules fusifosnd'un mélanome achromique
métastatique (d’apres Choi et Kusewitt 2003, avear lautorisation).

™ o 7
1 :;% g .

L'anticorps anti-protéine S100 constitue donc unrquaur diagnostique des mélanomes
canins des plusensibles, notamment pour les mélanomes achromiqu@3hoi et Kusewitt
2003) (Koeniget al. 2001), pourvu que le délai de fixation des échians soit suffisamment
long.
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Pérezet al. (2002) précisent en outre que la protéine S10Mheededistinguer les cellules
mélanocytaires tumorales (S100+ et A1AT-) des mélaphages (S100- mais A1AT+)
souvent fréquents au sein de la tumeur, surtouplease de régression comme on peut
I'observer chez le porc Duroc.

Toutefois, malgré sa tres bonne sensibilité, céicamps n'a qu’unespécificité médiocre
(Choi et Kusewitt 2003).

Il marque en effet chez le chien, comme chez 'hendenombreux tissus sainexprimant
a I'état normal la protéine S100 (Sanduskyl. 1985) (Ramos-Varat al. 2000) (H6inghaus
et al. 2002) (Sulaimoret al. 2002). On peut citer notamment le systemeeveux central et

périphérique (neurones, cellules gliales, cellules de Schwatm)peau (mélanocytes,
cellules de Langerhans, cellules des glandes qates et salivaires), lessus lymphoides
(cellules dendritiques folliculaires, cellules irtgitées), lesglandes endocrines(cellules

interstitielles de I'hypophyse, cellules satellitesla médullo-surrénale), lekondrocytesde

la trachée, lesellules myoépithélialedde la mamelle (Sanduslet al. 1985) (Rabanadt al.

1988) (Ramos-Varat al. 2000) (Choi et Kusewitt 2003) (Sulaimat al. 2002) ou de la
prostate, les adipocytes, (Hoinghaasl. 2002),... .

Cet anticorps anti-S100 marquera egalementule®urs dérivéesde ces tissus, notamment
les schwannomes, les Iéiomyosarcomes, les GISTir¢gasestinal stromal tumors), les
fiborosarcomes (Choi et Kusewitt 2003), les chondrosmes et ostéosarcomes, les
plasmocytomes, les carcinomes épidermoides, lasoadéiinomes de la glande mammaire
(Ho6inghauset al. 2002) ou encore les neurofibrosarcomes, dontdespistologique peut étre
confondu avec un mélanome achromique fusiformeigdeét al. 2004).

La protéine S100 reste néanmoins un marqueur dséigne trés intéressant en pratique,
grace a somtilisation dans un panel d’anticorps Rabanakt al. (1988) étudient a ce titre
une population de 77 tumeurs canines cutanées,ldoimdifférenciées a I'histologie. Les 8
cas de mélanomes malins initialement diagnostigqaésont réevélés a 100% S100+ (marquage
nucléaire et cytoplasmique), ainsi que vimentindératine et cytokératine-. Les
hémangiosarcomes, lIéiomyosarcomes et liposarcornesrent le méme type de marquage,
mais I'examen morphologique des cellules tumorat@snbiné & la recherche d’autres
marqueurs, permet d’aboutir & un diagnostic défirdans tous les cas de tumeurs
indifférenciées (Rabanat al. 1988).

Cette étude a ainsi permis établir arbre diagnostique applicable lors de tumeurs
cutanées anaplasiqueévoir annexe 7).

158



3.2.1.1.4 Anticorps dirigés contre des antigenes mélanocytas spécifiques.

En routine, l'identification des mélanomes chezchléen est basée classiquement sur les
marquages de la protéine S100, de la NSE, et dwwmeints intermédiaires (vimentine,
cytokératine) (Sulaimoret al. 2002). Toutefois, on a pu s’apercevoir que cesquelrrs
restaient peu spécifiques. On a donc cherchdapter au mélanome canin des marqueurs
immunohistochimigues humains(Sulaimonet al. 2002).

En effet, comme précédemment décrit (voir 2.1119xiste de nombreux antigenes exprimeés
de maniere exclusive ou prédominante par les esllule mélanomes. L'utilisation
d’anticorps spécifiques d’antigénes du mélanome, marticulier d’antigenes des
mélanosomes, permet d’augmenter l'intérét de I'ldghs le diagnostic du mélanome chez
'hnomme (Smithet al. 2002) (Modianoet al. 1999). Ces protéines ont d’autre part de
nombreuses implications thérapeutiques, que notsajgerons ensuite.

3.2.1.1.4.1MelanA.

MelanA/MART-1 (Melanoma Antigen Recognized by T cells 1) est ymetéine
mélanocytaire transmembranaire de 118 acides amneind8 kD, a la fonction jusqu’alors
inconnue, mais qui intervient dans la reconnaissates cellules tumorales mélanocytaires
par la réponse T cytotoxique (Sméhal.2002) (Maliveret al.2004) (Koeniget al. 2001).

Cette protéine n’est localisée que danspetit nombre de tissus normaux (Smith et al.
2002). En effet, Hoinghaust al. (2002) rapportent une étude antérieure (Bustal. 1998)
indiquant que I'expression du géne codant pour NMEIEMART-1) voit son expression
limitée aux mélanocytes.

En cherchant plus en détail, Ramos-Vartal. (2000) identifient des réactions anti-MelanA
dans plusieurs types de tissus, révélant soit éagmce de cette protéine, soit une réaction
croisée de I'anticorps avec une protéine immungloginent proche de MelanA :

- marquage nucléaire intense et cytoplasmique madkel&pithélium des canaux
intra-lobulaires et inter-lobulaires des glandekvames, ainsi que de I'épithélium des
voies respiratoires pulmonaires,

- marquage nucléaire intense et homogene des cetllvéolaires pulmonaires,

- marquage cytoplasmique faible des cellules acirseepsastatiques et des cellules
de I'épithélium urétral,

- marquage nucléaire et cytoplasmique multifocal delules épithéliales des
paupiéeres,

- marquage intense des cellules de la zone fascictlégticulée des glandes
surrénales (réaction immunologique croisée),

- marquage cytoplasmique et nucléaire modéré dethépim du canal intra-
lobulaire du pancréas,

- marquage intense des cellules interstitielles desctiles ou des cellules de la
granulosa de I'ovaire (réaction immunologique cEejs
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- et enfin marquage des mélanocytes intra-épidermicete plus rarement des
mélanocytes du bulbe.

De la méme maniére, Hoinghaes al. montrent dans leur étude de 2002 que MelanA
s’exprime dans les tissus testiculaires normauglden. Cette observation est conforme aux
données disponibles chez 'homme, ou MelanA s’emerdans les cellules productrices de
stéroides de la glande surrénale, dans I'ovairke d@ésticule, ainsi que dans les tumeurs
dérivées de ces tissus (Busatral. 1998, Hoinghaust al. 2002).

L'expression de MelanA dans les cellules autres ques mélanocytes reste néanmoins
limitée, faisant de ce marquelun des plus spécifiques des mélanomes

Le marquage de MelanA est considéré conknplus intéressant dans le diagnostic des
mélanomes chez le chiefChoi et Kusewitt 2003).

En effet, Ramos-Varaet al. (2000) observent 91,5% des mélanomes buccaux édtudi
MelanA+ (marquage généralement intense et hétéepgkmité au cytoplasme, le plus
souvent diffus, plus rarement polaire ou ponctuigufe 78]), y compris la plupart des
mélanomes achromiques (71%) et a cellules ballotésa

Dans cette méme étude, moins de 2,5% des tumeursm@anocytaires se révelent
faiblement et focalement MelanA+ (carcinomes tramsinels de la vessie, carcinomes des
glandes salivaires). De plus, lesélanophagesne sontpas marquéspar cet anticorps
(Ramos-Varat al. 2000) (Maliveret al.2004).

Choi et Kusewitt (2003) soulignent également cdbenne spécificité, avec aucune
immunoréactivité des autres types tumoraux testés.

Figure 78 : IHC anti-MelanA sur un mélanome buccachromique d’une chienne croisée
de 16 ans : marquage cytoplasmique, hétérogene amm sle la masse tumorale (coupe
congelée, démasquage a la chaleur, Ac au 1/50, ¥2(Qthoto Unité d’histologie et

d’anatomo-pathologie, ENVA).
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Maliver et al. (2004) précisent également que MelanA permet dtitienle type tumoral, y
compris dans un cas rare de mélanome malin cutheé an chien, achromique et a
différenciation ostéioide.

MelanA apparait donc comman des marqueurs tumoraux les plus sensibles et
spécifiques utile dans la discrimination des tumeurs d’orggincertaine (Ramos-Vaket al.
2000). Soulignons notamment I'intérét Hetilisation concomitante du marquage de la
protéine S100(Smith etal. 2002), encore plus sensible bien que peu spéeifiqu

Ramos-Varaet al. (2000) indiquent d’autre part que la protéine Mdélane perd pas son
antigénicité lors de la fixation au formol, mémeshke celle-ci est prolongée (> 1 semaine),
permettant ainsi une utilisation de routine en IHC.

De plus, Hoinghaust al. (2002) précisent que la réalisatidiimmunocytochimies sur des
empreintes de mélanomes ou de nceuds lymphatiquefereoun profil de réactivité
comparable a celui de I'examen immunohistochimigQette technique simple et rapide
permet donc une détection fiable de ce type de unmgen que la sensibilité de cette
méthode n’ait pas encore été évaluée avec prédidisinghauset al. 2002).

L'utilisation diagnostique du marqueur MelanA coftngependant une limite chez le chien
dans le cadre demélanomes achromiques ou la sensibilit¢ du marquage se révele
généralemenplus décevante En effet, dans une étude conduite sur 29 tumméianiques
canines (Koenigt al. 2001), on retrouve des résultats proches de celRainos-Varat al.
(2000), avec 62% des prélevements MelanA+ (18/@®)is une disparité en fonction du
degré de pigmentation est notable, avec 90% desurarpigmentées MelanA+ (18/20), et
aucun marquage des 9 tumeurs amélaniques. Souligaotefois que cette étude se base sur
des effectifs beaucoup plus restreints que I'étlel®amos-Varat al. (2000), et que Koenig
et al. (2001) eux-mémes soulignent le manque de sengibié leur technique de révélation
(ABC peroxydase). Mais de la méme maniére, Ch&lusewitt, dans leurs travaux de 2003,
rapportent cette mauvaise sensibilité de MelanArpt marquage des mélanomes
achromiques, avec seulement 10 mélanomes non pigsneur 21 MelanA+ (47,6%).

Enfin, Canguket al. (2001) émettent ur@servequant au marquage deglanomes canins a
cellules en bague a chatompour MelanA. En effet, dans leur étude, seul Kas trois
mélanomes de ce type s'est révélé MelanA+. Togtefmds mélanomes sont tres rares, et
d’aspect assez distinctif a I'histologie.

3.2.1.1.4.2HMSA-1 et -5.

Berringtonet al. montrent en 1994 que dglycoprotéines mélanosomiquepeuvent, comme
chez 'homme, étre reconnus chez le chien par dégsogps monoclonaux humains. C’est en
particulier le cas deIMSA-1 et -5 (Human melanosome specific antigen).

Utilisés chez le chien sur 35 cas de mélanomesés fau formol et inclus en paraffine, ces
anticorps permettent d’obtenir un marquage danzersyement 60% et 69% des cas, quels
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gue soient leur localisation et leur degré de mikg En association, ils permettent de
marquer 83% des mélanomes canins. demsibilité de la détection est donmodérée
(Berringtonet al. 1994) (Roel®t al. 1999).

La spécificité de HMSA-5 est de97%, suite au marquage d’une tumeur cutanée pigmentée
des cellules basales. Cette tumeur reste néanrfexile a distinguer d’'un mélanome par
I'histologie (Berringtonet al. 1994). Cet anticorps réagit également avec lesamélytes
normaux, mais ne marqyas les mélanophagedl marque principalement les cellulpsu a

pas pigmentées Ces observations sont comparables a celles faitez I'homme, ou
I'antigene HMSA-5 est exprimé uniquement dans lesles mélanosomiques précoces des
mélanocytes normaux ou néoplasiques. Cet anti@spdonc d’autant plus intéressant dans
le cas de mélanomes canins achromiquéBerringtonet al. 1994).

La spécificité de HMSA-1 est, quant a elle, moins élevé&l%), cet anticorps réagissant
avec 29% des tumeurs non mélanocytaires de I'gtudeeurs des cellules basales, tumeurs

a cellules granuleuses, plasmocytomesloutefois, ce marquage, d’habitude cytoplasmique
et granuleux, apparait ici sous la forme de geoetteed cytoplasmiques discretes. La spécificité
de cet anticorps est donc, en pratique, assez @rdelcelle de HMSA-5 (Berringtost al.
1994). HMSA-1 marque également déssus sains comme les cellules épithéliales des
glandes salivaires, ou encore les neurones céréletamédullaires (Berringtoat al. 1994).

Un marquage modéré des mélanophages est égalemaeiois préalisé par HMSA-1
(Berringtonet al. 1994).

Ces données soulignent également I'hétérogénéitépission des antigenes tumoraux, et
doncl’intérét de marquages multiples(Smithet al. 2002).

3.2.1.1.4.3HMB-45.

Les anticorps artHMB-18, -HMB-45 et —-HMB-50 sont également dirigés contre des
protéines spécifigues des mélanosomdgfRamos-Varaet al. 2000). Chez I'homme, ils
constituent des marqueurs tres spécifiques (S®P2) @e certains sous-types de mélanomes,
malgré une sensibilité inférieure a celle de SI®@gimonet al. 2002). HMB-45 est utilisé
notamment pour distinguer les mélanomes achromiquegeu pigmentés d’autres cellules
tumorales malignes (Sulaimaat al. 2002). En revanche, leur utilité est restée jusigus
modérée en médecine vétérinaire, en raison du reatkguéaction croisée avec les tissus de
mélanomes canins (Berringtehal. 1994) (Ramos-Varat al. 2000) (Canguét al. 2001).

Une étude de Sulaimoet al. (2002), rapportée par Smitt al. (2002), dévoile néanmoins
I'utilité potentielle de ce marqueur chez le chién. utilisant une IgG1 monoclonale de souris
HMB-45 sur 25 cas de mélanomes malins canins (l&mofmes buccaux, 8 cutanés, et un
digité), fixés au formol et inclus en paraffinefteeéquipe montre en effet un marquage de
88% des mélanomes, toute localisation confondue, ele 86% des mélanomes
achromiques Ces résultats sont obtenus aprés un démasquagénaue pamicro-ondes

et un prétraitement des tissus fixés au formol par un mélange pgemanganate de
potassium et d’acide oxalique Ce prétraitement a trois avantages : il blankehinélanine,
facilitant la détection de l'immunomarquage ; ilntEsque les antigénes bloqués par la
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fixation au formol ; et il bloque l'activité péroggse endogene (Sulaimehal. 2002). Sans
lui, aucune immunoréactivité n’est mise en éviddiBdaimonet al. 2002).

Le marquage des cellules tumorales appayadiplasmique, diffus et granuleux(voir figure
79), comme rapporté chez 'homme (Sulainebmal. 2002).

Figure 79 : mélanome malin de la cavité buccale ehe chien (Immunopéroxydase/DAB,
contre-coloration a I'hématoxyline de Mayer, barrdOum, V : vaisseau): marquage
immunohistochimique cytoplasmique diffus par HMB-45 aprés traitement au
KMnO4/AcOx (Sulaimon et al. 2002, avec leur autorisatjon

~—
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Ce marqueur est également doté d’boene spécificite avec seulement 6% des tumeurs non
mélanocytaires positives (@lasmocytomesur 16 tumeurs comprenant des plasmocytomes,
fibrosarcomes, carcinomes épidermoides, histioeytnaligne, tumeurs des cellules basales,
carcinomes anaplasiques) (Sulaimeinal. 2002). Chez 'homme, le marquage HMB-45 est
rapporté dans les cas de plasmocytomes, d’adémomares du sein ou de I'endometre,
coliques et rectaux, de lymphomes immunoblastiqadesneuroblastomes olfactifs et de
carcinomes baso-cellulaires (Sulaimetnal. 2002). Cette réactivité croisée est attribuée a la
présentation par ces tumeurs d’épitopes glycompoési antigéniguement apparentés a ceux
du mélanome (Sulaimaet al. 2002).

D’autre part, il existe un marquage non spécifiqles glandes sébacées et apocrine,
probablement suite aux liaisons ioniques non siggEs entre I'anticorps et les produits de
sécrétion (Sulaimoat al. 2002).

Enfin, on observe comme chez 'homme un marquage mélanocytes résidents de
I'épiderme (Sulaimoret al. 2002). Cette réaction serait provoquée par lauétion des
mélanocytes épidermiques par des facteurs tumaranixseques (Sulaimaat al. 2002).

Ainsi, HMB-45 constitue un marqueur tumoeala fois sensible et spécifiqyex la condition
gue soit utilisé un démasquage antigénique paroatndes et un prétraitement par un
mélange de permanganate de potassium et d’acid@uxaSulaimonet al. 2002). Ce
marquage peut donc se révéler intéressant pousdeaktic des mélanomes chez le chien.
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3.2.1.1.4.4NK1/C3 et NK1/beteb.

NK1/C3 et NK1l/beteb sont des anticorps monoclonaux de souris dirigéstre une
glycoprotéine hétérogéne localisée a la face ietedes membranes des vésicules
cytoplasmiques degré-mélanosomegRamos-Varaet al. 2000) (Sulaimoret al. 2002). Ils
sont également utilisés dangdiagnostic des mélanomes chez 'lhomme

Toutefois, Berringtoret al. (1994), de méme que Sulaimenal. (2002) ne rapportemas de
marquage des mélanomes canins avec ces anticaorps

Ce manque dimmunoréactivité peut s’expliquer par défaut d’expression de cette
glycoprotéine par les cellules de mélanome, massigoar une destruction éventuelle des
antigénes au cours de la fixation (Sulaimeinal. 2002). D’autre part, chez 'homme, on
observe une perte de la positivité & NK1/C3 lorsnd¢anomes a haut potentiel métastatique
(Sulaimonet al. 2002). Or, on sait que chez le chien, les mélasosonat plutbt localisés a la
cavité buccale et généralement de haut grade degmtél Ces données peuvent donc
expliquer le défaut de réactivité observé chehierc

3.2.1.1.4.5MEL-1.

MEL-1 (R24), immunomarqueur humain, reconnait un antigene unagke la surface
cellulaire, ledisialo-ganglioside 3 (GD3) Il s’agit d’'une molécule glycolipidique, insérée
dans la membrane plasmique des cellules de mélanehae tumeurs neuro-ectodermiques
(Sulaimonet al. 2002), trés conservée entre les espéces (Mo@iaalol1999). Il s’exprime en
plus grande quantité dans les cellules de mélanparerapport aux cellules normales
(Sulaimonet al.2002).

Sulaimonet al. (2002), en testant un anticorps monoclonal de tg@8 sur les 25 cas de
mélanomes malins canins précédemment décrits, lave@€me prétraitement, réveler?%

de positivité, toute localisation confonduelLestumeurs achromiquessont quant a elles
positives dans 58% des cas. Comme pour HMB-45, sans prétraitemens le
immunomarquages sont absents.

Le marquage des cellules tumorales apparait horneogaassiquementytoplasmique et
sporadiguement nucléaire(figure 80) (Sulaimort al. 2002).
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Figure 80 : mélanome malin achromique chez le chi@mmunopéroxydase/DAB, contre-
coloration a [I'hématoxyline de Mayer, barre 40um, :V vaisseau): marquage
immunohistochimique cytoplasmique et nucléaire pavlEL-1, apres traitement au

KMnO4/AcOx (Sulaimon et al. 2002, avec leur autaison).

La sensibilité de ce marqueur reste domwdérée et bieninférieure a celle de HMB-45
(Milner et al.2006), d’autant plus sur les tumeurs amélanigBaka{monet al. 2002).

Comme pour HMB-45, un marquage non spécifique dasdgs sébacées et apocrine est
observé (Sulaimoet al. 2002). Toutefois, la spécificité de ce marquewr pas été encore
évaluée (Sulaimoat al. 2002).

L'utilisation de ce marqueur ne comporte donc pastéatét majeur dans le diagnostic du
mélanome canin.

3.2.1.1.4.6 Anticorps dirigés contre les enzymes de la mélanoggese.

Des anticorps marquant leszymes de la mélanogenegeuvent également utilisés dans la
confirmation du diagnostic de mélanome chez lerghaénsi que dans la distinction d’autres
types tumoraux (Choi et Kusewitt 2003). Leur uditisn est possible sur des prélévements
fixés au formol et inclus en paraffine (Choi et Kwétt 2003).

C'est le cas ddyr, anticorps dirigé contre Igyrosinase (Ramos-Varaet al. 2000). Chez
I’'hnomme, il s’agit d’'un marqueur sensible mais ppécifique, marquant de nombreux autres
tissus. Toutefois, Cangetl al. (2001) signalent que, dans leur étude portan? suélanomes
canins (4 a cellules ballonisantes et 3 a celleledbague a chaton), aucun ne s’est révélé
positif au marquage par I'anticorps anti-tyrosinasers que les mélanomes malins humains
présentent une forte réactivité. Pour ces auteetsanticorps n’est donc pas réactif avec les
mélanomes canins, bien que leurs travaux n'aiemtépque sur des cas particuliers de
mélanome.
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La MEL17/gp100 est aussi un antigene de différenciation du meéhengouvant étre
recherché par IHC (Modiaret al. 1999). On peut également citer les anticorps élrigontre

la TRP-1 (Tyrosinase Related Protein-1), TRP-2 (Tyrosinase Related Protein-2, également
appelée DOPAchrome tautomérase), ou encoRarlal57/Silver, toutes trois exprimées par
les mélanomes pigmentés (Choi et Kusewitt 2003).

Choi et Kusewitt (2003) étudient chez le chien 328 de mélanomes achromiques primaires
de localisation variée (cavité orale, peau, doig), une tumeur métastasée au noeud
lymphatique. L'utilisation d’'un anticorps polycldnde lapin antifRP-2 permet de marquer
61,9% de ces tumeurs (12 tumeurs primaires et 1 tumetastatique), avec umarquage
restreint aucytoplasme (figure 81). Toutes ces tumeurs étaient égalenvglanA+. La
plupart des tumeurs négatives étant des préléverdentlus de 10 ans d’age, la sensibilité de
ce marqueur est donc certainement encore supériber@lus, aucune tumeur d’autre type
(fiborosarcome, léiomyome, léiomyosarcome,...) ne tsi@vélée positive, y compris les
schwannomes et GIST pourtant S100+, ce qui enifaharqueur diagnostiqepécifique

Figure 81 : mélanome achromique cutané chez un ahienarquage de la protéine TRP-2,
(ABC imunopéroxydase/ DAB, x400) : marquage impontaet diffus des cellules tumorales
(Choi et Kusewitt 2003).

Le marquage de la TRP-2, assez sensible et spéxifi@mble donc utile dans la confirmation
du diagnostic de mélanome chez le chien, notamfoentde mélanomes achromiques (Choi
et Kusewitt 2003). Ce marqueur semble d’autant phiéressant que la TRP-2 resterait
détectable quelque soit le stade de la progressinarale (Orlowet al. 1998, cité par Choi et
Kusewitt 2003), contrairement a d’autres marquélssque Tyr, TRP-1 ou MelanA.
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3.2.1.1.5 Anticorps dirigés spécifiquement contre une lignéeanine de mélanomes

IBF-9 est le premier, et actuellement le seul anticonmsoclonal murinspécifiquement
créé pour reconnaitre des antigenes associés auxlamdmes du chien

L’antigéne reconnu reste inconnu, mais Oligeal, dans une étude de 1997, précisent qu'il
s’agirait d’'une protéine membranaire de surfacestemt sous deux formes de 89 et 85 kda
(précurseur et forme finale d’'une méme protéinetgines différentes contenant un épitope
commun, différents isotypes d’'une méme protéine@tenant peu de résidus glycosylés et
pas de résidu acide salicylique. Cet antigene tspraduit en continu par la cellule, a un
niveau constant quelle que soit la phase du cyelkilaire (Oliver et al. 1997). Son
expression est constante et élevée dans toutdgyheées cellulaires de mélanomes canins
étudiées (>90% de positivité sauf CML-1 avec seel@80%). Oliveet al.(1997) indiquent
également que cette molécule jouerait un réle dadkésion cellulaire. Enfin, elle reste
stable face a la fixation au formol et a l'inclusien paraffine (Oliveet al. 1997), et est donc
utilisable pour le diagnostic de routine.

Cet anticorps IBF-9 constitue une aide diagnostiguigressante pour distinguer les
mélanomes achromiquesles sarcomes indifférenciés a cellules fusiformes.

En effet, Olivier et Wolfe (1992) montrent, au coufune étude portant sur 38 mélanomes
canins et 40 tumeurs non mélanocytaires fixés amdbet inclus en paraffine, qu'IBF-9
possede unassez grande sensibilitéEn effet, cet anticorps marque 63% des mélanomes,
mais83% des mélanomes malingt 84% des mélanomes dont I'index mitotique>dstDe
plus, cet anticorps marque 93% des mélanomes dieriguccale, contre seulement 43% des
mélanomes cutanés et aucun mélanome oculaire ¢Déviwolfe 1992). IBF-9 possede donc
unegrande sensibilité pour le marquage des mélanomesatins buccaux

Le marquage est localisé principalement au niveaembranaire pour les cellules
épithélioides et fusiformes (Olivier et Wolfe 1992)

La spécificité quant a elle, n'eqjue de 70% cet anticorps pouvant réagir également avec
d’autres types tumoraux, comme par exemple les iyysarcomes et les tumeurs des cellules
basales (marquage cytoplasmique diffus), ou erlesreimeurs mammaires et les carcinomes
eépidermoides (marquage membranaire), ou les gmdisquage uniquement de I'épithélium)
(Olivier et Wolfe 1992). Ces tumeurs restent cepandaciles a éliminer de par leur aspect
morphologique ou grace a d’autres tests immunathataques (Smitket al. 2002).

Par contre, cet anticorps ne réagit avec aucun §am, que ce soit chez I'adulte ou chez le
foetus (Olivier et Wolfe 1992).

Berringtonet al. (1994) suggérent que l'utilisatiamombinée des anticorps HMSA-1, -5 et
IBF-9 permettrait d’augmenter significativement la setfisthde la détection des mélanomes
chez le chien.
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3.2.1.1.6 Mitf (microphtalmia transcription factor)

Il s’agit d’'une protéine nucléaire des mélanocytesdamentale pour le développement
embryonnaire et la viabilité de la lignée mélanaingt (Ramos-Varat al. 2000).

Des anticorps anti-Mitf sont utilisés pour le diagtic desmélanomeshumains depuis peu
(Ramos-Varaet al. 2000).

Aucune donnée n’est encore disponible pour le chien

3.2.1.1.7 Métallothionines.

Il s’agit de protéines de bas poids moléculairesivant fixer les métaux lourds de groupe Il
tels que le cuivre, le zinc, le cadmium,... Leur fg@se est induite dans de nombreux tissus
suite a I'exposition a des ions métal du groupemhbis aussi par les glucocorticoides,
I'interféron, l'interleukine-1 et la vitamine D3.68 protéines interviennent dans le transport
des ions métal dans l'organisme, dans le métabelism Cu et du Zn, et dans le
détoxification des métaux lourds. Elles jouent égednt un rdle protecteur fondamental vis-
a-vis des especes oxygénées réactives qui compaksnradicaux libres. albumine, la
transferrine, la cceruloplasmine la myoglobine et laferritine font partie de ce groupe
d'antioxydants protéiques (Dinoefral. 2001).

Ces protéines ont été récemment détectées dansnu@euses tumeurs humaines ainsi que
dans des modéles expérimentaux chez le rat euldsss®ans une étude de 2001, Dineer
al., cherchant a évaluer les applications diagnossicgiepronostiques des métallothionines
dans le mélanome canin, montrent une expressiorém@ed forte de métallothionines dans
30% des mélanocytomes cutanés caniret,dan25% des mélanomes cutanés malin€es
données sont comparables avec celles retenuesubreme.

3.2.1.2 Marqueurs cytogénétiques.

La cytométrie de flux permet de mesurer rapidement la quantité d’ADNemne par chaque
cellule (Bolonet al. 1990). Elle permet donc de détecter des modifinaticommunément
associées a la malignité, commankuploidie (anomalie du nombre de chromosomes) ou un
taux de prolifération élevé (pic mitotique) (Bolonet al. 1990). Elle constitue donc une
technique diagnostique potentiellement intéressante

L'étude de Bolonet al. (1990), portant sur 179 cas de mélanomes canineaddisation
variable, montre que la cytométrie de flux permet ckaliser deshistogrammes
diagnostiques dans 85% des caavec tres peu de faux positifs et faux négatifs.

Toutefois, cette méthode diagnostigue comporteigalus limites. D’abord, il s’agit d'une
méthode longue, onéreuse. De plus, la forte pigatientde certaines cellules mélaniques est
source de difficultés techniques, masquant la moidicléaire. Enfin, I'interprétation des
histogrammes reste délicate, car bien que I'onidens traditionnellement que I'aneuploidie
est associée a la malignité et la diploidie a ladrété, ce n’est pas toujours le cas. Boétn
al. (1990) rapportent en effet que chez 'lhomme, 600% &les tumeurs solides, qu'elles
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soient bénignes ou malignes, peuvent présenteegrédi’aneuploidie. Il est alors important
de prendre en compte, outre la ploidie, I'indexotigue ainsi que le coefficient de variation,
afin de déterminer le caractere bénin ou malin dhélanome par cette technique.

Bien que la cytométrie de flux puisse se révéldge ldrs de cas équivoqudyistologie reste
donc la technique diagnostique la plus facile & miee en ceuvre (Bolonet al. 1990).

3.2.1.3 Marqueurs sériques, dépistage, diagnostic et suivi.

Aujourd’hui, la meilleure approche permettant uagtiostic du cancer précoce et non invasif
chez I'homme, repose principalement sur l'évaluatidle marqueurs tumeurs sériques
(Stromberget al. 1995). Ces marqueurs sont également utilisés tansonitoring du
traitement.

Chez I'animal, le nombre de marqueurs tumoraux séques fiables reste trés restreint.
On peut citer chez le chienatfoetoprotéine (AFP) pour les tumeurs hépatiquese®t
lymphomes ; I'antigene carcino-embryonnaire (ACEuples tumeurs pancréatiques ; et
I'inhibine pour les sertolinomes (Strombexgal. 1995).

Grace a un systeme de mesureitro de la modulation du transport de '’ARNmM, un nouvea
facteur plasmatique a pu étre mis en évidence dbezrats touchés de plusieurs types de
tumeurs (tumeurs mammaires, hépatome transpantablel.a concentration de ce facteur
revient, de plus, a un niveau basal apres réseckimargicale de la tumeur (Strombeggal.
1995). Des résultats similaires ont été trouvés dimmme (Stromberget al. 1995). Ce
facteur correspond en fait a upeotéine oncofcetale phosphorylée (OFRPYXe 55 a 60 kda,
normalement présente dans le cytoplasme des cetulécetus et le liquide amniotique, mais
pas chez I'adulte normal (Strombegpal. 1995).

Ce facteur sérique constitue umarqueur diagnostique généraliste du cancer chez
I'hnomme et le rat. Stromberget al. (1995), grace a I'étude de 19 tumeurs malignegean
indiquent que la mesure de l'activité sérique deFP par un anticorps monoclonal est
€galement utilisable chez le chien pour la détactle la plupart des tumeurs malignes, y
compris celle du mélanome malin. Ce facteur esgfat, présent & des taux élevés chez les
chiens atteints de tumeurs (activité moyenne despart de 'TARNm de 0,43 + 0.28% /mg de
protéine), et absente chez les animaux sains igctivoyenne de transport de 'ARNm de
0,04 + 0.02% /mg de protéine).

Stromberget al. (1995) font donc de I'OFP, au cours de cette étpddiminaire, un
marqueur du cancer sensible, précis, et simple d’ilisation grace a sa mesure sur un
simple tube de sang. Un faible degré de chevauahteméste malgré tout entre les taux
seriques des individus normaux et malades, entralieistence d’'un petit nombre de faux-
positifs et faux-négatifs a prendre en compte (Bbrerget al. 1995).
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3.2.2 Reéalisation du bilan d’extension.

Chez le chien, le bilan d’extension consiste ctagsinent en la réalisation dediographies
pulmonaires, de I'examen cytologique d’aspirations a laiguille fine des nceds
lymphatiques régionaux et éventuellement d’'unéchographie abdominale(Catchpoleet

al. 2003). Toutefois, ces techniques, peu sensiblas lpaecherche de micro-métastases, ne
permettent souvent pas d’aboutir a une évaluatiable de I'ampleur de la maladie

(Catchpoleet al. 2003).

Le bilan d’extension reste pourtant fondamental,lcanditionne les mesures thérapeutiques
a entreprendre (chirurgie, radiothérapie, ...), sédostade clinique de la maladie (Catchpole
et al.2002a).

D’autres méthodes diagnostiques plus précises pedeac étre utilisées.

3.2.2.1 Examen immunohistochimique de biopsies de nceuds lymatiques.

Chez I'hnomme, le statut métastatique des nceuds lyratiques régionaux constitue le
critere prédictif de survie le plus fiable lors de mélanome (Catchpoleet al. 2003).
L'examen histologiqgue sous-estime souvent les re&as, la distinction entre des
mélanocytes tumoraux et des mélanophages étanbipadélicate. Des méthodes
immunohistochimiques sont donc désormais de pluples utilisées afin d’augmenter la
sensibilité de la détection de cellules malignes.

Chez le chien, comme chez 'homme, la meilleurehiod® de détection consiste en I'examen
de coupes sériées de biopsie de nceud lymphatig(@atchpoleet al. 2003). Comme nous
avons pu le voir en détails dans la partie prédégddéss marqueurs tissulaires les plus souvent
utilisés pour le diagnostic du mélanome chez leerctgont la protéine S100 et MelanA.
Toutefois, cette méthode reste longue et coltertskes anticorps utilisés pour révéler ces
antigenes associés au mélanome (MAAs) manquenterbue sensibilité et de spécificité
(Catchpoleet al. 2003).

Une immunocytochimie peut étre également réalisée sur upenction de nceud
lymphatique, avec la recherche des antigénes S100 et Melaette @chnique constitue une
méthode de détection sensible des métastases (tdiset al. 2002), et a le gros avantage
d’étre facile er rapide a réaliser.

3.2.2.2 Détection par RT-PCR des antigenes associés au meane canin.

Catchpoleet al. (2003) proposent de rechercher ces MAAs graceeatechnique déRT-
PCR, afin de déterminer la dissémination métastatiQuentuelle de mélanomes malins
buccaux.

En effet,chez ’'homme la recherche de lgrosinase et deMelanA par RT-PCR constitue
une méthode tres efficace pour la détection deamétastases. Le geM@AGE constitue
également un marqueur intéressant de la disséminatétastatique des mélanomes, et est
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proposé comme candidat dans le développement densaanti-mélanome chez 'homme
(Catchpoleet al. 2003). Chez Iehien, MAGE-B a probablement un intérét similaire.

Catchpoleet al. (2003) examinent des biopsies de mélanomes bucpeamaires et des
cytoponctions des nceuds lymphatiques sous-mandisildrainant la tumeur chez 7 chiens,
et recherchent par RT-PARxpression concomitante de TARNm de 5 MAAs (MAGEB,
tyrosinase, MelanA/MART-1, gp100/Pmell7 et TRP-2)En effet, les mélanomes malins
sont connus chez 'homme pour diminuer la transorpdes génes codant pour les MAAs
lors de la dissémination métastatique. Cette teglenibasée sur la recherche simultanée de
plusieurs marqueurs, permet donc de contournerraelgme, et d'étre plus sensible pour
détecter les cellules malignes.

Elle permet, en outre, ddifférencier les mélanocytes tumoraux des mélanophas,
phagocytant le pigment mais n’exprimant pas leegéarécessaires a sa synthese. Elle peut
donc étre utilisée en diagnostic, lors de tumeatsdifférenciées (Catchpods al. 2003).

Toutefois, cette méthode a le défaut de pas pouvoir différencier les mélanocytes
normaux des mélanocytes tumorauxdans les cytoponctions de nceuds lymphatiques,
pouvant conduire a des faux-positifs. Bien que MABB'ait pu étre mis en évidence dans
les mélanomes de cette étude, probablement suitepiiobleme d’amorce, les quatre autres
MAAs ont été détectés dans les tumeurs primaines gue dans 2 des 5 cytoponctions de
nceuds lymphatiques (voir figure 82), suggérant diseémination métastatique, confirmée
ensuite par radiographie.

Figure 82 : cytoponction de nceud lymphatique métesst d’un chien atteint de mélanome
gingival (d’apres Catchpole et al. 2002a, avec lautorisation) : analyse de I'expression
des MAAs par PCR (primers pour tyrosinase et Melgr(A : témoin-, 1-3-5-7 : témoins-).

-actin Tyrosinase Melan-A TGF-p1

- P

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Cette technique permet donc de détecter des celiidenélanomes dissimulées dans le nceud
lymphatique régional, la ou la cytologie et I'imnaaytochimie peuvent se révéler négatives
(Catchpoleet al. 2002a). Elle offre ainsi ustaging moléculaire fiable des mélanomes
buccaux chez le chienet constitue une aidgensible, facile a mettre en ceuvre et rapide
dans la recherche des métastases (Catcbkpale2002a) (Catchpolet al. 2003).

L’'examen concomitant d’'une biopsie de la tumeumpire permet de constituer un témoin
positif, et celui d’'une cytoponction d’'un noeud lymagique éloigné (nceud poplité par
exemple), un témoin négatif (Catchpeteal. 2003).
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3.2.2.3 Exploration par scintigraphie.

Chez 'nomme, I'outil le plus efficacepour réaliser le diagnostic de micrométastasesder
mélanome est I'exploration scintigraphique (Guemefiern et al. 2004). Pour cela, on utilise
soit le *®F-fluoro-deoxy-glucose{FdG), un marqueur tumoral non spécifique, soit?fe
iodo-benzamide t#1-BZA ), marqueusspécifique du mélanome pigmentéEn effet, le**3-
BZA a une haute affinité pour la mélanine (Guerejiarn et al. 2004).

Cette technique de détection fonctionne égalemdrdz cdes souris développant de
nombreuses métastases pulmonaires a la suitendeulation par une culture de cellules de
mélanomes murins B16 (Guerquin-Ketal. 2004).

Elle serait également intéressante chez le chiais soncolt et sa difficulté de réalisation
restent prohibitifs.

3.2.2.4 Examen du nceud lymphatique sentinelle.

Chez I'homme, une nouvelle technique chirurgicalesiste a identifier et retirée premier
ganglion recevant le drainage lymphatique a partird'une tumeur, appeléganglion
sentinelle(Kim et al. 2002). Sa détection peut se faire a l'aide d'loraot (bleu d’isosulfan)
et/ou d'un produit radioactif (technécium sulfuli@iale).

La cartographie lymphatique et les techniques dedi¢ du ganglion sentinelle permettent
d’identifier les patients présentant des métastas@snoeuds lymphatiques régionaux a un
stade encore plus précoce que celui des microragéest(Kimet al. 2002). Elle est
fréguemment utilisée dans les cancers du seinlaffemme.

Dans le cas des mélanomes, cette technique estnégatl possible, et fournit un staging
précis chez 'homme (Kinet al. 2002). Aucune donnée n’est cependant disponible en
médecine vétérinaire.
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3.3 Les marqueurs tumoraux du melanome canin: des ou$

pronostiques.

Les mélanomes du chien sont deuvais pronostic quelle que soit leur localisation
primitive (Roelset al. 1999). Ainsi, lorsque I'excision chirurgicale larg@st impossible, le
risque de progression et de développement de ragéssest accru dans les formes malignes
(Roelset al. 1999).

Le principal souci, chez le chien comme chez I'h@mrapres I'exérese d’'un mélanome
primaire, consiste donc a préciser le pronostidesttifier les patients présentant un risque
important de développer des métastasesfin de mettre en place teaitement le plus
efficacepossible (Ugureét al. 2001).

Si la localisation tumorale et I'histologie foursént chez ’lhomme des critéres pronostiques
fiables pour le mélanome cutané, leur valeur ptidicreste controversée chez le chien
(Modiano et al. 1999). Des critéres pronostiques plus adaptéseserdonc appréciables,
contribuant dés le diagnostic a I'évaluation dueptiel invasif et métastasique du cancer.

Les précédentes parties de notre exposé ont mqaoneéle défaut d’expression de genes

suppresseurs de tumeurs conduisait a une issusqiosre. Les protéines encodées peuvent
donc étre proposées en tant que criteres pronestiquévélés par des techniques

immunohistochimigues ou de génétique moléculaire.

Enfin, d’autres marqueurs sont actuellement testéflétant I'extension tumorale ou
certaines propriétés biologiques témoignant du astement tumoral (angiogeneése, ...).

Les principaux marqueurs pronostiques d'intérétr peumélanome du chien sont résumés en
annexe 8.

3.3.1 Prévision du comportement biologique de la tumeur.

3.3.1.1 Criteres propres a I'animal.

Bien gu’'une prédominance de males ait été suggasée’a il y a une dizaine d’année, les
études récentes montrent au contraire que les rneélemmelles sont touchés de la méme
maniere par le mélanome (Spangler et Kass 2006plude aucune relation n’a pu étre établie
entre le sexe de I'animal et le comportement bénirmalin des mélanomes chez le chien
(Mukaratirwaet al. 2006).

Des résultats similaires sont observés en ce goceroe les différentes races canines
(Millanta et al. 2002).

173



Enfin, Millanta et al. (2002) rapportent que les animaux touchés pamdganomes malins
sont en moyenne plus agés que ceux atteints denotgt@mes. Malgré tout, la fourchette
d’age dans les deux types de mélanome reste &edua.

Le sexe, I'age et la race de I'animal ne constituedonc pas des criteres de bonne valeur
pronostique.

3.3.1.2 Caractéristiques macroscopiques de la tumeur.

3.3.1.2.1 Localisation tumorale.

Mukaratirwa et al. (2006) montrent que la localisation du mélanome asrélée au
comportement biologique de la tumeur.

En effet, dans leurs travaux portant sur 80 camélanomes chez le chien, leglanomes de

la cavité buccalese sont révélés 5 fois plus susceptibles d’'gtadins que bénins. Cette
association peut s’expliquer par la forte vascsédion du site et le développement important
du réseau lymphatique, constituant un environnenakatl pour la nutrition, la prolifération
et la croissance tumorale (Millantt al. 2002) (Mukaratirwaet al. 2006). Cette densité
vasculaire confére également un accés facile dedesetumorales a la circulation, et donc
facilite leur dissémination (Millantat al. 2002) (Mukaratirwaet al. 2006). De la méme
maniere, Millantaet al. (2002) montrent que les tumeurs de la cavité Ha@mant associees a
une durée de survie faible (6,8 £1,3 mois en moggnn

Au contraire, lesnélanomes oculaireont 2 fois plus de chance d’étsénins (Mukaratirwa
et al.2006). Lesnélanomes cutanésont aussi plus généralemégénins (Mukaratirwaet al.
2006), avec une durée de survie supérieure (114 gdis en moyenne) (Millantat al.
2002).

Les mélanomes dgsnctions cutanéo-muqueuseglévre, sous-unguéal) constituent quant a
eux un groupéntermédiaire (Spangler et Kass 2006).

La localisation tumorale permet donc ysremiere orientation pronostique du mélanome
chez le chien, avec une assez bonne valeur prédidtiillantaet al. 2002). Ce parametre est
utile en clinique, car facile d’utilisation et d@&s immédiat. Il reste cependant assez peu
précis.

3.3.1.2.2 Taille de la tumeur.

La signification pronostique de la taille tumoraktcontroversée

Dans une étude allemande de 1987 rapportée pas BRbel. (1999), une taille tumorale
importante est le seul critere significativementrél@ au comportement tumoral agressif.
Toutefois, dans leur travaux de 1999 portant sum2@nomes canins, la taille tumorale s’est
révéelée ne pas étre un indicateur de I'issue almiq

174



Hahn et al. (1994) proposent umsysteme alternatif de détermination des stades des
mélanomes oraux, a visée pronostigueplus fiable que le systeme développé par
I'organisation mondiale de la santé (WHO). Il sedaur I'association de plusieurs critéres,
notamment dwolume initial de la tumeur (< ou > 8 cm), de salocalisation (rostrale ou
caudale), de soimdex mitotique (< ou > 3 par champ a x400) et ldgat métastatique de
I'animal (Hahnet al. 1994). Les tumeurs de stade | sont ainsi défipgsune taille < 2cm,
celles de stade Il par une taille comprise ente¢ £ cm, et celles de stade Ill par une taille >
4 cm ou des nceuds lymphatiques positifs (voir 113.2

Ce systeme permet udétermination fiable du pronosticc comme en témoignent MacEwen
et al. en 1999, avec une différence statistique des duttéesurvie et de rémission entre les
groupes. Il reste actuellement I'un des plus édien pratique.

3.3.1.2.3 Degré d'infiltration.

Roelset al. (1999) montrent que l'index prolifératif, déterr@ipar le marquage de Ki-67,
apparait corrélé a I'aspect macroscopique infittcinla tumeur au moment de la chirurgie.

Unetumeur fortement infiltrante serait donc plus agressive, etrdeins bon pronostic

3.3.1.3 Marqueurs histologiques.

Chezl’'hnomme, on distingue plusieurs marqueurs pronostiqueseffapour caractériser les
mélanomes cutanés, tous obtenus grace a I'exarstaidgique. On peut citer notamment le
degré d’invasion, I'épaisseur, la présence d'uki@maet de nécrose, I'envahissement des
nceuds lymphatiques loco-régionaux, ... (Misfeldt eim@n 1994). Toutefois, les données
récoltées chez 'lhomme ne peuvent pas toujourstétnsposées directement chez le chien,
plutdt touché par des tumeurs de la cavité buccatés agressives, et non pas par des
mélanomes cutanés (Spangler et Kass 2006).

Ces criteres histologiques sont les mémes chparteminiature Sinclair, espéce présentant
des mélanomes cutanés de méme aspect histologigeieles mélanomes humains, a
I'exception de différences dans la structure delamosomes (Misfeldt et Grimm 1994). Cette
espece représente a ce titre un bon modele aniétatld des mélanomes humains.

Chez lechien, le systeme de classification établi par WHO en 1974 distingue les
mélanomes bénins des mélanomes malins égalementashase de plusieurs criteres
histologiques taille de la tumeurcroissance intra-épithéliale pléomorphisme cellulaire
présence de plages décroseau sein de la tumeundex mitotique, invasion vasculaire et
lymphatique (Oliver et Wolfe 1992)degré d’inflammation intra-tumorale (Millantaet al.
2002), ...

L’histologie apparait donc une technique fondamnlerdans le pronostic des mélanomes.
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Cependant, elle reste soumise a la subjectivittadatomo-pathologiste (Lapriet al. 2001)
et ne permet pas donc toujours une bonne évaludtigmmonostic chez le chien lorsqu’elle est
utilisée seule (Boloet al.1990).

En effet, chez le chien comme chez 'homme, le aoement des mélanomegest pas
corrélé a I'aspect histologique dans 10 a 40%elon les études et les localisations (Batbn
al. 1990) (Laprieet al.2001). Laprieet al. (2001) citent par exemple une valeur prédictive de
I'histologie classique de 89% pour les mélanometar®s canins, et de 86% pour les
mélanomes digités.

De la méme maniére, Spangler et Kass (2006) mdndes disparités importantes entre la
classification histologique et le comportement rég la tumeur, toutes localisations
confondues (92% de mélanomes de la cavité buctadeés malins a I'histologie, seulement
59% avec des signes de récidive ou métastases).

3.3.1.3.1 Index mitotique et atypies nucléaires.

L’'index mitotique est souvent considéré comimeritére histologiqgue de meilleure valeur
pronostique pour le mélanome

Un comptagesupérieur ou égal a 3 mitoses sur 10 champs a fagtossissement (x400)
indique une tumeur maligne, avec wadeur prédictive élevé(0,91) (Laprieet al. 2001). Sur
cette base, Lapriet al. (2001) montrent, dans une étude portant sur 68eamélanomes
cutanés chez le chien, que les animaux atteintslgmmélanomes malins ont une durée de
survie significativement plus courte, avec seulen3®3 des animaux encore en vie apres 6
mois, contre plus de 95% des animaux atteints dewus bénignes encore en vie a 2 ans.
L’'index mitotique est donc corrélé au taux de seides animaux (Laprit al. 2001).

De la méme maniere, Spangler et Kass (2006) mdntre@ 'un des meilleurs modéles
pronostiques est celui basé surdkgré d’atypies nucléaires et/ou l'index mitotique Par
exemple, pour lemélanomes buccauxun modele basé sur éiegré d’atypie (valeur seuil
d’atypies >5 soit plus de 40% de noyaux présentant des atyp)gsermet une classification
pronostique correcte dans plus de 89% des casé£beentype de modele peut étre utilisé pour
les mélanomes cutanés (valeur seuil d’atypies3, soit plus de 20% de pléomorphisme
nucléaire), et offre une corrélation pronostique dans plas98% des cas. Enfin, pour les
mélanomes des jonctions cutanéo-muqueuses, un midetque>5 prédit un comportement
malin et agressif dans 81% des cas. L'index mitticet le degré d’atypies nucléaires
fournissent donc des indications de grande valeongstique. De plus, ils ont I'avantage
d’étre des parametres faciles a obtenir (Spangléass 2006).

Toutefois, I'index mitotique ne donne qu’uastimation grossiére du taux de prolifération
tumoral. Les figures mitotiques peuvent effectivement @iffciles a différencier de noyaux
pycnotiques ou de figures apoptotiques, notammant de cas de mélanomes fortement
pigmentés. Une détermination biologique plus pegécai moyen de I'immunohistochimie,
peut donc s’avérer nécessaire (Lajti@l. 2001).
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3.3.1.3.2 Score tumoral.

Spangler et Kass évaluent en 2006 la corrélatidre des caractéristiques histologiques de
mélanomes, le risque de métastases et la duréerde,dors d’'une étude a grande échelle
portant sur 384 chiens. lls proposent ainsi I'séition d’'unscore tumoral, calculé en
additionnant la valeur numérique tiadex mitotique sur 10 champs la valeur attribuée au
degré d’atypies nucléaires(1= 1-9% des noyaux présentant des atypies, 2-£9%0 des
noyaux impliqués, ...), la présenckinflammation intra-tumorale (+1), la présence de
foyers de nécrose intra-tumoraux(+1), et la valeur attribuée aapport taille/volume
tumoral (<0,5cm=0, 0,5-1cm=+1, >1cm=+2). Un score tumotkd prédit un comportement
tumoral bénin, tandis qu'uscore tumoral >10 évoque un comportement malin avec un
risque accru de développement de récidives et/ou tadtases et donc une durée de survie
faible (Spangler et Kass 2006).

Le score tumoral apparait significativement coralépronostic et a la durée de survie dans
toutes les localisations des mélanomes chez len ¢8ipangler et Kass 2006). Il s’agit donc
d’'un parametre permettant d’identifier avec effitades animaux risquant de décéder
rapidement des suites de cette tumeur. Toutefobise iconstituepas le meilleur modéle
pronostique : celui basé sur le degré d’atypies nigaires + I'index mitotique reste plus
fiable, et beaucoup plus simple a mettre en ceuv(8pangler et Kass 2006).

3.3.1.3.3 Type cellulaire histologique.

Comme on l'a vu précédemment, on peut classer léanomes en 4 types cellulaires
principaux. Par ordre décroissant de fréquencensite type a cellules fusiforme, celui a
cellules polygonales ou épithélioides, le type migt enfin le type dendritique (Roesal.
1999) (Mukaratirwaet al. 2006). Cependant, Millantat al. (2002) rapportent le type
epithélioide comme type le plus courant dans lawteéportant sur 62 cas de mélanomes chez
le chien. Spangler et Kass (2006) obtiennent lesesérésultats que Millangt al. (2002)
dans leurs travaux sur 392 cas de mélanomes cdm@addifférentes études montrent donc
unegrande disparité des résultats

Mukaratirwaet al. observent en 2006 que le type le plus susceptibtee malin et invasif est
celui a cellules polygonales, suivi du type mixteeeafin du type a cellules fusiformes.
Toutefois, d’autres études relient differemmentdégré de malignité et le pronostic. Par
exemple, Roel®t al. (1999) rapportent une étude qui distingue, pareodgcroissant de
malignité, les tumeurs mixtes, puis épithélioidesenfin le type fusiforme. Pour Millantt

al. (2002), c’est le type fusiforme qui est le plusesgif. Enfin, dans I'étude de Roelsal.

en 1999 portant sur 20 mélanomes canins, il njgsam aucune différence significative entre
le degré de malignité et ces trois groupes tumoraux

La plupart des études révélent ainsi que cettesifilzion n'a quepeu de valeur
pronostique (Goldschmidet al. 1998) (Schultheiss 2006) (Spangler et Kass 2006).

L’évaluation du type cellulaire histologique restenc un critere pronostique fort imparfait
dans le cadre du mélanome chez le chien. Il ste@ghmoins d’un marqueur facile a obtenir,
et donc utile pour évaluer les grandes lignes stiques.
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3.3.1.3.4 Invasion des vaisseaux lymphatiques.

L'invasion des vaisseaux lymphatiques constitue preaive de la progression et de la
dissémination d’'une tumeur Elle forme donc un critere de certitude du camactmalin
d’'une tumeur.

Il est donc peu surprenant que I'invasion des eaigs lymphatiques par le mélanome canin
soit corrélée a un mauvais pronostic et a une ddeésurvie significativement plus réduite
(60% de mortalité a 1 an dans I'étude de Millaattal. 2002).

3.3.1.3.5 Autres marqueurs histologiques.

Spangler et Kass (2006) déterminent plusieurs regt@ayant une valeur négative sur le
pronostic des mélanomes, toutes localisations cohfes. On peut citer par exemple la
présence de métastases, un index mitotique élevidriudegré d’'atypies nucléaires, un score
tumoral>10, un rapport taille/volume tumoral >1cm, la présed’inflammation profonde ou
encore de nécrose intra-lésionnelle (Spangler st RA06).

Dans le cadre des mélanomes cutanés chez le dlaprie et al. (2001) précisent qu’'une
forte pigmentation, uneactivité jonctionnelle, ou laposition strictement dermique de la
tumeur, ont une influengaositive sur la survie de I'animal.

Au contraire, dans la méme étude, ces chercheurstremb une durée de survie
significativementinférieure chez les animaux porteurs tianeurs ulcérés ou a fort degré
d’anisocaryose.

Ces criteres peuvent donc fournir deormations pronostiques complémentairesméme
si leur valeur prédictive restemodérée et controverséeselon les études (Millantet al.
2002).

3.3.1.4 Immunomarquages d’antigénes caractéristigues du mahome.

3.3.1.4.1 Vimentine et protéine S100.

Chez I'homme, le temps de survie des patientsnédtale mélanomes malins buccaux ou
cutanés localisés au visage, est inversement gropoel a I'intensité du marquage S100.

Toutefois, Koeniget al. (2001) soulignentapparente inutilité pronostique de la vimentine

et de S100a chez le chiertn effet, la localisation cellulaire du marquageson intensité
reste les mémes quel que soit le comportement tierlaur (morphologie cellulaire, taux de
croissance, production de mélanine, degré de md)gou sa localisation. Hoinghaes al.
(2002) soulignent également ces données en précjgaria réactivité de S100 ne dépend ni
de la localisation de la tumeur, ni de son degrédifférenciation.
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3.3.1.4.2 Enzymes de la mélanogenese.

Bien que Mukaratirwat al. (2006) ne mettent pas en évidence de lien entpgytaentation

et le comportement malin/bénin du mélanome chehilen, Choi et Kusewitt rapportent dans
leurs travaux de 2003 une étude récente chez lassmontrant que la pigmentation est
partiellement voire complétement perdue lors dé&dasformation maligne des mélanomes
(Orlow et al. 1995). Laperte de la pigmentationconstituerait donc uaritére pronostique
péjoratif. Cette hypothése est reprise par Koestigl. (2001), qui associent pigmentation et
degré de malignité (voir 3.2.3.3).

Les enzymes de la mélanogenése, telles quegrtsinase TRP-1 ou Pmell7/silver,
diminuent elles ausslors de la progression tumorale tandis querRP-2 semble toujours
s’exprimer, quelque soit le stade de progression rtigne (Orlow et al. 1998, cités par Choi
et Kusewitt 2003). Un marquage TRP-2+ associé aynsera donc de mauvais pronostic.
De plus, une perte de positivité a I'une de cets eozymes sera le témoin d’'une évolution
maligne de la tumeur.

3.3.1.4.3 MelanA.

Si MelanA constitue 'un des marqueurs diagnossqles plus intéressants, saleur
pronostique est souvent décevante et contradictoielon les études.

Koeniget al. (2001) montrent au cours de I'étude de 29 mélasoraains que le marquage
MelanA semblecorrélé non seulement a la pigmentation, mais ausau comportement
tumoral, avec un marquage faible a absent (7 cas/10dmtsimeurs malignes, souvent peu
pigmentées, et un marquage modérément a fortenoeitif plans le cas de tumeurs bénignes
(10 cas/10), souvent fortement pigmentées. Le nivdaxpression de MelanA (et donc
I'intensité de son immunomarquage), semble de itecmstituer un critére assez fiable du
potentiel malin de la tumeur.

La positivité a MelanA apparait ici comme umarqueur pronostique favorable Cette
hypothése est confortée par le fait que MelanA/MAR@&st un antigene immuno-dominant
(Koenig et al. (2001). La perte de son expressionconstituerait donc un moyen
d’échappement a la réponse immunitaire pour le mo@ée, et donc uniémoin de la
transformation maligne du mélanome Cette hypothése est reprise par Choi et Kusewmitt
2003, qui, lors de leurs travaux portant sur delanoénes achromiques canins, généralement
de plus haut degré de malignité, montrent un faimenbre de mélanomes achromiques
MelanA+ (47,6%).

Toutefois, le marquage MelanA ne constitpas un critere prédictif absolu du
comportement tumoral. En effet, Hoinghaust al, dans leur étude de 2002 portant sur 6
mélanomes primaires de chien et 8 métastases augsnhmphatiques, soulignent que la
réactivité de MelanA, comme pour la protéine S1¥,dépend ni de la localisation de la
tumeur, ni de son degré de différenciation.
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Par ailleurs, Ramos-Vaet al. (2000) observent sur 7 cas de mélanomes buccatastages
soit une absence de marquage MelanA a la foisesurdllules tumorales aux sites primaire et
secondaire (2 cas), soit un marquage MelanA+ demddux localisations, mais de plus faible
intensité pour les cellules métastasées (5 casj)siAa forte positivité a MelanA des
cellules au site tumoral primaire ne permet pas dxclure la présence de métastases, ni
de prédire un comportement non agressif de la tumeu

Smithet al. (2002) rapportent a ce propos que chez 'hommpette de positivité & MelanA
peut étre observée lors de la sélection d’'un vahéelan-A- aprés une régression tumorale
partielle secondaire a l'infiltration tumorale pdes lymphocytes T cytotoxiques, pourtant
pronostiquement favorable.

Le role pronostiqgue de MelanA est donc encore Wague et contradictoire selon les études.
Pour le moment, il ne constitue pas un bon margpearostique utilisable en routine.

3.3.1.5 Marqueurs immunohistochimiques de la prolifération tumorale : PCNA et
MIB-1.

Plusieurs études se sont intéressées a la quatitificduniveau de prolifération tumorale,

et ont montré unéonne corrélation entre ce parametre et le comportement biologicese d
certaines tumeurs chez I'homme, fournissant ainss dnformations pronostiques
supplémentaires intéressantes (Rostfisal. 1999) (Laprieet al. 2001). La prolifération
tumorale peut étre évaluée par I'index mitotiqueutéfois, ce marqueur manque parfois de
précision, comme souligné en 3.2.3.3.1.

L'identification d’antigenes associés au cycle cellulairerendue possible par le
développement d’anticorps monoclonaux, constitue mathode simple permettant d’estimer
avec precision I'activité proliférative d’'une tumgilillanta et al. 2002).

PCNA est un polypeptide nucléaire de 36 kD nécessaiferectionnement correct de I’ADN
polymérased, enzyme permettant la synthése de brins d’ADN [Reieal. 1999). PCNA est
produit a la fin de la phase G1 et tout au londadghase S du cycle cellulaire, mais en raison
de sa longue demi-vie (20h), elle peut étre déteatécours de tout le cycle cellulaire (Roels
et al. 1999). Néanmoins, PCNA reste classiquement empgloyé mettre en évidentendex

de prolifération (soit la proportion de cellules enphase S)Roelset al. 1999). On utilise
pour cela un anticorps monoclonal comR@10 (Roelset al. 1999).

MIB-1 est un anticorps monoclonal murin de type IgGdom@aissant uantigene nucléaire
associé a la prolifération, Ki-67(Roelset al. 1999) (Laprieet al. 2001). Il s'agit d’'un des
marqueurs de prolifération les plus courammentisasl (Roelset al. 1999). L’épitope
reconnu n’'est pour le moment pas entierement @&aia€t mais il semblerait s’agir d’'une
protéine non-histone hautement sensible au traiteiper les protéases (Roasal. 1999),
avec un poids moléculaire compris entre 345 et 95 Laprie et al. 2001). Cet épitope
s’exprime exclusivement dans le noyaucedules en division (phases G1 tardive, S, G2 et
M du cycle cellulaire) (Laprieet al.2001) (Millantaet al. 2002). Il se localise principalement
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dans le nucléole, associé a 'ARN nucléolaire (it al. 2001). Il existe toutefois une
bonne corrélation entre la réactivité de Ki-67agpttolifération tout au long du cycle cellulaire
(Roelset al. 1999). Ki-67 permet ainsi de déterminefriction en croissance c'est-a-dire le
nombre de cellules en divisiorpar rapport au le nombre total de cellules (vajufe 83)
(Roelset al. 1999) (Laprieet al.2001).

Figure 83 : marqguage d’'un mélanome malin cutané,ifidement pigmenté, chez un chien,
par MIB-1 (Ki-67) : marguage nucléaire rouge sombrdétérogene et granuleux, plus
rarement nucléolaire, et marquage intense des figarde mitoses, avec préservation
optimale de la morphologie cellulaire (x200) (Lapriet al. 2001, avec leur autorisation)

- " -
® . - *
. A T -~
v . -
» ’ e s N
. 2 .' . " . L] *
- -
. » & - v
|= - ~“ " :
s | % W
;o S mag™ ‘? “
. .
ae -
e ® . L 4 - "y .? . ‘*
ot - . . - L 4 - E
- A .’ . - 4 L X '
® L v - »
* » - y 9
% o el - s 935 20 L
- - - 4
> » . .' - .“ ’.‘
f . ..".. . @ 0.,'
s § - .*, O e i -._
- . v\ “ g
- a.” * - =

L’antigene nucléaire de prolifération cellulaireQIRA) et MIB-1 (Ki-67) permettent donc la
mesure de la cinétique intrinseque des cellulesont I'avantage de pouvoir étre utilisés sur
des coupes histologiques classiques (tissus fiwéfommol 4% et inclus en paraffine), et
constituent une méthode de détection simple asefatit hautement reproductible (Lapete
al. 2001) (Millantaet al. 2002).

Chez 'homme, ces deux marqueurs possedent unarvalenostique non négligeable dans
divers types tumoraux, notamment lorsqu’ils sontises en association avec d’autres
criteres, tels que la ploidie, le type histopatg@aoe et la taille tumorale (Roeds al. 1999)
(Millanta et al. 2002). Par exemple, pour le mélanome de l'uvéednun fort degré de
positivité & Ki-67 est associé a une durée de suplis courte (Roelst al. 1999). De la
méme maniere, la détermination de la fraction emssance par MIB-1 (Ki-67) constitue un
facteur pronostique reconnu chez I'homme dans dieecdu mélanome cutané (Lapeeal.
2001).

Trés conservés entre les différentes especeats sont é€galement utilisés de maniere
sporadique chekanimal, notamment dans le cadre drading du mastocytome ou pour
déterminer le potentiel prolifératif demeurs testiculairesou deplasmocytomes cutanés
(Laprieet al.2001).

Roelset al. évaluent en 1999 la valeur pronostiqgue des ces deuqueurs chez 20 chiens
atteints denélanomesde localisation et malignité variable.

181



Pour révéler ces antigenes sur des coupes higqalegi il suffit d’effectuer au préalable un
démasquage grace au micro-ondage dans une sotigiaitrate a 2% (Roelst al. 1999)
(Millanta et al. 2002). Le blanchiment de la mélanine peut aussiéser nécessaire, pour
éviter la confusion entre pigment et marquage (Retehl. 1999).

Dans cette étude, Roedt al. (1999) montrent que l'index de prolifération (PCNét la
fraction en croissance (Ki-67) sont significativerhedifférents entre les Iésions
mélanocytaires bénignes et malignes (voir tablegueB que comme chez 'hommies
lésions a population tumorale se divisant rapideménapparaissent de moins bon
pronostic que les lésions au degré de prolifératioplus faible.

Tableau 7 : relation entre PCNA et Ki-67 et le dimagstic histologique chez le chien
(d’apres Roelst al. 1999).

Index de prolifération Fraction en croissance (Ki-67)

(PCNA)
Mélanome malin 30,92 6 = 2,72) 8,22¢ =1,15)
Mélanome bénin 7,00 @ = 1,45) 0,42¢ =0,07)

Des résultats comparables sont obtenus par Milleintd. (2002) au cours de I'étude de 62
chiens atteints de mélanomes buccaux ou cutanés.

Ki-67 apparait également corrélé a I'aspect maogigce infiltrant de la tumeur au moment
de la chirurgie (Roelst al. 1999).

Dans cette étudeseule la fraction de croissance (Ki-67) est reliée la durée de survie
aprés exérése (Roets al. 1999), et ce avec une bonne valeur prédictive Iéhtih et al.
2002).

L'index de prolifération tumorale, évalué immunohistochimiquement par MIB-1 (Ki-67),
permet donc ddistinguer les mélanomes bénins et malins chez leien, et apparait étre un
indicateur pronostique valable(Roelset al. 1999) (Millantaet al. 2002).

De la méme maniére, Lapreg al. (2001) montrent, dans une étude portant sur 68deas
mélanomes cutanés chez le chien, que l'index pgraliif Ki-67 est statistiquement associé au
comportement biologique de la tumeur, et ce avecuwaheur prédictive élevé (0,97). D’autre
part, leurs travaux permettent de préciser deuxges, basés sur I'index prolifératif Ki-67
déeterminé sur 500 cellules tumorales, I'un au Kiféible (<15%), et l'autre aii-67 élevé
(>15%). Il apparait alors que les animaux au Ki-67 éleré une durée de survie
significativement plus courte avec moins de 10% de survie aprés 6 mois, cqite de
90% des animaux au Ki-67 faible encore en vie an® @aprieet al. 2001). Un index
prolifératif Ki-67>15% est donc un critére deauvais pronostic
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Les travaux de Millant&t al. (2002) sur 62 cas de mélanomes buccaux et cutdezsle
chien, définissent différemment les deux groupem@stiques. lls utilisent une plus faible
valeur seuil de l'index prolifératif Ki-67 déterminé sur 1000 cellules tumorales, fixée a
5,45%. Ainsi, les animaux possédant un Ki-67 élevé arg durée de survie inférieure (8,8
10,9 mois en moyenne) a celle des animaux au Kaible (10,5 +0,8 mois en moyenne).

Une valeur seuil de l'index prolifératif Ki-67, peettant une distinction pronostique fiable
des chiens atteints de mélanomes, commune a toutdlighble au quotidien, reste donc a
fixer.

L'étude de Laprieet al. (2001) révele également un sous-groupe alliantcdesctéristiques
histologiques de malignité a un Ki-67 faible et uleée de survie longue, comme serait celle
d’'une tumeur bénignel’évaluation de lindex prolifératif Ki-67 fournit donc de
meilleures indications pronostiques que l'index mibtique seul (Laprie et al. 2001). En
effet, I'index mitotigue ne met en évidence que deflules en phase M, tandis que index
prolifératif Ki-67 détecte les cellules en phasedgb&n phase M du cycle cellulaire.

Ces données suggéerent de plus que le mélanomelehdien se comporte comme une
tumeur immunogénique, pouvant induire un contr@is pu moins complet par la réponse de
I'h6te (Laprieet al.2001).

3.3.1.6 Index apoptotique.

Chez 'homme, de nombreuses études associent té dapoptose au pronostic. Roetsal.
(2001) rapportent a ce sujet une étude chez 'hommoetrant que lI'expression de Bcl-2,
oncoprotéine inhibant I'apoptose, est associéeedsurvie plus courte.

Il n'en est cependant pas de méme chez le chieeffef) Roelset al. (2001) ne réussissent
pas a établir de corrélation significative entredavie de I'animal et ihdex apoptotique

L’index apoptotique ne constitue dopas un bon critére pronostique

3.3.1.7 Recherche de mutations des génes suppresseurs dedurs.

Comme on l'a vu en 1.2., les genes suppresseutandeurs permettent le contréle de la
prolifération cellulaire normale, et leur mutatipaut étre a l'origine de la cancérisation et du
phénomene de progression tumorale.

L’évaluation de ces facteurs génétiques pourraicde révéler de bonne valeur pronostique
(Modianoet al. 1999).

3.3.1.7.1 Expression de p53

Modianoet al. (1999) signalent que chez 'homme, la mutatiorp8@ est associée a un plus
mauvais pronostic.
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Bien que la protéine p53 soit parfois surexpriméasdes tumeurs mélanocytaires du chien et
du chat, aucune relation entrerlereau d’expression de p53t le comportement tumoral
n'est reconnue (Roekt al. 2001).

3.3.1.7.2 Récepteur B a I'endothéline (EDNRB).

Chez I'hnomme, I'expression de 'EDNRB augmente gedéément lors de la transformation
en mélanome, parallelement a la diminution d’exgices dec-kit (Ronit 2005). EDNRB a
donc été proposé commearqueur de la progression dans les mélanomes hunmai(Ronit
2005).

Toutefois, aucune étude évaluant ce marqueur diggbnible chez le chien.

3.3.1.7.3 Autres anti-oncogénes.

L'évaluation de I'expression et de la localisataeilulaire dep21/Waf-1, depl6/Ink-4a, ou
encore ddrb, fournirait certainement des indications pronagg|fondamentales.

Cependant, aucun résultat n’est encore disponibéeshijet pour le mélanome canin.

3.3.1.8 Mise en évidence de la modulation des molécules dteésion et des protéines de

la matrice extracellulaire

3.3.1.8.1 Expression du CD44

Chez le chien comme chez 'homme, le CD44 sensblexprimé dans les mélanomes
agressifs et métastatiquesCette modification d’expression et de distribotidu CD44 dans
les mélanomes canins peut donc faire de ce réaepteéventuel marqueur pronostique
(Serraet al.2004) (Gucet al.1994).

Toutefois, aucune donnée n’est disponible a ce shgz le chien.

3.3.1.8.2 Expression de MUC18

MUC18 constitue lgoremier marqueur de la progression tumorale du mélaome utilisé
chez 'homme (Guezguezt al. 2006). Son niveau d’expression est également tdiment
corrélé ayotentiel métastatiquedes cellules tumorales chezslauris (Yanget al. 2001).

Cette molécule d’adhésion pourrait donc constittremarqueur pronostique intéressant pour
le mélanome canin.
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3.3.1.8.3 Expression de métallothionines.

Plusieurs études montrent unaccumulation d’ions métal (Cu, Fe, Zn) et de
métallothionines lors de certainesumeurs malignes notamment les mélanomes malins,
mais pas dans leur contrepartie bénigne (Dirateal. 2001), faisant de ces derniéres un
marqueur pronostique potentiel.

Dinceret al. (2001) ont mis en évidence le réle des métalloihies dans l'inactivation de la
protéine p53, conduisant a la prolifération incolite des cellules. L’induction d’apo-
métallothionines dans les tumeurs constitueraicdomnindicateur de la dérégulation de la
croissance et témoignerait d’'un pronostic plus réserve.

Toutefois, la synthése accrue de métallothioninest pétre également due airess
inflammatoire, médié par les glucocorticoides ou les cytokinbérées a proximité de la
tumeur. De plus, l'induction de métallothioninesupétre une réponse non spécifique suite a
la perte du contréle de la transcription par ldules néoplasiques (Dincet al. 2001).

Des études complémentaires restent donc nécespaiesonfirmer l'utilité pronostique de
ce marqueur chez le chien.

3.3.1.8.4 Expression de la ténascine.

La ténascine est une glycoprotéine de la matri¢eaedlulaire, de haut poids moléculaire,
jouant un roéle dans 'embryogenese, la cicatrisagibles processus néoplasiques (Sevastre
al. 2007).

Chez I'hnomme, elle s’exprime normalement dans fague musculaire lisse des vaisseaux,
ainsi que dans le tissu osseux, les tendons ehdéigts, la glande mammaire et l'intestin. Dans
la peau saine on trouve de la ténascin@iformément et en faible quantité principalement

a lajonction dermo-épidermique, ainsi que dans lesuscles lisses des follicules pileux et
des parois vasculaireset autour de la base des follicules pileuxSevastreet al. (2007)
révelent, grace a l'utilisation d’anticorps monaw@ox de souris anti-ténascine humaine, que
la distribution de cette glycoprotéine est complerahez le chien.

La ténascine est exprimée également lors de phss@tuations pathologiques, telles que la
formation de chéloides, et est augmentée dansseivdéumeurs chez 'lhomme (tumeur du
sein, lymphomes B, tumeurs astrocytaires) ainsi cjuez le chien (tumeurs mammaires,
malignes et bénignes, adénomes et carcinomes gatsstinaux). Cette protéine semble en
effet intervenir dans ldacilitation de I'invasion tumorale, la stimulation mitotique, la
destruction de la matrice extracellulaire (Sevastreet al. 2007), et récemment dans
'angiogeneése tumorale (Sevaske al. 2007). Sa recherche pourrait donc constituer un
marqueur pronostique intéressant dans le cadreéthnome canin.

Dans leur étude de 2007 portant sur 24 mélanomeisscae localisation et de malignité
variées, Sevastret al.indiquent undifférence dans I'expression de la ténascine enties
mélanocytomes et les mélanomes malins du chiekn effet, dans les mélanocytomes
canins, cette glycoprotéine s’exprime faiblemensadistribution est comparable a celle de
la peau normale. Son expression est différente sn:mélanomes malins, ou les marquages
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révelent debandes positives épaisses associées au tissu catjbentourant la tumeur,

et defines bandes entre les nids de cellules tumoraleBe plus, elle esR fois plus
abondante dans les mélanomes de la cavité bucoaledans les mélanocytomes cutanés
(figure 84), eB fois pluspour les mélanomes du doigt (Sevastral. 2007).

Figure 84 : comparaison de I'expression de la téname dans des tumeurs mélanocytaires
bénignes et malignes du chien : mmélanocytome cutané la ténascine (marquage rouge)
forme une bande discontinue a la jonction épiderrdermique ; b. mélanome malin
buccal: la ténascine est présente entre les amas deulesl tumorales, surtout a la
périphérie tumorale (d’aprés Sevastre et al. 208vVec leur autorisation).
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La ténascine est donsurexprimée dans les mélanomes malingpar rapport aux
mélanocytomes chez le chien. Toutefois, aucunesatiaencore prouve de corrélation entre
le degré de malignité des mélanomes et le niveaxpdession de la ténascine chez le chien.

3.3.1.9 Quantification de la vascularisation tumorale.

Permettant I'oxygénation, la perfusion de nutrirsegtt I'élimination des déchets des cellules
tumorales, l'angiogenese est fondamentale pour ri@issance tumorale exponentielle
(Mukaratirwa et al. 2006). Elle est également a la base du comportemeasif et de la
dissémination métastatiqgue potentielle du mélanoere,favorisant I'accés des cellules
tumorales a la circulation sanguine (Mukaratimtaal. 2006) (Ugurelet al. 2001). Ainsi, la
démonstration d’'une vascularisation importante aitimorale assombrit grandement le
pronostic.

La vascularisation tumorale peut étre évaluée pfiérents marqueurs, pouvant chacun
constituer des critéres pronostiques plus ou nioiBsessants.

3.3.1.9.1 Angiogenese et évaluation de la Densité Micro-Vadeire.

L’'angiogenése intra-tumorale peut étre quantifiégcg a la mesure de tensité micro-
vasculaire (MVD), par le biais d’'uranticorps monoclonal (Mab M616) dirigé contre le
facteur VIl , marqueur des cellules endothéliales (Mukaratita. 2006).
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La MVD est déja considérée comme un indicateur gstique fiable pour de nombreuses
tumeurs humaines, notamment le mélanome malin (Kiikaa et al. 2006) (Ugurelet al.
2001). Plusieurs études prouvent effectivement Haegmentation de la MVD est
étroitement corrélée a uisque plus élevé de développer des métastasesa un pronostic
plus réservé (Uguradt al. 2001).

En ce qui concerne le chien, I'étude de Mukaratiewal. (2006) montre une augmentation
significative de la MVD au centre de la tumeur et gériphérie (395 dans le cas de
mélanomes malins, contre 16+5 pour les mélanomem$)é chez 80 animaux porteurs de
mélanome malins. LEIVD est donc reliée au comportement biologique deltumeur.

De plus, I'évaluation pronostique de ce marquewele une MVD supérieure dans les
tumeurs de mauvais pronostic (récidive tumoralenmiastases moins de 12 mois apres

.....

affichant une MVD supérieure a celles des tumearbah pronostic (absence de récidive 24
mois post-exerése) (voir tableau 9). La MVD estalbiencorrélée au risque de récidive du
mélanome chez le chiefMukaratirwaet al. 2006).

Tableau 8 : évaluation de la MVD intra-tumorale en périphérie chez des chiens atteints
de mélanomes (d’aprés Mukaratirwa et al. 2006).

Pronostic Bon Intermédiaire Sombre

MVD (/mm
Tumeur entiere 18+4 2716 3916
Marges tumorales 28+7 42+12 61+7

Ces résultats permettent de définir deux groupesgroupe a I&MVD élevée (>18/mm?2 aux
bords de la tumeur, >13/mm2 dans I'ensemble de laimeur), et un groupe a |8MVD
faible, dont la durée de survie est significativemengésigpire, avec prés de 50% des animaux
encore en vie a 60 mois, contre 100% de mortal2d anois pour le groupe a haute MVD
(Mukaratirwaet al. 2006).

Comme chez 'homme, I'évaluation de la MVD congitdonc unmarqueur pronostique
intéressant pour le mélanome malin du chien

3.3.1.9.2 Marquage par Mab 3B5.

L’'anticorps monoclonalMab 3B5, utilisé pour le diagnostic des meésothéliomes et d
hémangiosarcomes chez le chien, permet de mettevidence la vascularisation lors de
processus inflammatoires et tumoraux, snliant aux cellules endothélialeglLiu et al.
1994). Il peut donc constituer un marqueur proegsdtentiel dans le mélanome.

Toutefois, la valeur de ce marquage reste a évdams le mélanome canin.
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3.3.1.9.3 Comptage des mastocytes.

Les mastocytes sont souvent rencontrés en nomip@tamt au sein du micro-environnement
tumoral, et semblent intervenir dans la réponséhd¢ée au processus tumoral (Mukaratirwa
et al. 2006). En effet, des nombres accrus de mastosges notés dans plusieurs types
tumoraux chez 'homme, tels que le mélanome ou dacer du sein. Toutefois leur
signification fonctionnelle reste floue (Mukaratawt al. 2006).

Ces cellulegproduisent de multiples facteurs angiogéniqueghéparine, tryptase, chymase,
FGF, VEGF, TNF, ...) (Mukaratirwat al. 2006), capables d’affecter directement les celule
endothéliales en stimulant leur migration et lexglifération, ou indirectement en dégradant
la matrice du tissu conjonctif, libérant ainsi wspace pour la formation des bourgeons néo-
vasculaires. Les mastocytes jouent doncdle dans I'angiogenése tumorale.

L'étude de Mukaratirwaet al. (2006) révele quele nombre de mastocytes dans
I'environnement tumoral est corrélé a la MVD précédemment décrite. Les mastocytes
influent donc a plus ou grande échelle sur le cateptent tumoral invasif. Il est d’ailleurs
démontré chez I'homme que l'accumulation péri-tuaterde mastocytes favorise la
progression tumorale (Mukaratirmet al. 2006). D’autre part, les souris déficientes en
mastocytes affichent une vascularité tumorale ietée, et développent un moindre nombre
de métastases (Mukaratingaal. 2006).

La densité mastocytaire (MCC, nombre de mastocytes panm?2) pourrait donc constituer
unmarqueur pronostigue valable dans le cadre du mélaame chez le chien.

Mukaratirwaet al. (2006) ont étudié 80 cas de mélanomes caninsgsarminer la relation
éventuelle existant entre la MCC et le comporteneéinico-pathologique de la tumeur. Les
mastocytes sont mis en évidence par une coloratiobleu de Toluidine ou ils apparaissent
pourpres. Ce travail révele uMECC significativement plus élevée lors de tumeur mane,

au centre de la tumeur (1219 dans le cas de méksamalins, contre 1+0,2 pour les
mélanomes bénins), et d’autant plus en périph8del1l dans le cas de mélanomes malins,
contre 4+0,7 pour les mélanomes bénins). La MCCdesic reliée au comportement
biologique de la tumeut

De plus, I'évaluation pronostique de ce marquewélegédes valeurs croissantes de MCC avec
I'assombrissement du pronostic (voir tableau 10hshA comme la MVD, [aMCC apparait
biencorrélée au risque de récidive du mélanome chezdbien (Mukaratirwaet al. 2006).

Tableau 9 : évaluation de la MCC intra-tumorale eh périphérie chez des chiens atteints
de mélanomes (d’aprés Mukaratirwa et al. 2006).

Pronostic Bon Intermédiaire Sombre
MCC (/mm

Tumeur entiére 5+0,05 8+1 15+4

Marges tumorales 18+0,5 3214 472
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Ces résultats permettent de définir deux groupes groupe a IaMICC élevée (>42 aux
bords de la tumeur, >12 dans I'ensemble de la tume)y et un groupe a IMCC faible,
dont la durée de survie est significativement sepée, avec plus de 80% des animaux encore
en vie a 60 mois, contre 100% de mortalité a 24snpmur le groupe a haute MCC
(Mukaratirwaet al. 2006).

L’évaluation de la MCC constitue donc umarqueur pronostique intéressant pour le
mélanome malin du chien Il est, de plusplus fiable que la mesure de la MVD, avec
moins de chevauchemententre les groupes MCC élevée/MCC faible (Mukanatiet al.

2006).

3.3.1.9.4 Concentration sérique des facteurs angiogéniques.

A ce jour, de nombreux facteurs angiogénigues somhus chez 'homme pour étre sécrétés
par les cellules tumorales, notamment celles damadhe malin (Uguredt al. 2001). Citons
par exemple les membres de la famille du FibrolBasivth Factor (FGF), le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), l'angiogénine, Rdatelet-Derived Endothelial Cell
Growth Factor (PDGF), ou linterleukine 8 (IL-8) gurelet al. 2001).

Comme détaillées en 1.2.3.5., ces différents fastpm-angiogéniques sont a l'origine du
développement de la vascularisation tumorale, etcda la base du phénomeéne de
progression. lls peuvent donc constituer des margu@’angiogenese et pronostiques
intéressants.

Plusieurs études montrent chez ’'homme une augtemides taux sériques de ces différents
facteurs chez des patients atteints par diversepsus tumoraux.

Ugurel et al. (2001) constatent des résultats analogues dacedie du mélanome malin, et
précisent les taux sanguins et la valeur pronostitpices différents facteurs lors d’'une étude
sur 125 patients humains, a différents stades dedkdie, avec ou sans traitement, en
comparaison avec 30 personnes saines. Ces travaelemt que lestaux seériques
d’angiogénine, de VEGF, de§-FGF, et d’IL-8 sont significativement augmentés chz les
patients atteints de mélanomePar ailleurs, lesaleurs sériques de VEGFB-FGF et d'IL-

8 sont d’autant plus élevées que le stade tumoral ka charge tumorale sont importants
(Ugurel et al. 2001). A la suite de ces resultats, cette équiginit des valeurs seuils
(VEGF>363,8 pg/mlp-FGF>3,19 pg/ml, IL-8>226,8 pg/ml), au-dessus de#igs I'élévation

de ces trois facteurs se révele fortement cori@lée faibles durées de rémission et de survie,
donc a un pronostic sombre (Uguetlal. 2001).

Ces trois facteurs angiogéniques peuvent donccémsidérés comme d®mns marqueurs
prédictifs de la progression tumorale et du pronost pour les mélanomes humains
particulierement le FGB-et I'lL-8 (Ugurelet al. 2001).
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En ce qui concerne le mélanome malirez le chienles données restent malheureusement
fragmentaires a I'heure actuelle.

Une étude de 2004 par Wergih al. montre uneaugmentation significative du VEGF
sérique chez des chiens porteurs de mélanorpar rapport aux témoins sains (16,6 pg/ml en
moyenne contre <1,0 pg/ml). Toutefois, le VEGF edatdétectable dans 30% des animaux
porteurs de mélanome, malgré le stade élevé daraur (stade 3). On constate également
desvariations tres importantes des taux sériques de VE@BN les racesL’hétérogénéité
des patients canins est pourtant inhérente a Kkgpeaclinique vétérinaire. D’autre part,
contrairement a ’lhommeucune association n’a pu étre établie entre lesua sériques de
VEGEF et le stade tumoral ou le volume de la tumeufWerginet al.2004).

La mesure du VEGF ne constitue dogp&s encore un marqueur pronostique pour le
mélanome du chienD’autres études permettront peut-étre a I'aveaipréciser ces données,
en utilisant des effectifs canins plus importaatgjes tumeurs de stades plus variés.

3.3.1.9.5 Expression de ténascine.

Plusieurs auteurs indiquent une implication deecetiycoprotéine dans lmigration des
cellules endothéliales et l'angiogenése tumoralenotamment dans les tumeurs
mélanocytaires (Sevaste¢ al. 2007).

L’étude de Sevastret al. (2007) décrit Iprésence de ténascine autour des capillaires dans
les mélanocytomes et les mélanomes malifar le biais d’anticorps marquant les cellules
endothéliales (anticorps anti facteur de von Wibelol [VWF]), ces chercheurs révelent une
augmentation de la vascularisation dans les mélasomalins par rapport aux
mélanocytomes. Toutefois, aucune corrélation fiadepu étre réalisée entre I'angiogenese
et le niveau d’expression de la ténascine (Sevasak2007).

La ténascine ne peut donc pas encore étre utitie@enemarqueur de I'angiogenesedans
le mélanome du chien.

3.3.1.9.6 Mimétisme vasculaire.

La détection histologique, et éventuellementimmunohistochimique, de mimétisme
vasculaire, défini par Folbergt al. (2000), est unmarqueur fort de progression et
d’agressivité tumorale

Chez I'nomme, elle peut étre détectée par angibigapmpet de maniere non invasive par
échographie (Folbergt al. 2000). Toutefois, la mise en place de ces teclesigpécialisées
et onéreuses chez le chien reste difficilementsaméable.
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3.3.1.10Etude des métaphases, cytométrie de flux et analysgtogénétique.

L'analyse des métaphasepermet de détecter faloidie d’'une cellulg ainsi que certains
remaniements chromosomiquegar I'intermédiaire de sondes chromosomiques.

En 1992, Mayret al. rapportent le cas d'un teckel de 13 ans atteintnééanome malin
cutané. Ces chercheurs montrent que cette tumeas®sciée a urteyperploidie de 50% des
cellules (81 chromosomes au lieu de 79) et a degations de la structure chromosomique
(apparition demarqueurs chromosomiques inconnusgnar-1 et -2fusions centriqueset un
isochromosomg. Ces anomalies du caryotype sont typiquementcé&es® chez 'homme a
desmélanomes agressifs, souvent métastagéayr et al. 1992).

L’étude dugénotype tumoral peut donc constituer uiacteur pronostique de valeur chez
'homme et l'animal. Malheureusement, une pratigue de routine restécildment
envisageable chez le chien pour le moment.

Bolon et al. (1990) ont cherché a mettre en relation le congpaent des mélanomes du chien
avec l'analyse de la ploidie des cellules pgiométrie de flux. En effet, cette technique
permet de déterminer la malignité d’'un prélevenpamt!’analyse des caractéristiques de son
ADN (voir partie précédente). Dans certains caseatdiagnostic histologique est équivoque,
elle permet méme de détecter de petits nombresliides malignes au sein d’'une population
cellulaire. Boloret al. (1990) montrent, au cours d’'une étude rétrospegaortant sur 169 cas
de mélanomes canins, quecldométrie de flux permet de prédire le comportemende ces
tumeurs dans 93% des cas possédant un histogrammaginostique En effet, la ploidie
s’est trouvée corrélée au comportement biologicque P5% des tumeurs bénignes, 92% des
tumeurs malignes, et 100% des métastases. L’hig&laans la méme étude, permet une
prédiction exacte dans 89% des cas (85% des turhénignes, 95% des tumeurs agressives).
Ces deux techniques sont donc d’'une précision ¢piadaire.

La cytométrie de flux, posant des difficultés tagmes de réalisation et d’interprétation,
comme on I'a vu dans la partie traitant de I'udildiagnostique de cette technique, est donc
d’uneutilité limitée dans la prédiction pronostiques damélanomes chez le chie(Bolon et

al. 1990). Elle reste néanmoins intéressante dansdssou I'histologie ne permet pas
d’affirmer la bénignité ou la malignité d’'un pré&ment avec certitude.

3.3.1.11Evaluation de la réponse immunitaire anti-tumorale.

3.3.1.11.1Mesure de l'activité lysozyme sérique.

Comme on I'a vu dans la partie 2.2, les monocytesgamment les macrophages, assurent un
nettoyagedu sang et des tissus de I'organisme des subst@t@ngeres, et éventuellement
des cellules tumoralegFeldmanet al. 1981). Ces cellules sont également particulierement
importantes dansinduction d’une réponse immune spécifique(présentation d’antigéne,
activation des cellules B et T helper...). De plubeseagissent comme dexffecteurs
importants de la réponse anti-tumorale, attaquemntéllules néoplasiques anormales.
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Dans certaines maladies tumorales, l'infiltratias dumeurs primaires par les macrophages a
pu étre associée au pronostic. || semble donc essant dequantifier I'activité
macrophagique chez les chiens atteints de mélanome.

Chez I'hnomme, le rat, et le chieractivité lysozyme sérique reflete ['activité
macrophagique intra-tumorale (Feldmanet al. 1981) (Modianoet al. 1999), témoignant
ainsi de la mise en place dunetponse immune anti-tumorale, et donc de
I'immunogénicité d’une tumeur.

Des recherches vitro chez le rat montrent en effet que les macrophaglesguent de
grandes quantités de lysozyme a proximité de latunet une étude chez ’'homme a mis en
evidence une augmentation du lysozyme sérique dasz patients atteints de tumeurs
localisées.

Feldmanet al, en 1981, mesurent l'activité lysozyme (muramifladens le sérum de 84
chiens atteints de tumeurs, dont 5 par des mélasarnenparativement a 21 chiens en bonne
santé. Cette étude révele wivité lysozyme sérique significativement plus éVée chez
les animaux touchés par un mélanome malifi,43ug/ml)que chez les témoins sain®,61

+ 0,11 pg/m), d’'autant plus que la maladie est étendue ou méttasée(Feldmanet al.
1981).

L'activité lysosyme sérique semble donc étrecantere pronostique intéressant dans le
cadre du mélanome chez le chierd’autant qu’il s’agit d’'une techniqu@cile a mettre en
ceuvre(simple ponction veineuse jugulaire)petu codteuse

Toutefois, d’autres études seraient apprécialflasdaobtenir plus de données cliniques au
sujet de cette méthode, notamment pounikse en place de seuil sériques

3.3.1.11.Mesure du nombre de Treg dans les tissus tumoraux.

Comme on a pu le souligner préecédemment (2.3 .8Y,q interviennent dankinhibition
du développement d’'une réponse immune anti-tumoralefficace notamment dans le cas
des mélanomes (Billat al.2007).

L’augmentation du nombre de ces cellules régulatries au sein des tissus tumoraux et
des nceuds lymphatiques drainant le site tumoratonstitue un facteur pronostique des plus
péjoratifs dans certains cancers chez I'homme (honpes Hodgkiniens, carcinomes
ovariens, tumeurs gastriques et cesophagiennesgr(Bil al. 2007). Ce facteur permet de
prédire le temps de survie des patients et leuon®p au traitement, avec parfois une
meilleure fiabilité que les facteurs pronostiqueaslitionnels (stade et grade tumoraux) (Biller
et al.2007).

La mesure du nombre de o4 dans le cas deselanomes chez le chiepeut donc constituer
un marqueur pronostique intéressant
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Chez 'homme et la souris, cesglpeuvent étre identifiees grace a I'expression sulace
cellulaire de différents récepteurs.

Nous avons précédemment décrildB?25, chainea du récepteur a I'lL-2. Ce marqueur est
d’autant plus intéressant en médecine vétérinailieast accessible chez le chat (Bilketral.
2007). Toutefois, aucun anticorps n’est disponitiez le chien (Billeret al. 2007), il est
parfois difficile de différencier les lymphocytesdD4" régulateurs de simples lymphocytes
T CD4' activés en n'utilisant que le CD25 (Billet al. 2007).

Chez 'homme, on peut utiliser d’'autres réceptepécifiques des dy pour leur détection,
tels que le GITR (glucocorticoid-induced TNF receptle CD103, le CD127, ou le CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4). Gegant, aucun de ces marqueurs n’est
accessible chez le chien (Biller al. 2007).

Viguier et al. (2004) montrent chez ’lhomme que Ie)fggT3D4*CD25‘igh expriment un facteur
de transcription spécifique, IdcoxP3 nécessaire a leur développement et leur
fonctionnement. Lalétection intracellulaire de I'expression de ce faeur est actuellement
considérée commi@ méthode la plus spécifique pour identifier les [y chez la souris et
I'hnomme (Biller et al.2007).

Bien qu'’il n’existe pas encore d’anticorps anti-P8xspécifiquement anti-chien, I'anticorps
développé chez la souris permet, par réaction éepide reconnaitre FoxP3 dans les cellules
T CD4' canines (Billeret al. 2007). En effet, la séquence de FoxP3 est hauterneservée
entre les différentes especes (Biktral. 2007). D’autre part, Billeet al. (2007) montrenin
vitro que FoxP3 est principalement exprimé par la sapsHation Teq des cellules canines T
CD4'". Ainsi, lesT g chez le chien peuvent étre identifiées et quangies avec fiabilité par

le biais de la mesure de I'expression de FoxP8omme chez 'homme et la souris (Bilksr

al. 2007).

L’étude menée par Billest al. (2007) souligne que, comme chez 'homme,Tirg semblent
jouer un réle important chez les chiens atteints deancer. En effet, les chiens atteints d’'un
processus tumoral ont un nombre dg, Significativement plus élevé dans leur sang et
dans les ganglions drainant le site tumora(Biller et al. 2007). C’est notamment le cas des
chiens atteints dmélanomes de la cavité buccal&€Cette étude de 2007 révele 11,1 + 2,1%
de Ty dans le sang périphérique chez les animaux maladesre 4,3 * 0,7% chez les
témoins sains. De la méme maniére, elle indiqu® ¥98,0% de &y dans les nceuds
lymphatiques drainant le site tumoral, contre 9,2,4% de Ty dans les ganglions des
témoins (Billeret al. 2007).

Biller et al. (2007) signalent, dans leurs travaux préliminaiase lestumeurs de haut
grade de malignité sont associées a une quantitépguieure de Treg.

Le nombre de 4 est donc susceptible de constituerctitere de bonne valeur pronostique
chez le chiencomme chez I'homme. Malheureusement, aucune étadmissant des
fourchettes de valeurs utilisables en pratiquetmiesponible a ce jour
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3.3.2 Evaluation de I'efficacité thérapeutique et surveilance des rechutes.

3.3.2.1 Dosage de marqueurs sériques.

Le dosage de marqueurs sériques, tels que ceuxtsdécr 3.2.1.3., permet de suivre
I'efficacité d’un traitement.

lIs constituent souvent le premier signe de I'afigar d’une récidive ou de métastase chez
I’'homme (Martin et Muracciole 2005).

3.3.2.2 Mesure des facteurs d’angiogenése.

La mesure sérique de facteurs d’angiogenése, tedldaVEGF, peut s’avérer intéressante
pour orienter le choix thérapeutique, en précidantlegréd’efficacité ou de résistance
attendus

En effet, comme le rapportent Wergihal. en 2004, detaux élevés de VEGF sont associés
a des phénomenes de radiorésistancdans le cancer du col de l'utérus humain.
Malheureusement, aucune donnée n’est actuellenigpordble pour le mélanome chez le
chien, et les valeurs seuils de VEGF témoignameliadio-résistance restent a déterminer.

L'association entre la radiorésistance et des auraions €levées de VEGF peut s’expliquer
par le fait que le VEGF a la capacité de stimukercioissance de nouveaux vaisseaux
sanguins, et de protéger les cellules endothélidde$apoptose (Wergiret al. 2004). Le
VEGF favorise par ce biais la survie des cellulendrales, et conditionne donc leur radio-
résistance.

Ironiquement, l'irradiation, malgré ses effets d@ntnoraux bénéfiques, semble pouvoir
activer le VEGF, a la fois directement par la vdes MAPK (mitogen-activated protein
kinase) et indirectement par I'induction d’'une hyggoet d'un stress oxydatif au sein de la
tumeur (Wergiret al. 2004).L’irradiation pourrait donc contribuer dans certain s cas a la
protection des cellules endothéliales, et donc a tadio-résistance (Wergin et al. 2004).
Werginet al. (2004) constatent également ce phénoméne damslte du mélanome chez le
chien. En effet, bien sue les animaux traités padiation fractionnée et recevant une faible
dose totale (24-30 Gy) gardent un taux sériqudestdd VEGF, ceux recevant une forte dose
totale (42-49 Gy) voient une augmentation du VE@Spatique.

L'irradiation semble donc intervenir sur le systémegiogénique. Ces mécanismes sont
néanmoins complexes, et restent a préciser (Wetgih 2004).
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3.3.2.3 Marqueurs de résistance aux molécules de chimiothapie.

L'analyse tissulaire multiparamétrique permet degpesser vers des traitements ciblés et
efficaces, en contribuant a la mise en évidencendequeurs associés a l'existence d'une
sensibilité ou d’une résistance aux molécules @ntcéreuses (Martin et Magdelenat 2005).

La résistance clinique aux drogues correspond aalsacité des cellules tumorales a
survivre a I'exposition a des agents toxiques auxodes maximum tolérées par les tissus
normaux (Ginn 1996). Larésistance multidrogue se définit, quant a elle, comme la
résistance simultanée a des agents cytotoxiqussudeures et d’actions variées (Ginn 1996).

L’'un des principaux mécanismes a l'origine de cefigistance réside dansraitation ou
I'amplification des génes MDR codant pour une protéine membranaire de haut poids
moléculaire, laglycoprotéine P (P-Gly) (Ginn 1996). Les geneBIDR existent sous 3
isoformes chez 'hommaenr(dr-1, -2 et -3 et 2 chez la sourisn(dr-1, identique a I'homme, et
mdr-2 homologue demdr-2 et -3humains). L’isoforme 1 est connu pour étre a ¢jore, au
moins en partie, de la résistance multidrogue (GBP®6).

Cette glycoprotéine fonctionne comme une pompe rifgpde de 'ATP, permettant la sortie
des agents cytotoxiques des cellules tumoralesvitro, elle confére aux cellules une
résistance envers les alcaloides tels que la siim®i et la vinblastine, ainsi qu’aux
anthracyclines et a l'actinomycine D (Ginn 1996pnSrdle physiologique exact reste
néanmoins inconnu a I'’heure actuelle.

Chez 'hommeP-Gly est exprimée naturellement par plusieurs tiass a I'état normal :
citons par exemple les canalicules des hépatodgié®rdure apicale des cellules des tubules
du reins, les canaux pancréatiques, la muqueud@ntistin gréle et du colon, les glandes
sébacées cutanees, les cellules de la corticorsierées cellules endométriales de l'utérus
gravide, les trophoblastes du placenta, et lesilesllendothéliales des capillaires du cerveau
et des testicules (Ginn 1996). Son expresgianles cellules tumorales dérivées de ces
tissus est alors intrinseque, et ces tumeurs sont tradidtbement réfractaires aux
traitements par chimiothérapie. Pour d’autres populations tumorales, n’exprimgas ou
peu cette glycoprotéine, elle peut &ogjuise aprés une exposition au préalable aux agent
toxiques.Le mélanome est une tumeur exprimant tres rareRéiy initialement, et possede
une sensibilité variable a la chimiothérapie (GL996).

Ginn, en 1996, recherche I'existence de P-Gly desgissus normaux du chien et dans 166
tumeurs épithéliales et mésenchymateuses canioas, 18 mélanomes, grace a 3 anticorps
monoclonaux murins (C494, spécifiquerddr-1, C219 et JSB-1, reconnaissamdr-1 et-3).

Les échantillons de tissus sont fixés au formoinetus en paraffine. Cette étude permet
d’établir que la distribution cellulaire et tissinéade la P-Gly dans des tissus normaux chez le
chien est similaire a celle observée chez I'homidexpression de cette glycoprotéine dans
les tumeurs du chien est également comparablauméim. On peut ainsi envisager que cette
glycoprotéine soit a l'origine de phénomenes destaisce tumorale multidrogue chez le
chien comme chez 'homme (Ginn 1996).
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L'expression de P-Gly peut donc constituer urmarqueur pronostique et de
chimiorésistanceutile a rechercher.

C494 apparait étre I'anticorps de choix chez le chiearquant le plus de tumeurs, tout en
utilisant de hautes dilutions. Toutefok$B-1 reste utile, marquant environ 5% de tumeurs
oubliées par C494, notamment dans le cas du ménsuar les 13 tumeurs étudiées, P-Gly
est mise en évidence dans quatre d’entre elles38%. Si JSB-1 permet le marquage de ces
4 tumeurs, C494 n’en révéle quelAutilisation concomitante de C494 et JSB-1 est dan
intéressante pour la recherche de I'expression de-Bly dans les tumeurs caningsen
particulier pour lesnélanomes malingGinn 1996).
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3.4 Immunothérapie et immunogénothérapie : des avanceées

thérapeutiques non conventionnelles.

Comme chez I'homme,la chimiothérapie et la radiothérapie thérapeutiques
conventionnellessont le plus souvent inefficaces pour lutter contrée mélanome malin
canin (Hoggeet al. 1999) (Modianoet al. 1999), probablement suite a I'inactivation des
voies normales de I'apoptose dans ce type de tienkartaux de réponse a la chimiothérapie
par exemple varie de 8 a 28% selon les études lih@mme et I'animal, et ce type de
traitement n'améliore que tres légerement la ddeésurvie (Bergman eil. 2003). Seule la
pratique d’'une chirurgie large permet de ralergixpansion tumorale, mais le pronostic reste
sombre, avec une médiane de survie de 3 a 12 nmaois Ips mélanomes généralement
agressifs de la cavité buccale ou des doigts, saékstase radiologiguement visible
(Modianoet al. 1999).

D’autres voies de traitement plus spécifiques as mfficaces sont donc recherchées, afin
d’améliorer le pronostic des mélanomes chez lenchie

L'immunothérapie des cancersfait référence #utilisation du systeme immunitaire pour

le traitement des lésions néoplasiqug&napp 2002). En effet, le cancer peut étre caméid
comme une autogreffe spontanée, parfois tolérdéroetelle suite au déficit immunitaire de
défense (Leftheriotigt al. 1980). Pour permettre la survie d’'un organe greffé tente de
réduire a la fois I'antigénicité du transplant atréaction de rejet par I'h6te. Au contraire,
'immunothérapie du cancer cherche a assurerdisgarité antigénique maximale entre la
tumeur et les tissus normaux du malade, et & stimei le plus possible son systeme
immunitaire de défensgLeftheriotiset al. 1980). Cette technique peut s’avérer utile en tant
gue traitement a part entiére, ou en tant qu’adjuda thérapies conventionnelles (chirurgie,
radiothérapie, chimiothérapie).

Pour étre efficace, I'attaque immunologique d’'uaméur requiert deantigenes tumoraux,
I'inhibition des tous les facteurs immunosuppresses, ainsi que l'activation et
I'expansion des cellules effectricegKnapp 2002). Ces trois domaines constituent donc
chacune des cibles potentielles de 'immunothéréfimpp 2002).

Le mélanomeest considéré comme umodele immunogénique de tumeur(Viguier et al.
2004). On a pu a ce titre observer des régressipnatanées chez 'homme et le porc.
D’autre part, de nombreux antigenes associés angurs ont pu étre identifiés, ainsi que des
cellules T spécifiques de tumeumsvivo (Viguier et al. 2004) (voir partie 2.1). Ces propriétés
font dumélanome un candidat idéapour les essais de traitement par immunothérapie.

L'immunothérapie a permis d’aboutir dans certaias chez ’lhomme a une régression de la
croissance de mélanomes de grande taille, notampaené biais de la vaccination (Viguier
et al. 2004). S’inspirant de cdmons résultats desessaisont été menés pour le traitement du
mélanome malin canin(Modianoet al. 1999).
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L'immunothérapie se divise traditionnellement enndgroupes 'immunothérapie active,
qui stimule la réponse immunitaire du patient l@me contre la tumeur, et
'immunothérapie passive ou I'on administre au patient des cellules imnineés ou leurs
produits (Knapp 2002) (Tizard 2004).

3.4.1 Immunothérapie active.

L’'immunothérapie active optimise les capacités imitaires de I'animal et donc augmente sa
résistance face aux tumeurs (Tizard 20@)e initie ou améliore l'identification et la
destruction des cellules tumorales par les cellulesnmunitaires de I'héte, grace a des
mécanismes reposant sur des phénomenes de cyitgtakiecte ou de mort cellulaire par
apoptose (Modianet al. 1999). Toutefois, la guérison ne pourra étre algeque si la tumeur
est de petite taille, ou excisée chirurgicalemenprzalable (Tizard 2004).

Il est de coutume de distinguer deux groupes, debmodalités d’action.

L’'immunothérapie active peut consister a stimulerslysteme immunitaire de I'hdte en
général, afin d’augmenter de maniére détournédidie anti-tumorale ilnmunothérapie
active non spécifiqué, ou stimuler directement et uniquement la répamseunitaire dirigée
contre le processus tumoral, grace a l'introductitantigénes tumorauxnimunothérapie
active spécifiqué (Modianoet al. 1999) (Knapp 2002). Dans ces deux cas, le chéateé toit
étreimmunocompétent(Smithet al. 2000) (McEwen 1976) (Leftheriotet al. 1980).

3.4.1.1 Stimulation non spécifique du systéeme immunitaire.

De nombreux stimulants non spécifiques sont uslipdur accroitre les réponses
immunitaires (Roitt et al. 1994).

lls se répartissent en quatre groupes principamxtr@ive d’'abord deproduits bactériens
permettant I'activation des macrophages et desileslINK (Roittet al. 1994). D’autre part,
des cytokines (IL-2, TNF, IFN-, -, -y), conduisant aux mémes effets, peuvent étre
administrées directement. Aussi, différeptdymeéres synthétiquegcopolymeére de pyrane,
MVE = divinyl ether d’anhydride maléiquehucléotides et polynucléotidegpoly |: C
pyrimidines), induisent la production et la libioa d’interférons (Roitet al. 1994). Enfin,

un certain nombred’hormones, dont les hormones thymiques (thymosine, thymuline
thymopoiétine) sont parfois utilisées chez I'hommeur accroitre les fonctions des
lymphocytes T (Roitet al. 1994).

3.4.1.1.1 BCG et autres produits d’origine bactérienne.

Le Bacille de Calmette-Guérin est I'une des premieres formes connues d'immuénafhie
(Knapp 2002) et I'un des immunostimulants les pltiisés encore actuellement (Tizard
2004). 1l s’agit d’'unMycobacteriunminactivé, qui agit comme un stimulant non spéaiigle
la réponse immunitaire (Knapp 2002).alttive notamment lesnacrophages et les cellules
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NK, etstimule le relargage de cytokines, augmentant aingiactivité cellulaire T et la
résistance de I'héte face aux tumeuréSemana 2001) (Tizard 2004).

Cet organisme peut étre administré yaie systémiqueouintra-tumorale (Tizard 2004).

Chez 'homme, il offre de bons résultats lors decicmes transitionnels de la vessie et lors
de mélanomes (Knapp 2002). Injecté directement @enmétastases cutanées de mélanome
malin, il conduit en effet a une régression congpbig la masse traitée, mais aussi parfois de
métastases cutanées non injectées (Tizard 200gl)nEtastases viscérales ne sont néanmoins
jamais touchées (Tizard 2004).

Il est également a I'étude chez le chien, pourrdement des tumeurs mammaires, des
sarcomes des tissus mous, et des mélanomes niéhias 2002).

Grieret al. (1978) rapportent a ce titre le cas d’'un chieaiatttde mélanome cutané, chez qui
une régression complete est constatée suite adtiop intra-lIésionnelle delycobacterium
bovis(BCG).

Ainsi, le BCG permet ainsi d’augmentier durée de survie ou de rémission des patients
(Tizard 2004). Toutefois, son action sumd&lanome canin reste limitégDow et al. 1998),

et il peut étre a l'origine de lésions séveres de sl'injection, et parfois méme
d’hypersensibilité systémique (Tizard 2004).

D’autres produits toxiques d'origine bactérienneveat étre utilisés pour tenter de stimuler la
réponse immunitaire.

En effet, Brodey observe en 1992 le ralentisserdenta croissance d’un mélanome malin
gingival chez un chien, apres l'injection répétée yoie sous-cutanée d'un mélange de deux
toxines bactériennes(Serratia marcescen®t Staphylococcuspyogenes Cependant des
complications rénales peuvent survenir avec cetetraint. Des lésions glomérulaires
immuno-induites sont en effet rapportées chez I'lmemlors d’infections bactériennes a
Staphylococcuspp. etStreptococcuspp. (Leiferet al. 1987).

Corynebacterium parvumun bacille gram-, anaérobie, est également emgptbgz 'homme
et le chien pour sgwopriétés immuno-potentialisantesdans le traitement des tumeurs tres
immunogénes, comme le mélanome (Ledeal. 1987). Ce bacille conduit a une stimulation
non spécifigue du systéme immunitaire. dugmente ['activité phagocytaire des
macrophages du foie et de la rasecroit la production d'anticorps, I'activation du
complément et le relargage d’'IFN(Leifer et al. 1987).

Bradleyet al. (1986) obtiennent deons résultatsen utilisant ce bacille sur un chien atteint
d’'un mélanome buccal récidivant, métastasé aux sdgutphatiques régionaux. Aprés avoir
traitt cet animal par hémimandibulectomie totale mhmunothérapie utilisant
Corynebacterium parvumils constatent que méme vingt mois post-traitdmanicune
récidive n’est notable.
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MacEwenet al. (1986) rapportent aussi, aprés une étude sur i@dhtteints de mélanome
malin buccal, une légére augmentation du tempsudge des chiens traités par chirurgie et
injection deCorynebacterium parvunpar rapport a la pratique de la seule chirurgie.

Cependant, I'immunothérapie @orynebacterium parvumeste d’uneefficacité restreinte
sur le mélanome canin(Dow et al. 1998) et n'estpas sans danger Plusieurs études
rapportent en effet desomplications de glomérulonéphrite proliférativechez 'hnomme et

la souris traités paCorynebacterium parvunfLeifer et al. 1987). L'attaque directe du
glomérule par les anticorps produits, ou plus abdédment un dépét d'immun-complexes sur
la membrane glomérulaire, serait a l'origine detecettteinte. De la méme maniére, des
lésions hépatocellulairesont rapportées chez 'lhomme et le rat (Legfeal. 1987).

Leifer et al. (1987) exposent le cas d’'un chien atteint d’'udam@me cutané non métastaseé,
mais récidivant, traité patorynebacterium parvurf0,2mg/kg IV une fois par semaine, avec
une incrémentation de la dose de 0,02mg/kg jusgtigindre 0,5mg/kg, puis 0,5 mg/kg IV
une fois par semaine pendant 3 mois, puis 0,5miglktes les 3 semaines). Seuls des effets
secondaires mineurs sont rapportés au cours denrant (vomissements ponctuels, anorexie
le jour de l'injection) (Leiferet al. 1987). Toutefois, environ 9 mois apres le début du
traitement, le chien a développé une glomérulontpproliférative et une hépatite chronique
active avec cirrhose, se traduisant respectivengant une insuffisance rénale aigué
(vomissements, parametres rénaux augmentés) etrparinsuffisance hépatique (ictere,
parametres hépatiques augmentés, hypoalbuminérsl@mes, augmentation des temps de
coagulation) (Leifeet al. 1987). Grace a un traitement de soutien (trarsfiugiuidothérapie,
antibiothérapie) et a I'arrét de I'immunothérapeechien a néanmoins survécu plus d’'un an,
et n'a pas montré de récidive (Leiferral. 1987). Ce cas témoigne de I'efficacité et donc de
I'intérét de ce traitement, mais souligne aussirsanque d’innocuité (Leifest al. 1987).

3.4.1.1.2 Muramy! tripeptide.

Le muramyl tripeptide-phosphatidyl-ethanolamine (MTP-PE) est un dérivé lipophile du
muramyl dipeptide (MDP), une molécule synthétique qressemble & un fragment de
peptidoglycanede la paroi cellulaire de Wtobacteriunet d’autres bactéries (Knapp 2002).

Ces deux molécules agissent comme des stimulantspéxifique de la réponse immune, en
activant les monocytes et les macrophages jusqu’a stade tumoricide (production de
TNF et augmentation de la fonction phagocytairep¢Ewenet al. 1999) (Modiancet al.
1999) (Knapp 2002). Elles permettent donc de frdmeroissance tumorale voire de détruire
les cellules néoplasiques (MacEwatral. 1999). Toutes deux peuvent édrecapsulées dans
des liposomeset ainsi étre délivréees de maniére optimale aubules du systéme
réticuloendothélial (Knapp 2002).

Les effets anti-tumoraux les plus importants du M sont obtenus contre les
ostéosarcomes. En effet, MacEwenal. révelent en 1989 et 1992 que I'administration de
MTP-PE chez des chiens atteints d’ostéosarcomeshio@e a 'amputation et au traitement
par cysplatine, augmente significativement la dat&eémission et de survie de I'animal, tout
en arborant une faible toxicité (hyperthermie faildt transitoire) (Knapp 2002). Cette

molécule possede donc des effets anti-métastatiifesEwenet al. 1992).
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Cette substance est également intéressante ptaitéenent du mélanome malin. MacEwen
et al. rapportent en 1999 que le L-MTP-PE (liposome-endapsd muramyl tripeptide-
phosphatidylethanilamine) peut aboutir a rigression de métastases chez des souris
porteuses de mélanomdlignée B16, modele murin du mélanome). Des essaigjues
menés chez 'homme montrent aussi aogmentation de la cytotoxicité des monocytes
sanguinschez 6 patients atteints de mélanome sur les 3%&)3raités par chirurgie et L-
MTP-PE. Quatre d’entre eux (22%) sont de plus tag@n rémission 5 ans apres la résection
chirurgicale de la tumeur (MacEwenal.1999).

D’autre part, un essai clinique récent sur 98 chiiteints de mélanomes de la cavité buccale
non métastasés, montre amantage a l'utilisation de L-MTP-PE en complémentde la
chirurgie large (mandibulectomie, maxillectomie) (MacEwen al. 1999) (Modiancet al.
1999). Dans cette étude, vingt-cing chiens soitéggar chirurgie et L-MTP-PE en IV lente,
une fois par semaine pendant 8 semaines, a laddgo$mg/m?2 pour les chiens de moins de 5
kg, 1,5mg/mz2 pour les chiens de 5 a 10kg, et 2mgbu? ceux de plus de 10kg (MacEwetn

al. 1999). lls sont comparés a 25 autres chiens draitbquement par chirurgie (témoin
négatif). Cette expérience montre dnone tolérancede cette thérapeutique, avec seulement
une hyperthermie discréte et transitoire (MacEwtal. 1999). De plus, on observe chez les
animaux traités, atteints initialement d’'un mélaeobuccal de stade I, yorolongement
significatif de la durée de rémission(70% de chiens en rémission a 1000 jours contre
seulement 25% chez les témoiresju temps de survigplus de 80% de chiens en vie a 1000
jours contre 25% chez les témoins) (MacEweél. 1999). Le L-MTP-PE possede donc une
action anti-tumorale en réduisant le processus de dissémination métastalu mélanome,
méme si elle restémitée aux animaux a un stade précoce de la mala{MacEwenet al.
1999).

Des études chez les rongeurs révélent que le L-MERetive la fonction tumoricide des
macrophages pendant 48 a 72hCette actionserait maintenue lors de traitement
administré deux fois par semaine (MacEwen et al. 1999). Cependant, la réponse
thérapeutique n’est pas améliorée chez les chitgista de mélanome de stades Il et Ill, en
augmentant la fréquence de traitement par L-MTRaREeux fois par semaine au lieu d'une
(MacEwenet al. 1999).

3.4.1.1.3 Acemannan

L'acemannan est un polysaccharide végétal complsakible dans I'eau, synthétisé par
I'aloe vera, et d’autre plantes(ginseng, champignons shiitake, poudre de caetitigrequin,
astragale, eleutheracoccus) (Knapp 2002).

L'acemannan renforce le systeme immunitairawymentant le relargage d’IL-1, de TNF,
d’'IFN et de PGE; par les macrophagesenamplifiant leur fonction phagocytaire, et en
activant les cellules T effectricegKnapp 2002). On lui rapporte également des pébgsi
anti-virales (Knapp 2002).

Il est actuellement a I'étude chez les patientsira de cancer, afin de stimuler la réponse

immunitaire de maniere non spécifique. Il montréanament une activité anti-tumorale dans

un modéle murin de sarcome, et permet une baiskerdertalité. D’autre part, il montre des
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effets bénéfiques chez le chien et le chat dansaieement des fibrosarcomes (nécrose
tumorale, infiltration par des lymphocytes, encadgson, augmentation du temps de survie),
en complément de la chirurgie et de la radiothér@garriset al. 1991, Knapp 2002).

Pour le moment, il n'a pas encore été étudié chezliens porteurs de mélanome, mais une
action favorable peut étre espérée.

3.4.1.1.4 Administration de cytokines.

Aujourd’hui, grace au génie génétique et a la aaal’ADN recombinant, de nombreuses
cytokines peuvent étre produites simplement et ramdgs quantités (Roidt al. 1994) et
ainsi étre utilisées dans le traitement des tumeurs

Les cytokines dérivées des cellules T, par la naithid du systeme immunitaire gqu’elles
entrainent, ont recu une attention toute particeli€@omme traitement adjuvant des
mélanomes malins (Modiared al. 1999). En effet, plusieurs d’entre eligs-2, IL-4, IFN,
GM-CSF) permettent dlugmenter I'expression et la présentation des antpes
tumoraux a la surface des cellules de mélanomet daméliorer la fonction T auxiliaire
(MacEwenet al. 1999).

Cependant, le traitement par les seules cytokiaagwele souvent d’'un succes limité, chez
I'animal comme chez 'lhomme. Mieux vaut donc ledisgr en combinaison avec d’autres
techniques d'immunothérapie(Tizard 2004).

3.41.1.4.1IL-2

L’IL-2 est une cytokine pléiotrope fondamentale pour le fonctionnement normal de la
réponse immunitaire. Initialement appel@eteur de croissance des cellules, Telle est
synthétisée en premier lieu par les cellules T laipeés (Knapp 2002). En se liant a des
récepteurs spécifiques, elle entrainpriaifération des lymphocytes B et T, des monocytes
et des cellules NK(Roitt et al. 1994) (Knapp 2002), ainsi gllaugmentation de l'activité
cytotoxique des cellules T, NK et LAK(x11 a x18 pour les cellules canines selon I'éinde
vitro de Helfandet al. 1994b) (Modianoet al. 1999) (Knapp 2002). Elle permet aussi
d’accroitre 'ADCC (Modianoet al. 1999), et affecte la migration cellulaire, le rgige de
cytokine et la formation de conjugués (Knapp 2002).

Plusieurs études chez 'lhomme ont montré dingnution de I'lL-2 au cours de processus
tumoraux, notamment lors de mélanomes a des stadesancés (Knapp 2002). La
diminution de la réponse immunitaire a médiatiolutare qui s’en suit est accompagnée
d’une survie plus réduite (Knapp 2002).

La restauration de l'activité de I'lL-2 apparait donc intéressante pour permettre I'agtaqu
immunologique efficace du cancer (Knapp 2002). Pmla, deux stratégies peuvent étre
utilisées : la stimulation de la production endagéilL-2 (par I'intermédiaire d’anti-
inflammatoires non stéroidiens, ou par génie gguéji ou le traitement par apport exogéne
d’'IL-2 (Knapp 2002).
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3.4.1.1.4.1.1Traitement par IL-2 exogene.

Dans plusieurs centres spécialisés dans le caleseprotocoles utilisant de I'lL-2 humaine
recombinante font partie du traitement standardng@anomes malins métastatiques humains
(Modianoet al. 1999).

Chez 'hnomme des essais de traitement ont été conduits pariapypstémique (voie intra-
veineuse) d’'IL-2 exogend>(oleukin®), seule ou en combinaison avec des cellules LAK ou
des TILs (Knapp 2002). Cette thérapie a permistdinb unerémission dans 10 a 30%les
cas chez des patients atteints de mélanome métagjaes (Roitt et al. 1994) (Knapp 2002)
(Kim et al. 2002) (Bianccet al. 2003) (Tizard 2004) (Tartowet al. 2005), et offre donc des
résultats intéressants. Leffets secondairesont par contrenportants et dose-dépendants
avec notamment une hyperthermie, des symptémes/me drippal, une anémie et une
thrombocytopénie, jusqu’a usyndrome de fuite capillaire se terminant par un cedéme
pulmonaire massif (Knapp 2002) (Tizard 2004) (Tartet al. 2005). Des études récentes
montrent que des doses plus faibles, entrainantdjedfets secondaires, seraient au moins
aussi efficaces (Roitet al. 1994), rendant ainsi plus confortable l'utilisatiale cette
technique.

Chez le chien le traitement par IL-2 exogéne commence a ébetide. Comme I’ADNc de
I'lL-2 posséde 84% d’homologie avec la séquencel'le2 humaine, les premiéres
expériences sont conduites aved’tle2 recombinante humaine (hr-IL-2) (Helfandet al.
1994b) (Knapp 2002). L’administration d’IL-2, paoie sous-cutanée ou intra-veineusese
traduit par une lymphocytose et une éosinophiliesiaque par l'augmentation de la
production d’anticorps (IgM et IgG), et 'amélioi@m de la fonction cytotoxique de
lymphocytes tueurs de tumeur a des doses supé&iaus®0 000 Ul/kg (Knapp 2002). La
toxicité est cependant assez marquée, avec un abatteragnomissements et une diarrhée
modeérée.

Administrée par voie sous-cutanée de margereomitante avec l'injection intra-veineuse
de TNF-a recombinant humain (hr-TNF-a) dans une étude de 1991 conduite par Metre
al,, 'IL-2 conduit a la régression tumorale chez 3eok atteints de mélanome malin de la
cavité buccale sur 13, sans provoquer de toxiétdaiologique. Toutefois, un seul chien était
encore en rémission complete apres 3 ans (Metose 1991).

Enfin, I'lL-2 peut étre aussi administrée papie locale avec des résultats satisfaisants
(Tizard 2004), et une toxicité moindre.

3.4.1.1.4.1.2Sécrétion endogene d’IL-2 par des cellules exogenagénétiguement
modifiées.
L'administration systémique de cytokines, telleg djlL-2, se révele fortement toxique. De

plus, compte-tenu de la demi-vie courte des cytxim vivo, de fréquentes administrations
sont nécessaires (Hoggeal. 1999).

La génothérapie permet de palier en partie a deléme, grace au développement de cellules
génétiquement modifiées pour sécréter de grandegitgs d’IL-2.
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Chez le rat et la souris, la co-administration diutes de plusieurs lignées tumorales avec
des cellules xénogéniques et histo-incompatibles VERQOnodifiées pour produire de
grandes quantités d’hr-IL-2, aboutit au contréle de la croissance tumoralejnenisant
principalement une puissante réponse anti-tumasdtgoxique par le biais de I'activation de
cellules NK (Quintin-Colonnaet al. 1996). Ces cellules VERO-hr-IL-2 pourraient donc
constituer unagent thérapeutique « universel »utilisable pour le traitement adjuvant de
cancers variés (Quintin-Coloneaal. 1996). On peut ainsi espérer gu’il en soit de méhez
des chiens atteints de mélanomes malins.

Cette hypothése a été documentée chez des chieimsatiemélanomes malins spontanés
transplantésn vivo avec des cellules de ce type (Quintin-Colomhaal. 1996). Apres la
réalisation d’'une exérese chirurgicale de la tumetud’'une radiothérapie classique, ces
cellules VERO-hr-IL-2 sont injectées de maniereétép, a raison d’l ml de solution
contenant 3.10cellules, deux fois par semaine pendant 4 semaneggion péri-tumorale
(Quintin-Colonnaet al. 1996). Avec les seuls traitements conventionriglsdes 16 chiens
étudiés (75%) rechutent et meurent moins de 6 aqmigs la mise en place du traitement. La
médiane de survie n'est alors que de 2,4 mois (@uolonnaet al. 1996). Au contraire, 6
des 12 chiens (50%) recevanttiiaitement adjuvant par les cellules VERO-hr-IL-2 sont
toujours en rémission a 12 mois, et la médianeuteies atteint environ 9 mois (Quintin-
Colonnaet al. 1996).

Ce protocole thérapeutique permet doncrélduire significativement le pourcentage de
rechute, et deprolonger la médiane de survie des chiens atteintde mélanomes non
métastatiques (Quintin-Colonnaet al. 1996). Il offre donc des résultats séduisants dans
contrble de la croissance tumorale du mélanomencanmi tant que traitement adjuvant a la
chimiothérapie et a la radiothérapie. Quintin-Colaet al. (1996) évoquent a ce titre une
costimulation locale du systeme immunitaire par deflules tumorales lysées lors de la
chimiothérapie/radiothérapie, et par la sécrétamale d’hr-IL-2. Cette costimulation semble
nécessaire pour produire un effet anti-tumoralgans Compte-tenu de ces résultats, I'hr-IL-
2 constitue unbon candidat thérapeutique pour I'homme chez qui I'on est en droit
d’attendre des résultats similaires (Quintin-Colmanal. 1996).

Ces cellules VERO possedent en outre I'avantageedd@cilement produites et conservées
par congélation dans I'azote liquide, etsderéter la cytokine de maniére transitoirg étant
finalement rejetées par I'organisme héte (Quintole@naet al. 1996). En effet, dans cette
étude, les taux sécrétés de cytokine diminuent2déspost-injection, et sont indétectables
aprés 11 jours (Quintin-Colonmd al. 1996). Legisques potentielsliés a 'administration de
cellules génétiguement modifiées sont amgiimisés (Quintin-Colonneet al. 1996).

De plus, contrairement a l'injection systémique ayéokines, cette méthode comporte une
faible toxicité, avec seulement le développement d’'une hypertieetransitoire et d’'une
réaction inflammatoire locale au point d’'injectiose résolvant seule au bout de quelques
jours (Quintin-Colonnaet al. 1996). Un cas de choc anaphylactique est quandenmé&pporté
chez un chat atteint de fibrosarcome, traité ptie eeéthode (Quintin-Colonret al. 1996).
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Cette technique comporte malgré tout une limiteailée, I'injection locale de ces cellules
VERO ne permettant pas d’agir a distance du point d’injetion (absence de cellules
VERO-IL-2 lors de l'analyse génomique des cellulesnonucléées circulantes par PCR).
Elle reste doninefficace sur les métastasgQuintin-Colonnaet al. 1996) (Semana 2001).

De plus, il semblerait que ces cellules n’induisgmiune réponse cellulaire non spécifique,
maispas de réponse anti-tumorale a long termguintin-Colonnaet al. 1996). Cet obstacle
pourrait étre corrigé par le développement de [Ee="lWVERO produisant simultanément de
I'hr-IL-2 et de 'IFN-y (Quintin-Colonnzet al. 1996).

3.4.1.1.4.1.3Stimulation de la production endogéne d’IL-2 par le AINS.

Le piroxicam (Feldene®) et dautres d’anti-inflammatoires notérgidiens (AINS)
constituent des agents anti-tumoraux potentielafr2002). Les mécanismes sous-jacents a
cette action anti-tumorale restent flous. On peutdfois citer (Knapp 2002), avec plus ou
moins de poids selon les molécules :

- linhibition de la cyclo-oxygénase (COX) et d'awgrenzymes convertissant des
pré-carcinogenes en carcinogenes,

- linhibition de la formation d'un métabolite deatide arachidonique, le
malondialdéhyde, un carcinogéne direct,

- lalevée de 'immunosuppression créée par lafPGE
- des effets anti-angiogéniques potentiels,
- de possibles effets anti-néoplasiques directs,

- et la prévention de la dissémination métastatigiee I'inhibition de I'agrégation
plaquettaire.

En ce qui concerne le piroxicam, Knapp montre eéd22§u’il posséde une action stimulatrice
de I'activité des lymphocytes sanguins.

Des essais de traitement par piroxicam, menés @hehiens porteurs de tumeurs, montrent
une rémission partielle (diminution du volume tualode plus de 50%, sans apparition de
nouvelle lésion tumorale) chez 30% des animawinddtele carcinome transitionnel de la
vessie, et d'adénocarcinome mammaire (Knapp 200QR)e toxicité gastro-intestinale
(anorexie, vomissement, diarrhée, méléna), doserdigmte, est observée aux doses
efficaces, mais est facilement contrélable patdnaeént symptomatique (Knapp 2002).

D’autres AINS possedent une activité anti-tumordiez les humains atteints de mélanome
cutané, notammentindométacine en association avec la ranitidine (anti-histamieidi2,
limitant l'apparition des ulcéres gastriques), m&s résultats restent pour linstant
négligeablegKnapp 2002).

Le traitement par piroxicam et AINS ne doit dons gtre considéré comme un traitement de
routine pour les chiens atteints de tumeur (Knaj22
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3.4.1.1.4 2Interférons.

Les interférons appartiennent a la grande famidls dytokines, que nous avons déja pu
aborder au cours de I'étude de la réponse immuaigaiti-tumorale (2.2 et 2.4).

On distingue classiquement les interférons ditsyge | @, B, T, w), dont I'effet biologique
réside en l'inhibition virale, laiminution de la prolifération tumorale, une modulation
antigénique, et une immunomodulation et les interférons dits de type W),( possédant
d’autres récepteurs (Heron 2006b).

Les interférons ont été testés dans différentsgssacs tumoraux. Cependant, les résultats
restent mitigés, avec un certain nombre d'effetsitif® constatés, mais de facon assez
irréguliere (Heron 2006b).

Il est difficile d'expliquer lenécanisme sous-jacent a cet effet anti-tumorat’autant plus
gu'’il existe une trés grande hétérogénéité de mpentre les différents malades, et entre les
différents types tumoraux, ldeameurs solidesétant généralememhoins sensiblegHeron
2006b). Parmi les mécanismes potentiellement irapBgdans la réponse anti-tumorale,
citons par exemple (Ro#it al. 1994) (Heron 2006b):

- un éventuel effetytostatique direct (modulation de la voie STAT) ;
- uneinduction enzymatique (notamment de la néoptérine) ;

- unedifférenciation cellulaire avec des modifications de réaction aux facteurs de
croissance des cellules tumorales ;

- unemodulation de l'activité antigénique des antigénes de surface des tumeurs
(en particulier pour les mélanomes) ;

- une augmentation de lI'expression des molécules de CMHWhitley et al.
(1995), Quintin-Colonnaet al. (1996) et Modiancet al. (1999) rapportent en effet que
'IFNy permet d’augmenter I'expression des molécules MHGle types | et Il a la
surface des cellules tumorales de mélanome damuitro (respectivement x131 et x18
dans I'étude de Whitleyet al. 1995), rendant ainsi les cellules de mélanome snoin
susceptibles d’échapper a la réponse immunitaikgvo, et donc plus aptes a étre lysées
par les lymphocytes ;

- une stimulation des cellules NK, des macrophages ou desellules
dendritiques : Soergelet al. (1999) montrent notamment une activationvitro des
macrophages pulmonaires alvéolaires, aux proprigigwricides, par I'lFNy ; ces
macrophages sont d’autant plus importants qu’itsstituent la premiére ligne de défense
contre la dissémination métastatique du mélanonmamon (Soergedt al. 1999).

- unestimulation de cellules lymphocytaires T cytotoxiges spécifiques avec
développement d’'une réponse anti-tumorale spéeifiiong terme (Quintin-Colonret
al. 1996);

- unestimulation de la production d'immunoglobulinesanti-tumorales ;

- uneactivité anti-angiogénique(Tartouret al. 2005)
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- ou encore un@ctivation d'autres cytokinesau niveau tumoral (en particulier
I'lL-2).

De nombreux effets toxiquessont observés, notamment un abattement, une hyperie,
des symptbmes gastro-intestinaux (anorexie, vommssts, diarrhée), hématologiques
(anémie, neutropénie),... (Kiet al.2002) (Heron 2006b).

Les interférons recombinants a la durée de vie supérieure aux interféronssicjaes dans
l'organisme, permettent dasiministrations plus espacéegHeron 2006b). En France, seul
I'Interféron a2-b (Introna™, Roféron™) est disponible chez 'humain (Tartoefral. 2005).

Il est notamment indiqué lors deélanome malin de stade Il] en entretien, aprés une
chimiothérapie efficace (Heron 2006b), et approy& la FDA (Food and Drug
Administration) comme traitement adjuvant de chdbacEwenet al. 1999). Son utilisation a
fortes doses chez I’'homme se traduit par une autien de la survie et de la rémission (3,8
ans contre 2,8 ans lors de mélanomes de stade Il éHeron 2006b) (Kimet al. 2002).
Toutefois,l'effet observé restenarginal par rapport a la toxicité observée(Tartouret al.
2005) (Heron 2006b).

3.4.1.1.4.3TNFa

Les premiéres activités tumorales connues de amttekine sont desactivités anti-
angiogéniques et nécrosantefFavrot 2005). Cette cytokine permet audsugmenter
I'adhésion cellulaire (Roitt et al. 1994) et donc limiter la dissémination métastaigie la
tumeur. Elle possede enfin ursetion synergique des IFN(Tizard 2004), et entraine
I'activation des macrophages et des lymphocyte&t(Ribal. 1994).

Cependant, somjection systémiquese révele étre d’'unees grande toxicité (Tartouret al.
2005). En effet, aux doses pharmacologiques, le T\évoque des signes cliniques
comparables a ceux provoqués par I'endotoxine (@i2804).

Il peut néanmoins étre utilisé pamjection locale (perfusion de membre isolé). Cette
technique est décrite chez 'homme lors de mélan@Rarot 2005). Kharet al. (1982)
rapportent également son utilisation par injectamale, 2 fois par semaine pendant 30 jours,
chez un chien atteint par un mélanome malin dealat& buccale. Au bout de 3 jours, la
tumeur commence a se nécroser pour finalementrdisgaau bout de 20 jours (Khah al.
1982). Quinze jours apres la fin du traitemenbitgsie confirme la régression compléte de
la tumeur, avec seulement une fibrose et uneratiitin du tissu par des lymphocytes. Aucun
effet secondaire n’est rapporté a I'exception d'angmentation des PAL sériques (Kretn
al. 1982).

Ainsi, sous certaingsrécautions, cette méthode de traitement peut encore s’awéiter
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3.4.1.1.4.4Colony-stimulating factors (CSF)

Les CSF permettent de stimuler la moélle osseusatopoiétique, et donc daccourcir les
périodes d’aplasie aprés une chimiothérapie cytotagque (Roitt et al. 1994) (Hoggeet al.
1999).

D’autre part, ils peuvent étre utilisés patimuler la réponse immunitaire dirigée contre

la tumeur (Hoggeet al. 1999). C’est notamment le cas @M-CSF, une cytokine pro-
inflammatoire et hématopoiétique puissante, ndamant produite par les lymphocytes T et
B, les macrophages, les mastocytes, les cellulgstlegliales et les fibroblastes en réponse a
différents stimuli inflammatoires ou immuns (Hoggfeal. 1999).In vitro, elle conduit a une
légére augmentation de [I'activité cytotoxique des polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles, des lymphocytes et des monocytesilairts contre les cellules tumorales
directement ou grace a 'augmentation de TADCC(Hoggeet al. 1999), notamment contre
une lignée cellulaire de mélanome (MacEwenal. 1999). De la méme maniere, son
administrationin vivo chez des patients humains atteints de cancergenomé augmentation
de I'activité ADCC des monocytes, un accroissenderitactivité phagocytaire de ces cellules
((Hoggeet al. 1999), ainsi gu’'une augmentation de la sécrétomMFo et d'IFN (MacEwen

et al. 1999). Cette cytokine est également capable duikgr treés fortement lmaturation et

la différenciation des cellules souches de la moélle osseuse héngtigpe en cellules
dendritiques, présentatrices d’antigéne (MacEwenet al. 1999). Elle accroit en outre
I'expression et la présentation des antigenes tamopar les molécules de CMH aux cellules
immunitaires effectrices (MacEwen al. 1999) (Hoggeet al. 1999).

Néanmoins, le GM-CSF possededouble visage Bien gu'’il rende les cellulesde la lignée
murine B16 de mélanomelus immunogénes il peut aussi activer des mécanismes
immunosuppresseursrégulant négativement la réponse immunitaire tamtierale, voire
méme augmenter le potentiel tumoral de certainbgles cancéreuses comme celles de la
lignée NG4TL4 de fibrosarcome ou celles du carcie@pidermoide du poumon (MacEwen
et al.1999).

Hoggeet al. (1998) étudient les effets anti-tumorauxlitgection intra-tumorale d’ADNc
codant pour le hr-GM-CSF chez des chiens atteints de mélanomes de la dawtale. La
production locale d’hr-GM-CSF par les cellules sfactées entraine dés 24h une légéere
induration, un érythéme et un prurit, associés a iafiltration locale significative de
cellules inflammatoires majoritairement constituées de polynucléaires trophiles,
lymphocytes et macrophages (répongé)Tavec collagénolyse, atrophie folliculaire, esd
plages étendues de nécrose (Hoggal. 1999). Toutefoisaucune réponse cliniquen’est
malheureusement mesurable (Hoggjal. 1998).

Des résultats plus intéressants sont obtenus pauite, montrant l'intérét potentiel de
I'utilisation de cette cytokine dans le cadre dulanéme canin. La méme équipe a mis au
point un vaccin autologue fabriqué a partir de cellules tummales irradiées (ne se
répliquant plus, mais continuant a produire etgmér normalement les protéines tumorales),
puistransfectéespar la méthode Accedlvec un plasmide contenant le géne codant pour le
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hr-GM-CSF (Hoggeet al. 1999). A la suite déinjection intradermique de ce vaccin, les
chiens présentent rapidement une inflammation éo@@mme précédemment rapportée
(Hoggeet al. 1999). Deux d’entre eux, soit 20% des chiens, meohtrespectivement une
rémission complete et une rémission partiellele plus de 300 jours (Hogge al. 1998)
(Biancoet al. 2003). Cette méthode de traitement offre donc)ediais de la stimulation de
la réponse immunitaire anti-tumorale, urngponse clinique intéressante d’autant plus
gu’aucune toxicitén’est rapportée apres l'injection (Hogeeal. 1999). Au bout de 14 jours,
les cellules tumorales injectées ne sont plus lesila I'histologie, et aprés 28 jours, la
production locale d’hr-GM-CSF n’est plus décelabiediquant uneffet transitoire et
garantissant la sécurité de ce procédgioggeet al. 1999).

Le hr-GM-CSF a été aussi tesan complément du L-MTP-PE et de la chirurgie largesur
des mélanomes de la cavité buccale non métastdasEenet al. 1999), a la dose
journaliere de 15ug/kg (MacEwen al. 1999). Cependant, il n’offrpas d’amélioration de

la réponse thérapeutique En outre, ce traitement estssez mal toléré avec des
complications de thrombocytopénie, d’'uvéite antéee d’'abattement avec diarrhée peu
intense, de gastrite et de polyuro-polydypsie, damts de la moiti€ des animaux traités
(MacEwenet al. 1999).

Le GM-CSF ne présente dommas a ce jourde véritable intérét pour le traitement
adjuvant des mélanomes chez le chien

3.4.1.1.4.5Inhibition de la néoangiogénése par des facteurs asangiogéniques.

Le principe selon lequel on petraiter une tumeur en inhibant sa vascularisationa été
formulé dés 1923 par Wolgum dans les premieresoéditdu journalCancer Research
(Favrot 2005). Les travaux plus récents de Folkionanpar la suite confirmé qu’une tumeur
ne pouvait ni croitre ni disséminer sans vascudtds (Favrot 2005).

Une thérapeutique intéressante consiste donc & arédéséquilibre dans la tumeuen
faveur des facteurs anti-angiogéniqueset au détriment des facteurs pro-angiogéniques
(FGF, VEGF, ...) (Favrogt al.2003) (Favrot 2005).

La caractérisation deytokines anti-angiogéniques telles que lathrombospondine, le
Platelet factor 4, I'IL-13, l'angiostatine ou I'endostating permet d’envisager leur
utilisation pour le traitement des tumeurs, pabiks de linhibition de la néoangiogenese
(Favrot 2005). Cependant, les essais cliniques aré gqu’'a leur commencement chez
I'homme, et I'efficacité de ce traitement resteaeca démontrer (Favrot 2005).

3.4.1.1.5 Inhibition de la réponse a histamine.

L’histamine est urmédiateur de l'inflammation produit au cours des phases précoces et
tardives de la réponse immunitaire (Daniet al. 1990), pouvant jouer un role
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immunorégulateur dans le micro-environnement derslamgage. En effet, plusieurs études
vitro montrent chez 'hnomme et la souris que l'histamdiminue la prolifération des
lymphocytes, la production d’immunoglobulines, I'adivité des cellules NK ainsi quela
production d’IL-2 et d’'IFN y (Daniel et al. 1990). Danielet al, en 1990, montrent que
I'histamine agit de maniére comparable sur les kogytes canins, en inhibant la
blastogenese induite normalemeint vitro par la phytohémagglutinine-P (PHA-P), un
mitogene, par I'intermédiaire d’un récepteur adnisne de type Il (H2) (Danielt al. 1990).

Chez I'homme et la souris, une sous-populatiorydghocytes T suppresseurs (LTs), portant
des récepteurs H2, est impliquée dans 'immunosgsion locale créée par I'histamine. Elle
est a l'origine de la sécrétion d’'une molécule BEU'HSF (histamine supressor factor)

qui stimule la synthese et le relargage de prostaglam#i PGE, par les monocytes La
PGE2inhibe alorsla synthese d’'IL-2 lymphokine fondamentale pour la prolifération des
lymphocytes T, et supprime donc la blastogenesdtmgar le mitogene (Daniet al. 1990).

Le méme type de mécanisme est probablement aplgliGab chien, mais les cellules
effectrices ne sont pas encore caractérisées @néerg (Daniekt al. 1990).

En outre, I'histamine joue urble direct dans la suppression de la lymphoprolifération, en
inhibant a la fois la production d’IL-2 et celle d'IFNy par les lymphocytes T(Danielet al.
1990).

Des taux élevés d’histamine ont été détectés damsuitiples tumeurs chez le rat et la souris
(carcinome 3LL, fibrosarcome McC3, leucémie,),..et I'on pense actuellement que
'immunosuppression locale qu’elle confere est impliquée darn%®chappement des
mélanomesa la réponse anti-tumorale (Danétlal. 1990).

La cimétidine, un antagoniste des récepteurs H2, permghither les cellules LTset donc
delever l'effet suppresseur de I'histamine sur la blatogenése des lymphocytéBaniel et

al. 1990). Elle a donc été proposée chez 'homme commenédecine vétérinaire en tant
gu'immunomodulateur eddjuvant a la chimiothérapie (Danielet al. 1990). Une étude déja
ancienne montre en effet chez 'homme urégression des lésions de mélanome
métastatique grace au traitement par des injections intraeulagres ou intra-tumorales
d'IFNa, combinées a I'administration per-os de cimétidiRbdgrenet al. 1983). Aucune
réponse tumorale objective n'est détectée suitesel traitement par IR tandis que
I'association a la cimétidine permet une régressimmorale chez 6 des 8 patients atteints de
métastases pulmonaires et cutanées de mélanomeég(dssions totales, 1 régression
partielle), et une stabilisation de la maladie cBeautres patients (Flodgren al. 1983). A
I'histologie, on constate undégénération de cellules de mélanome et une infittion
marquée de la tumeur par des lymphocytesdans les cas de régression (Flodgeeral.
1983).

La cimétidine permet donc gmtentialiser I'effet anti-mélanome de I'lFNa. chez I'homme
(Flodgrenet al. 1983).

Son utilisation en tant que traitement adjuvantétanomes malins métastatiques du chien
serait donc probablement bénéfique (Daeiehl. 1990). Cette piste thérapeutique reste en
cours d’investigation a I'heure actuelle.

210



3.4.1.2 Immunothérapie active spécifique

Comme défini préecédemment, il s'agit de 'immunisatactive,in vivo, spécifiquement
dirigée contre les antigenes tumorauxSemana 2001).

3.4.1.2.1 Vaccination anti-cancer

La vaccination anti-cancer est I'un des exempleplas importants d'immunothérapie active
spécifique. Elle consiste classiquemenmtaoduire chez un patient un antigene tumoral,
immunisant, qui induira une réponse T-cellulaire spécifique, delongue durée et a
mémoire (Kim et al. 2002). En effet, une fois dans I'organisme, cdiggéne est apprété puis
présenté par une CPA aux lymphocytes T auxiliairegar I'intermédiaire des molécules de
CMH declasse Il Ces LT, produisent alors delL-2 et d’autres cytokines. Cet antigéne est
égalemenprésenté aux lymphocytes T cytotoxiquegar le biais des molécules de CMH de
classe | Il s’en suit I'attaque de la tumeur, médiée pes cellules (Knapp 2002).

La mise en ceuvre de cette vaccination reste néasncomplexe. Contrairement au génome
viral, relativement simple et possédant un nombni&é d’antigénes, les tumeurs possedent
tout ununivers d’antigénes(Knapp 2002), qui sortéja présents dans I'organisme hotet
induisent un certain degré ti@érance (Kim et al. 2002). La vaccination visera donc soit a
augmenter la reconnaissance des cellules tumoralpar la réponse immunitaire, en les
rendant plus « étrangéres p soit aaméliorer la réponse anti-tumorale en augmentant
I'activation des lymphocytes spécifiquegKim et al. 2002). Pour cela, elle esbuvent
combinée ades traitements adjuvants, tels qustleulation non spécifique de la réponse
immune, ou a la thérapie géniquéKnapp 2002).

Les antigenes étrangers peuvent étre introduits dlarganisme padifférents véhicules
(Kim et al. 2002). On distingue classiquement les vaccinsoéésba partir desellules
tumorales entieres constituant elles-mémes la source d’antigenestanx. Le second type
de vaccins correspond a deaccins spécifiques d’antigenesconcus pour générer une
réponse immune dirigée spécifiquement contre certproduits géniques connus pour étre
exprimés par un type particulier de tumeur (Knapp2). Les antigenes peuvent alors étre
apportés par voie exogene (protéines tumorales) opar transduction/transfection
(vaccins viral ou bactériens recombinant) L'utilisation de cellules dendritiquescomme
véhicule d’'antigénes tumoraux (peptides ou lysatcdBules tumorales) est récemment
rapportée, et constitue une modalité particuli¢ierevante de vaccination, dont les résultats
cliniques face au mélanome semblent encourageamisdt al. 2002).

Le principal probleme a la réalisation de vaccimgi-eancer a rapidement résidé en
I'identification d’antigenes présents a la surfacales cellules tumorales mais absents sur
les cellules normales(Knapp 2002), afin de rendre l'attaque immunitaspgécifigue des
cellules malignes, tout en épargnant la cellul@esaioisine (Leftheriotiet al. 1980). Ces
antigenes doivent aussi éfpartagés par les mélanomes de différents individusafin de
permettre une utilisation facile en clinique (Kehal.2002). L'idéal serait bien sOr waccin
universe] basé sur des antigénes spécifiques de tumeunsraimuvés sur les cellules
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normales, donc n'‘engendrant pas de toxicité, martagés par de divers types tumoraux,
voire conservés entre les différentes especesmésmnismes tumoraux restent néanmoins
d’une trés grande complexité, et un tel vaccinerestlheureusement a ce jour du domaine de
lillusion.

La découverte du premier antigéne spécifigue deamoéhe chez 'homme (MAGE-1) en
1991 par Van Der Bruggest al.a constitué le point de départ de ces recheréteda suite,
au moins 5 autres antigenes spécifiques de mélanamepu étre définis chez 'homme
(MAGE-2, MAGE-3, MART-1, gp100) (Knapp 2002). Lekexcheurs travaillent a présent a
cibler des cellules tumorales spécifiques (KnapP220et aaugmenter I'immunogénicité
des antigenes utilisés grace a la génothérapiafin d’obtenir une réponse anti-tumorale
maximale de la part de I'h6te (Rodt al. 1994).

La vaccination anti-tumorale est un sujet d’étuepartant en médecine humaine, et c’est
dans le traitement du mélanome qu’elle donne laBeues résultats (Tizard 2004). Kiet al.
(2002) rapportent a ce titre plus de 95 vaccinstanmoraux en cours de développement chez
I’'hnomme, dont la plupart sont destinés a traiterdatients atteints de mélanomes.

En médecine vétérinaire, elle commence juste aédtidiée. Il s'agit surtout de vaccins anti-
lymphome, composés de cellules tumorales combiaéksdjuvant de Freund, mais dont
I'efficacité reste encore a prouver (Knapp 2002¢. idmbreux essaisde vaccination sont
également en cours pourttfaitement du mélanome canin

3.4.1.2.1.1Vaccins a « cellules entiéres » ou a « antigenesmmets ».

Cette premiere catégorie de vaccins consiste eextests de cellules tumorales autologues
ou allogéniques (Knapp 2002). Lellules autologuesdérivent des tumeurs excisées
chirurgicalement chez un patient, lequel consti#ukr récepteur de ses propres cellules
tumorales manipuléeis vitro (Kim et al. 2002). Cette méthode requiert ddiabtention
d’'un spécimen tumoral pour chaque patient traité ce qui limite ses applications (Kigt

al. 2002). L'utilisation decellules allogéniquegpermet de contourner ce probleme. En effet,
ces cellules sont produites en grande quantit@adefment,a partir de lignées cellulaires
stables, pré-établiegKim et al. 2002).

Ce type de vaccin a I'avantag@mmuniser le patient par les différents antigenegprésents
a la surface de la tumeurll permet donc de développer une réponse immueitdendue, a
laquelle les cellules tumorales ne peuvent échapaersimple mutation (Kinet al. 2002)
(Knapp 2002). De pludidentité moléculaire spécifigue des antigenes tuoraux n'a pas
besoin d’étre connug(Knapp 2002).

Au préalable, il faut s’assurer que les cellulesdrales injectées soiemiépourvues de
tumorigeénicité (Leftheriotis et al. 1980). On utilise donc dans ces vaccins des esllul
tumoralesirradiées aux rayons X, traitées a la neuraminidaseu au glutaraldéhyde
(Tizard 2004). L’irradiation des cellules tumorafgrmet debloquer leur réplication, mais
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sauvegarde la synthese et la présentation normalesl protéines tumoralegHoggeet al.
1999), garantissant ainsi I'innocuité et I'efficgcdu procédé.

De plus, les cellules tumorales utilisées sont aesnpour étrdaiblement immunogénes
puisqu’elles échappent a la réponse immune dee’hét conduisent a la formation de
métastases (Kinet al. 2002). |l est donc courant de traiter ces cdlumur essayer
d’augmenter leur antigénicité et leur immunogénicié (Tizard 2004), tout en conservant les
antigénes caractéristiques de la tumeur initiakeftfleriotiset al. 1980). On peut pour cela
utiliser des lysats de cellules tumorales, desulgsitransduites par un virus ou transfectées
par un plasmide bactérien contenant un géne ddn{®oittet al. 1994) (Knapp 2002), ou
encore des cellules tumorales modifiees génétiquerfwoir 3.3.1.2.2) pour produire des
cytokines stimulant la réponse immunitaire, telige le rh-GM-CSF (Hogget al. 1999),
I'lL-2 (Kim et al.2002) (Parmianét al. 2003), des molécules de costimulation, ou encese d
antigenes xénogéniques (Alexandeal. 2006).

Cette premiére catégorie n'offre que aésultats assez médiocres et hétérogen€izard
2004), avec une stabilisation de la maladie ou némeission partielle, mais rarement une
rémission compléte chez des patients atteints deecs du rein ou de mélanomes (Knapp
2002).

Chez I'homme atteint de mélanome métastatiqyd’utilisation du vaccin Melacine® a
base de lysats de 2 lignées de cellules tumordliegéaiques (MSM-M-1 et MSM-M-2),
exprimant notamment les antigenes CHER-2/neu eB&5potentialisées par le Detox®, un
adjuvant combinant du monophosphoryl lipid A (MP&f) des parois d&lycobacterium
purifiées, conduit a une réponse clinique dansrem20% des cas (20 patients sur 106), avec
une rémission complete dans un peu moins de 5%ate¢Kimet al. 2002). Ce vaccin est
approuvé par la FDA au Canada mais reste encogéeudé, en raison de différentes réponses
selon les HLA des patients.

Un autre vaccin, l&Canvaxin® (CancerVax Corp®), offre des résultats hétérogatez
'homme. Ce vaccin, développé a partir d’oncolysats degdédes de cellules tumorales
allogéniques (M10-V, M24-V, et M101-V), exprimanit enoins 20 antigéenes immunogenes,
n'apporte aucun effet bénéfiqgue sur la survie Wise étude de 1995 (Kirat al. 2002).
Cependant, une étude de 2002 montre une augmentidida médiane de survie chez des
patients atteints de mélanomes métastasés (37cmegsles patients vaccinés contre 17 mois
sans vaccination) (Kirat al. 2002).

Unevariante consiste en uoncolysat de mélanocytes tumoraugombinant des antigénes
tumoraux « faibles » (peu opérants isolément) et de antigenes viraux forts et
Xxénogénisants c’est-a-dire aptes a accroitre le caractére g@trades antigenes tumoraux
(Leftheriotis et al. 1980). En effet, pour étre immunogene, une mo&ddit contenir un
grand nombre d’épitopes identiques, ou au moinpitbges différents (Leftheriotist al.
1980). Les cellules tumorales, dérivant de celluleemales, ne présentent parfois que des
différences avec les cellules saines originellesemble donc judicieux d’y adjoindre un
épitope étranger, dont le seul réle est de déclermhla réponse immunitaire (Leftheriotis

et al. 1980).
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Ces oncolysats sont obtenus grace a des cellutexales prélevées sur un patient a un stade
avanceé de la maladie (récidive, métastases) pigist@es directement (oncolysat primaire) ou
apres leur mise en culture (établissement de Igyoékulaire et oncolysat secondaire) par un
virus lytique (Leftheriotiset al. 1980). Chez 'lhomme, le seul virus a avoir montné action
oncolytique significative est leirus de la vaccine Ce virus a l'avantage d’étfertement
immunogéne et inoffensif pour I'h6te et permet en outre la stimulation non spécifique
immuno-allergique dans le cadre de l'infection poxte (Leftheriotiset al. 1980).

Un vaccin de ce type est développéez I'homme sous le nhom d&/MO® (vaccinia
melanoma oncolysatept montre un effet bénéfique sur la durée de suhaftheriotiset al.
(1980) en rapportent une tentative efficace d'imisation chez 'homme. L’'oncolysat est
injecté a des malades porteurs rdélanome malin de stade avancé (lll et V)4 a 6
semaines apres I'exérese chirurgicale de la tunpauryoie intra-dermique dans la cuisse,
I'épaule et le thorax, afin de stimuler les nceyatsphatiques régionaux, toutes les semaines
pendant 6 mois, puis toutes les deux semaines’ausqe éventuelle récidive (Leftheriotis

al. 1980). Sur les 19 patients bénéficiant de cettaunothérapie, 9 présentent des réactions
cutanées positives au vacchypersensibilité retardéeaux lieux d’injection du vaccin), et 7
d’entre eux voient se stabiliser leur affectiongeamt 6 a 24 mois (Leftheriotist al. 1980).

De plus, aucun patient n’a présenté d’intolérahedtiijeriotiset al. 1980).

A la vue de ces bons résultats, Leftheri@isal. (1980) proposent alord’appliquer ces
oncolysats a la vaccine aux chiens atteints de métane La prise du vaccinest également
constatée dans cette espéce, apres scarificatiomoetilation intra-dermique, mais la
réactivité apparait discrete. En revanchegfmnse sérologiquese révéle nettemepbsitive

et prolongée (Leftheriotis et al. 1980). Desessais cliniquesont été menés au début des
années 80 par la méme équipe, chez des chienstatiei mélanome malins récidivants trés
pigmentés, mais les résultats n’ont pas été pyhhéguantprobablement un échecchez
I'animal de cette thérapeutique.

Un vaccin de seconde génératiorest actuellement en cours de développenudraz
'homme, le CD-MelVac® (Jacket al. 2006). Il est constitué de 5 lignées de cellules
tumorales distinctes, contenant des antigenes del GMariés, et exprimant au moins 10
antigenes spécifiques de mélanomes (MAASs) (&aeh. 2006). Ces cellules sont lysées par le
virus de la vaccinepuis pulsées dans des cellules dendritiques autolas (Jacket al.
2006). Il est généralement associé au gene delikeombinante, ce qui permet d’augmenter
I'activité lymphocytaire (Jacket al. 2006). Ce nouveau vaccin montre urégduction
significative du volume tumoral et augmente la duré de survie lors d’essais chez la
souris (Jacket al. 2006). Chez I'hnomme, il conduit également a désultats cliniques
bénéfiques pour les patientsll a d’ailleurs recu en 2005 I'approbation dd-RA (Jacket al.
2006).

Son utilisation n’est pas encore rapportée cheahien, mais apparait prometteuse aux vues
des effets obtenus chez la souris et 'Thomme.
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3.4.1.2.1.2Vaccins acellulaires, contenant des antigénes pugs.

3.4.1.2.1.2.1Vaccins synthétiques a réponse humorale.

Certains composants de la cellule peuvent étriségildans les vaccins anti-mélanome. Citons
par exemple deglycolipides et des ganglioside@Knapp 2002), surexprimés par les tissus
neuro-ectodermiques et notamment par les cellul@®itales de mélanome (lwabuddtial.
1998). Ces antigenes tumoraux de surfadeisent une réponse humoralget peuvent étre
produits synthétiquement(Kim et al.2002).

C’est le cas par exemple d’'waccin anti-mélanome a I'étude chez 'humain, commse de
monosyaloganglioside GM2.Les patients atteints de mélanome vaccinés déveittdpdes
anticorps anti-GM2 qui se révelerrotecteurs, associés a lI'augmentation de la durée de
survie (Knapp 2002) (Parmianét al. 2003). La réponse est encore améliorée par
I'administration concomitante de BCG au vaccin (Raniet al. 2003).

Le ganglioside GM3 est également un MAA contribuant au développendante réponse
humorale anti-mélanome. |l s’agit du ganglioside giis couramment rencontré chez
I’'homme et I'animal (Dohet al. 1988), est constitue donc un bon candidat poua¢zination
anti-mélanome.

Des essais concluants sont rapportés chez la sduineculation sous-cutanée de GM3
purifié, incorporé a des protéo-liposomes de teteptaille et associé a I'adjuvant de Freund,
permet en effet dprolonger durablement la surviede souris porteuses de la lignée B16 de
mélanome (Caret al. 2001). Cette vaccination conduit de plusdaveloppement d’'une
réponse humorale comme en témoigne la présence sérique des 4ctamses d'lgG anti-
GM3, avec une prédominance d’'lgG2b et d’'lgG3 (Garal. 2001). Uneforte cytotoxicité
anti-B16, médiée par le complémeniest également détectée au cours de ces travaux.

Des essais de vaccination par Gbi&z le singanontrent lanéme efficacitéet I'absence de
toxicité systémique(Badaet al. 2002).

Un vaccin GM3 de ce type, capable d’induire uneqmiion tumorale durable, serait donc
approprié pour le traitement du mélanome canin Néanmoins, aucun essai n'a encore été
publié a ce sujet.

Dohi et al. (1988) précisent que leéritable immunogéne dans les cellules de la lignée
murine B16 de mélanome serait en réalit&M3 lactone. En effet, ils observent au cours de
leurs recherches, que l'immunisation de souris lpaGM3 lactone induit la production
d’anticorps IgG3 (DH2), dirigés aussi bien contre le GM3 que contre la3dkttone, et
possédant un effet cytotoxique caractéristique adsdus-classe (Dolat al. 1988). Cette
réponse humorale permet en outre I'inhibition derl@issance des cellules de mélanome B16
in vitro, a fortes concentrations (Dodii al. 1988). h vivg la méme action est constatée aprés
injection intra-veineuse a des souris porteusesndlanome B16, avec une accumulation
significative de I'anticorps dans la tumeur (Detial. 1988). Des résultats comparables sont
obtenus chez I'homme (Dobt al. 1988). Le DH2 réagit préférentiellement avec ddisiles
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ayant une forte densité de GM3 a leur surface ([ohal. 1988), conditionnant ainsi la
sécurité de son utilisation envers les cellulesesaide I'organisme. La GM3 lactone, plus
immunogéne, constitue donc un antigene vaccinatessant. Aucune donnée n’est cependant
disponible a ce sujet en médecine vétérinaire.

Un autre antigene de surface spécifique du mélandenelisialoganglioside GD3 est
actuellemené I'étude chez le chienCet antigene a I'avantage d’éfaetement surexprimé
par les cellules de mélanome par rapport aux cellas normales de la lignée neuro-
ectodermique (Milner et al. 2006), limitant tout risque de toxicité. Aucun etfcecondaire
n'est d’ailleurs rapporté lors des essais vaccirduez I’'homme (Milneet al. 2006).

Milner et al. (2006) confirment, grace aahticorps monoclonal murin Mel-1 (R24) que cet
antigene est présent en grande quantité a la sudas cellules de 6 des 7 lignées de
mélanome canin étudiées (Jenny, Bear, CML-2, ScoG®IGD-5 et GMGD-2). Il semble
donc judicieux d'utiliser cet antigene comme unklecide la réponse immunitaire chez le
chien. Seule la lignée cellulaire Shadow, dérivémel tumeur achromique métastatique, ne
I'exprime qu’a faible intensité (Milneet al. 2006). Lexpression de GD3semble donc
réduite dans les mélanomes métastatiques ou achragaies (Milner et al. 2006), comme le
confirment Sulaimoret al. (2002).

L’immunogénicité de GD3en tant qu’antigene vaccinal est déjablie chez 'homme, la
souris et le hamster(Milner et al. 2006). Elle apparait d’ailleurs biesupérieure chez les
animaux de laboratoire que chez 'homme (Milneet al. 2006), pouvant laisser espérer une
réponse vaccinale meilleure chez le chien que €hemme. Laprésentation du GD3 au
systeme immunitaire est médiée par des récepteatines de type C a la surface des
cellules dendritiques(Milner et al. 2006). Lorsqu’elles sont stimulées en méme tenyes q
des récepteur¥oll-like (signal de danger), ces lectines conduisent aépmense immunitaire
innée et adaptative (Milnegt al. 2006). Parmi les ligands potentiels des récept&oik
citons par exemple des oligodésoxynucléotides oamtedes séquences cytosine-phosphate-
guanine(CpG-ODNSs), ciblant le TLR9, leparois des mycobactériese liant au TLR2, ou
encore le monophosphoryl lipid A (MPL), activant le TLR4 (Milneret al. 2006).
L'utilisation combinée de GD3, de parois de mycobaéries, de MPL et de CpG-ODNs
dans un vaccinsemble donc bénéfique pour induire la réponsetamtorale voulue (Milner
et al. 2006).

La réponse immunitaire induite par 'administratie GD3 se caractérishez 'lhommepar

une forte réponse humorale IgM et une amélioration ded survie (Milner et al. 2006).
Milner et al. (2006) rapportent des résultats comparaldlesz le chien En effet, ils
expérimentent un vaccin contenant I'antigene GDB1¢h 100ug puis 150ug), associé a des
CpG-ODNs et a l'adjuvant RIBI (contenant des pad@smycobactéries et du MPL), injecté
par voie intra-dermique chez 10 chiens normawgi§, toutes les 4 semaines. Cette étude
montre deséactions d’hypersensibilité cutanée retardée posites chez tous les chiens
vaccineés, de plus en plus marquées au fur et arme®s rappels (Milnegt al. 2006). De
plus, I'examen du sérum de ces chiens par ELISAe®tétudes de cytotoxicité menées,
révélent le développement post-vaccinal d'uf@te réponse IgM, avec peu de

216



commutation isotypique (faible réponse IgG), ainsi qu'uméponse cellulaire cytotoxique

par le biais des cellules NK circulantesnon restreintes au CMH (Milnet al. 2006). Ce
type de vaccin permet donc d’induire chez tousal@ismaux traités une réponse humorale et
cellulairedirigée contre le GD3 antigene classiquement surexprimé a la surfaseelales

de mélanome (Milneet al. 2006).L’efficacité de ce vaccin chez des chiens porteude
mélanome est donc grandement espérébes essais clinigues menés par la méme équipe
sont actuellement en cours.

Aucun effet secondairen’est rapporté au cours de cette étude. De méhez khomme,
seuls sont connus des symptdomes de type grippawdesuéactions locales au niveau des
sites de vaccination (Milneat al. 2006). Cependant, la stimulation de la réponseunitaire
dirigée contre le GD3, assimilé a un auto-antiggmeaison de son expression sur des cellules
normales de I'organism@eut conduire au développement de maladies auto-immes et

est donc potentiellement dangereuse (Miketeal. 2006). Plusieurs syndrdmes auto-immuns,
associés a l'augmentation sérique de l'activité Ig@nti-CD3, sont effectivement connus
chez I'nomme C'est par exemple le cas de neuropathies aigués cloroniques
démyélinisantes, du syndrobme de Guillain-Barrédaune de ses variantes, le syndrébme de
Fisher, induite a la suite d’une infectiorCampylobacter sppMilner et al. 2006). Chez les
chiens étudiés, un faible niveau de production titarps IgM dirigés contre le GD3
endogene est notable avant la vaccination (Mikteal. 2006). Cependant, aucune maladie
auto-immune dirigée contre le GD3 n’est rapporidinger et al. 2006).

3.4.1.2.1.2.2Vaccins peptidiques.

Les antigenes associés au mélanome (MAAspnt despeptides tumoraux spécifiques,
immunogeénes, partagés par différents patienfconstituant des candidats intéressants pour
une thérapie vaccinale (Roi#t al. 1994). lls sont a la base de la vaccination dite
« peptidique ».

Ces vaccins peptidiqueassocient généralementplusieurs MAAs afin de générer une
immunisation efficace et étendue, et éviter I'égieapent tumoral par une simple mutation
(Kim et al. 2002). De plus, laombinaison de peptides restreints au CMH Iprésentés aux
LT par voie endogéne par les cellules tumoradesl'autres restreints au CMH Il, apprétés
par les CPA, permet d’'induiri la fois une réponse T CD%4et CD8" envers les antigénes
tumoraux (Kimet al. 2002).

Ce type de vaccination est donc basé sur le changatas fragments peptidiques sur des
molécules vides de CMH | ou II(Kim et al. 2002). Leur administration aux patients est
généralement combinée a celladjuvant incomplet de Freund(émulsion d’huile minérale
piégeant I'antigene), stimulant la réponse immurgtde maniére non spécifique (Kiet al.
2002).
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De nombreux antigenes de ce type peuvent étresagilcomme cibles potentielles de la
vaccination. C’est le cas notamment deylesinase des mélanocytes (Roiét al. 1994),
mais aussi de lgpl00/pMEL17, de MelanA/MART-1, de gp75/TRP-1, de TRP-2, des
ACE, deHER-2/neu 5 de laPSMA (prostate specific membrane antigen) MIRGE-1, -2,

-3, deBAGE, deGAGE-1, -2, deGnT-V/NA17, deNY-ESO-1, depl5, ou encore de If-
caténing de I'EF-2 (elongated factor 2), de taspase &u de lgprotéine codée patMUM-

1 (Kim et al. 2002) (Parmianet al.2003).

Ces antigénes peuvent émeduits synthétiquementa partir d’acides aminés purifiés (Kim
et al.2002). L'obtention de tissus du patient n’est dpas nécessaire (Kigt al.2002).

Des essais cliniques de vaccination par ces peptitntrent desésultats encourageants
chez des humains atteints de mélanomes a des stadeancés(Kim et al. 2002), bien que
I'étendue du systéme HLA humain représente unedgrimite a ces investigations.

Par exemple, la vaccination de patients atteintendlanome métastatiquerec le peptide
MAGE-3 restreint au HLA-A1 aboutit 28% de réponse clinique aveémission complete
durable (Parmianiet al.2003). Si I'on vaccine avec le méme peptide redtpar le HLA-A2
ou avec MAGE-1 restreint au HLA-A1, on n’obtientrpeontre que 12% de réponse
(Parmianiet al. 2003).

L'utilisation de MelanA/MART-1, combinée a l'adjuvant incomplet de Feund, permet
guant a elle I'établissement d’'une réponse CTL cifipée, mais aucun effet clinique n’est
observé (Parmiargt al. 2003).

Citons aussi un taux de réponse de 42% chez demgatyant recu upeptide gpl100
modifié, en association avec de fortes doses sysignes d’IL-2 (Parmianiet al. 2003).

Enfin, des essais comparables effectués chez tiestgatteints de mélanome de stade IlI/IV
avecla gp100 et la tyrosinasecombinées a I'adjuvant incomplet de Freundaboutissent a
une réponse immunitaire dans 90% des patients (&airet al. 2003).

Ces peptides peuvent étre également administiéassociation avec du GM-CSklans le
but d’augmenter la présentation antigénigusitu.

En effet, le traitement de patients atteints deam@ine métastatique avec orélange de
peptides tumoraux (MelanA/MART-A, gpl100, tyrosinas¢ couplée a I'administration
loco-régionale de GM-CSF induit uneréponse CTL spécifique d’'un ou plusieurs peptides,
et une régression transitoire chez I'ensemble dédwidus traités. Cependant, une réponse
durable n’est observée que chez 10% d’entre euxniRai et al. 2003).

De plus,NY-ESO-1, antigene fortement immunogéne, est capable dérgéa la fois une
réponse CTL et anticorps chez 50% des patientewsrtde tumeurs NY-ESO-1dont le
mélanome (Parmiaret al. 2003). Son administration a des patients portderge type de
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tumeur,combinée au GM-CSF induit une réponse CTL spécifique chez pres d 6@s
individus, associée a urgabilisation de la maladie et a une régression agtive de
guelques métastase@éponse mixte) (Parmiaat al. 2003).

Ces peptides peuvent étre égalenmnisés dans des cellules dendritiques autologyese
qui induit plus efficacement une réponse anti-tuate(voir 3.3.1.2.1.3.).

Une autre approche consistangecter de '’ADN nu correspondant (voir la vaccination
génétique en 3.3.1.2.1.2.2) de cellules génétiguement modifiéesafin d’aboutir a la
traduction du peptide d’'intérét dans I'organisme hde.

Alexander et al. (2006) proposent par exemple d’administrer a de®ns atteints de
mélanome un vaccin composé de cellules tumorales allogéniquésellules de la lignée
17CM98), modifiées pour exprimer le gene codant pour la gpI0Dhumaine L'utilisation
des xénogenescodant pour des antigenes tumoraux homologuesrappees intéressante
pour dépasser la tolérance tumorale et induirerépense immunitaire efficace (Alexanasr
al. 2006). En effet, ces antigenes différant légéréntms antigenes du soi, soplus
facilement reconnus comme étrangergt permettent d’'induire une réaction immunitaire
plus forte que la simple injection d’antigenes &gaes (Liacet al. 2006). 1l faut néanmoins
veiller & maintenir une réactivité croisée suffieamvec I'antigéne tumoral du soi, afin
d’obtenir un effet thérapeutiqgue (Gyorft al. 2005) (Liaoet al. 2006). Au cours de ces
travaux, cette équipe montkénduction post-vaccinale d’anticorps anti-h-gp100 et de
cellules cytotoxiques spécifiqueLette vaccination a I'avantage d’ébien tolérég permet
d’augmenter la durée de surviechez les animaux traités, mais ne conduit qu’'aaux de
réponse global (réponses completes et partiellesg d 7%, et un taux de contréle tumoral
(réponses complétes et partielles, et stabilisateota maladie pendant plus de 6 semaines) de
35% (Alexandeet al.2006). Cette approchieste donc encore a améliorer

3.4.1.2.1.2.3Vaccins génétiques.

La vaccination génétique correspond &aacination par un génecodant pour un antigene
tumoral caractériséplutét que par des cellules ou des peptides tumana (Favrotet al.
2003).

Cette méthode de vaccination génétique a l'intdi&fre basée sur lpurification d’ADN
méthode simple, peu colteuse et permettant de ipeddADN recherché en grande quantité.
Afin d’étre véhiculé dans I'organisme hote, I'ADNirdérét estcloné dans un plasmide
bactérien avec un promoteur fortement actif (par exempleicéll cytomeégalovirus), puis
administré par voie intra-dermique ou intra-musicaléBergmanet al. 2003). Le plasmide
s’integre alors aux cellules de la peau ou du neudentigene est transcris puis traduit dans
I'organisme, et correctement présenté par des @Restque les cellules dendritiques.
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Bergmanet al. (2003) ont développé dans cette optique un vagémogénique, a base
d’ADN codant pour des antigénes de différenciation ni@nosomaux,comme la tyrosinase
humaine (hu-Tyr-DNA), la tyrosinase murine (mu-DMNA) ou la TRP-1/gp75. Plusieurs
études chez les souris montre que la tyrosinase, dpi'étant une protéine intra-cellulaire,
s’exprime faiblement a la surface des cellules nates mélanocytaires (Liaet al. 2006).
D’autre part, la tyrosinase canine partage 87,5B6mologie avec la tyrosinase humaine, et
84,4% d’homologie avec la tyrosinase murine (Bengraa al. 2003) (Liaoet al. 2006),
rendant possible ce type de vaccination chez kenchi

De bons résultats sont obtenus en termes d’effe@tid’innocuité chez la souris C57/BL6,
en induisant une rupture de la tolérance tumorailesi qu'une réponse humorale et T
cytotoxique dirigées contre les cellules syngérsqie la lignée de mélanome B16 (Bergman
et al. 2003) (Liaoet al. 2006). Un phénomene d’hypopigmentation auto-imrasnparfois
rapporté (Bergmaat al. 2003).

Bergmanet al. (2003) étudient laaccination par le hu-Tyr-DNA chez 9chiens porteurs
de mélanome malinde grade I, Ill ou IV, de localisation variée \ié@ buccale, coussinet,
ongle, ceil). Le vaccin est injecté 4 fois, a raisten 2 fois par semaine, par voie intra-
musculaire (Bergmaet al. 2003).

Aucune toxicité systémique élévation des facteurs anti-nucléaires (FAN), légion
d’hypopigmentation n’est constatée (Bergnetnal. 2003) (Liaoet al. 2006). Seuls sont
notables des effets secondaires inflammatoiressitares, localisés au site d’injection
(irritation, gonflement, Iégére douleur) (Bergnetral. 2003).

La vaccination induit uneéponse humorale anti-tyrosinase humaine spécifiquehez 3 des

9 chiens traités, avec des titres d’anticorps 2faisupérieurs a leur valeur pré-vaccinale,
soutenue pendant 3 & 9 mois apres la dernierdionecaccinale (Liacet al. 2006) (Bergman

et al. 2006). Liaoet al. (2006) montrent également que &gicorps produits sont capables

de reconnaitre a la fois la tyrosinase xénogéniquet syngénique Cette réponse
immunitaire ne se met parfois en place tardivement, jusque 8 semaines apres la derniere
injection (Liao et al. 2006). Des données comparables sont rapportées lahsouris et
I’'homme (Liaoet al. 2006).

D’autre part, la tyrosinase humaine produite esis@ntée par le CMH |, et posséde une
séquence qui differe légerement de la séquenceat®rdu soi (Liaoet al. 2006). Une
réponse immunitaire cellulaire, basée surl'activation de lymphocytes T CD8
cytotoxiques est donc également induite par la vaccinatiomgB@net al. 2003) (Liaoet al.
2006).

Comme le montre la figure 85, la réponse immuretadgngendrée estorrélée a une
augmentation significative de la médiane de surviehez les animaux traités (389 jours,
tous stades confondus, soit plus d’'un an) (Bergetah 2003) (Liaoet al. 2006).
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Figure 85: association de la survie des chiens ci@aés par hu-Tyr-DNA et du
développement d’'une réponse humorale spécifiquetgetrice (d’apres Liao et al. 2006).
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Bergmanret al. (2006) confirment ces résultats au cours d’'undettie plus grande envergure,
enrélant 170 chiens porteurs de mélanome malitadie g, Il ou IV.

Les meilleurs résultats sont obtenus chez les animagens signe de métastaders de la
vaccination, et dont la tumeur est déja beentrdlée par radiothérapie et chimiothérapie
(médiane de survie de 569 jours, avec plus de 48&8cadimaux encore en vie a la fin de
I'étude) (Bergmanet al. 2003) (Bergmaret al. 2006). Cependant, une réponse clinique
significative reste parfois notable chez les aninagporteurs de métastases, avec une
régression ou une stabilisation des métastasesrpesau moment de la vaccination (Léo
al. 2006).

La vaccination par le hu-Tyr-DNA constitue donc utraitement efficace des mélanomes
malins canins de stades II, Ill ou IV, une fois lacroissance de la tumeur primitive
contrélée au plan loco-régional probablement en inhibant la dissémination matagste
(Bergmaret al.2003).

La méme équipe a récemment étudié les effets dackeination par 'ADN xénogene codant
pour la tyrosinase murine, la TRP-1/gp75 murine,Glel-CSF humain, et I'association
tyrosinase murine/GM-CSF humain, selon un mode miatration identique, sur 170
chiens atteints de meélanome malin Leurs travaux révelent une médiane de survie
respectivement de 224 jours, 153 jours, 148 jourdus de 402 jours, avec 7 des 9 chiens
traités par ce dernier protocole encore en vie finlae I'étude. (Bergmaet al. 2006). Le
traitement par ADN codant pour la tyrosinase murineet le GM-CSF humaindonne donc
des résultatparticulierement encourageants
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De plus, comme pour la vaccination par le hu-TyrA)Mucune toxicité systémiquen’est
rapportée. Seuls deux cas dépigmentation locale sont constatés avec l'utilisation de
I’ADN codant pour la gp75 murine et la tyrosinaserime (Bergmaret al. 2006).

La vaccination par ADN xénogénique de chiens postele mélanomes apparait donc sdre et
efficace, induisant une réponse humorale spécifgpufisamment puissante pour dépasser
I'état de tolérance tumoral initial (Bergmanal.2006). Lemeilleur candidat thérapeutique
réside en I'utilisation combinée d’ADN codant poura tyrosinase murine et pour le GM-
CSF (Bergmaret al. 2006).

3.4.1.2.1.2.4Vaccination avec des protéines de choc thermique.

Kim et al. (2002) et Liaoet al. (2006) rapportent que des protéines de choc tlemi
purifiées a partir de lignées de cellules tumoralatlogues, possedent une action anti-
tumorale envers les cellules dont elles dériverds @rotéines sont en effet considérées
comme des adjuvants naturels, grace a leur prémlafixer les peptides antigénique®t de
chaperonner ces peptides aux CPA afin de stimulee$ cellules T naiveslans les nceuds
lymphatiques (Parmiargt al. 2003). Des récepteurs spécifiques sont exprimesepaCPA,
permettant de fixer les différentes familles det@rees de choc thermique (Parmiatial.
2003).

Des essais mené&hez la souris et chez 'lhommelémontre leur capacité de se comporter
comme de puissants vaccins, aveddeeloppement d’'une réponse CTL spécifiquee la
tumeur dans 50% des cas (Parminal. 2003), unretardement de la progression et de la
dissémination métastatique tumoraleset donc lgrolongation de la durée de surviedans

de nombreux cancers dont le mélanome (Taraugh 1997) (Parmiangt al. 2003).

Ces protéines de choc thermique constituent donigémes vaccinauypotentiellement
efficaces pour le traitement du mélanome canin

3.4.1.2.1.3Immunisation par les cellules dendritiques.

La stratégie vaccinale actuellemdat plus prometteuse se base sur I'immunisation du
patient par des cellules dendritiques (Gyodfyal. 2005).

En effet, lemanque d’immunité naturelle a l'origine de la dissémination du mélanome
malin peut étre imputable a une faible immunogéhides antigénes tumorapar défaut de
présentation par les cellules dendritiques (DCs|Catchpoleet al. 2002b) (Gyorffyet al.
2005). Ces cellules, comme on I'a étudié en 2c¢ht des CPA spécialisées, qui capturent les
antigenes et migrent vers les nceuds lymphatiquedlesistimulent les réponses immunes T-
cellulaires (Catchpolet al. 2002b). Leur manque d’activité se traduit doncyose limitation
des cellules T réactives (Gyorféy al. 2005).

Ces cellules dendritiqgues sont utilisées comadguvant cellulaire afin d’induire une
réponse immune anti-tumorale efficacé Tamuraet al. 2007).
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Les DCs du patient sont d’abord isolées, purifipes cultivéesin vitro (Catchpoleet al.
2002b). Catchpolest al. (2002b) ont mis au point a ce titre une méthodenptant de
générer facilement et en grande quantité des DCs maes. Les cellules mononucléées
circulantes sont extraites a partir d'prélevement sanguinde chiens porteurs de mélanome
de la cavité buccale (Catchpatal.2002b).

Elles sont ensuiteultivéesin vitro avec duGM-CSF recombinant canin, dligand FIt3
recombinant humain (un facteur de croissance agigsasynergie avec les CSF pour induire
la prolifération et la différenciation des cellulegmatopoiétiques souches), et dé-4
recombinante canine (Catchpaeal. 2002b). Leumaturation est ensuite stimulée dans un
milieu contenant diLPS. Sept jours plus tard, on observe déja des cslidéemorphologie
dendritique (voir figure 86), formant des paquetsexprimant les marqueurs caractéristiques
de la lignée des DCs (CMH de type Il, CD1a, CDI1B18) (Catchpolet al.2002b).

hY

Figure 86 : microscopie a contraste de phase (xX55mas de cellules dendritiques
produites a partir d’'un prélevement sanguin chez wang atteint de mélanome malin
(Catchpole et al. 2002b, avec leur autorisation).

Gyorffy et al. (2005) proposent une méthode comparable permettadevelopper des DCs
canines a partir d’'urprélévement de moelle osseuse hématopoiétiquen utilisant des
cytokines humaines (hGM-CSF, hSCF, hFIt3 ligand\RT).

Les cellules dendritiques obtenues sont ensthiirgées en antigenes de mélanongar
différentes méthodes (fusion avec des cellules tales entieres, impulsion avec un lysat
soluble de cellules tumorales, un peptide tumooal, des nucléotides codant pour des
antigenes tumoraux, transduction par un virus c@rteun géne de MAA, ...) (Catchpaie

al. 2002b) (Kimet al. 2002) (Tamuraet al. 2007). Soulignons a ce propos que des lysats de
cellules tumorales se sont révélés capables daifaesMAAs non identifiés aux DCs, et
constituent donc une source pratique d’antigenes lgovaccination (Parmiarmt al. 2003).
Plus récemment, dég/brides de DCs/cellules tumorale®nt méme été créés, permettant de
présenter tout le répertoire de MAAs des cellulesdrales d’origine.

Ces DCs maodifiées sont finalement réinjectées aabtades afin d’'induire une immunité anti-
tumorale spécifique vivo (Catchpoleet al. 2002b).
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Une telle utilisation vaccinale des cellules detiglies permet dstimuler la réponse anti-
tumorale spécifique médiée par les lymphocytes T tmtoxiques et auxiliaires et semble
suffisante poudépasser le phénomene de tolérance tumoraéel’origine de sa pérennité
(Gyorffy et al. 2005), et donc induire des réponses cliniguemesunables.

C’est effectivement ce que I'on observe dans leeall traitement du mélanome chez la
souris et chez I'hnomme (Catchpaeal.2002b).

Par exemple, l'injection a desouris de cellules dendritiques transduites par un adémgv
exprimant l'antigene de mélanome gpl00, conduit déweloppement d’'unémmunité
protectrice compléete et d’une réponse cytotoxiquelpssante dirigée contre les mélanomes
exprimant la gp100 de souris, par le biais des ‘Q@4orffy et al. 2005). L'immunisation de
souris par un adénovirus exprimant la TRP-2 humaoaeduit méme a une immunité
protectrice 50 fois supérieure (Gyorty al. 2005).

Chez I'hnomme aussi cette méthode de vaccination donne de bons a¢sult'utilisation de
DCs chargées d’antigenes de mélanome restreintéeganolécules HLA de classe |, tels que
MelanA/MART-1, la tyrosinase ou la gpl00, chez desients atteints de mélanome
métastatique, montre le développement d'uéigonse cytotoxique spécifiquedu peptide
administré dans environ 50% des cas, etrépense clinique(rémission compléte, partielle
ou stabilisation)dans pres de 25% des cafim et al. 2002) (Parmianet al. 2003). Des
essais de vaccination sont également en cours de®®Cs pulsées par MAGE-3A2.1 et
I'anatoxine tétanique (Kiret al. 2002).

Une efficacité comparable peut étre obsei&z le chien

Tamura et al. (2007) rapportent récemment un vaccin canin réaéis partir deDCs
autologues, pulsées par un lysat de cellules tumdea d’'une lignée stablepré-établie de
mélanome canin (CMM2), en présencekdél (keyhole limpet hemocyanin), une molécule
permettant d’augmenter la réponse T-cellulaire gegar les DCs. Ce vaccin est injecté a 3
chiens, par voie sous-cutanée, 4 fois, a un inflerde 2 semaines (Tamuead al. 2007). Il
permet I'inductionin vivo d’'une réponse immunitaire anti-mélanome chez tesanimaux,
en recrutant les cellules T spécifiques des cal@bIM2 (Tamureaet al. 2007). En effet, les
tests cutanés d’hypersensibilité retardégintradermo-réactions a partir de cellules CMM2)
sontde plus en plus positifsau fur et @ mesure des vaccinations (érythémean(faet al.
2007). De plus, les biopsies cutanées réaliséegaimt d’'injection du vaccin révélent une
infiltration du derme par de nombreux lymphocyte®4C et CD8 (Tamuraet al. 2007).
L'injection de DCs pulsées par un lysat de cellutddM2 permet donc dhduire et de
stimuler la réponse T-cellulaire dirigée contre le€CMM2 chez le chien

L'immunisation in vivo par des cellules dendritigues modifiees permetleégent de
prévenir, ou au moins retarder la progression du mestatigue du mélanome chez le
chien (Catchpoleet al. 2002b). Gyorffyet al. (2005) évaluent a ce titre I'effet d’'une
vaccination de trois chiens porteurs de mélanonamsde la cavité buccale de stade | et lll,
par de<ellules dendritiques transduites par un adénovirusle type 2 exprimant la gp100
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humaine (xénoantigéne). Les tumeurs sont d'abord excisg@surgicalement, et une
radiothérapie est mise en place parallelementnanmiinothérapie (Gyorffet al. 2005). Le
vaccin est injecté par voie sous-cutanée sur lecflane premiére fois 4 semaines apres la
chirurgie, puis renouvelé 30 jours puis 60 jourseada premiére injection (Gyorffgt al.
2005). Aucune toxicité n’est rapportée. Unéorte activité CTL dirigée contre la gp100
humaine (et probablement contre la gp100 caninedst détectée chez le chien témoin et I'un
des chiens traités (stade 1), et est associée ahsemnce de rechutpendant plus de 48 mois.
On ne dénote par contre aucune réponse immuneelicgntre le vecteur adénoviral (Gyorffy
et al. 2005). L'absence de cytotoxicité chez les deuxeauthiens traités témoigne d’'une
mauvaise reconnaissance de la gp100 canine p@D85stimulés par la gp100 humaine du
vaccin (Gyorffyet al. 2005). Le développement d’'un plasmide codant pe@pl00 canine
permettrait sans doute de pallier a ce probleme.

Méme si les résultats ne semblgrds encore trés probants chez le chieporteur de
mélanome, cettdechnique reste prometteuse En effet, laréponse d’hypersensibilité
retardée est considérée chez 'homme combum des meilleurs critéres prédictifs de la
réponse tumorale Le vaccin développé par Tamuet al. (2007), basé sur des DCs
impulsées avec un lysat de cellules tumorales,tendanc d’étre testé lors d’essais cliniques.
Rappelons également a ce titre bBEms résultats cliniquesobtenuschez 'lhomme par la
vaccination pabC-MelVac® (voir 3.3.1.2.1.1.).

3.4.1.2.2 Génothérapie et transformation moléculaire des calles tumorales.

La génothérapie possede de vastes débouchés, eretigert de traiter des maladies
infectieuses, tumorales ou congénitales (Knapp 2002

Elle comporte notamment de multiples applicatioassdle cadre de I'immunothérapie anti-
cancéreuse.

La premiére réside en {amccination génétique correspondant a la vaccination par un gene
codant pour un antigéne tumoral caractérisé, ptiétpar le peptide ou la protéine (Fawbt
al. 2003).

Un deuxiéme type d’approche consisteamsfecter des cellules immunocompétentes par
I’ADN ou ARN d'intérét , par exemple des cellules dendritiques autologafesd’induire la
réponse anti-tumorale (Kiet al. 2002) (Favroet al.2003).

Ces deux premiers types de démarches ont déjagal&rdés dans les parties précédentes.

Le dernier domaine d’application, sur lequel nowsishfocaliserons dans ce paragraphe,
consiste er'introduction in vivo ou in vitro de matériel génétique (ADN, ARN) dans les
cellules tumorales elles-mémefKim et al. 2002). Ces modifications aboutissent, par des
mécanismes variés, a la mort cellulaire des calltsensfectées et des cellules adjacentes non
transfectées effet bystander, ou de voisinage) (Knapp 2002), soit directemesaif en
accroissant leur antigénicité et donc leur recawaaice par les CPA, potentialisant ainsi la
réponse immunitaire (Modiaret al. 1999).
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Cette méthode esimple et peu colteuseElle possede de plus I'avantage de permettre une
expression prolongée de la molécule souhaitée

Le géene d'intérét peut étre introduit dans lesubed directement, in vitro, couplé a des
méthodes de transfert physique. C’est le cas no@rhde la méthode de transfection Accell,
ou le transfert génique s’effectue par la projectae microparticules d’or recouvertes
d’ADNCc par un pistolet a genesdans des cellules ou des tissus (Hoggal. 1999) (Favrot
et al. 2003). D’autres méthodes sont possibles, notamiéerttroporation, I'injection a
I'aiguille, ... (Favrotet al.2003).

L’ ADN nu peut également étiiejecté directementin vivo, dans certains tissus comiee
muscle ou le tissu sous-cutan@avrotet al. 2003).

Cependant, le gene recherché reste le plus souwertduit dans les cellules par
I'intermédiaire d’'un vecteur.

Citons par exemple de®cteurs viraux, tels degétrovirus incompétents pour la réplication,
qui infectent lescellules en prolifération desadénovirus desvirus adéno-associésdes
herpesvirus ou encore levirus de la vaccine(Knapp 2002). Andrawisst al. rapportent en
2001 le premier cas de transfert génique médi@ipaadénovirus recombinant, incompétent
pour la réplication, chez un chien atteint d’'un améme intraoculaire spontané. lls obtiennent
par la simple injection intra-tumorale de ce vectenetransduction efficace des cellules
tumorales (viables ou nécrotiques) et des cellulasljacentesde la chambre antérieure (iris,
angle irido-cornéen et corps ciliaire surtowsgns provoquer deffet délétére (absence
d’'inflammation) (Andrawisst al. 2001). Ce vecteur a également I'avantagelideéminer
par le sangvers d’autres organes (foie, nceuds lymphatiqueset dpnc de pouvoir toucher
les différents sites métastatiguegAndrawisset al. 2001). Enfin, d’autres études rapportent
une persistancede I'expression du géne transduit supérieure ajad& dans certains cas
(Andrawisset al. 2001).

Les liposomesconstituent également de tres boesteurs de plasmidesen permettant a
'ADN de traverser la membrane plasmique cidlules méme quiescentegcomme des
cellules somatiques différenciées), puis de gatgperoyau. Les liposomes cationiques ont
I'avantage de pouvoir étre préparés en grandestitpgret les formes aqueuses sont stables
pendant plusieurs mois (Knapp 2002). Toutefoistalex de transfection reste bas (Knapp
2002).

La génothérapie anti-cancéreusaecoit depuis 1989 une attention toute particalien
médecine humaine en tant qtmitement alternatif ou complémentaire des cancers
métastasés(Knapp 2002). Et aujourd’hui, elle est de plus mas utilisée en médecine
vétérinaire.

En effet, la modification génétique des cellulanduales permet de potentialiser leur propre
destruction selon différentes voies :
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3.4.1.2.2.1Induction d’'une réponse anti-tumorale efficace.

Tout d’abord, la modification génétique des ceButemorales peut permettdtaméliorer
leur reconnaissance par le systéme immunitaireainsi que stimuler la réponse immune
anti-tumorale.

On peut par exemplgansfecter des cellules tumorales par les géenesdamt pour des
MAAs, afin de permettre unglus grande expression de ces antigenasla surface de la
tumeur (Kimet al. 2002). L'immunisation par '’'ADN codant pour la gfpMEL17 conduit
par exemple a réduire de moitié la formation decurs chez la souris (Kiet al. 2002).

On peut aussi utilisdtADN de I'lL-2, du TNF, du GM-CSF (permettant le recrutement de
cellules présentatrices au niveau de la tumewtoet I'activation de cellules naives), comme
précédemment décrit (voir 3.3.1.1.4) de B7(molécule costimulante, permettant de rendre
les cellules tumorales meilleures CPA) (Knapp 2{6&n et al. 2002).

Citons a ce titre les premiéres recherches en nmagétérinaire portant sur la génothérapie
anti-cancéreuse, initiées en 1995 par Elmslial. chez des<hiens porteurs de mélanome
(Elmslieet al. 1995, Dowet al. 1998).

Ces chercheurs onhjectés directement dans les tumeurs primaires etes noeuds
lymphatiques métastasésdes liposomes cationiques contenanplasmide d’ADN codant
pour un super-antigene bactérien, I'entérotoxine stphylococcique B, en association avec
le gene codant pour le GM-CSF caninune fois toutes les deux semaines pendant 12
semaines. Plusieurs études rapportent en effatitButie la réalisation d’immunisations
multiples pour dépasser I'état de tolérance péatielu systéme immunitaire face aux
antigenes tumoraux (Dowt al. 1998). L’entérotoxine staphylococcique B (SEB) ast
super-antigéne bactérien connu pour activer IdaleslT. Il aboutit a leur prolifération, leur
sécrétion de cytokines (TN&-IFN-y, IL-2, IL-12), et leur développement d’une fortieité
cytotoxique (Dowet al. 1998). Le GM-CSF, quant a lui, permet d’induires déponses
immunitaires contre un large panel d’antigénes tammo en stimulant fortement les cellules
dendritiques et macrophagiques, et donc en amatitagrésentation des antigenes tumoraux
aux cellules T (Dovet al. 1998).

Vingt-deux chiens ont été traités par cette combaomg 20 atteints de mélanome malin de la
cavité buccale, et 2 d’'un mélanome digité métastasenceuds lymphatiques de la cuisse.
Chez I'ensemble des animaux traités, les biopsm#nment uninfiltrat inflammatoire intra-
tumoral beaucoup plus dense en cellulegu’avant le traitement, composé lgenphocytes
T CD4" et surtout de lymphocytes T CD8 et de macrophagegDow et al. 1998). De plus,
sur les 16 chiens encore en vie apres les 12 semdimduction, on observe udanminution
notable de la taille tumoraleenviron 10 semaines apres l'initiation du traitemeorrélée
dans le temps Baugmentation croissante de l'activité des lymphogtes T cytotoxiques
(CTL) anti-tumoraux circulants (Dowt al. 1998). Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus dans les modeéles humains et murins deléalimgDowet al. 1998). De plus, lors de
régression compléte de la tumeur, cette activi@@EL soutenue est maintenue pendant au
moins 3 mois (Dowvet al. 1998).
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Le taux de réponse global (rémission partielle ou contgte) pour les 22 chiens est d&%,

tous stades confondus (Daat al. 1998), avec un taux de réponse supérieur darnstddes
précoces de la maladie (Doet al. 1998) (voir tableau 11). On constate également une
prolongation significative de la durée de rémissioret de surviedes animaux traités par
génothérapie, comparé a la pratique de la seulergie (Dowet al. 1998).

Tableau 10 : réponse clinique et durée de survis @2 chiens atteints de mélanome, traités
par injection intra-tumorale d’ADN codant pour la BB et le GM-CSF (d’apres Dow et al.
1998).

Stade tumoral Nombre de patients Réponse (%) Durée de survie

moyenne (semaines)

| 3 100 (3/3) 61
I 5 60 (3/5) 47
Il 12 33 (4/12) 42
IV 2 0 (0/2) 7

Une réponse clinique encore meilleure est obteraud’ipjection intra-tumorale d’ADN
codant pour la SEB et 'lL-2. Sur 4 chiens atteints de mélanomess@ele IllI, le taux de
réponse est de 75%avec une régression compléte pour 3 de ces arig@es 12 semaines
de traitement, et une durée de rémission supériur@ mois pour I'un d’eux (Dowt al.
1998).

Des résultats médiocres sont par ailleurs obtesngsde I'utilisation de la seule entérotoxine
staphylococcique B (progression tumorale chez 8hi3), ou du seul GM-CSF (progression
tumorale chez 1 chien /2, et stabilisation chehigrc/2) (Elmsliest al. 1995).

L’expression intra-tumorale de génes codant pouswper-antigéne et une cytokine permet
donc linduction chez le chien d’'uneéponse anti-tumorale efficace dirigée contre le
mélanome, a la fois locale(infiltration de la tumeur par des cellules inflavatoires,
régression tumoraleket systémique (augmentation de lactivité des CTL circulants,
augmentation de la durée de survie et donc inbibitiu développement de métastases) (Dow
et al. 1998). Lesmeilleurs résultats sont obtenus avec l'uiSlation du gene codant pour
I'lL-2, en combinaison avec le super-antigen@ow et al. 1998).

D’autre part, latoxicité de ce traitement restainime, avec seulement rapportés un cedeme
péri-tumoral transitoire apres l'injection, et umattement ou une anorexie de 24h (Elmstie
al. 1995) (Dowet al. 1998). D’autre part, aucune maladie auto-immuestrobservée, méme

2 ans apres le traitement (Daival. 1998).

Des essais récents ont été conduits chez des svedgd’autres genes de cytokines, telles que
I'lL-12 ou I'lL-6 . lls montrent également umlentissement de la croissance tumorale,
voire une régression tumorale spectaculair€Dow et al. 1998).
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L'utilisation de ces cytokines chez le chien peohd s’avérer bénéfique pour le traitement
des mélanomes évoulés.

3.4.1.2.2.2Modification du métabolisme des cellules tumorales.

La modification génétique des cellules tumoralest pussi permettre dmodifier leur
métabolisme (Knapp 2002), en augmentant par exemple leursidgesen oxygéne, en
inhibant les enzymes de la glycolyse ou de la gjgoolyse et donc son potentiel de synthese
protéiqgue et de production d’énergie, en inhibaettains canaux membranaires ou
transporteurs, ou encore en diminuant la synthesendlécules indispensables a la survie
cellulaire ou a la division. Il s’en suit unmortalité des cellules tumorales(hypoxie,
perturbation des échanges ionigues...) ou au moimalentissement de leur prolifération

La génothérapie peut également servamgpoisonnerles cellules tumorales, notamment en
les transduisant par \érus de I'Herpées simplex contenant le géne de thymidine kinase,
dont la protéine assure tmnversion du ganciclovirnon toxique en un métabolite toxique
(Knapp 2002). Des essais sont en cours chez I'hopooe le traitement du glioblastome,
mais aucune donnée n’est disponible concernantdigement du mélanome par cette
approche (Favratt al.2003).

3.4.1.2.2.3Protection des cellules souches sanguines

La thérapie génique peut aussi étre utilisée darmit de protéger les cellules de la moélle
osseuse hématopoiétique des effets déléteresathmathérapie, en lelsansfectant par le
gene MDR (multidrogue resistance) (Knapp 2002) (Fawtoal. 2003).

3.4.1.2.2.4Rétablissement du contrdle génétique de la prolifétion cellulaire

La thérapie génigue peuhéoriqguement inactiver des oncogénegen fournissant des

oligonucléotides anti-sensiestaurer des anti-oncogénegtransfection ou transduction par
p53 waf-1, ink-4a et Rb normales), et aingiétablir les voies de I'apoptose et le contrble

génétique de la division cellulair§Modianoet al. 1999) (Knapp 2002) (Semana 2001).

Les cellules tumorales seraient ainsi susceptilemtrer en apoptose (sans nécrose
significative). Le volume tumoral régresserait do(feavrot et al. 2003). Ces corps
apoptotiques seraient alors phagocytés par lesoplaages et d’autres CPA, assurant la
présentation d’une grande quantité d’antigenes tum@ux non modifiés aux cellules T
(Modiano et al. 1999). En combinaison avec des stimulants puissdet la réponse
immunitaire tels que I'lL-2, le GM-CSF ou l'IFN cette augmentation de la charge
antigénique serait suffisante podéclencher une réponse immunitaire anti-mélanome
systémique et efficaceet améliorer ainsi l'issue clinique de la malad{®odianoet al.
1999).

D’autre part, ces cellules seraient également pausibles aux effets de la radiothérapie
(Biancoet al.2003).
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L’induction de I'apoptose par le biais de la gégo#pie montre de®sultats encourageants
pour le traitement des mélanomesle la souris, de I'homme et du chien (Biaetal. 2003)
(Favrotet al.2003).

Comme on a pu le voir précédemment (voir 1.2.1.8} voies intrinseques du
déclenchement de I'apoptosémettant en jeu la mitochondrie et des génes dantalle de
Bcl2) sontsouvent inactivées dans le mélanome du chieRar conséquent, les génes pro-
apoptotiques qui peuvent déclencher le programmenuet cellulaire doivent étre
nécessairement ré-exprimés pour rétablir la capadits cellules tumorales a entrer en
apoptose (Biancet al. 2003).

La voie extrinseque de I'apoptose implique des récepteurs de mort ragpent a la
superfamille des récepteurs au TNF, comme par ebeclmpécepteur Fas Cette voiemoins
freiguemment altérée dans le mélanome, est doplus facilement utilisable en thérapie
génique.

Biancoet al. (2003) rapportent a ce titre quettansduction de cellules de mélanomén
vitro avec le géne codant pour la protéine murine Fasl'iptermédiaire d’'un adénovirus,
conduit a lasurexpression forcée du ligand de Fas (FasL) par seellules et aboutit a
I'apoptose de presque la totalité des cellules tumales. Ces résultats s'observent dans 5
lignées de mélanomes canins sur 6, qui se revélentas+ (Biancet al. 2003). En effet, les
cellules néoplasiques qui n'expriment plus Fasempriment un mutant non fonctionnel de
cette protéine membranaire, sont connues cheauldsgmour étre normalement résistarites
vitro a I'apoptose médiée par le ligand de Fas (Faslgn@et al. 2003). Doncseules les
cellules tumorales Fas+ sont susceptibles de répaech ce type de génothérapie

FasL permet également de détruire les cellules tale® par une voie détournée. En
générant une forte réponse inflammatoire au niveawde la tumeur primaire, il induit la
dégradation des cellules tumorales et donc la ptésen accrue d’antigénes tumoraux
endogénes par les CPA (macrophages, cellules degnés) aux cellules de I'immunité
(Biancoet al. 2003). La réponse anti-tumorale, dirigée notamnoemntre des tumeurs Fas-
résistantes, est alors stimulée, et empéche lasanote de métastases distantes (Biahab.
2003).

FasL offre donc des avantages non négligeableslpdaitement des cancers.

Bianco et al. (2003) ont appliqué cette technique vivo chez 5chiens porteurs de
mélanomes de la cavité buccale de stade Ign administrant directement dans la tumeur le
géne codant pour FasL, avec le méme vecteur Virais de ces tumeurs ont montré une
régression significative(2 régressions complétes, une régression partigike stabilisation et
une progression de la maladie). De phluscun effet secondairen’a été observé (Bianocet

al. 2003).

Le transfert d’'un géne suppresseur de tumeur dfire des résultats impressionnants pour le
traitement du mélanome canin
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3.4.1.2.2.5Inhibition de I'angiogenese.

Le transfert de génes codant pour des facteurs anti-giogéniquesdans les cellules
tumorales constitue une stratégie thérapeutiquengtteuse du mélanome malin chez
I’'hnomme (Rodolfoet al. 2001).

De nombreuses études rapportent [l'utilisation Bengiostatine, un fragment du
plasminogene, inhibant fortement I'angiogenéseplugart portent sur des modeles murins
de mélanome.

Citons par exemple les travaux de Rodadfoal. (2001), ou des liposomes enveloppant un
plasmide d’ADN contenant le gene de I'angiostasoet injectés une fois par semaine par
voie locale (intra-tumorale) ou systémique (intéaionéale) a des soutiside transplantées
avec des cellules de mélanome humain. Ce traitep@mntet une réduction de la croissance
tumorale de 50 a 90%, avec une apoptose tumorgleriante et la réduction de la densité
vasculaire des tumeursansprovoquer céffet secondairenotable chez les animaux traités
(Rodolfoet al. 2001). L'angiostatine permet donc ddentir voire d’arréter la croissance
tumorale.

L'angiostatine semble également jouer un réle fomglatal dans I'inhibition du
développement de métastases, en inhibant la néo-gakarisation tumorale. Une étude
portant sur le mélanome de I'uvée chez ’lhomme neoeh effet que I'angiostatine produite
par les cellules tumorales possede une action reigié contribuant a limiter le
développement de métastases hépatiques, exactot®de I'énucléation (Aptet al. 2001)
(Andrawisset al. 2001).

La génothérapie basée sur la transduction du gétardyiostatine est donc proposée comme
nouvelle approche thérapeutique pour la gestionndilanome, en particulier pour le
mélanome de 'uvée (Andrawiss al. 2001).

Le chien constitue une espéce intéressante poluedvafficacité du transfert génique dans
le cas de tumeurs uvéales spontanées. En effegréndh différence de localisation
préférentielle (iris et non choroide), et le plasbfe degré métastatique du mélanome de
'uvée canin, cette tumeur partage de nombreuseiitades avec son homologue humain,.
Le chien reste donc uyon modele du mélanome de I'uvée humai(Andrawisset al. 2001)
(voir 1.3.2.4).

Andrawiss et al. (2001) sont les premiers a montrer gdassibilité et I'efficacité de la
transduction du gene de I'angiostatine par un adénarus recombinant humain, chez un
chien atteint d’'un mélanome intra-oculaire spontanéLeur étude révéle une expression de
I'angiostatine par les cellules tumorales et lduiles de 'uvée antérieure, et sa présence dans
I'hnumeur aqueuse pendant prés de 15 jours (Andsastial. 2001). L’angiostatine produite
localement induit une forte réponse inflammatogtutaire, majorant la réponse immunitaire
humorale (IgM et IgG) développée a I'encontre dateer viral (Andrawis®t al. 2001). Des
études complémentaires restent néanmoins nécessafie de caractériser l'action
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angiostatique de cette molécule et son potentigit@moral chez le chien (Andrawis al.
2001).

La génothérapie anti-cancéreuseonstitue donc uneoie thérapeutiqgue prometteuse dans
le cadre du meélanome caninNéanmoins, le chemin reste long avant son uiitisau
guotidien, compte-tenu de la présence de multiplegations génétiques a l'origine de la
cancérisation. De plus, il reste a s’assurer qute dechnique reste biespécifique des
cellules tumorales, sans cibler la fonction cellulaire normale d&te (Knapp 2002). Enfin,
le risque de développer des maladies auto-immunesste présent.

3.4.2 Immunothérapie passive

Il s’agit d’'un traitement qui consisteidjecter au patient les agents ou cellules a I'origine
méme de [I'effet thérapeutique recherclgéolu cellules effectricek

3.4.2.1 Thérapie par des anticorps monoclonaux anti-tumorax.

Le développement des anticorps monoclonaux en J@r5Kohler et Milstein a permis
I'identification, la sélection et la production srasse d’anticorps (Knapp 2002).

Les anticorps dirigés spécifiguement contre destig/ep tumoraux possedent un intérét
diagnostique et pronostique évident, comme précaumrm décrit (3.2). En outre, ils
constituent des outils thérapeutiques séduisamag 2002).

3.4.2.1.1 Obtention des anticorps monoclonaux d’intérét.

Les anticorps monoclonaux saéveloppés grace a I'immunisation d’'une souris paun
antigéne approprié(cellule tumorale entiére ou extraits de membyaasmique) (voir figure
87) (Knapp 2002). Cette souris va produire en iéaain grand nombre de lymphocytes B
fabriquant des anticorps spécifiques de cet angigiees lymphocytes B de la souris sont alors
prélevés (nceuds lymphatiques, rate), fusionnés desccellules de myélome, pour ainsi
obtenir des cellules hybrides immortelles prodoesi d’anticorps. Il ne reste plus qu’a
sélectionner les cellules produisant I'anticorpshexché, et a les cloner. On dispose ainsi
d’'une source de production illimitée d’anticorpséop 2002).
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Figure 87 : schéma général d’obtention des anticerpnonoclonaux (d’apres Hudrisier
2003).
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3.4.2.1.2 Roles des anticorps dans I'immunothérapie passive.

Les anticorps injectés peuvent intervenir dans la lutte antiduahe selon plusieurs
modalités.

3.4.2.1.2.1Destruction directe de la tumeur par des anticorpspécifiques.

Les anticorps administrés sont le plus sousécifiques des antigénes de la tumeur
permettant ainsi dmédier sa destructionpar les différents mécanismes déja étudiés en 2.2.

(Knapp 2002).

Rappelons pour mémoire (voir figure 88) la lyse debules tumorales par le complément
suite a la fixation de I'anticorps, 'ADCC (lyse da cellule cible par les lymphocytes,
neutrophiles ou monocytes se fixant a la fractiende I'anticorps déja lié a la cellule
tumorale), ou encore I'opsonisation (facilitatiom ld phagocytose des cellules tumorales par
les macrophages) (Knapp 2002).
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Figure 88 : mécanismes d’action des anticorps : ayixicité cellulaire dépendante de
I'anticorps (ADCC) et activation de la cascade dwneplément (d’aprés Burmester et
Pezzutto 2003)
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Toutefois, plusieurs problemes se posent a I'atiliy de ces anticorps anti-tumeur.

D’abord, il n'existepratiquement aucun antigénequi soitexprimé exclusivement par la
tumeur : la majorité est aussi exprimée par des cellulesmales, risquant ainsi leur
destruction (Roitet al. 1994). Néanmoins, le fait que certains antigemésns exprimés en
plus grande quantité sur les cellules tumoraled Bvisageable le traitement par anticorps
(Roitt et al. 1994). C’est par exemple le cas dmsgliosides GD2 et GD3Soergelet al.
1994a) (Milneret al. 2006). Soergekt al. (1994a) montrent a ce titre que I'utilisation
d’anticorps murins anti-ganglioside 2 (mab 14.G2a) ownti-ganglioside 3 (mab R24)
conduitin vitro a la lyse des cellules de mélanome canin, grdaardse en ceuvre d’ADCC
par les neutrophiles. Cette action est potentls# I'administration d’'IL-2 (activation des
lymphocytes sanguins périphériques) (Soeegall. 1994a). Soergedt al. (1999) étudient par
la suite que l'administration d’IFN; parallélement a l'administration de ces mémes
anticorps, permet d’activan vitro les macrophages pulmonaires alvéolaires, d’augment
leur cytotoxicité a I'encontre des cellules de mélae canin (ADCC), et donc
potentiellement de contréler les métastases pulimesim vivo. L'utilisation de ces Mabs
anti-tumoraux constitue donc une approche immumapeitique intéressante pour le
traitement du mélanome canin.

D’autre part, les anticorgsénétrent difficilement dans la masse tumoralévascularisation
limitée, protéines de taille importante, forte jgiea interstitielle) (Roitet al. 1994) (Semana
2001). Des molécules plus petites, conservantdapacité de liaison a I'antigene, telles que
lesfragments (Fab) ou bien desnini-anticorps formés d’'un ou deux fragments Fv(V )
peuvent résoudre cette difficulté (Rattal. 1994).

Enfin, il n'y asouvent pas d'activation lytique (Semana 2001). C'est pourquoi ils sont
souventcouplés (voir figure 89) soita une toxine (bactérienne comme I'exotoxine de
Pseudomonasu la toxine diphtérique ; végétale comme la gcou I'abrine ), soia des
substances chimiothérapiqueqadriamycine), soih une enzyme capable d’activer des
prodrogues dans I'environnement tumora) soita des radio-isotopesnduisant la mort des
cellules tumorales se trouvant a proximité, ou emaades agents biologique&comme I'IL-
2, I'IFN) (Roitt et al. 1994) (Knapp 2002) (Semana 2001). Ces anticorpainsi I'avantage
de cibler I'action toxique de ces molécules suutaeur (Tizard 2004).
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Figure 89 : immunothérapie par anticorps, couplage des toxines ou radio-isotope afin
d’améliorer la cytotoxicité (d’aprés Burmester eeBzutto 2003).
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3.4.2.1.2.2Inhibition des signaux de prolifération.

Des anticorps a visée thérapeutique peuvent égateéiee utilisés afin déloquer des
facteurs de croissance autocrinescertaineshormones ou descytokines favorables a la
croissance tumoralgKnapp 2002).

3.4.2.1.2.3Anticorps levant 'immunosuppression locale.

Les anticorps administrés peuvent avoir comme tbjele stimuler les CPA ou les
lymphocytes(anti-CD40, anti-CD137).

lIs peuvent ausdiloquer les signaux inhibiteursdélivrés a ces cellules par des récepteurs
tels que le CTLA-4 (anti-CTLA-4), et ainsi stimulégs cellules anti-tumorales capables
d’éradiquer les cellules cancéreuses (Beltetl. 2003).

3.4.2.1.2.4Induction de I'apoptose des cellules tumorales.

D’autres peuvent aussniter un ligand naturel d’'un récepteur. Un anticorps anti-CD95
pourra ainsi activer le récepteur Fas/APO-1 (CD@&jr figure 90), et ainsi déclencher
I'apoptose (Burmester et Pezzutto 2003).

Figure 90: mécanismes d’'action des anticorps : uddion de I'apoptose des cellules
tumorales (d’aprés Burmester et Pezzutto 2003)
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3.4.2.1.2.5Induction d’'une réponse anti-idiotypique.

D’autre part, ces anticorps peuvent étre a I'oggilune réponse immunitaire anti-tumorale
chez I'n6te par l'inductiond’anticorps dirigés contre leurs propres déterminars
idiotypiques (Knapp 2002) (Parmiaret al. 2003). Les anticorps anti-idiotypiques peuvent
mimer la structure de I'antigene externe et induine réponse immunitaire similaire a celle
développée contre les antigénes ayant servi a Limsation initiale (Parmiaret al. 2003),
permettant ainsi le rejet de la tumeur.

Leur utilisation chez 'lhomme a d’ailleurs condaitune réduction des lésions métastatiques
chez 19% des patients atteints de mélanome (Paratiah2003).

3.4.2.1.2.6Inhibition de la dissémination métastatique.

Ces anticorps peuvent étre également utilisés a@ditbloquer des protéines d’adhésion
favorisant la dissémination tumorale

C’est le cas par exemple @D44. En effet, la présence d’anticorps anti-CD44 (GKR3).est
associée a linhibition de la formation tumorale vitro (Serra et al. 2004), et son
administration intra-veineuse a des souris blogugrdissance tumorale et de la dissémination
métastatiquein vivo (Guo et al. 1994). La durée de survie des animaux traités est
significativement augmentée, laissant envisagerappdication thérapeutique chez le chien et
I’'hnomme de ces anticorps spécifiques.

3.4.2.1.2.7Inhibition de la vascularisation tumorale.

Une derniere approche consisteciédler la vascularisation tumorale par des anticorps
monoclonaux spécifiquemertirigés contre I'endothélium tumoral (Roitt et al. 1994)

(Semana 2001) (Bellett al. 2003) (Favrot 2005). Cette technique permet deunlétla

source d’'oxygene et de nourriture de la tumeuilguieconduira a saécrose Elle constitue
donc une voie thérapeutique prometteuse (Favrd)200

Des anticorpsnhibant les facteurs d’angiogenés@euvent également s’aveérer efficaces. En
effet, si I'on utilise un anticorps neutralisant WEGF, de I'lL-8 et du FGF chez des souris
atteintes de mélanome, dnhibe la dissémination métastatiquede ce dernier et la
colonisation pulmonaire (Sulaimon et Kitchell 2003)e premier traitement anti-
angiogénique sortira prochainement chez I’homme fetraitement du cancer du célon et du
rein. Il s’agit du bevacizumab (Avastin ®), un aoftips anti-VEGF (Belleet al. 2003)
(Favrot 2005). Cependant, cette approche n'esepesre a I'étude chez I'animal.

3.4.2.1.3 Efficacité du traitement passif par anticorps monotonaux.

De nombreux essais cliniques de traitement paca@mé monoclonaux sont conduits chez
I'hnomme. Les résultats obtenus sont généralemenéums, avec plus de succes néanmoins
dans le cadre des lymphomes de type B (Knapp 2@ii)s le cadre du mélanome, un seul
essai clinigue de phase | est rapporté, &eaticorps R24 (IgG3 murine) dirigé contre le
GD3 (Belletet al.2003).
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En médecine vétérinaire, le traitement par ant&ampnoclonaux reste pour le moment

marginal, avec cependant des résultats encourageantsegpaitément des lymphosarcomes

du chien (augmentation de la durée de premieresgtom), avec trés peu d’effets secondaires
(Knapp 2002).

Cette voie thérapeutigue reste dpnometteuse pour le traitement du mélanomgbien que
limitée naturellement par son mode de fonctionnemen

En effet, unemodulation antigénique de la tumeurest fréquemment rencontrée, et il se peut
gue les anticorps développés soient déja dépass@mment de I'injection (Knapp 2002). Il
reste également a s’assurer avant tout essai sj@atieorps administrése réagissent pas de
maniere croisée avec les tissus sains de I'h@napp 2002). Enfin, a coété de leur effet anti-
tumoral bénéfique, certaines études chez des seungéniques montrent que des IgM
spécifigues de la tumeur peuveparfois favoriser la dissémination hématogéne au
poumon des cellules de mélanome (Tsaal. 2003).

3.4.2.2 Immunothérapie par des anticorps hybrides

Une nouvelle forme d’anticorps monoclonal a récemmété développée. Il s’agit des
anticorps hybrides (Knapp 2002).

Ces anticorps sont en fait demlécules bispécifiquescombinant deux régions variables
dirigées vers 2 antigenes différentgortées par une méme fraction constante (Knapg)20
(voir figure 91). lls sont construits par coupladEmique de deux anticorps monoclonaux, ou
bien sécrétés par des quadromes obtenus par fdsiodeux hybridomes sécrétant des
anticorps différents (Roitt al. 1994).

Figure 91 : schématisation d’un anticorps hybridd’épres Quintin-Colonna et al. 2006a).
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Ces anticorps, lorsqu’ils sont dirigés contre dantigénes différents associés sur les cellules
tumorales mais séparés sur les cellules normademeitent unaliscrimination plus fine
entre cellules tumorales et cellules sainee I'hote (Roittet al. 1994).
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lIs peuvent aussi étre utilisés paiioler des cellules effectrices vers un antigene derface
de la tumeur, I'un des sites de fixation se liant a la cellienunitaire, tandis que l'autre ira
reconnaitre un antigéne tumoral prédéfini (voiufey92) (Roittet al. 1994). Cette méthode
de ciblage permet ainsi aligmenter fortement la cytotoxicité spécifique des cellules
tumorales, ainsi que lareconnaissance des cellules tumoralgsar les lymphocytes T
spécifiques conduisant a leur activation (Reittal. 1994) (Knapp 2002). D’autre part, les
anticorps dirigés contre certaines molécules menalimes des leucocytes (CDS3,...) ont
I'avantage supplémentaire démuler les lymphocytes T(Roitt et al. 1994).

Figure 92 : effet bispécifique des anticorps hybeisl et facilitation de la reconnaissance et
de la lyse des cellules tumorales (d’aprés BurmestePezzutto 2003).
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Cette nouvelle forme d’anticorps monoclonaux perdwic de contourner certaines limites
de I'immunothérapie passive classique. Leur utitisapromet une efficacité supérieure. Elle
reste néanmoins a évaluer dans le cadre du mélacioemd’homme et le chien.

3.4.2.3 Immunomodulation adoptive ou thérapie par celluleeffectrices

L'immunomodulation adoptive consistecaltiver in vitro des cellules spécifiques de la
tumeur et les réinjecter au maladgSemana 2001).

On distingue plusieurs approches pour le traiterdeatcancers.

3.4.2.3.1 Utilisation de cellules LAK

La premiere approche se base surdbure in vitro de cellules mononucléées circulantes,
dérivées des cellules NK et actives sur les tumeuiSemana 2001). Sous l'effet d’IL-2, ces
cellules deviennent fortement cytotoxiques viss-diun ensemble de cibles tumorales qui,
pour la plupart, sont résistantes aux cellules Bi#léies du sang (Roigt al. 1994) (Tizard
2004). Elles sont alors appelées 48K ou cellules tueuses activées par les lymphokas
(voir 2.2.1.2.) (Roittet al. 1994) (Semana 2001). Ces cellules activées soB{,GID16 et
CD56', et relarguent comme effecteur ymetéine cytotoxique LAK-1 (Tizard 2004), ainsi
gue degerforines et granzymes(Kato et al. 2007). L'IL-4 et I'lL-7 peuvent également les
activer (Tizard 2004).
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Ces LAK sont classiquement produitesvitro (voir figure 93) en présenceattticorps anti-
CD3, qui favorisent I'expression de récepteurs a PlLet defortes doses d’hr-IL-2, qui
induit la prolifération de ces cellules et leurieation en cellules tueuses (Helfaed al.
1994b) (Tizard 2004) (Katet al. 2007). Une autre méthode a été récemment progumeée
Kato et al. (2007), consistant cultiver les lymphocytes ciani$ du patient avec de la
concanavaline A (5ug/ml), puis de I'hr-IL-2. lcencanavaline Apermet la prolifération de
ces lymphocytes, et augmente I'expression de réoepin a I'lL-2 a leur surface,
caractéristiques des lymphocytes activés (Katoal. 2007). L' hr-IL-2 accélére la
prolifération de ces cellules, et leur permet digri leur potentiel cytotoxique non restreint
au CMH (Katoet al.2007). Cette méthode a I'avantage de produirgraedes quantités de
LAK (100 a 150 fois plus que par la méthode traditideperes utiles en pratique, sachant
que la mise en ceuvre de I'immunothérapie adoptaeessite plus fellules LAK chez le
chien (Katoet al. 2007).

Figure 93 : production de cellules LAK par incubath de lymphocytes circulants en
présence d’IL-2, pendant 4 a 7 jours (d’apres Tidas2004).
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Cette méthode d'immunothérapie adoptive se réaileacechez ’'homme notamment pour
le traitement deancers a des stades avanc@§ato et al. 2007), tout en provoquantoins
d’effets secondairegjue les autres stratégies thérapeutiques.

Des résultats favorables sont également obseh&s I'animal, lors d’études ou les cellules
LAK sont réinjectées en association avec l'injettgystémique d’IL-2 (Roitet al. 1994)
(Tizard 2004) (Katcet al. 2007). Toutefoisseul un petit nombre de LAK atteignent les
tumeurs (Roitt et al. 1994). Desanticorps monoclonaux bispécifiquegpossédant un site de
fixation dirigé contre une molécule tumorale ettt contre un marqueur de surface des
lymphocytes, pourraient étre utilisés pour conagrrs LAK dans la tumeur, et ainsi obtenir
un gain d'activité de ces LAK (Roiét al. 1994).
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D’autres études montrent par ailleurs que les lesllmononucléées circulantes possédent une
activité cytolytique tres supérieure lorsqu’elles sont activéesn présenced’lL-2 et de
cellules tumorales capables d’apoptoseBiancoet al. (2003) proposent alors de rétablir
cette capacité par thérapie génique, en transdussucellules de mélanonme vitro avec le
gene codant pour FasL, par le biais d’'un vectenal @i adénovirus. Cette méthode permettrait
d’amorcer et améliorer la réponse anti-tumorale lparLAK ainsi générées (Bianc al.
2003).

3.4.2.3.2 Utilisation des TILs.

La seconde approche thérapeutique consistecapérer les cellules infiltrant la tumeur
(TILs) apres son exérese chirurgicale, puis aldver in vitro en présence d’lIL-2pendant

4 a 6 semaines (Rokt al. 1994) (Tizard 2004). On obtient alors mmélange de cellules NK,

de lymphocytes T CD8 et de lymphocytes T CD4 (Semana 2001), possédant parfois une
spécificité vis-a-vis de la tumeur d’origine, gera par la suiteéinjecté au malade (Roitet

al. 1994) (Semana 2001). Ces cellules s’accumulems alotour des reliquats de la tumeur,
créant ainsi unegponse immunitaire locale soutenu¢Knapp 2002).

Les meilleurs résultats obtenus a ce jour concernent lgatients humains atteints de
mélanome (Tizard 2004). En effet, cette technique permetbdutir a unerémission
complétechez 1/3 des patients humains atteints de mélanomesalins métastaségKnapp
2002). Dans lesnodeles animaux ces cellules T cytotoxiques spécifiques de laeum
entrainent aussi deggressions tumorales parfois spectaculairesiotamment lorsqu’elles
sont administrées avec de I'lL-2 (Raattal. 1994) (Tizard 2004).

Des essais thérapeutiques sont également menéesiiLs modifiés génétiquementpar
incorporation du gene codant pour le TNFe TcR ou I'lFNy, avant de les réinjecter au
patient (Knapp 2002). Cette technique perdiatcroitre I'efficacité de ces TILs (Roitét al.
1994).

L'immunothérapie adoptive basée sur les TILs esacdbune des méthodes les plus
prometteuses pour le traitement des mélanomes snédirhaut grade, chez ’lhomme comme
chez le chien.

L'immunothérapie présente donc de nombreuses facettes, pouvanexiteitées dans la
lutte contre le mélanome malin chez I'homme et lgerm. Son utilisation en tant que
traitement adjuvant ou a part entiere conduit psirdoeffets bénéfiques, bien gu’encore trop
souvent sporadiques et hétérogenes. La réponserniitaine reste en effet un mécanisme
d’'une grande complexité, et de nombreuses rechednaont étre effectuées pour tenter de
mieux la comprendre, et ainsi de I'apprivoiser.

Cette voie thérapeutique représente néanmoins teseplus prometteuses actuellement. Les
nombreux essais actuellement en cours confirmeom doute sa valeur.
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Comme chez 'homme, le mélanome reste une tuméativementrare chez le chien. Dans
cette espece, il se développe préférentiellementiaeau desmuqueuses buccalesSa
pathogénie n’est pas encore parfaitement compnsads il semblerait que Iperte de
protéines suppressives de tumeurs telles que p53),A21, p16, PTENsoit fréquente chez
le chien (Gyorffyet al. 2005).

Cette tumeur exprime deombreux antigénes spécifiguesappelésantigenes associés au
mélanome (MAAs) Citons par exemple ceux de la tyrosinase, Mel&BMART-1, gp 100,
TRP-1, TRP-2, HMSA, MAGE-B,... (Gyorffet al. 2005). Hormis urintérét diagnostique

et pronostique considérable ces antigenes sont potentiellemeimimunogenes et
contribuent au développement d’'uméponse immunitaire anti-mélanome spécifique
Toutefois, bien gqu'il existe des preuves formetiege le systeme immunitaire soit capable de
lyser les cellules tumorales sous des conditionsroggiées (Knapp 2002), leéponse
cellulaire induite est souvent dépasséetlle peut n’étre pas appropriée en termes de
guantité, de différenciation ou de capacité a ngja les sites tumoraux (Viguiet al. 2004).

De plus, le mélanome dispose miembreux mécanismes d’échappementendant ainsi la
réponse immunitaire développée inefficace (KnapP220Ainsi, bien qu’étant considérée
comme l'une des tumeurs les plus immunogénes, lanone reste chez le chien une tumeur
agressive et de mauvais pronostique

L'immunothérapie, cherchant & contourner ces stratégies tumoragtsjonc actuellement
'une des voies thérapeutiques les plus prometsewsa potentiellemerdfficace et moins
toxique que les traitements conventionnels (Knapp 2008g &st souvent couplée a la
thérapie génique afin d’accroitre son efficacité (Modiamd al. 1999). Chez le chien, citons
parmi les plus étudiés, l'injection de MTP-PE erstd@ dans des liposomes, la production
situ de cytokines stimulant la réponse immunitairejdeacination par de 'ADN xénogénique
codant pour des genes de la famille de la tyrosin#isnmunisation par des cellules
dendritiques chargées d’'antigenes MAAs, la productid’anticorps monoclonaux
antitumoraux, l'immunothérapie adoptive par trarisfele TILs, [inhibition de la
vascularisation tumorale (Gyorfst al. 2005), ou encore la restauration du contréle ggunet
de la prolifération, de la différenciation, ou deses de I'apoptose. Ces nouvelles stratégies
thérapeutiques permettent d’améliorer la duréeutdeies des animaux atteints de mélanome.
Toutefois, I'immunothérapie reste encore a un sfadeoce de son développement (Knapp
2002), et ne permet que des effets sporadiquegoaice

Le chien représente donc yatient a part entiére, pouvant bénéficier des derniéres
trouvailles de la médecine humaine dans le cadséuieeurs meélaniques malignes.

Par ailleurs, cette étude montre quethén constitue un modéle animal intéressant pour
I’'hnomme, notamment dans le cadre du mélanome

En effet, depuis juillet 2005, le génome du chimmprenant environ 2,4 milliards de paires
de bases (pb) pour 39 paires de chromosomes, c8nindliards de pb et 23 paires de
chromosomes chez I'homme, est séquencé et cangiaP9%. Et le chien se révéle étre un
proche cousinplus de 18 000 de ses genes sont des répliquesrdgres, soit plus des trois
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quarts. En plus, le chigpartage le méme environnement que son maitrealimentation,
exposition a des produits carcinogenes et stresshien constitue donc un outil précieux
pour comprendre l'origine génétique de maladiesncones aux deux especes.

En outre, il s’agit d'un animal dgrande taille, chez qui I'on peut étudier deésmeurs
spontanéegHoggeet al. 1999), et non induites expérimentalement comme hsouris.

Malgré la différence de localisation préférenticks I'absence d’induction connue par les
UV, les mélanomes comportent dans cette espece de nomumes similitudes avec les
tumeurs humaines Les mécanismes moléculairessous-jacents a la cancérisation des
mélanocytes sont en effet quasi-similaires, de muoee ceux conditionnant la progression
des mélanomes (Biancet al. 2003). Lescaractéristiques histologiques et immuno-
histochimiques des mélanomes dans les deux especes sont ausgrdadses, avec par
exemple un épitope immuno-dominant de I'antigénéak®/MART-1 conservé chez le chien
(Hoggeet al. 1999). lIs présentent égalementié&me comportement biologique, avec un
pronostic sombre. Le taux de survie & 5 ans chez les humains touphésine maladie
métastatique (5%) est en effet comparable a laanédile survie chez le chien attient par un
mélanome de stade Ill (14 a 16 semaines). Paugs|léa mémeeésistance aux traitements
conventionnels (radiothérapie, chimiothérapie)est observée dans les deux espéces. Enfin,
le chien permet d'obtenir rapidement les résultits traitement, et donc évaluer de
nouvelles approches thérapeutiquepour les patients humains atteints de mélanomemal
(Hoggeet al. 1999).

Le chien constitue donc unodéle animal intéressantintermédiaire entre les rongeurs et les
primates, permettant de contribuer a I'avancéeeldserches sur le mélanome humain.
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Annexe 1 : principaux genes et protéines impliquédans la cancérisation du mélanome
chez ’'homme, la souris et le chien (d’apres Chuaséy et al. 2005 et Modiano et al. 1999).

Homme

(gene)

Souris
(géne)

Protéine

Dénomination

Fonction et intervention
dans le mélanome

PROTO-ONCOGENES

FACTEURS DE CROISSANCE ET RECEPTEURS

Int2

FGF

Fibroblast Growth
Factor

-—> amplification lors d’un cas de
mélanome chez 'homme

c-erbB-2

HER2/neu

Protéine transmembranaire a
activité tyrosine kinase, proche de
la famille des récepteurs a I'EGF
—>surexpression dans une lignée
cellulaire de mélanome malin
chez le chien

—>associée au potentiel
métastatique du mélanome canin

A4

PROTEINE

S NUCLEAIRES DE REGULATION

c-myc

c-myc

->surexpression associée a la
résistance a I'effet anti-proliférat
du TGMB1

—>associée au potentiel
métastatique du mélanome canin

—

PROTEINES PERMETTANT LA TR

ANSDUCTION DU

SIGNAL

BRAF B-Raf Homologue B1 de | Protéine cytosolique permettant|la
'oncogéne viral du| transduction du signal et activant
sarcome murin v- | les familles MEK des kinases
raf MAPK

—>gene fréquemment muté dans
mélanome humain

—>mutation connue dans le
mélanome canin

CRAF C-Raf Homologue 1 de | Protéine cytosolique permettant|la
'oncogéne viral de| transduction du signal et activant
la leucémie virale | les familles MEK des kinases
murine v-raf-1 MAPK

—>mutation connue dans le
mélanome canin

HRAS Hras H-Ras Homologue de Protéine membranaire relayant les

'oncogéne du

sarcome viral du rat vers le cytosol. Active Raf-MEK-

Harvey (v-Ha-ras)

signaux mitogenes de la surface

ERK et PI3K-Akt en particulier.
->Proto-oncogene fréquemment
muté dans les tumeurs de
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’lhomme
—>mutation rapportée dans le
mélanome canin

N

D

NRAS Nras N-Ras Homologue de Idem HRAS;

'oncogene du - isoforme RAS le plus

neuroblastome viral fréquemment muté dans le

RAS (v-ras) mélanome (codon 61, exon 2 ++
- mutation dans 5 a 36% des c
de mélanome chez 'homme
- moins impliqué dans le
développement tumoral chez le
chien ?

AKT3 Akt3 Homologue 3 de | Proto-oncogéne activé
'oncogene du normalement par PI3K; inhibition
thymome viral de I'apoptose
murin v-akt, —>dans le mélanome, souvent
protéine kinase B | activé via I'amplification du géene

AKT3 ou la délétion/mutation de
PTEN

CYCLINES

CDK4 Cdk4 CDK4 Cyclin-dependant | Promoteur de la phase G1a S €
kinase 4 phosphorylant et inactivant pRb

(protéine Rb = protéine du cycle
cellulaire)

—impliqué dans la transformatia
maligne des mélanocytes chez |
chien

CDK®6 Cdk6 CDK6 Cyclin-dependent | idem CDK4
kinase 6

ANTI-ONCOGENES

NF2 Merlin Neurofibromatose 2 Anti-oncogéne codant pour une

protéine associée au cytosquele
proche des tyrosine-phosphatas
- Muté dans des cas de

tte

mélanome humain
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TP53

p53

Protéine tumorale
p53

Anti-oncogéne activé par de
nombreux stimuli en particulier
les dommages de I'ADN ;
promoteur de I'apoptose ou de
I'arrét du cycle cellulaire
—>absence ou diminution
d’expression rapportée lors de
mélanome chez 'lhomme,

associée a un mauvais pronostic

et chez le chien

-> mutations plut6t rares et
tardives dans le développement
tumoral chez ’lhomme et le chie
(1 cas de mélanome
multicentrique chez le chien)
—>exclusion du compartiment
nucléaire ++

"

RB1

Rb

Rb

Geéne de
susceptibilité au
rétinoblastome 1

Anti-oncogéne contrdlant le cycl
cellulaire

- perte d’expression dans une
lignée de cellules de mélanome
canin

—>exclusion du compartiment
nucléaire ++

(0]

CDKNZ2A

Cdkn2a

pl6INK4a,
pl4ARF
(P19ARF in
mouse)

Cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A

Code pour 2 anti-oncogenes
suppresseurs de tumeurs : INK4
et ARF

a

INK4a ou
CDKN2

Ink4a

pl6INK4a

Cyclin-dependent
kinase inhibitor 2

Anti-oncogéne inhibant

l'inactivation de pRb (médiée par

CDKA4/6)
- délétion dans de nombreuses

tumeurs, retrouvée dans 50% de

mélanomes chez 'homme

—> diminution ou perte
d’expression fréquente lors de
mélanome canin

- prédispose au mélanome
familial chez I'homme

ARF

Arf

pl4ARF
(P19ARF in
mouse)

Anti-oncogéne bloquant la
dégradation de p53 (médiée par,
HDM-2)

WAF-1 ou
CDKN1

p21

Cyclin-dependent
kinase inhibitor 1

Cdki universel (cdk2/4 ++, cdk
1/3/5/6 +)

- perte d’expression de p21 da
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un cas de mélanome canin
multicentrique

- chez 'homme, la diminution
d’expression de p21 est associé
un plus fort degré de malignité
des tumeurs mélanocytaires

PTEN
/IMMAC1

Pten

PTEN

Homologue de
Phosphatase et
TENSsine

Anti-oncogéne inhibant
I'activation de Akt médiée par
PI3K, encode une protéine a
activité lipide-phosphatase
Liaison génétique RAS/PTEN
- l'absence ou la perte totale
d’expression concomitante de p
et de PTEN = anomalies
génétiques les plus fréquemmer
rencontrées lors de mélanomes
bénins et malins canins

—

EDNRB

EDNRB

Récepteur a
'endothéline B

prolifération et migration des
mélanoblastes cutanés lors de I
vie embryonnaire, et inhibition d
leur différenciation
—>surexpression dans le
mélanome chez 'lhomme

57

(19

VOIES DE L’APOPTOSE

n

TP53 p53 Induit 'apoptose des cellules n¢
réparables
Voir plus haut

Bcel Bcl-2 Inhibition de I'apoptose
—>surexpression dans un cas de
mélanome chez I'homme

TELOMERASES
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Annexe 2 : systeme alternatif de détermination d#ades des mélanomes oraux, a visée
pronostique (d’apres Hahn et al. 1994).

T. tumeur primaire

Index mitotique

Localisation

N. Nceuds lymphatiques
régionaux

M. Métastase

diametre< 2 cm (volume< 8cm3)

diametre de 2 a 4 cm (volume de 8 a 64 cm3)

diamétre > 4cm (volume >64 cm3)

< 3 par champ (x400)

> 3 par champ (x400)

Partie rostrale de la mandibule rostrale ou pa
caudale de I'os maxillaire

\rtie

autre

pas d’envahissement

envahissement visible a 'examen histologique

noeuds indurés et fixes

pas de métastase décelable

métastases (y compris des nceuds lymphatiques)

T1al.NO.MO

T1a2.NO.MO
T1b.NO.MO
T2a1.NO.MO
T.N1.MO

T2a2.NO.MO
T2b.NO.MO
T3.NO.MO
T.N2.MO
T.N.M1
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Annexe 3 : distribution et caractéristiques des m@bmes primaires de I'ceil chez le chien
(d’apres Dubielzig 2002).

Nom de la tumeur

Commentaires

= bénin

» limbe scléro-cornéen
= cellules rondes trés pigmentées | et
cellules fusiformes pigmentées

= bénin
= uvée antérieure
= mélange de cellules rondes tres
pigmentées et de cellules fusiformes {trés
pigmentées
invasion locale
» jamais de métastase

= bénin

= choroide
= mélange de cellules rondes tres
pigmentées et de cellules fusiformes {trés
pigmentées

invasion locale
jamais de métastase
décollement de rétine

= malin

évolution lente

uvée (surtout uvée antérieure)
souvent diffus
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Annexe 4: résumé des principaux antigénes tumoraweconnus, et application au
mélanome chez 'homme et le chien.

Antigénes tumoraux Types tumoraux exprimant
cet antigéne

Protéine encodée toujours | = Sarcomes induits

inconnue chimiquement par le
méthylcholanthrene (MCA

= Potentiellement induits par
les UV (mélanome ?)

* Protéine nucléaire =  Tumeurs induites par des

= Antigénes T, communs aux virus

virus d’un méme groupe

» Gangliosides caractéristiques*= Mélanomes

(GM3)
= Mutation de MUM-2, MUM- | = Mélanome H

3, triose P isomérase, Cdc27
= Télomérase = Spécifique de tumeurs,
majorité des cancers
* Antigéenes « cancer-testicule » Spécifiques de tumeurs,

: notamment mélanome H
MAGE-A, -B et -C, BAGE, (seul 1 géne homologue d
GAGE, HAGE, SAGE, RAGE, MAGE-B chez le chien)
LAGE, NY-ESO-1, SSX2

1%}

= N-acétylglucosaminyl = Spécifique de tumeurs
transférase V : glycosylation (50% des mélanomes H)
des protéines

* TRP-2 muté = Spécifique de mélanome

= PRAME = Surexpression par des

leucémies et des
mélanomes malins H

= pl6
= Cdk4 = Antigenes de mélanome,
= Casp-8 expression faible
* [B-caténine
= N-ras = Mutation dans le mélanome
H
= Surexpression du proto- = Adénocarcinomes chez I'H
oncogénHER-2/neu (poumon, sein, ...),
protéine ubiquitaire
= Surexpression de I'anti- = Nombreuses tumeurs chez
oncogéeng53 I'H, protéine ubiquitaire
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Antigénes oncofcetaux ré-
exprimes :
» o-foetoprotéine (AFP)

* antigéne carcino-
embryonnaire (ACE) ou
CD66e

Antigénes de différenciation :
= PSA
* MSH-R

= Tyrosinase

* MelanA/MART-1 (protéine d
mélanosome)

* TRP-1o0ugp75

» TRP-2

* Pmel-17/gp100

= HMSA-1 et -5 (Human
melanosome specific

antigen)(protein de la matrice

des mélanosomes)

Surexprimés lors de tumeurs,
inflammation

Tumeurs hépatiques (H,
CN)

Tumeurs rectales et
coliques (H)

Carcinomes prostatiques
Spécifiques des
mélanocytes normaux et
tumoraux

Spécifiques des
mélanocytes normaux et
tumoraux, surexprimée lor
de mélanomes

Mélanocytes et mélanome
(H et CN)

(")
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Annexe 5: mécanisme simplifié de la réponse imntaite spécifique anti-tumorale
(d’apres Quintin et al. 2006b).

umorale 7, %“ T\ Cytotoxleité

/ - e -\ Coopération
' T
@ ‘."' L ’ — P : 5
Libération I ® v — CVH '/ Induction Ce
Ag tumoraux \\—// classe | 13;&;}9::0
mémo!

Activation
lymphocytes

Vs 4 : X TCDs+
1“ L LTS *. @ :.

Callule présentatrice
go antigdne

| oo CMH
! tumorale classe Il

Présentation Y,
des antigbnes

esmmm .-

%

®

Coopération
TB

lymphocyles
T CD4

Production
d'lg anti-
tumorales
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Annexe 6 : principaux marqueurs diagnostiques recars dans le cadre du mélanome chez le chien.

Marqueurs

diagnostiques

Marquage

Se ‘ Sp ‘ Tissus sains marqués

Autres tumeurs
marquees

Filaments
intermédiaires:
Cytokeératines

- distinction des grand

UJ

types tumoraux
(tumeur épithéliale/

Vimentine + cytoplasmique ~1 faible - cellules mésenchymateuse$ sarcomes mésenchymateuse)
- cellules neuro-ectodermiques
Desmine -
Actine -
GFAP -
Neurofilaments | -
NSE+ + cytoplasmique 0,6 a 0,9 faible - neurones - tumeurs dérivées de ces -
+nucléaire - cellules neuro-endocrines | tissus
centrales et périphériques
- mélanocytes
- muscles lisses
S10( + cytoplasmique 0,75 a 0,8 faible - cellules de Schwann tumeurs dérivées de ces |- marquage mélanomes
+nucléaire 0,9 pour les - cellules gliales et tissus : achromiques
mélanomes épendymaires du cerveau |- schwannomes - distinction
achromiques - neurones - léiomyosarcomes mélanocytes
- mélanocytes et cellules de |- GIST (gastro-intestinal tumoraux @1AT-,
Langerhans cutanées stromal tumors) S100+) et

- glandes sudoripares et

salivaires

- fibrosarcomes
- chondrosarcomes

mélanophages
(a1AT+, S100-)
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- tissus lymphoides (cellules |- ostéosarcomes - ICC+
dendritiques folliculaires, |- plasmocytomes
cellules interdigitées) - carcinomes épidermoides
- glandes endocrines (cellules adénocarcinomes de la
interstitielles hypophysaires, glande mammaire
cellules satellites de la - neurofibrosarcomes
médullosurrénale)
- chondrocytes de la trachée
- cellules myoépithéliales
(mamelle, prostate)
- adipocytes
Isoforme S100a - cellules neuro-ectodermiques
uniguement
ol anti-trypsine | - - distinction
mélanocytes
tumoraux @1AT-,
S100+) et

mélanophages
(alAT+, S100-)

+ (marquage
cytoplasmique)

0,9 pour
mélanomes
pigmentés
0,5a0,7 pou
mélanomes
achromiques
0,3 pour
mélanomes

+++
(>0,9)

- épithélium des canaux des
- épithélium des bronches,
* acinus prostatiques

- canaux pancréatiques
- uretre (épithélium)

glandes salivaires

bronchioles et parois
alvéolaires pulmonaires

tumeurs dérivées de ces
tissus :

- carcinome transitionnel de |
vessie

- carcinome de la glande
salivaire

- mélanophages —
- ICC+

possible

a fixation >1semaine
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en bague a

- paupieres (épithélium)

S

chaton - glandes surrénales (zone
fasciculée et réticulée)
- testicules (cellules
interstitielles) et ovaires
(granulosa)
- mélanocytes normaux
HMSA-1 + 0,6 0,7 - cellules épithéliales des - tumeurs des cellules basal€gs -
(cytoplasmique glandes salivaires - tumeurs a cellules
et granuleux) - mélanophages+ granuleuses
- neurones - plasmocytomes
HMSA-5 + cytoplasmique 0,7 0,97 - mélanocytes normaux - tumeur cutanée pigmentée |- marquage des cellule
des cellules basales peu a pas pigmentée
(mélanome
achromique ++)
HMSA-1 + 0,83
HMSA-5
HMB-45 (murin) | + 0,88 toutes | 0,94 - glandes sébacées et - plasmocytomes (H et CN) |- marquage des cellule
(cytoplasmique, | localisations apocrines Chez I'H : peu a pas pigmentée
diffus et confondues - mélanocytes normaux - adénocarcinomes du sein ou (mélanome
granuleux) 0,86 pour de 'endometre, coliques et| achromique ++)
mélanomes rectaux

achro-miques

- lymphomes
immunoblastiques

* neuro-blastomes olfactifs

- carcinomes basocellulaires

S
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NK1/C3 + chez I'H - - - - -
NK1/beteb —chez I'H
(mélanome
métastatique) et
chez le CN
MEL1 (R24) = + 0,72 toutes | ? - glandes sébacées et ? -
anti-GD3 (cytoplasmique, | localisations apocrines
homogene + confondues - mélanocytes normaux
nucléaire) 0,58 pour
mélanomes
achromiques
Tyr = anti- + chez I'H élevée faible - ? - ? -
tyrosinase —chez le CN
Anti-TRP-2 + cytoplasmique 0,62 ~1 - - cellules peu a pas
(lapin) pigmentées
(mélanome
achromique +)

- TRP-2 détectable
guel que soit le stade
de progression
tumorale

IBF-9 (spécifique | + (membranaire) 0,63 tous 0,7 - aucun - lymphosarcomes * marquage des
du chien) mélanomes - tumeurs des cellules basales mélanomes malins
confondus - tumeurs mammaires buccaux ++
0,83 pour - carcinomes épidermoides
mélanomes - épulis
malins
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Mitf

OFP

MAGE-B
+ tyrosinase

1

+ TRP-2

+MelanA/MART-

+ gp100/Pmel17

0,3 pour
mélanocy-
tomes
cutanés
0,45 pour
mélanomes
malins
cutanés

élevée

élevée

faible
chevauche-
ment entre
+et-

élevée

*aucun

- mélanocytes normaux

- presque toutes les tumeurs

*aucune

- marqueur de cancer
généraliste

- possible sur
cytoponction

- distinction
mélanocytes /
mélanopha-ges

* mais pas de
distinction
mélanocytes sains /
tumoraux
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Annexe 7 : diagramme diagnostique de tumeurs cutaséndifférenciées, basé sur la mise
en évidence de marqueurs tumoraux par IHC (d’apri@abanal et al. 1988, Sandusky et al.
1987, et Sandusky et al. 1991).

Tumeur anaplasique

Cytokératine / Vimentine
Cytokératine- / Vimentine*% Cytokératine+ / Vimentineg
S100 CARCINOME
S100+
NSE+

MELANOME

LIPOSARCOME
Desmine +
LEIOMYOSARCOME E
Facteur VIII+
HEMANGIOSARCOME E
S100-
FIBROSARCOME
Lysosyme+d1-
HISTIOCYTOME E
CD3+/ kappa ou lamba+
LYMPHOME E

Lysozyme+

TUMEUR VENERIENNE E
TRANSMISSIBLE
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Annexe 8 : principaux marqueurs a visée pronostiqde mélanome chez le chien.

Facteurs pronostiques

Intérét ‘

Explications

Valeur
prédictive

BN

animaux agés ont tendance a étre
tumeurs plutot

touchés par des

malignes

‘

localisation + mélanomes de la cavité buccale plutot
malins
mélanomes oculaires et cutanés plutét
bénins

taille +

rapport taille/volume + >1 = malignité

caractere infiltrant +

ulcération +

+++ mélanomes de la cavité buccale

(index mitotique sur 10
champs, degré d’atypies
nucléaires,

+ absence de corrélation au pronosti;89
dans 10 a 40% des cas selon |l@mélanomes
études et les localisations cutanés)
0,86
(mélanomes
oraux)
croissance intra- t
épithéliale
“pléomorphisme +++ mélanomes oraux : atypies nucléair€s89
cellulaire > 40% = malignité
mélanomes cutanés : atypied,93
nucléaires > 20% = malignité
“index mitotique +++ >3 mitoses sur 10 champs a x40091
=malignité
invasion ot 1
vasculaire/lymphatique
inflammation intra- * facteur péjoratif si forte inflammation
tumorale
nécrose intra-tumorale *
score tumoral ++ >10 = malignité
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inflammation intra-
tumorale, foyers de
nécrose intra-
tumoraux, rapport
taille/volume tumoral)

type cellulaire -
histologique
(épithélioide, fusiforme,
mixte, dendritique, a
cellules balonisantes, a
cellules en bague a

chaton)

pigmentation + - tumeur fortement pigmentées plutbt
bénignes

Immunomarquages :

Vimentine -

S100 et S100A -

MelanA + perte d’expression lors de mélanomes
achromiques, et lors de Ja
transformation maligne
mais forte + ne permet pas d’exclure
la présence de métastases

Enzymes de la ++ |- diminution d’expression de

mélanogenése tyrosinase, TRP-1, Pmell7/Silver

mais TRP-2 reste stable

_ +++ |- corrélation avec le comportement

bénin/malin

PC10 = anti-PCNA ++
MIB-1 = anti-Ki-67 +++ |- distinction tumeur bénigne eElevée
maligne : encore + fiable que l'index>0,95)
mitotique

seul paramétre relié a la survi
valeur seuil entre 5 et 15% selon |es
études (mauvais pronostic si > a|la
valeur seuil)

D

Index apoptotique + (H)
- (CN)

Anti-oncogénes.
p53 -
EDNRB
p21MWaf-1
pl6Ank-4a
Rb

NN N )
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Molécules d’adhésion :

CD44 ?
MUC18 +7? niveau d’expression corrélé au
potentiel métastatique chez la souris
Métallothionines ?
Ténascine ++ ? mélanocytomes : expression faible et
comparable a celle de la peau saine
mélanomes malins : expression x2 a
x3, dans le tissu conjonctif intra- et
péri-tumoral
marqueur de I'angiogenese ?
Marqueurs de la
vascularisation
tumorale :
Densité micro- ++ corrélation avec le comportement
vasculaire (MVD) = bénin/malin
anti-facteur VI corrélation au risque de récidive et jau
développement de métastases
mauvais pronostic si augmentation
seuil : >18/mm? aux marges de |la
tumeur, > 13/mm?2 dans I'ensemble |de
la tumeur
Mab 3B5 = anti-cellules ?
endothéliales
Comptage des +++ corrélation avec le comportement fiable que
mastocytes (MCC) bénin/malin la MVD
corrélation au risque de récidive et jau
développement de métastases
mauvais pronostic si augmentation
seuil : >42/mm? aux marges de |la
tumeur, > 12/mm?2 dans I'ensemble |de
la tumeur
VEGF sérique ++ (H) mauvais pronostic si >363,8 pg/ml
+ (CN) (H)
B-FGF sérique +++(H) - variation ++ selon les races
? (CN) mauvais pronostic si >3,19 pg/ml (H)
IL-8 sérique +++(H) - mauvais pronostic si >226,8 pg/ml
? (CN) H)
Mimétisme vasculaire ++ détection histologique et IHC
Analyses cytogénétiques
Etude du caryotype + dans les mélanomes agressifs voire
métastases :
hyperploidie, aberrations de |a
structure chromosomique (iso-
chromosome, fusion  centrique,
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Analyse de la ploidie +
par cytométrie de flux

apparition de marqueurs
chromosomiques inconnus)
mais difficilement applicable en0,93
routine
corrélation au comportement bénin/
agressif

mais difficultés techniques

Evaluation de la réponse immunitaire

Activité lysosyme ++
Quantification des ++
LTreg = anticorps anti-

FoxP3

augmentation chez les patients
atteints de mélanome, d’'autant plus
élevée que la maladie est étendue ou
métastasee.
méthode simple (ponction veineuse),
peu colteuse

seuils a déterminer

mélanomes de la cavité buccale +
augmentation du nombre de nombre
de Ty dans le sang et les gangligns
de drainage des animaux malades
nombre de &y + €levé lors de
tumeurs de haut grade de malignité
seuils a définir

Marqueurs de chimiorésistance

P-Gly / mdr = anticorps ++
C494 et JSB-1

270




Bibliographie

271



272



ABBAS AK, LICHTMAN AH (2004), Basic Immunology: Functions and Disorders
of the Immune Syste®“ edition, Philadelphia: W.B. Saunders Company, 336p

ADELAIDE J, MATTEI MG, MARICS |, RAYBAUD F, PLANCHE J, DE
LAPEYRIERE O, BIRNBAUM D (1988), Chromosomal locadition of the host
oncogene and its co-amplification with the int2 egene in a human melanoma,
Oncogeng2 (4), 413-416.

ALBERTS B, BRAY D, LEWIS J, RAFF M, ROBERTS K, WATN J.D. (1994),
Molecular Biology of The CelBeme edition, New York : Garland Publishing, 14.08

ALEXANDER AN, HUELSMEYER MK, MITZEY A, DUBIELZIG RR
KURZMAN ID, MAC EWEN EG, VAIL DM (2006), Developmenof an allogeneic
whole-cell tumor vaccine expressing xenogeneic @pdid its implementation in a
phase Il clinical trial in canine patients with mgalant melanomaCancer Immunol
Immunother55 (4), 433-442.

ANDRAWISS M, MARON A, BELTRAN W, OPOLON P,CONNAULT E,
GRISCELLI F, YEH P, PERRICAUDET M, DEVAUCHELLE P @@®1),
Adenovirus-mediated gene transfer in canine eypsedinical study for gene therapy
of human uveal melanomal Gene Med3 (3), 228-39.

APTE RS, NIEDERKORN JY, MAYHEW E, ALIZADEH H (2001)Angiostatin
Produced by Certain Primary Uveal Melanoma Cellekinmpedes the Development
of Liver Metastase#rch Ophthalmqgl119(17), 1805-1809.

ARONSOHN MG, CARPENTER JL (1990), Distal extremityelanocytic nevi and
malignant melanomas in dogthAHA 26, 605-612.

AUROUX M, HAEGEL P. (1974), Neurulatiorn : Embryologie : travaux pratiques
et enseignement dirigé, Fascicule 3 : organogénésesteme nerveux, organes des
sens et intégration neuro-endocrinien@éme édition, Paris 6 : Masson et Cie, 4-7.

BADA A, CASACO PARADA A, ARTEAGA M, MARTINEZ J, LEQN A,
SANTANA E, HERNANDEZ O, ORPHEE R, GONZALEZ A, MESAC,
GONZALEZ C, MONTERO E, FERNANDEZ LE (2002), Toxigibf a GM3 cancer
vaccine in a Macaca fascicularis monkey : a 12-mattidy,Hum Exp Toxicql21
(5), 263-267.

BAPTISTA CS, VILLAGRASA M, MARINHO AA (2006), Stanardised B-scan and
A-scan echographic evaluation of spontaneous antavieal melanomas in the dog,
Veterinary Journgl171(2), 322-330.

BASSET-SEGUIN N, SOUFIR N (2005), Cancers cutanks,: LACAVE R,
LARSEN CJ, ROBERT JCancérologie fondamental®aris : éditions John Libbey
Eurotext, 267-275.

273



BELLET D, DEBRAY C, BIDART JM (2003), chapitre 18tilisation des anticorps
monoclonaux pour le traitement des cancérs; CHOUAIB S, BENSUSSAN A,
Immunologie des cancerBaris 6™°: Médecine-Sciences Flammarion, 203-216.

BERGMAN PJ, CAMPS-PALAU MA, MAC KNIGHT J, LEIBMAN N, CRAFT

DM, LEUNG C, LIAO J, RIVIERE |, SADELAIN M, HOHENHAJS AE, GREGOR
P, HOUGHTON AN, PERALES MA, WOLCHOK JD (2006), Ddgpment of a
xenogeneic DNA vaccine program for canine malignaeianoma at the Animal
Medical CenterYaccing 24, 4582-4585.

BERGMAN PJ, MAC KNIGHT J, NOVOSAD A, CHARNEY S, FAEELY J,
CRAFT D, WULDERK M, JEFFERS Y, SADELAIN M, HOHENHAS AE,
SEGAL N, GREGOR P, ENGELHORN M, RIVIERE |, HOUGHTOMN,
WOLCHOK JD (2003), Long-term survival of dogs withdvanced malignant
melanoma after DNA vaccination with xenogeneic hartyaiosinase : a phase | trial,
Clinical Cancer Researcl®, 1284-1290.

BERNARD A (1967),Cancer Montréal: Le cercle du livre de France, 144p.

BERNEX F (2002), Histologie spéciale : la peauPolycopié¢, Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort, Unité Pédagogique d’Histolegr Embryologie - Anatomie-
Pathologique vétérinaires, 18p.

BERRINGTON AJ, JIMBOW K, HAINES DM (1994), Immundaiochemical
detection of melanoma-associated antigens on fanrfiged, paraffin-embedded
canine tumorsyet Pathol 31 (4), 455-461.

BETTON FR, GORMAN NT (1978), Cell-mediated respmisa dogs with
spontaneous neoplasms: |. Detection of cell-mediat¢otoxicity by the chromium-
51 release assay, Natl. Cancer Insi61 (4), 1085-1093.

BIANCO SR, SUN J, FOSMIRE SP, HANCE K, PADILLA MRITT MG, GETZY
DM, DUKE RC, WITHROW SJ, LANA S, MATTHIESEN DT, DOWSW,
BELLGRAU D, CUTTER GR, HELFAND SC, MODIANO JF (20p3Enhancing
antimelanoma immune responses through apoptGsiscer gene therapyl0, 726-
736.

BILLER BJ, ELMSLIE RE, BURNETT RC, AVERY AC, DOW SW2007), Use of
FoxP3 expression to identify regulatory T cellheunlthy dogs and dogs with cancer,
Veterinary Immunology and Immunopatholpg¥6, 69-78.

BLANCHARD TW, BRYANT NJ, MENSE MG (2001), Balloonetl melanoma in
three dogs: a histological, immunohistochemical afichstructural study]. Comp.
Path, 125 254-261.

BOLON B, CALDERWOOD MAYS MB, HALL BJ (1990), Chargeristics of canine
melanomas and comparison of histology and DNA plaadtheir biologic behaviour,
Vet. Pathol.27, 96-102.

274



BONNETT BN, EGENWALL A, HEDHAMMAR A, OLSON P. (2005, Mortality in
over 350,000 insured Swedish dogs from 1995-2000Breed-, gender-, age- and
cause-specific ratedcta Veterinaria Scandinavicd6 (3), 105-120.

BOSSE P (2005), Génétique de la couleur du pelhge tes mammiferes : de la
souris au chaBull. Acad. Vét. Frangel58 (4), 499-507.

BRADLEY RL, SPONENBERG DP, MARTIN RA (1986), Orakaplasia in 15 dogs
and four catsSeminary of veterinary medicine and surgédry33-42.

BRODEY RS (1972), Immunological therapy of canim®plasms(Gaines Veterinary
symposium22, 16-18.

BRUNET E. (janvier 2004, modifié le 20 mars 2008ancérologie générale, chap.9
la chimiothérapie des cancers. [en-ligne], Caear{€e) : Centre Régional Francois
Baclesse, Faculté de Médecine de Caen, [http:/Meneaprof.net/Generale2000/
g09_Chimiothérapie/g09 _ct18.html], (consulté lguiB 2006).

BURMESTER GR, PEZZUTTO A (2003), Color atlas of imnology,
New-York : Thieme Medical Publisher, 322p.

BURNET FM (1970), The concept of immunological siltance,Prog. Exp. Tumor
Res.13, 1-27.

BUSAM KJ, IVERSEN K, COPLAN KA, OLD LJ, STOCKERT ECHEN YT,

McGREGOR DP, JUNGBLUTH A (1998), Immunoreactivityr fA103, an antibody
to MelanA (MART-1), in adrenocortical and other rsid tumors, Am. J. Surg.
Pathol, 27, 57-63.

CALHOUN ML, STINSON ALW (1987), Chapter 16: Integemt, In: DELLMANN
HD, BROWN EM, editors, Textbook of veterinary histology3rd edition,
Philadelphia: Lea & Febiger, 382-385.

CANGUL IT, VAN GARDEREN E, VAN DER LINDE-SIPMAN JSVAN DEN
INGH TS, SCHALKEN JA (2001), Canine balloon andreggring cell melanomas: a
histological and immunohistochemical charactertargtl. Comp. Path125 166-173.

CATALA M., ANDRE J.M., POIRIER J. (2005)Histologie : organes, systemes et
appareils, Polycopié, Chapitre 5: la peau et ldsaperes Université PARIS-VI
Pierre et Marie Curie, Faculté de Médecine Pitilp&dére, Service d’Histologie —
Embryologie, 57-72.

CATCHPOLE B, GOULD SM, KELLETT-GREGORY LM, DOBSONVI (2002a),
Immunosuppressive cytokines in the regional lymptenof a dog suffering from oral
malignant melanomapournal of Small Animal Practicd3, 464-467.

CATCHPOLE B, GOULD SM, KELLETT-GREGORY LM, DOBSONM (2003),
Development of a multiple-marker polymerase chaaction assay for detection of

metastatic melanoma in lymph node aspirates of,dags) Vet Re$, 544-549.
275



CATCHPOLE B, STELL AJ, DOBSON JM (2002b), Generatiof blood-derived
dendritic cells in dogs with oral malignant melaramd Comp Pathl126, 238-241.

CHOI C, KUSEWITT DF (2003), Comparison of TyrosieaRelated Protein-2,
S-100, and Melan A immunoreactivity in canine ametac melanomasyet Patho|
40, 713-718.

CHOUAIB S, BENSUSSAN A (2003), chapitre 1 : la répe immunitaire anti-
tumorale,In : Immunologie des cancerBaris 6™¢: Médecine-Sciences Flammarion,
1-6.

CHUDNOVSKY Y, KHAVARI PA, ADAMS AE (2005), Melanoma@enetics and the
development of rational therapeutids Clin. Invest115 813-824.

COULIE P (2003), chapitre 10 : Antigenes reconnas gees lymphocytes T sur des
cellules tumorales humainés, : CHOUAIB S, BENSUSSAN Almmunologie des
cancers Paris 6™¢: Médecine-Sciences Flammarion, 109-120.

CRESPEAU F. (1999Rathologie des cellules - Pathologie des substatissslaires
— interstitielles - Pathologie des systémes pigaiseg (Tome 1)Polycopié, Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort, Unité PédagogiquéHidtologie —Embryologie -
Anatomie-Pathologique vétérinaires, 125-135.

CRESPEAU F. (2002),Cancérologie généraje Polycopié, Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort, Unité Pédagogique d’Histolegi—Embryologie - Anatomie-
Pathologique vétérinaires, 75p.

CULLEN JM, PAGE R, MISDORP W (2002), Chapter 1 : Awmerview of cancer
pathogenesis, diagnosis, and managembnt. MEUTEN DJ editor, Tumors in
Domestic AnimalsAth Edition, USA : lowa State Press, 3-44.

DANIEL SL, OGILVIE GK, FELSBURG PJ (1990), Modulath of canine
lymphocyte blastogenesis via histamiWet Immunol Immunopathd®4(1), 69-77.

DINCER Z, JASANI B, HAYWOOD S, MULLINS JE, FUENTEARA IC (2001),
Metallothionin expression in canine and feline mamynand melanotic tumours,
J Comp Patho] 125(2-3), 130-6.

DOHI T, NORES G, HAKOMORI SI (1988), An IgG3 monoadlal antibody
established after immunization with GM3 lactonenmunochemical specificity and
inhibition of melanoma cell growth in vitr@ancer Researcid8, 5680-5685.

DONALDSON D, SANSOM J, ADAMS V (2006b), Canine limbmelanoma: 30
cases (1992-2004), Part 2. Treatment with lamedisection and adjunctive strontium-
90B plesiotherapy - efficacy and morbidityeterinary Ophthalmologyd (3), 179—
185.

276



DONALDSON D, SANSOM J, SCASE T, ADAMS V, MELLERSH @006a),
Canine limbal melanoma: 30 cases (1992-2004), Pa$ignalment, clinical and
histological features and pedigree analy$isterinary Ophthalmology9 (2), 115—-
119.

DORSKY RI, RAIBLE DW, MOON RT (2000), Direct regulan of nacre a
zebrafishMITF homolog required for pigment cell formation, by tidVnt pathway.
Genes Deyv14(2), 158-162.

DOW SW, ELMSLIE RE, WILSON AP, ROCHE L, GORMAN C(HTER TA
(1998), In Vivo Tumor Transfection with Superantigalus Cytokine Genes Induces
Tumor Regression and Prolongs Survival in Dogs WMdlignant Melanoma). Clin.
Invest, 101, 2406-2414.

DUBIELZIG RR (1990), Ocular neoplasia in small anig) Veterinary Clinics of
North America : Small Animal Practic20 (3), 837-845.

DUBIELZIG RR (2002), Chapter 15 : Tumors of the eire: MEUTEN DJ editor,
Tumors in Domestic Animaldth Edition USA : lowa State Press, 401-482.

DUCLOS D (2006), Lasers in Veterinary Dermatoloyeterinary Clinics of North
America: Small Animal Practi¢c&6 (1), 15-37.

DUNN KJ, WILLIAMS BO, LI Y, PAVAN WJ. (2000), Neudacrest-directed gene
transfer demonstrates Wntl role in melanocyte esipanand differentiation during
mouse developmer®roc Natl Acad Sci USA7 (18), 10050-5.

ELMSLIE RE, POTTER TA, DOW SW (1995), Direct DNA jattion for the
treatment of malignant melanomroceedings of the veterinary cancer societ 15
annual conferencgelucson15, 52-53.

FAVROT MC (2005), Biothérapiedn : LACAVE R, LARSEN CJ, ROBERT J,
Cancérologie fondamentglParis : éditions John Libbey Eurotext, 414-421.

FAVROT MC, ZAVAGLIA D, HURBIN A, COLL JL (2003), chpitre 14 : Thérapie
génique en cancérologién : CHOUAIB S, BENSUSSAN A,Immunologie des
cancers Paris 8™¢: Médecine-Sciences Flammarion, 159-169.

FELDMAN BF, MADEWELL BR, MILLER RB (1981), Serum Bozyme
(muramidase) activity in dogs with neoplastic dsAmerican Journal of Veterinary
Research42 (8), 1319-1321.

FLODGREN P, BORGSTROM S, JONSSON PE, LINDSTROM 0GOSREN HO
(1983), Metastatic malignant melanoma : regressidnced by combined treatment
with interferon [HulFN-alpha(Le)] and cimetidinkt J Cancey 32(6), 657-65.

FOLBERG R, HENDRIX MJC, MANIOTIS AJ (2000), Vascgenic mimicry and
tumor angiogenesigymerican Journal of Patholog{56(2), 361-381.

277



FRADELIZI D, BLAY JY, CHOUAIB S (2003), chapitre 11Cytokines : immunite,
inflammation et cancerln : CHOUAIB S, BENSUSSAN A,Immunologie des
cancers Paris 6™°: Médecine-Sciences Flammarion, 121-135.

GANTER P, JOLLES G (1969), Chapitre 11 : Pigmehts, Histochimie normale et
pathologique Tome, Paris : Gauthier — Villars, 815-825 et 861-872.

GARTNER LP, HIATT JL. (2006)Interactive Color Atlas of HistologyStudent
Version 2.0. , [cd-rom], Baltimore : Lippincott Wadms & Wilkins.

GINN PE (1996), Immunohistochemical detection gjlffzoprotein in formalin-fixed
and paraffin-embedded normal and neoplastic cariseesVet Pathol 33, 533-541.

GOLDSCHMIDT MH, DUNSTAN RW, STANNARD AA, VON TSCHARIER C,
WALDER EJ, YAGER JA (1998), Melanocytic tumors amdmorlike lesions,
In : Histological Classification of Epithelial anMelanocytic Tumors of the Skin of
Domestic Animals 2nd series, Ill, Washington DC : Armed Forcestitate of
Pathology, 38-41.

GOLDSCHMIDT MH, HENDRICK MJ (2002), Chapter 2 : Tuwms of the skin and
soft tissues In : MEUTEN DJ editor, Tumors in Domestic Animalsdth Edition
USA : lowa State Press, 45-118.

GOLDSTEIN RS, HESS PW (1977), Cryosurgical treathodércancerVet Clin North
Am 7 (1), 51-64.

GRIER RI, THOEN CO, HARRIS DL (1978), Regression autaneous
melanosarcoma following intralesionsllycobacterium bovi8CG injection : a case
report,JAAHA 14, 76-81.

GUERQUIN-KERN JL, HILLION F, MADELMONT JC, LABARREP, PAPON J,
CROISY A (2004), Ultra-structural cell distributioof the melanoma marker
iodobenzamide : unproved potentiality of SIMS inmagin life sciencesBioMedical
Engineering OnLing3 (10), 1-7.

GUEZGUEZ B, VIGNERON P, ALAIS S, JAFFREDO T, GAVARD MEGE RM,
DUNON D (2006), A dileucine motif targets MCAM-1 Itadhesion molecule to the
basolateral membrane in MDCK celderation of European Biochemical Societies
580, 3649-3656.

GUO Y, MA J, WANG J, CHE X, NARULA J, BIGBY M, WU MSY MS (1994),
Inhibition of human melanoma growth and metastasisvivo by anti-CD44
monoclonal antibodyCancer Researgtb4, 1561-1565.

GYORFFY S, RODRIGUEZ-LECOMPTE JC, WOODS JP, FOLEYKRUTH S,
LIAW PCY, GAULDIE J (2005), Bone marrow-derived dkitic cell vaccination of
dogs with naturally occurring melanoma using hunggd00 antigen,) Vet Intern
Med, 19, 56-63.

278



HAHN KA, DENICOLA DB, RICHARDSON RC, HAHN EA. (1994 Canine oral
malignant melanoma : Prognostic utility of an altdive staging systemy Small
Anim Pract 35, 251-256.

HAHN KA, RICHARDSON RC (1995), Detection of serunplaa-fetoprotein in dogs
with naturally occurring malignant neoplasiéet Clin Pathol24 (1), 18-21.

HARRIS C, PIERCE K, KING G, YATES KM, HALL J, TIZAR | (1991), Efficacy
of acemannan in treatment of canine and feline tsp@ous neoplasmiiol Biother,
3 (4), 207-13.

HEAD KW, ELSE RW, DUBIELZIG RR (2002), Chapter 8 Tumors of the
alimentary tractIn : MEUTEN DJ editor,Tumors in Domestic Animalgith Edition
USA : lowa State Press, 401-482.

HELFAND SC, SOERGEL SA, DONNER RL, GAN J, HANK JAJNDSTROM
MJ, SONDEL PM (1994a), Potential to involve mulépéffector cells with human
recombinant interleukin-2 and antiganglioside mdmoal antibodies in a canine
malignant melanoma immunotherapy moddl, Immunother Emphasis Tumor
Immuno] 16 (3), 188-197.

HELFAND SC, SOERGEL SA, MODIANO JF, HANK JA, SONDERM (1994b),
Induction of lymphokine-activated killer (LAK) aegity in canine lymphocytes with
low dose human recombinant interleukin-2 in vittancer Biother9 (3), 237-244.

HERON JF (1998a), Cancérologie fondamentale : imiscellulaire et cycle
cellulaire, [en-ligne], Caen (France) : Centre Régi Francois Baclesse, Faculté de
Médecine de Caen. [http://www.baclesse.fr/coursgféanentale/4-division-cellulaire/
Divis-0.htm] (consulté le 12 juillet 2007).

HERON JF (1998b), Cancérologie fondamentale : neogéhéral de la cancérogenese
[en-ligne], Caen (France) : Centre Régional Fraa@aclesse, Faculté de Médecine
de Caen [http://www.baclesse.fr/cours/fondamerta@imecanisme/Etape-0.htm]
(consulté le 13 juillet 2007).

HERON JF (2006a), Cancérologie générale: Diagnostles cancers:
immunohistochimie [en-ligne], Caen (France) : CeriRégional Francois Baclesse,
Faculté de Meédecine de Caen [http://www.oncoprtiGenerale2000 /g04_
Diagnostic/Histologie/Technique-texte/dg_ap_techf®6l] (consulté le 23 juillet
2007).

HERON JF (2006b), Cancérologie générale : Autresteiments [en-ligne], Caen
(France) : Centre Régional Francois Baclesse, facdé Médecine de Caen
[http:/mwww.oncoprof.net/Generale2000/g11_AutresfBraents/gll_at03.html]
(consulté le 06 octobre 2007).

279



HOGGE GS, BURKHOLDER JK, CULPJ, ALBERTINI MR, DUBLZIG RR,
KELLER ET, YANG NS, MACEWEN EG (1998), Developmenbf human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factansfected tumor cell vaccines for
the treatment of spontaneous canine camtem Gene The® (13), 1851-61.

HOGGE GS, BURKHOLDER JK, CULPJ, ALBERTINI MR, DUBLZIG RR,
YANG NS, MACEWEN EG (1999), Preclinical developmeaithuman granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor-transfectedmdu cell vaccines using
established canine cell lines and normal d@gsicer gene Therap$ (1), 26-36.

HOINGHAUS R, MISCHKE R, HEWICKER-TRAUTWEIN M (2002)Use of
immunocytochemical techniques in canine melanahéet Med A49, 198-202.

HUDRISIER D (2003), Présentation générale du systemmunitaire, de ses acteurs
et des mécanismes d’action mis en jeu [en-lign#}j @rance) : Centre universitaire
de formation et de recherche JF Champollion [Hitpv.univ-jfc.fr/bibli_supports/
d_hudrisier/dhudrisier_cours_immun_chapitre_1a332@énl](consulté le 06 octobre
2007).

IMBAULT-HUART M-J. (1985), Histoire du CanceHistoire, 74, 74-77.
INSEE (2006)Portait social Paris : INSEE, 278p.

INSERM (2005),Cancer : Approche méthodologique du lien avec iiemnement,
Paris : INSERM, 78p.

INSTITUT PASTEUR (avril 2004), Cancem : La recherche vaccinale a linstitut
Pasteur [en-ligne]. Paris (France) : Institut Pasteutdhitwww.pasteur.fr/actu/presse/
dossiers/vaccins/cancers.html] (consulté le 1320i06).

IWABUCHI K, YAMAMURA S, PRINETTI A, HANDA K, HAKOMO RI Sl (1998),
GM3-enriched microdomain involved in cell adhes@m signal transduction through
carbohydrate-carbohydrate interaction in mouse moefe B16 cellsThe Journal of
Biological Chemistry273(15), 9130-9138.

JACK A, BOYES C, AYDIN N, ALAM K, WALLACK M (2006), The treatment of
melanoma with an emphasis on immunotherapeutitegies,Surgical oncology15
(1), 13-24.

JACOBS RM, MESSICL JB, VALLI VE (2002), Chapter 8 Tumors of the
alimentary tracgtin : MEUTEN DJ editor,Tumors in Domestic Animalgith Edition
USA : lowa State Press, 698-738.

KATO M, WATARAI S, NISHIKAWA S, IWASAKI T, KODAMA H (2007), A
novel culture method of canine peripheral bloodpymocytes with concanavilin A and
recombinant human interleukin-2 for adoptive immieoapy,J Vet Med S¢i69 (5),
481-486.

280



KATO K, NISHIMURA R, SASAKIN, MATSUNAGAS, MOCHIZWKI M,
NAKAYAMA H, OGAWA H (2005), Magnetic resonance imiag of a canine eye
with melanomaJournal of veterinary medical scien®&¥ (2), 179-182.

KERBRAT P (2002), Que faire des marqueurs tumofauoxigne], Rennes (France) :
Réseau pédagogique de l'université de Renndsttp://www.med.univ-rennesl.fr/
resped/s/cancero/ marqueurstumoraux.html], (cohsrl21 juillet 2007).

KHAN A, MARTIN ES, WEBB K, WELDON D, HILL NO, DUVALL J, HILL JM
(1982), Regression of malignant melanoma in a dotpbal injections of a partially
purified preparation containing human alpha-lymplot, Proceedings of the society
for experimental biology and medicirib9 (2), 291-294.

KIM CJ, DESSUREAULT S, GABRILOVITCH D, REINTGEN DSSLINGLUFF
CL (2002), Immunotherapy for melanon@ancer contral9 (1), 22-30.

KIM K, DANIELS KJ, HAY E D, (1998), Tissue-specifiexpression of beta-catenin
in normal mesenchyme and uveal melanomas andf@st&mn invasivenesg&xp Cell
Res 245(1), 79-90.

KNAPP DB (2002), Chapter 28 : Immunotherapy anddgic response modifiers,
In : MORRISON WB,Cancer in Dogs and Cats: Medical and Surgical Magragnt
Second edition, Jackson Wyoming : Teton NewMed25-439.

KOENIG A, BIANCO R, FOSMIRE S, WOJCIESZYN J, MODIAN JF (2002),
Expression and Significance of p53, Rb, p21/wapl6/ink-4a, and PTEN Tumor
Suppressors in Canine Melanorwat Pathol 39, 458-472.

KOENIG A, WOJCIESZYN J, WEEKS BR, MODIANO JF (200Q1fxpression of
S100a, vimentin, NDE, Melan A/IMART-1 in seven canimelanoma cell lines and
twenty-nine retrospective cases of canine melandw®seRathol 38, 427-435.

KOSMATOPOULOS K, LEMONNIER FA (2003), chapitre 9Présentation des
antigenes tumoraux, immunogénicité peptidique emplexe majeur d’histo-
compatibilité,In : CHOUAIB S, BENSUSSAN AJlmmunologie des cancerParis

6°™: Médecine-Sciences Flammarion, 95-107.

KRAKOWKA S (1983), Natural Killer (NK) Cell Activiy in Adult Gnotobiotic Dogs,
Am. J. Vet. Res44 (4), 635-638.

LABORATOIRES CERBA (1988),Quid Novi 1 : les marqueurs tumorgux
France : Laboratoires Cerba, 107p.

LAPRIE C, ABADIE J, AMARDEILH MF, NET JL, LAGADIC M DELVERDIER
M (2001), MIB-1 immunoreactivity correlates botholugical behaviour in canine
cutaneous melanom¥eterinary Dermatologyl2, 139-147.

LATSHAW W.K. (1987), Veterinary Developmental Anatomy : a clinically esried

approach Philadelphia : B.C. Decker Inc, 283p.
281



LE GALL JP (2001), Les marqueurs tumoraux, [endigrRennes (France) : Réseau
pédagogique de [l'université de Rennes 1, [http:amed.univ-rennesl.fr/
resped/s/cancero/ semiomg/marqgtum .htm] (consail®® ljuillet 2007).

LEFTHERIOTIS E, CARCAGNE JG, JOUBERT L (1980), Imnuihérapie
bispécifique des tumeurs malignes (mélanomes) peolgsats a la vaccine autologue
ou homologuesBull Soc Sci Vet et Med compar8ée (3), 123-135.

LEIFER CE, PAGE RL, MATUS RE, PATNAIK AK, MAC EWENEG (1987),
Proliferative glomerulonephritis and chronic acthvepatitis with cirrhosis associated
with Corynebacterium parvuimmunotherapy in a dogAVMA 190 (1), 78-80.

LIAO J, GREGOR P, WOLCHOK JD, ORLANDI F, CRAFT DM,EUNG C,
HOUGHTON AN, BERGMAN PJ (2006), Vaccination with than tyrosinase DNA
induces antibody responses in dogs with advancdanmma,Cancer immunity6, 8-
18.

LIU KX, CHURCH BIRD AE, LENZ SD, McDONOUGH SP, WOLE LG (1994),
Antigen expression in normal and neoplastic catisgues defined by a monoclonal
antibody generated against canine mesothelioms, ¥eil Patho) 31, 663-673.

MA Z, KHATLANI TS, OHNO K, SASAKI K, INOKUMA H, ONISHI T (2000),
Cloning and sequencing of canine MAGE cDNAssue Antigen$6 (2), 166-169.

MAC EWEN EG (1976), General concepts of immunotpgraf tumors JAAHA 12,
363

MAC EWEN EG, KURZMAN HD, VAIL DM, DUBIELZIG R, EVERLITH K,
MADEWELL BR, RODRIGUEZ CO, PHILIPPS B, ZWAHLEN H, BRADOVICH

J, ROSENTHAL RC, FOX LE, ROSENBERG M, HENRY C, FIDBE (1999),
Adjuvant therapy for melanoma in dogs : resultsasfdomized clinical trials using
surgery, liposome-encapsulated muramyl tripeptidied granulocyte macrophage
colony-stimulating factorClinical Cancer Researcth, 4249-4258.

MAC EWEN EG, PATNAIK AK, HARVEY HJ, HAAYES AA, MATUS R (1986),
Canine oral melanoma : Comparison of surgery vessugery plusCorynebacterium
parvum Cancer investigatiod, 397-402.

MAGNOL JP, MARCHAL T, DELISLE F, DEVAUCHELLE P, FOBNEL C.
(1998) les tumeurs cutanées et sous-cutariBesCancerologie clinique du chien.
Saint-Pierre-La-Palud : Th. Marchal, 100-104.

MALIVER P, ESTRADA M, LAGADIC M, MIALOT M, MANIN S, FONTAINE JJ
(2004), An osteoid variant of cutaneous melanoma idog detected by S100 and
Melan-A markers) Vet Med A51, 413-415.

282



MANDIGERS PJJ, SENDERS T, ROTHUIZEN J. (2006), Mdity and mortality in
928 Dobermans born in the Netherlands between 48631999 Vet Rec, 158 226-
229.

MARINO DJ, MATTHIESEN DT, STEFANACCI JD, MOROFF S[1995),
Evaluation of dogs with digit masses: 117 case811™91),J Am Vet Med Assqc.
207 (6):726-8.

MARTIN C (1981), Canine epibulbar melanomdsurnal of the American Animal
Hospital Associationl7, 83—90.

MARTIN PM, MAGDELENAT H (2005), Marqueurs tissulas tumoraux,
In. LACAVE R, LARSEN CJ, ROBERT J,Cancérologie fondamentale
Paris : éditions John Libbey Eurotext, 366-379.

MARTIN PM, MURACCIOLE X (2005), Biomargueurs tumana sériques dans les
tumeurs solides humainds, : LACAVE R, LARSEN CJ, ROBERT J;ancérologie
fondamentalgParis : éditions John Libbey Eurotext, 355-365.

MAYR B, ESCHBORN U, SCHLEGER W, LOUPAL G, BURTSCHHER (1992),
Cytogenetic studies in a canine malignant melandm@pmp. Path106, 319-322.

MAYR B, SCHAFFNER G, REIFINGER M, ZWETKOFF S, PRODGER B
(2003), N-ras mutations in canine malignant melas®m et Journa) 165 (2), 169-
171.

MILLANTA F, FRATINI F, CORAZZA M, CASTAGNARO M, ZAFPULLI V,
POLI A (2002), Proliferation activity in oral andutaneous canine melanocytic
tumours : correlation with histological parametdogiation, and clinical behaviour,
Research in veterinary sciend, 45-51.

MILNER RJ, SALUTE M, CRAWFORD C, ABBOT JR, FARESE (2006), The
immune response to disialoganglioside GD3 vac@nat normal dogs : a melanoma
surface antigen vaccin€eterinary Immunology and Immunopatholpg¥4, 273-284.

MINISTERE DE LA SANTE (2003), Le mélanome : un cancutané de plus en plus
fréequent [en-ligne] Paris (France): Ministere de la Santé [http://wsamte.
gouv.fr/htm/actu/melanome/ melanome2.htm] (condel& juin 2006).

MISFELDT ML, GRIMM DR (1994), Sinclair miniature sme: an animal model of
human melanoma/eterinary Immunology and Immunopatholp49, 167-175.

MODIANO JF, RITT MG, WOJCIESZYN J (1999), The Moldar Basis of Canine
Melanoma: Pathogenesis and Trends in Diagnosis hachpy,Journal of Veterinary
Internal Medicine 13 (3), 163-174.

MOORE AS, MADEWELL BR, LUND JK (1989), Immunohisthemical evaluation
of intermediate filament expression in canine aglthé neoplasmsimerican Journal

of Veterinary Resear¢h0 (1), 88-92.
283



MOORE AS, THEILEN GH, NEWELL AD, MADEWELL BR, RUDOE AR
(1991), Preclinical study of sequential tumor ne@dactor and interleukine-2 in the
treatment of spontaneous canine neoplasms, CaeseaReh51 : 233-238.

MUKARATIRWA S, CHIKAFA L, DLIWAYO R, MOYO N (2006), Mast cells and
angiogenesis in canine melanomas : malignancy dinitapathological factors,
European society of Veterinary Dermatolody, 141-146.

MUKARATIRWA S, CHIPUNZA J, CHITANGA S, CHIMONYO M,BHEBHE E
(2005), Canine cutaneous neoplasms : prevalencanéinence of age, sex and site on
the presence and potential malignancy of cutanemesplasms in dogs from
Zimbabwe Journal of the South African Veterinary Associatios (2), 59-62.

OAKES MG, LEWIS DD, HEDLUND CS, HOSGOOD G. (1993anine oral
neoplasiaCompend Contin Educ Pract Vé6: 15-31.

OLIVER JL, WOLFE LG (1992), Antigen expression ianine tissues, recognized by
a monoclonal antibody generated against caninenoeda cellsAm J Vet Re$3 (1),
123-128.

OLIVER JL, WOLFE LG, LOPEZ MK, CHURCH-BIRD AE, TOIM-KINNUCAN

M, DIETRICH MA (1997), Isolation and characterizati of the canine melanoma
antigen recognized by the murine monoclonal anybi@F-9 and its distribution in
cultured canine melanoma cell lindsn J Vet Re$8 (1), 46-52.

ORLOW SJ, HEARING VJ, SAKAI C, URABE K, ZHOU BK,SNERS WK,
MINTZ B (1995), Changes in expression of putativeigens encoded by pigment
genes in mouse melanomas at different stages agmaakt progressionProc Natl
Acad Sci USA92, 10152-10156.

ORLOW SJ, SILVERS WK, ZHOU BK, MINTZ B (1998), Corafative decreases in
tyrosinase, TRP-1, TRP-2, and Pmel 17/silver ant@g@roteins from melanotic to
amelanotic stages of syngeneic mouse cutaneousonetés and metastas€&xncer
Res 58, 1521-1523.

PARMIANI G, ANDREOLA G, DALERBA P, CASTLLI C, RIVOLTINI L (2003),
chapitre 17 : Approches vaccinales dans le traiterdes cancersn : CHOUAIB S,
BENSUSSAN A, Immunologie des cancersParis 6™: Médecine-Sciences
Flammarion, 195-202.

PAUL WE (Ed.) (1993)Fundamental immunolog@rd ed, New York: Raven Press,
1490p.

PAUL WE editor (1993)Fundamental immunology hird Edition, New York: Raven
Press, 1440p.

284



PEREZ J, GARCIA PM, BAUTISTA MJ, MILLAN Y, ORDAS MARTIN DE LAS
MULAS J (2002), Immunohistochemical characterizatiof tumor cells and
inflammatory infiltrate associated with cutaneouslanocytic tumors of Duroc and
Iberian SwineyVet. Pathol. 39, 445-451.

PETIT G, HIPOLITE A (mars 2008), Les maladies lasspedoutées par les francais.
[en-ligne], Paris (France): TNS-SOFRES [http://wéns:sofres.com/etudes/pol/
050308_maladies_r.htm] (consulté le 18 mars 2008).

POIRIER J, COHEN I, BERNAUDIN JF, (1979) Histologie la peau et ses annexes
: Histophysiologie des mélanocytds, : Histologie humaine, Fascicule 7 : peau et
phanéres, seins, organes des s8@sne edition, paris 6 : Editions Maloine, 33-35.

PREHN RT, MIAN MJ (1957), Immunity to methylcholénéne-induced sarcomas,
J. Natl. Canc. Institutel8: 769-778.

PROSCHOWSKY HF, RUGBJERG H, ERSBOLL AK. (2003), N&dity of purebred
and mixed-breed dogs in Denmalkev Vet Med58 (1-2), 63-74.

QUINTIN-COLONNA F, BOULOUIS HJ, FREYBURGER L (200gammunologie
spéciale et immunopathologie : Rappels d'immunapden-ligne] Maisons-Alfort
(France) : cours en ligne de I'Ecole Nationale Viésire d’Alfort, [http://cours.vet-
alfort.fr/fichier/fquintin-colonna/r_cours_332/ragipmmuno_fichiers/frame.htm],
(consulté le 7 juillet 2006)

QUINTIN-COLONNA F, BOULOUIS HJ, FREYBURGER L (200%bimmunologie
spéciale et immunopathologie : Immunité anti-tun@rden-ligne] Maisons-Alfort
(France) : Cours en ligne de I'Ecole Nationale Viéire d’Alfort, [http://cours.vet-
alfort.fr/fichier/fquintin-colonna/r_cours_332/Immite-anticancereuse_fichiers/frame
htm], (consulté le 7 juillet 2006)

QUINTIN-COLONNA F, DEVAUCHELLE P, FRADELIZID, MOURT B,
FAURE T, KOURILSKY P, ROTHC, MEHTALIM (1996), G therapy of
spontaneous canine melanoma and feline fibrosardymiatratumoral administration
of histoincompatible cells expressing human intéde-2, Gene therapy 3 (12),
1104-1112.

RABANAL RH, FONDEVILA DM, MONTANE V, DOMINGO M, FERRER L
(1989), Immunocytochemical diagnosis of skin tunsowf the dog with special
reference to undifferentiated typé&&search in Veterinary Sciendd, 129-133.

RAMOS-VARA JA, BEISSENHERZ ME, MILLER MA, JOHNSON G, PACE
LW, FARD A, KOTTLER SJ (2000), Retrospective study 338 canine oral
melanomas with clinical, histologic, and immunobdtemical review of 129 cases,
Vet Pathol 37 (6), 597-608.

285



RAWLES M.E. (1955), Special vertebrate organogeneshapter 8 : Skin and its
derivatives, In: WILLIER BH, WEISS PA, HAMBURGER ,\editors,Analysis of
developmentPhiladelphia and London : W.B. Saunders compé89;519.

RAYMOND-LETRON |, BOURGES-ABELLA N, DELVERDIER M, EGNIER A
(2006), Mélanomes oculaires du chien et du dnatSéminaire annuel de la SFAPV
ENVA, Maisons-Alfort, France, 17 Novembre 2006.

RICHTER A, ESCOBAR HM, GUNTHER K, SOLLER JT, WINKIFES, NOLTE |,
BULLERDIEK J (2005), RAS Gene Hot-Spot Mutations @anine Neoplasias,
Journal of Heredity96 (7), 764-765.

RODOLFO M, CATO EM, SOLDATI S, CERUTI R, ASIOLI MSCANZIANI E,
VEZZONI P, PARMIANI G, SACOO MG (2001), Growth ofuman melanoma
xenografts is suppressed by systemic angiostatia teerapyCancer gene therap$
(7), 491-496.

ROELS S, TILMANT K, DUCATELLE R (1999), PCNA and BY proliferation
markers as criteria for prediction of clinical betwaur of melanocytic tumors in cats
and dogsJ. Comp. Path121, 13-24.

ROELS S, TILMANT K, DUCATELLE R (2001), p53 express and apoptosis in
melanomas of dogs and ca®es Vet S¢ir0 (1), 19-25.

ROITT IM, BROSTOFF J, MALE DK (1994), Chapitre 17lmmunologie des
tumeurs,In : Immunologie 3™® édition, Bruxelles : De Boeck-Wesmael Université,
17.1-17.12.

RONIT L (2005), Endothelin receptor B is required the expansion of melanocytes
precursors and malignant melanonmd, J. Dev. Biol, 49, 173-180.

SANDUSKY GE, CARLTON WW, WIGHTMAN K (1985), Immunastochemical
staining for S100 protein in the diagnosis of carmmelanotic melanom¥get Patho)
22, 577-581.

SANDUSKY GE, CARLTON WW, WIGHTMAN K (1987), Diagndis
Immunohistochemistry of canine round cell tumoitat. Pathol,. 24, 495-499.

SANDUSKY GE, WIGHTMAN K, CARLTON WW, (1987), Immureytochemical
study of tissues from clinically normal dogs and méoplasms, using keratin
monoclonal antibodie®im J Vet Re$2 (4), 613-618.

SCHAFF-LAFONTAINE N, BAUDRIHAYE M, BONIVER J (199Q)Chapitre 27 :
Résistance envers les tumeurs, In : PASTORET PPYAERTS A, BAZIN H,
Immunologie animaleParis 6 : Médecine-Sciences Flammarion, 299-306.

SCHOLL R. (2002),Der Papyrus Ebers, die groéfite Buchrolle zur Heiltein
AltagyptensLeipzig : Universitatsbibliothek, 40p.

286



SCHULTHEISS PC (2006), Histologic features andichhoutcomes of melanomas
of lip, haired skin, and nail bed locations of dodsurnal of Veterinary Diagnostic
Investigation 18 (4) : 422-425.

SCOTT DW, MILLER WT, GRIFFIN CE, (2001Muller and Kirk's Small Animal
Dermatology 6th Edition, Philadelphia : W.B. Saunders Compdm28p.

SEMANA P (décembre 2001), Réponse immunitaire tamtiorale [en-ligne], Rennes
(France) : Réseau pédagogique de l'université den&e] [http://www.med.univ-
rennesl.friresped/s/cancero/repimmuno/repimmund],iiconsulté le 7 juillet 2006).

SERRA M, MIQUEL L, DOMENZAIN C, DOCAMPO MJ, FABRA AWIGHT TN,
BASSOLS A (2005), V3 versican isoform expressioneral the phenotype of
melanoma cells and their tumorigenic potential,J Cancer 114 (6), 879-886.

SERRA M, PASTOR J, DOMENZAIN C, BASSOLS A (2002)fféct of
transforming growth factor-betal, insulin-like gribmfactor-I, and hepatocyte growth
factor on proteoglycan production and regulationcanine melanoma cell lines,
Am J Vet Re$3(8), 151-8.

SERRA M, RABANAL RM, MIQUEL L, DOMENZAIN C, BASSOLSA (2004),
Differential expression of CD44 in canine melanacytumours, Journal of
ComparativePathology 130(2/3), 171-180.

SMITH SH, GOLDSCHMIDT MH, McMANUS PM (2002), A congpative review of
melanocytic neoplasm¥et Pathol 39,651-678.

SOERGEL SA, MAC EWEN EG, VAIL DM, POTTER DM, SONDEIPM,
HELFAND SC (1999), The immunotherapeutic potentibbctivated canine alveolar
macrophages and antitumor monoclonal antibodiesatastatic canine melanoma,
J immunother22 (5), 443-453.

SPANGLER WL, KASS PH (2006), The histologic and dgmiologic bases for
prognostic considerations in canine melanocytigiesia,Vet Pathol 43, 136-149.

STEVENS A, LOWE JS (1993) Peau et glande mammatellules épidermiques
non kératinisantes : les mélanocytes, Histologie Paris : Editions Pradel, 353.

STROMBERG PC, SCHUMM DE, WEBB TE, WARD H, COUTO C@995),
Evaluation of oncofcetale protein-related mRNA tpaons activity as a potential early
cancer marker in dogs with malignant neoplashms,J Vet Re$6 (12), 1559-1563.

SULAIMON SS, KITCHELL BE (2003), The basis biology malignant melanoma:
molecular mechanisms of disease progression angamative aspects] Vet Intern
Med, 17 (6), 760-72.

SULAIMON SS, KITCHELL BE, EHRHART EJ (2002), Immuhistochemical
detection of melanoma-specific antigens in spordasecanine melanomd, Comp

Path 127, 162-168.
287



TAMURA K, YAMADA M, ISOTANI M; ARAI H, YAGIHARA H, ONO K,
WASHIZU T, BONKOBARA M (2007), Induction of dendiit cell-mediated
immune responses against canine malignant melaceiisaThe Veterinary Journal
doi:10.1016/j.tvjl.2006.11.005.

TAMURA Y, PENG P, LIU K, DAOU M, SRIVASTAVA PK (199),
Immunotherapy of Tumors with Autologous Tumor-Dedv Heat Shock Protein
PreparationsScience278(5335), 117-120.

TARTOUR E, GAZANE A, FRIDMAN WH (2005), Immunologieles tumeurs,
In : LACAVE R, LARSEN CJ, ROBERT JCancérologie fondamentale Paris :
editions John Libbey Eurotext, 384-394.

THOMAS L (1982), On immunosurveillance in human @amYale J. Biol. Med55,
329-333.

TIZARD IR (2004), Chapter 31 : Resistance to tumars. Veterinary Immunology,
an introduction seventh edition, Philadelphia : Saunders, 364-377

TODOROFF RJ, BRODEY RS (1979), Oral and pharyngealplasia, in the dog: a
retrospective survey of 361 casé#fim Vet Med Asspt75,567-571.

TOPOALIAN SL, SOLOMON D, ROSENBERG SA (1989), Tummspecific
cytolysis by lymphocytes infiltrating human melaresyilhe Journal of Immunology
142(10), 3714-3725.

TSAl NM, CHEN BM, WEI SL, WU CW, ROFFLER SR (2003Anti-tumor
immunoglobulin M increases lung metastasis in gmedarmental model of malignant
melanomagClin Exp Metastasi20 (2), 103-1009.

UGUREL S, RAPPL G, TILGEN W, REINHOLD U (2001), Ireased serum
concentration of angiogenic factors in malignaniamema patients correlates with
tumor progression and survivdburnal of clinical oncologyl9 (2), 577-583.

VAN DER BRUGGEN P, TRAVERSARI C, CHOMEZ P, LURQUIN, DE PLAEN
E, VAN DEN EYNDE B, KNUTH A, BOON T (1991), A genencoding an antigen
recognized by cytolytic T lymphocytes on a humaramema,Science 254 (5038),
1643-7.

VIGUIER M, LEMAITRE F, VEROLA O, CHO MS, GOROCHOV G
DUBERTRET L, BACHETEZ H, KOURILSKY P, FERRADINI L2004), Foxp3
expressing CDAD25"" regulatory T cells are overrepresented in humatastetic
melanoma lymph nodes and inhibit the function diftnating T cells, The Journal of
Immunology173 1444-1453.

WEISS L, GREEP RO, (1977) Melanocytds : Histology, Fourth Edition,
USA : McGraw-Hill Book Company, 595-598.

288



WERGIN MC, BALLMER-HOFER K, ROOS M, ACHERMANN RE,
INTEEWORN N, AKENS MK, BLATTMANN H, KASER-HOTZ B (D04),
Preliminary study of plasma vascular endotheligwgh factor (VEGF) during low-
and high-dose radiation therapy of dogs with spmewas tumors,Veterinary
Radiology and Ultrasoundi5 (3), 247-254.

WESSELING J, VAN DER WALK SW, VOS HV, SONNENBERG AILKENS J
(1995), Episialin (MUC1) overexpression inhibitsegrin-mediated cell adhesion to
extracellular matrix componentBhe Journal of Cell Biologyi29(1), 255-265.

WHITESIDE TL, HERBEMAN RB (1989), The role of naalrkiller cells in human
diseaseClinical Immunology and Immunopatholgdg (1), 1-23.

WHITLEY EM, BIRD AC, ZUCKER KE, WOLFE LG (1995), Maulation by canine
interferon-gamma of major histocompatibility complend tumor-associated antigen
expression in canine mammary tumor and melanonhdireed, Anticancer Resl5 (3),
923-929.

YANG H, LIU Z, WU MW, MAC ALPINE B, ANSEL J, ARMSTRONG C, WU GJ
(2001), Isolation and characterization of mouse MBEDNA gene, and correlation
of MUC18 expression in mouse melanoma cell lineth wmetastatic abilityGene
265 133-145.

ZHANG H, ROSDAHL | (2003), Ultraviolet A and B d#fently induce intracellular
protein expression in human skin melanocytes-awaton of separate pathways in
initiation of melanomaCarcinogenesis?4 (12), 1929-34.

289






L'IMUNOLOGIE DES MELANOMES CANINS
- Etude bibliographique —

NOM et Prénom: CAPLIER Laura

RESUME :

Le chien constitue umatient a part entiere, bénéficiant des dernieres trouvailles de la
médecine humaine. Dans cette espéece, le mélandeneqge rare, représente pres de 7% des
tumeurs malignes, et touche, dans plus de la moég&cas, les muqueuses buccales. Cette
tumeur exprime deombreux antigenes spécifiquegtyrosinase, Melan A/IMART-1, gp100,
TRP-1, TRP-2, HMSA, MAGE-B, ...), dontifitérét diagnostique et pronostique est
considérable. Souvent immunogenes, ils contribusmt développement d'une réponse
immunitaire anti-mélanome, a laquelle ce néoplagéaappe malheureusement, faisant de lui
une tumeur agressive et de mauvais pronostic. @egeaes constituent aussi debles
thérapeutigues fondamentales a la base de I'immunothérapie, stratégie promstteet
moins toxique que les traitements conventionnels.

Par ailleurs, le chien est umodele animal intéressant contribuant a I'avancée des
recherches sur le mélanome humain. Animal de graamitle, développant des mélanomes
spontanés, il partage le méme environnement quensaitre et fournit rapidement les
résultats d’'un traitement. Malgré la différence Idealisation préférentielle, et I'absence
d’'induction connue par les UVles mélanomes comportent dans cette espéce de
nombreuses similitudes avec les tumeurs humainegmécanismes moléculaires de
canceérisation et de progression, caractéristiqus®lbgiques et immunohistochimiques,

comportement biologique, résistance aux traitemamsentionnels).
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SUMMARY:

Dog is areal patient, who can benefits from human medicine innovatidnsthis specie,
melanoma, although a rare tumor, represents 7%llofamine malignant neoplasms. It
involves oral mucous membranes in more than hatfases. It expressasimerous specific
melanoma associated antigengtyrosinase, Melan A/MART-1, gpl100, TRP-1, TRP-2,
HMSA, MAGE-B...), which get considerabl@iagnostic and prognostic interest These
antigens are often immunogenic, and result in ®@a@ianoma immune response.
Unfortunately, melanoma often escapes this resp@uséhat it is usually an aggressive and
poor prognostic tumor. Those antigens are also itapbtherapeutic targets which
contribute to immunotherapy, a new promising arfdrdherapeutic strategy.

Dog is also an interestingodel for human melanoma researchedndeed, it's a big size
mammal, which develops spontaneous tumors, whiaheshrsame environment as his owner,
and which responds quickly to attempted therapsutMoreover, human and canine
melanomas get lots of similar features, even ifythden’t preferentially develop in same
localizations, and aren’t induced by UV light ing$o For example, they share same induction
and progression molecular mechanisms, same higtobogl immunohistologic data, same

biological behaviors, and eventually same resigtdoclassical treatments.
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