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Résumé — Le mélanome malin est un cancer trés agressif capable de générer des
métastases a des stades précoces de son développement. La transformation oncogénique
des mélanocytes résulte principalement de mutations dans BRAF, NRAS ou NF1 qui
activent de fagon constitutive la voie de signalisation des MAP kinases et la pro-
lifération cellulaire. D’autres mutations inactivant CDKN2A ou PTEN, des mutations
activatrices dans la voie béta-caténine ainsi que des altérations de 1’épigénome per-
mettent aux cellules d’échapper a la sénescence induite par les oncogénes. Quelle que
soit la nature des mutations activatrices, la physiologie des cellules de mélanome est
régulée par des facteurs de transcription et des mécanismes épigénétiques. MITF
(Microphthalmia-associated Transcription Factor) et SOX10 sont deux facteurs de
transcription jouant également un role essentiel dans la physiologie des mélanocytes
normaux. Par une combinaison d’approches incluant la génétique de la souris, la bio-
chimie et la génomique a4 haut débit, nous avons identifié des protéines partenaires de
MITF et analysé les mécanismes de régulation de la transcription par MITF, SOX10
et leurs partenaires.

Mots clés : MITF / SOX10 / PBAF / NuRF / remodelage de la chromatine

Abstract — Epigenetic regulation of gene expression in malignant melanoma.

Malignant melanoma is a highly aggressive cancer with a propensity for early metas-
tasis. Melanocyte transformation results predominantly from oncogenic mutations in
BRAF, NRAS or NF1 leading to constitutive activation of the M AP kinase pathway
driving cell proliferation and second site mutations such as loss of CDKN1A, or PTEN
or activating mutations in the beta-catenin pathway that allow escape from oncogene
induced senescence. Nevertheless, irrespective of the nature of the driver mutations,
melanoma cell physiology is strongly regulated by transcription factors and epigenetic
mechanisms. MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) and SOX10 are
two major transcription factors that regulate both normal melanocyte and melanoma
cell physiology. Using a combination of mouse genetics, biochemistry and high through-
put genomics we have identified cofactors for MITF and addressed the mechanisms by
which MITF, SOX10 and their cofactors regulate gene expression in melanocytes and
melanoma.
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Abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique

bHLH-ZIP  Basique hélice-boucle-hélice-glissiere a
leucine

BPTF Facteur de transcription comportant
des domaines Bromo et PHD (Bromo
and PHD domain containing transcrip-
tion factor)

BRG1 Gene apparenté a Brahma (Brahma re-
lated gene 1)

ChIP Immunoprécipitation de la chromatine.

Flag-HA Flag and HA (hemagglutinin) epitopes

GSEA Analyse d’enrichissement des groupes
de genes (Gene set enrichment ana-
lyses)

LacZ Beta galactosidase

MAP-kinase Protéine kinase activée par des mi-
togenes (Mitogen activated protein
kinase)

McSC Melanocyte Stem Cell

MITF (MlIcrophthalmia-associated
Transcription Factor)

NuRD Complexe de remodelage et de
désacétylation des nucléosomes
(Nucleosome remodeling — deacetylase
complex)

NuRF remodeling

PBAF Complexe de remodelage polybromo as-
socié & Brahma (Polybromo-containing
Brahma-associated factor),

SASP Phénotype sécrétoire associé a la
sénescence (Senescence-associated se-
cretory phenotype)

si/shARN  Acide ribonucléique interférant
court/en épingle a cheveux

TAC Cellules en prolifération transitoire
(Transient amplifying cells)

[OAY Lumiere ultraviolette

XGal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-béta-D-
galactopyranoside

Introduction

Le mélanome est une tumeur maligne dérivée des
mélanocytes qui se développe principalement dans
la peau. Elle est tres agressive, avec un fort poten-
tiel métastatique et responsable de plus de 90 %
des déces liés aux tumeurs cutanées. L’incidence
est en constante augmentation dans les populations
européennes en raison des modifications du mode de
vie et de 'augmentation de I'exposition aux UV. En
Europe, le taux d’incidence du mélanome est de 10

a 20/100000 habitants (Ferlay et al., 2013). Les per-
sonnes ayant un grand nombre de naevi et un photo-
type clair présentent un risque accru de développer
un mélanome. Les mélanomes surviennent principale-
ment de novo a la suite de mutations somatiques, seuls
5a 10 % des mélanomes ont une origine génétique a ca-
ractere héréditaire. En plus des facteurs constitution-
nels et génétiques, le facteur de risque de mélanome le
plus important est la surexposition aux UV principa-
lement pendant Uenfance (Forsea et al., 2012; Garbe
et al., 2012). 90 % des mélanomes sont diagnostiqués
au stade primaire sans lésion métastatique. Par la
suite, des métastases locales, ganglionnaires puis a
distance peuvent survenir, modifiant drastiquement
le pronostic. Au stade non métastatique, la survie a
10 ans est de 75 a 85 % alors que la survie n’est plus
que de 6 a 9 mois au stade métastatique. Le traitement
de référence au stade primaire est la chirurgie. Pour les
stades métastatiques, le développement des thérapies
ciblées et de I'immunothérapie ont permis d’allonger
la survie globale (Forsea et al., 2012; Garbe et al.,
2012).

Plusieurs mutations somatiques responsables de
la prolifération des cellules de mélanome ont été
identifiées. Les plus fréquentes affectent BRAF
(BRAFV69E) ot NRAS au niveau des acides aminés
Q61 ou G12 et entrainent une activation constitu-
tionnelle de la voie de signalisation des MAP-kinases
(Hodis et al., 2012; Cancer Genome Atlas, 2015).
La troisieme catégorie de mutations affecte le fac-
teur NF1, une protéine qui réprime 'activité de RAS.
L’inactivation de NF'1 est par conséquent une voie al-
ternative a l'activation de la voie MAP-kinase. En
plus de ces trois classes de mutations, il existe des
tumeurs dites « triples sauvages » ne comportant pas
de mutations dans BRAF, NRAS et NF1, mais dans
une pléthore d’autres genes, chacune ne représentant
qu'un faible nombre de cas (Cancer Genome Atlas,
2015).

MITF est un acteur clé dans la lignée
mélanocytaire

En plus de 'accumulation de mutations somatiques,
la progression des mélanomes est régulée par des
évenements de signalisation et ’action de facteurs de
transcription qui contrélent la prolifération et 'inva-
sion des cellules de mélanome. Un ensemble d’études
a mis en évidence 'existence de cellules de mélanome
avec au moins deux phénotypes différents, prolifératif
et invasif, caractérisés par des profils d’expression
génique distincts (Hoek et al., 2008; Widmer et al.,
2012; Verfaillie et al., 2015). Les cellules prolifératives
expriment un niveau élevé du facteur de transcrip-
tion MITF (MIcrophthalmia-associated Transcription
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Factor) et de ses geénes cibles et se multiplient ra-
pidement en culture. Elles sont peu invasives et
possedent une faible capacité a initier des tumeurs
dans des expériences de xénogreffe. Ces cellules ex-
priment également le facteur de transcription SOX10.
En revanche, les cellules exprimant peu ou pas MITF
ou SOX10 proliferent lentement in wvitro, sont motiles
et invasives et ont une importante capacité a initier des
tumeurs (Cheli et al., 2011, 2012). Les programmes
d’expression génique et les profils épigénétiques de ces
types cellulaires sont différents, et des signatures ca-
ractéristiques de chaque état ont été définies (Widmer
et al., 2012 ; Verfaillie et al., 2015). MITF joue un role
clé dans le controle de ces phénotypes et dans leur
modification dynamique lors de la progression tumo-
rale (Hoek & Goding, 2010). Ces deux types cellu-
laires coexistent au sein des tumeurs, leur conférant
une hétérogénéité et ainsi une capacité a s’adapter aux
différentes conditions de croissance (Goodall et al.,
2008).

MITF est un facteur de transcription de la famille
bHLH-ZIP qui définit une sous-famille de protéines
« MiT » comportant TFEB, TFEC et TFE3. MITF
peut former des homodimeres ou des hétérodimeres
uniquement avec les membres de cette sous-famille.
Cette spécificité de dimérisation est conférée par la
présence d’une insertion de trois acides aminés dans
le domaine ZIP des protéines MiT (Pogenberg et al.,
2012). MITF se fixe a la séquence Ebox (5'-CANNTG-
3’) mais montre une préférence pour la séquence Mbox
(5-TCATGTG-3’) ou la séquence (5-TCANNTGA-
3’). Les motifs Mbox sont par exemple présents dans
les promoteurs proximaux des genes codant les en-
zymes responsables de la synthese et du transport des
mélanines (DCT, TYR, TYRP1 et RAB27A) (Cheli
et al., 2010).

Le locus MITF comporte plusieurs promoteurs
responsables de ’expression de nombreuses isoformes
dont lisoforme MITF-M, spécifique de la lignée
mélanocytaire (Hodgkinson et al., 1993; Tachibana
et al., 1994; Goding, 2000; Levy et al., 2006). Le
promoteur de l'isoforme MITF-M comporte des sites
de fixation pour de nombreux facteurs de trans-
cription comme PAX3, SOX10, ZEB2, CREB et
TCF/LEF, responsables de la régulation de MITF lors
du développement embryonnaire et de 'homéostasie
des mélanocytes adultes. Les mutants murins chez
lesquels l'isoforme MITF-M (& partir d’ici désignée
comme MITF) est inactivée sont blanches, sourdes
et possedent de petits yeux (microphthalmie) due a
une absence totale des mélanocytes et de I’épithélium
pigmenté de la rétine (Hodgkinson et al., 1993;
Steigrimsson, 1994, 2004). Chez 'Homme, des mu-
tations dans MITF sont responsables du syndrome
Waardenburg de type II présentant plusieurs ca-
ractéristiques en commun avec les souris mutées dans

MITF (Tassabehji et al., 1994). MITF est donc essen-
tiel pour la spécification des mélanocytes a partir de
cellules précurseurs de la créte neurale.

MITF est un activateur de la prolifération
des cellules de mélanome

Les conséquences de la perte de fonction de MITF
dans les cellules de mélanome prolifératives ont été
évaluées par des expériences d’interférence a I’ARN
a laide de si/shARN. Dans un premier temps, il a
été démontré que la répression de MITF induit un
arrét du cycle cellulaire et une activation de genes
impliqués dans l'invasion comme DIAPH1 (Carreira
et al., 2005, 2006). Apres une période plus longue, les
cellules entrent en sénescence (Giuliano et al., 2010).
La perte de MITF induit également des défauts de
mitose avec la génération de cellules & noyaux mul-
tiples (Giuliano et al., 2010; Strub et al., 2011). De
plus, la perte de MITF est associée a 'activation de
la réponse aux dommages & ’ADN avec accumulation
de foci de P53BP1 et de H2AX dans le noyau (Strub
et al., 2011). L’activation de cette voie joue également
un role dans la sénescence par 'activation de la voie
de signalisation de NF-xB qui induit 'expression d’un
ensemble de cytokines et de facteurs de croissance
constituant le SASP (Senescence-Associated Secretory
Phenotype) (Ohanna et al., 2011).

Afin de définir les réseaux de genes régulés par
MITF et responsables de ces différents effets, nous
avons réalisé des expériences d’immunoprécipitation
de la chromatine suivies de séquengage haut débit
(ChIP-seq) qui ont permis de cartographier le pro-
fil de fixation de MITF sur le génome (Strub et al.,
2011; Laurette et al., 2015). De plus, nous avons
déterminé les changements d’expression génique lors
de la perte de MITF par RNA-seq et nous avons
intégré ces données afin d’identifier des genes régulés
directement par MITF dans les cellules de mélanome
prolifératives. Les résultats de ces expériences ont mis
en évidence le fait que MITF active I'expression d’'un
ensemble de génes impliqués dans la réplication et la
réparation de ’ADN, la mitose ainsi que de plusieurs
cyclines impliquées dans la transition des phases G1-S
et G2-M (Figure 1).

Nous avons identifié d’autres genes cibles de MITF
impliqués dans 'homéostasie des lysosomes ainsi que
le gene PPARGC1A codant PGC-1la, un régulateur
clé de la biogenese des mitochondries. MITF se
fixe sur de nombreux sites du locus PPARGCI1A
dont l'expression est fortement diminuée lors de la
répression de MITF (Strub et al., 2011; Laurette
et al., 2015). Par la suite, il a été démontré que le
métabolisme oxydatif des cellules de mélanome et
des tumeurs est fortement corrélé avec 'expression
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Fig. 1. Résumé des réseaux de genes régulés par MITF dans les cellules prolifératives de mélanome.

de MITF (Haq et al., 2013; Vasquez et al., 2013;
Goding, 2016). Les cellules et tumeurs exprimant des
niveaux élevés de MITF expriment fortement PGC-1a
et montrent une activité de métabolisme oxydatif im-
portante, tandis que les cellules exprimant peu ou pas
de MITF montrent une importante activité de glyco-
lyse. MITF régule donc a la fois la prolifération et une
transition entre métabolisme oxydatif et glycolyse.

Enfin, cette étude a conduit a lidentification de
genes dont l'expression est induite par la perte de
MITF. Plusieurs de ces genes possedent des sites
de fixation dans leurs éléments régulateurs suggérant
que MITF réprime directement leur expression. Ainsi
le gene codant ZEB1, un marqueur de la transi-
tion épithélio-mésenchymateuse et aussi des cellules
invasives, est activé lors de la répression de MITF
(Denecker et al., 2014). D’autres genes de la signature
invasive tels que MCAM ou SHC/ sont également in-
duits (Strub et al., 2011 ; Laurette et al., 2015). Ainsi,
en activant l’expression de genes responsables de la
prolifération et en réprimant ceux impliqués dans l'in-
vasion, MITF est capable de contréler la manifestation
de ces deux phénotypes mutuellement exclusifs.

Identification de cofacteurs pour MITF
par spectrométrie de masse

Comment MITF peut-il agir a la fois comme un ac-
tivateur et comme un répresseur de la transcription?
Quels sont les cofacteurs impliqués dans sa fonction ?
Pour répondre a ces questions, nous avons généré une
lignée de cellules de mélanomes prolifératives expri-
mant une version étiquetée Flag-HA de MITF. Nous
avons préparé des extraits protéiques a partir du
noyau et de la chromatine de ces cellules et réalisé
une immunoprécipitation en tandem avec des anti-
corps Flag et HA (Laurette et al., 2015). Les protéines

immunoprécipitées ont ensuite été identifiées par spec-
trométrie de masse et ensemble définissent « 'interac-
tome » de MITF (Figure 2).

Parmi le grand nombre de protéines interagissant
avec MITF, nous avons identifié des partenaires déja
connus comme ses partenaires d’hétérodimérisation
TFEB et TFE3 ainsi que son co-activateur CTTNB1
(Schepsky et al., 2006). MITF interagit également
avec une série de protéines impliquées dans la
réparation de I'ADN et sa réplication mais les
conséquences fonctionnelles de ces interactions restent
a définir.

Role des complexes de remodelage
de la chromatine partenaires de MITF

Nous avons mis en évidence une interaction entre
MITF et au moins trois complexes de remodelage
de la chromatine, PBAF, NuRF et NuRD. Chaque
complexe est représenté dans l'interactome par plu-
sieurs sous-unités caractéristiques. Les interactions de
MITF avec PBAF et NuRF ont été confirmées par des
expériences d’immunoprécipitation suivies d’immuno-
blots, soit en précipitant MITF, soit en précipitant des
sous-unités des complexes de remodelage (de la Serna
et al., 2006; Keenen et al., 2010; Koludrovic et al.,
2015; Laurette et al., 2015). Il semble donc que MITF
pourrait se servir de ces complexes pour réguler 1’ex-
pression de ces genes cibles.

Afin de tester cette hypothese, nous avons entre-
pris des expériences de perte de fonction des complexes
PBAF et NuRF in vitro dans des cellules de mélanome
et in vivo chez la souris (Laurette et al., 2015). Par
immunoprécipitation, nous avons démontré que MITF
interagit avec un complexe PBAF comprenant la sous-
unité catalytique BRG1. Nous avons donc ciblé BRG1
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Fig. 2. Résumé de I’ensemble de protéines constituant « l'interactome » de MITF. Les protéines co-immunoprécipitées
avec MITF et identifiées par spectrométrie de masse sont classées par leurs fonctions et/ou leur appartenance aux mémes

complexes.

soit par répression de son expression par des si/shARN
soit par son inactivation somatique chez la souris. La
répression de BRG1 dans les cellules de mélanome ou
des mélanocytes immortalisés in wvitro provoque un
arrét de la prolifération et une entrée en sénescence.
Dans les cellules de mélanome prolifératives plus de
8000 genes sont dérégulés, montrant la contribution
majeure de BRG1 a la régulation transcriptionnelle.

Chez la souris, linactivation du gene codant
Brgl (Smarcaj) de fagon spécifique dans la lignée
mélanocytaire, en utilisant des souris transgéniques
Tyr::Cre (Delmas et al., 2003), provoque une perte
progressive du nombre de mélanoblastes a partir du
jour 12,5 de Pembryogénese (Figure 3A). A ce stade
le nombre de mélanoblastes est fortement réduit tan-
dis qu’au jour 15,5, ils ne sont presque plus détectables
(Figure 3B). Par conséquent, & la naissance, les souris
mutantes sont blanches en raison de la perte complete
des mélanocytes (Figure 3C). Ainsi BRG1 est essentiel
dans les cellules de mélanome et dans les mélanocytes
m vitro et in vivo.

Si MITF se sert de PBAF/BRG1 comme cofac-
teur, ces deux facteurs devraient co-localiser sur le
génome au niveau d’éléments régulateurs pour leurs
genes cibles. Nous avons donc intégré des données de

localisation génomique de MITF et d’acétylation de
la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27ac, un marqueur
d’éléments régulateurs actifs) avec des donnés ChIP-
seq de BRG1 générées a partir de chromatine de cel-
lules de mélanome, extraite en conditions natives et
digérée a la MNase I (Laurette et al., 2015). Nous
avons ainsi pu mettre en évidence le fait que MITF
et BRG1 co-localisent sur pres de 6000 sites dans
le génome. Des analyses comparatives ont conduit a
I'identification de sites ou MITF et BRG1 se fixent
avec des combinaisons des facteurs de transcription
SOX10, YY1 et TFAP2A, dont les roles importants
dans la lignée mélanocytaire et le mélanome sont bien
décrits (Li & Cornell, 2007; Li et al., 2012; Shakova
et al., 2012; Harris et al., 2013). Au niveau de ces
éléments, MITF et les autres facteurs de transcription
se lient & 'ADN accessible entre deux nucléosomes
fixés par BRG1. Nous avons démontré que MITF et
SOX10, qui interagit également avec BRG1/PBAF
(Weider et al., 2012), agissent ensemble pour recruter
BRGI1 sur la chromatine au niveau de ces sites. Nous
avons ainsi proposé un modele ot MITF (et SOX10)
utilisent BRG1/PBAF pour définir la conformation
de la chromatine au niveau des éléments régulateurs
(promoteurs et enhancers) des genes de la signature
des cellules de mélanome prolifératives (Figure 4).
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Fig. 3. Une fonction essentielle de Brgl dans le développement des mélanoblastes murins. A-B. Les images montrent des
embryons de souris ot le gene Smarca4 codant Brgl a été inactivé de fagon sélective dans les mélanoblastes par croisement
avec les souris Tyr::Cre. Ces souris qui ont été croisées avec des souris Dct::LacZ expriment la beta-galactosidase de fagon
spécifique dans les mélanoblastes, permettant leur marquage par un essai colorimétrique utilisant le XGal. Aux jours 12,5
et 14,5 de 'embryogeneése une forte réduction du nombre de mélanoblastes est observée. Au jour 15,5, les mélanoblastes
ne sont plus détectés. C. Les souris adultes ou le géne Smarcaj est inactivé sont blanches par suite de la disparition des
mélanoblastes lors de I’embryogenese.
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Fig. 4. Modele pour la régulation de lorganisation de la chromatine par MITF et BRG1/PBAF. Nos expériences
d’immunoprécipitation et de spectrométrie de masse montrent une interaction entre MITF et BRG1/PBAF dans le
nucléoplasme. Ce complexe MITF-BRG1/PBAF peut étre recruté sur les sites de fixation de MITF sur ’ADN ou l'activité
de remodelage de BRG1 permet de déplacer ou évincer des nucléosomes au niveau de ces sites. MITF recrute I’enzyme
P300 qui acétyle K27 de I’histone H3 dans les nucléosomes entourant les sites de fixation de MITF. Des combinaisons
de différents facteurs de transcription se fixent a ’ADN exposé entre ces nucléosomes pour réguler I’expression des genes
de la signature proliférative. Nous avons également montré que MITF se fixe souvent au niveau du promoteur proximal
proche du site d’initiation de la transcription des genes de la signature proliférative.

Le complexe de remodelage de la chromatine
NuRF est constitué de BPTF, une protéine de grande
masse moléculaire, qui sert d’échafaudage au com-
plexe, et des sous-unités catalytiques SMARCA2 ou
SMARCAS5 ainsi que d’autres sous-unités dont les
fonctions ne sont pas bien comprises (Tsukiyama
et al., 1995, Tsukiyama & Wu, 1995 ; Vermeulen et al.,
2010; Alkhatib & Landry, 2011). BPTF est la seule
sous-unité spécifique de NuRF, les autres étant par-
tagées avec d’autres complexes de remodelage. Nous
avons donc ciblé BPTF soit par répression de son ex-
pression & l'aide de si/shARN ou par son inactivation
chez la souris (Koludrvic et al., 2015).

Dans les cellules de mélanome prolifératives, la
répression de BPTF provoque un arrét de la pro-
lifération et une entrée en sénescence caractérisée par
une altération de la morphologie et I'induction d’un
SASP. Plus de 30 % des genes dérégulés (induits ou
réprimés) par la répression de BPTF le sont également
par la répression de MITF (Figures 5A-5B). Une frac-

tion significative de genes dont ’expression est di-
minuée se trouve étre impliquée dans la progression du
cycle cellulaire mais également dans le métabolisme
oxydatif, y compris PPARGCIA (Figure 5B). Ainsi
MITF et BPTF co-régulent la prolifération et I’état
métabolique des cellules de mélanome (Koludrovic
et al., 2015). Il a été démontré que l'expression de
BPTF est augmentée dans des mélanomes humains,
le locus génomique codant BPTF étant parfois méme
amplifié dans ces tumeurs et un facteur de mau-
vais pronostic (Dar et al., 2015). Nos résultats per-
mettent d’expliquer ces observations par le role assuré
par BPTF en tant que cofacteur pour MITF dans la
régulation des génes nécessaires a la prolifération et
au fonctionnement du métabolisme oxydatif.

Le role critique du métabolisme oxydatif des cel-
lules dans la progression du mélanome est également
mis en lumiere par une seconde étude (Leucci et al.,
2016). Nous avons identifié parmi les génes régulés par
SOX10, un nouvel ARN long non codant situé en 3’
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oxydatif.

du locus MITF, dont I’expression est diminuée lors de
la répression de SOX10. L’équipe de Jean-Christophe
Marine (VIB Leuven, Belgique) a démontré que cet
ARNnc baptisé SAMMSON interagit avec la protéine
CQBP1, intensifie sa localisation mitochondriale et y
stimule la traduction ainsi que la mise en place des
enzymes de la chaine respiratoire. SAMMSON a donc
comme effet d’augmenter le métabolisme oxydatif des
cellules de mélanome nécessaires a la croissance tumo-
rale (Leucci et al., 2016).

Nous avons montré que SOX10 recrute BRG1 sur
ses sites de transcription, y activant la transcription
(Laurette et al., 2015). Dans le cas du promoteur
de SAMMSON, deux sites de fixation sont observés
(Leucci et al., 2016) au niveau desquels SOX10 recrute
BRG1 et y active la transcription (Figure 6). Ainsi
MITF et BPTF/NuRF co-régulent PPARGCIA et
SOX10 et BRG1/PBAF co-régulent SAMMSON. Par
ces deux mécanismes, ces facteurs clés de la signature
proliférative utilisent deux complexes de remodelage
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de la chromatine pour activer des genes nécessaires
au métabolisme oxydatif et contribuent ainsi a la pro-
gression tumorale.

Une fonction spécifique pour BPTF/NuRF
dans les cellules souches mélanocytaires
adultes

Bien que mnos résultats définissent un role de
BPTF/NuRF en tant que cofacteur pour MITF
dans les cellules de mélanome, son inactivation
dans les mélanocytes chez la souris a mis en
évidence une fonction tres spécifique dans les cellules
souches mélanocytaires adultes (Melanocyte Stem
Cells, McSC). L’inactivation de Bptf lors de 'em-
bryogenese dans la lignée transgénique Tyr::Cre pro-
voque une diminution de 20-30 % du nombre de
mélanoblastes, de sorte que les souriceaux présentent
une diminution de leur pigmentation a la naissance
(Koludrovic et al., 2015). Vers I'dge de 4 semaines, les
souris mutantes perdent rapidement leur pigmentation

pour devenir blanches, et le restent jusqu’a la fin de
leur vie. Par ailleurs, si ces souris sont épilées vers I’age
de 4 semaines, les nouveaux poils qui poussent sont
blancs, indiquant une incapacité a pigmenter les poils
a partir du premier renouvellement du pelage adulte
et lors de tous les cycles de régénération suivants.
Lors de l’embryogenese, les mélanoblastes colo-
nisent les follicules pileux en formation et a la nais-
sance une partie de ces mélanoblastes se différencient
directement en mélanocytes matures responsables
de la pigmentation des premiers poils. Les autres
mélanoblastes colonisent la partie dite permanente du
follicule pileux et deviennent des McSC qui, vers I’age
de 4 semaines, lors du premier renouvellement folli-
culaire, produisent les mélanocytes responsables de la
pigmentation des nouveaux poils (Nishikawa & Osawa,
2005; Osawa et al., 2005 ; Nishimura, 2011 ; Tanimura
et al., 2011). Les McSC assurent ensuite la produc-
tion de mélanocytes lors du renouvellement des poils
tout au long de la vie adulte. Au stade anagene de
chaque cycle de croissance et de régression de folli-
cules pileux, les McSC sont stimulées via la voie Wnt
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et proliferent pour donner naissance a des cellules
dites TAC (Transient Amplifying Cells) qui migrent
vers le bulbe du follicule pileux et se différencient
en mélanocytes matures produisant de la mélanine
(Rabbani et al., 2011). L’absence de pigmentation chez
les souris Bptf mutantes peut donc s’expliquer soit par
I’absence de la population des McSC, soit par leur in-
capacité a proliférer et se différencier en mélanocytes
lors de la phase anagene.

Une analyse approfondie de ces souris a permis de
montrer que la population des McSC est bien établie
et persiste tout au long de leur vie, mais qu’il existe
un défaut dans leur capacité a proliférer a la phase
anagene (Koludrovic et al., 2015). Apres une épilation
locale qui permet de synchroniser la phase anagene,
nous avons observé un nombre réduit de TAC et une
absence de mélanocytes matures. De plus, les TAC
n’expriment ni MITF, ni SOX10, ni PAX3, et donc
aucun des facteurs de transcription nécessaires a la
différenciation des mélanocytes.

Le laboratoire de Nishikawa avait déja montré une
absence de phosphorylation de la sérine 2 dans le
domaine C-terminal de la plus grande sous-unité de
I’ARN polymérase II dans les McSC lorsque celles-

ci sont en période de quiescence entre deux phases
anagenes (Freter et al., 2010). Cette phosphorylation
est caractéristique de la polymérase en élongation,
suggérant une absence de transcription active durant
cette période. Nous avons observé une absence de
marques épigénétiques de la chromatine active comme
H3K27ac et H3K4 triméthylée (H3K4me3) et une di-
minution de l’expression de Brgl et de Smarcab. Il
semble donc qu’entre deux phases anagenes, les McSC
entrent dans un état caractérisé par une chromatine
réprimée et sans transcription active. Ainsi, nous pro-
posons qu’un remodelage de la chromatine par Bptf
dans ces cellules est nécessaire pour permettre une
réactivation du programme d’expression génique es-
sentielle au processus de différenciation ayant lieu lors
de la phase anagene (Figure 7). Bptf aurait donc
une fonction tres spécifique lors de la transition de
la phase quiescente vers la phase de prolifération et
de différenciation des McSC adultes.

Conclusion

L’ensemble de ces études a permis de mieux com-
prendre la fonction de MITF et SOX10 et de certains
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de leurs cofacteurs dans la physiologie normale des
mélanocytes et dans les cellules prolifératives de
mélanome. Nous avons défini I’ensemble du réseau
de geénes régulés par ces facteurs dans les cellules
prolifératives de mélanome et décrit comment MITF
et SOX10 utilisent le complexe de remodelage de la
chromatine PBAF pour établir une organisation de
la chromatine au niveau des éléments régulateurs de
leurs genes cibles. Nous avons également montré que
BRG1/PBAF et BPTF/NuRF jouent des réles tres
différents dans la différenciation et I’homéostasie des
mélanocytes.

Dans l'avenir, il sera important de déterminer la
fonction de ces complexes de remodelage de la chro-
matine dans les cellules invasives de mélanome qui
n’expriment ni MITF ni SOX10. Quelles fonctions
assurent-ils dans ces cellules? Agissent-ils comme
des cofacteurs pour d’autres facteurs de transcrip-
tion comme Jun et TEAD qui semblent jouer un
role clé dans la signature de ce phénotype (Verfaillie
et al., 2015) 7 De plus, quelles sont les fonctions des
autres complexes qui interagissent avec MITF tel que
NuRD ? Interviennent-ils dans la répression de genes
cibles par MITF 7 Quels autres interactants de MITF
seraient-ils essentiels 7 Quelles sont leurs fonctions ?
Nos futures expériences visent a répondre a ces ques-
tions et a développer une vue d’ensemble du fonction-
nement et de la dynamique des évenements transcrip-
tionnels et épigénétiques responsables de la régulation
des genes dans les mélanocytes et le mélanome.
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