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Quand CRAF remplace BRAF

dans le mélanome

Nicolas Dumaz, Martine Bagot, Armand Bensussan

> Le mélanome est la tumeur cutanée la plus
agressive, son incidence augmente chaque
année et actuellement il n’existe pas de trai-
tement efficace aux (=) Voir Particle de
stades avancés de la C. Robert et C. Mutel]xs,
maladie [1] ). page 850 de ce numéro
Le mélanome résulte de la transforma-
tion maligne des mélanocytes qui sont
les cellules productrices de mélanine,
pigment qui nous protege des effets
délétéres des radiations UV [2]. La pro-
lifération, la différenciation et la migra-
tion des mélanocytes sont régulées par
plusieurs voies de signalisation acti-
vées simultanément par des facteurs
de croissance et des hormones libérés
dans le microenvironnement local, et
dont les interactions sont essentielles
pour réguler la fonction des mélanocy-
tes. Deux grandes voies de signalisation
sont activées simultanément dans les
mélanocytes : la voie des MAPK (mitogen
activated protein kinase) et celle de
I’AMP cyclique (AMPc).

Activation des voies MAPK et AMPc
dans les mélanocytes normaux et
tumoraux

Dans les conditions physiologiques, la voie
MAPK est activée par I'interaction de fac-
teurs de croissance avec leurs récepteurs
de surface a activité tyrosine kinase (RTK)
et la transmission de ces signaux via la
petite GTPase RAS. Lorsqu’elle est active,
RAS stimule un certain nombre d’effec-
teurs et en particulier les sérine/thréonine
kinases de la famille RAF. Il existe trois
isoformes de RAF: ARAF, BRAF et CRAF
(également appelée RAF1), qui activent les
MAP-kinase kinases (MEK) chargées d’ac-
tiver & leur tour les MAP-kinases (ERK) [3].
Les kinases ERK ont de nombreux subs-
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trats, qui sont principalement impliqués
dans la régulation de la prolifération des
mélanocytes (Figure 1). La transformation
tumorale des mélanocytes s’accompagne
de mutations activatrices des oncoge-
nes BRAF ou N-RAS dans respectivement
50 % et 20 % de ces tumeurs cutanées, ce
qui entraine une activation constitutive
de la voie MAPK [4]. Ces mutations sont
mutuellement exclusives car leur activité
oncogénique résulte, dans les deux cas, de
la stimulation de la voie MAPK.

LUAMPc est un second messager produit
dans les mélanocytes en aval des hor-
mones mélanotropes telles que I"o.-MSH
(alpha-melanocyte stimulating hormone)
qui se lie au récepteur des mélanocortines
de type 1 (MCIR). La voie de I’AMPc est
étroitement associée a la différenciation
des mélanocytes, car elle stimule I’ex-
pression de plusieurs enzymes spécifiques
impliquées dans la synthese de méla-
nine. U'activation de MCIR par ses ligands
induit une augmentation de I’AMPc intra-
ce dernier active la protéine
kinase A (PKA), qui, a son tour, stimule la
phosphorylation et I'activation du facteur
de transcription CREB. CREB stimule la
transcription du gene codant le facteur de
transcription microphthalmia (MITF), qui
joue un réle-clé dans la différenciation

cellulaire :

des mélanocytes en controlant directe-
ment la transcription de nombreux génes
impliqués dans la synthese de la mélanine
ou le fonctionnement des mélanosomes
(TYR, TYRP1, DCT, RAB27A et GPR143!) [5,
21 (Figure 1). La voie de I’AMPc est sous
le controle spatiotemporel des phospho-

LTYR - tyrosinase ; TYRPL : tyrosinase-related protein-1 ;
DCT : DOPAchrome tautomérase ; RAB27A : petite GTPase
effectrice de la machinerie d’exocytose ; GPR143 : G protein-
coupled receptor équivalent de 0A1, ocular albinism 1 gene.

diestérases (PDE) qui constituent la seule
voie de dégradation de I’AMPc cellulaire. Il
y a huit familles différentes de PDE capa-
bles de dégrader I’AMPc et plus de 30 iso-
formes différentes générées par épissage
alternatif. U'activité des PDE - régulée
via leur phosphorylation par plusieurs
kinases - joue un role central dans 'inte-
raction entre la voie de ’AMPc et d’autres
voies de signalisation intracellulaire.

CRAF active la voie MAPK dans

les mélanomes en présence d’une
mutation de RAS

Les mélanocytes sont un excellent
modele d’étude de I'interaction entre
les voies de I’AMPc et des MAPK puisque
toutes deux sont activées simultané-
ment dans les conditions physiologiques
normales. Ainsi, 'activation constitutive
de la voie de ’AMPc conduit a la phos-
phorylation et I'inactivation de CRAF par
PKA, et I’engagement des RTK par des
facteurs de croissance a I’activation de
la voie MAPK via BRAF (Figure 1A). Le rdle
fondamental de BRAF dans la biologie
des mélanocytes est attesté par le taux
tres élevé de mutations oncogéniques de
cette kinase dans les mélanomes, alors
que les autres kinases de la famille RAF
ne sont jamais mutées. Néanmoins, alors
que CRAF ne semblait pas jouer de role
majeur dans le mélanome, des résultats
récents révelent I'importance de cette
sérine/thréonine kinase dans I’activation
de la voie MAPK et définissent comment
CRAF peut activer les MAPK.

Liaison des mutants V600E BRAF

de faible activité a CRAF

Bien que la plupart des travaux sur le role
de BRAF dans les mélanomes aient porté
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sur la mutation V600€ de BRAF, au moins
70 autres mutations de ce gene ont été
identifiées. Beaucoup de ces dernieres
entrafnent une réduction de I'activité
kinase de BRAF par rapport a celle de la
forme mutante V600E BRAF. Ces mutants,
considérés de faible activité, sont toute-
fois capables d’activer la voie MAPK en
se liant directement a CRAF et en I'ac-
tivant lorsqu’ils sont exprimés dans des
cellules COS-1. Les mémes observations
sont faites dans les lignées de mélanome
contenant une mutation de BRAF de fai-
ble activité. Cibler CRAF dans ces cellules
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induit leur mort par apoptose suggérant
que cette kinase pourrait constituer une
cible thérapeutique dans ce groupe de
mélanomes [6].

Activation de CRAF et résistance aux
inhibiteurs de BRAF

La prévalence de la mutation V600€E de
BRAF dans certaines tumeurs dont le
mélanome a suscité la conception d’inhi-
biteurs spécifiques de V600E BRAF, comme
PLX4032 (Plexxikon) et GSK2118436 (GSK :
GlaxoSmithKline). Des résultats specta-
culaires ont été obtenus avec ces inhibi-

Figure 1. Changement d'isoforme de RAF en
réponse a une mutation de RAS. A. Dans les
mélanocytes I'activation de la voie de I'AMPc
non seulement stimule la mélanogenese mais
aussi inhibe la kinase CRAF. C'est donc BRAF
qui active la voie MAPK en aval des RTK.
B. Dans les mélanomes contenant une muta-
tion de RAS, la kinase BRAF est phosphorylée
par ERK inhibant ainsi son interaction avec
RAS. C'est donc CRAF qui active la voie MAPK
en aval de RAS. La surexpression des PDE
permet l'inhibition de la voie de I'AMPC empé-
chant I'inhibition de CRAF par PKA. ot-MSH :
melanocyte stimulating hormone; MCIR:
melanocortin-1 receptor; AC: adenylyl
cyclase ; PDE : phosphodiesterase ; PKA : pro-
tein-kinase A; CREB: cAMP responsive ele-
ment binding protein; MITF: microphtalmia
associated transcription factor; GF: growth
factor ; RTK : receptor tyrosine kinase.

teurs dans les mélanomes métastatiques
avec une mutation de BRAF [7]. Cepen-
dant, I’enthousiasme initial engendré
par ces résultats cliniques a été tempéré
rapidement par le caractére transitoire
de cet effet thérapeutique, dii au déve-
loppement de résistances qu’expliquent
plusieurs mécanismes. Curieusement, ces
résistances ne sont pas associées a des
mutations supplémentaires de BRAF mais
a Paltération d’autres oncogenes (NRAS,
PDGFR, IGF-1R, etc.)? intervenant dans
la méme voie de signalisation ou méme
dans le recrutement de nouvelles voies
de signalisation [8]. Or, beaucoup de ces
résistances impliquent I’activation de la
kinase CRAF qui est relativement résis-
tante au PLX4032 ; cibler CRAF pourrait
donc retarder I’apparition de résistances
aux inhibiteurs de BRAF.

Mélanome contenant une mutation de RAS :
comment restaurer la voie de ’AMPc ?

Alors que dans les mélanocytes nor-
maux BRAF active la voie MAPK, dans les
mélanomes associés a une mutation de
RAS, c’est une autre isoforme de RAF,
CRAF, qui active cette voie MAPK [9].

2 PDGFR : platelet-derived growth factor receptor ; IGF-1R :
insulin growth factor 1 receptor.



Uincapacité de BRAF a recruter la voie
MAPK dans les mélanomes dont RAS est
mutée s’explique par la phosphorylation
par ERK de la sérine 151 de BRAF, située
prés du domaine de liaison de BRAF a
RAS et dont la phosphorylation inhibe
I’interaction BRAF-RAS (Figure 1). Pour
échapper a cette régulation négative
du gene BRAF par ERK, les cellules de
mélanome ont développé deux stra-
tégies : (1) elles ont acquis la muta-
tion BRAF V600€ qui rend cette kinase
indépendante de RAS ; (2) les cellules
de mélanome portant une mutation
RAS utilisent non plus BRAF, mais I'iso-
forme CRAF pour activer la voie MAPK.
En conséquence, I'inhibition de CRAF
dans les mélanocytes réduit fortement
la capacité oncogénique de RAS [10].
Toutefois, pour que CRAF puisse étre
utilisée pour stimuler la voie MAPK; les
cellules de mélanome doivent inac-
tiver la voie de I’AMPc qui, dans les
mélanocytes, inhibe CRAF de maniere
constitutive. De fait, dans les mélano-
cytes transformés par RAS et les lignées
de cellules de mélanome dont RAS est
mutée, la voie de "AMPc ne peut plus
étre activée par les hormones mélano-
tropes telles que I"o.-MSH [9]. Un des
mécanismes fait intervenir PDE4 - et
principalement les enzymes PDE4B2 et
PDEADS5 - dont I'activité est augmentée
dans les cellules de mélanomes par
rapport aux mélanocytes normaux [10].
U’activation de la voie AMPc pourrait
donc étre restaurée en inhibant Iacti-
vité des PDE et en particulier celle des
enzymes de la famille PDE4. De fait,
nous avons montré que I’inhibition de
I’expression ou de I'activité des enzy-
mes PD€4 par le rolipram en combinai-

m's

médecine/sciences

m/s n® 10, vol. 27, octobre 2011

Tarifs d’abonnement m/s - 2011
Abonnez-vous

a médecine/sciences

son avec une faible dose de forskoline
(un activateur de I’adénylate cyclase)
réduit fortement la transformation des
mélanocytes par I’oncogéne RAS et
induit une diminution significative de
la prolifération des lignées de méla-
nome (conséquence d’une induction de
I’apoptose) mais pas des mélanocytes,
démontrant 'importance physiologique
des PD€4 dans la transformation des
mélanocytes [10] (Figure 1).

Perspectives thérapeutiques

Nos résultats montrent que I'inhibition
de la voie de "AMPc est nécessaire a la
prolifération des mélanomes porteurs
d’une mutation de RAS. Ces données
identifient les enzymes de la famille
PDE4 - intermédiaires nécessaires -
comme une nouvelle cible thérapeutique
particulierement intéressante dans les
mélanomes lorsqu’existe une mutation
de RAS. Cette hypothese est d’autant
plus intéressante que ce groupe de
mélanomes est résistant aux théra-
pies ciblées en cours de développement.
BRAF étant inactivée dans ces méla-
nomes, les inhibiteurs spécifiques de
BRAF en développement clinique y sont
inefficaces, voire méme préjudiciables
comme I'indiquent des données récen-
tes [11]. €n outre, ces mélanomes sont
relativement résistants aux inhibiteurs
de MEK. Uintérét des inhibiteurs sélec-
tifs de PD€4 est accru par le fait que ces
molécules sont en développement dans
le traitement d’autres maladies, notam-
ment de Iasthme, de I'inflammation
pulmonaire et de I’arthrite rhumatoide
[12]. Ils pourraient étre testés dans
certains mélanomes afin d’augmenter
I’AMPc intracellulaire et ainsi inhiber
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la prolifération de cellules de méla-
nome portant une mutation de RAS, et
peut-étre plus généralement de tous
les mélanomes qui utilisent CRAF pour
activer la voie MAPK. ¢

When CRAF takes over BRAF

in melanoma
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