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> Au cours du développement embryonnaire chez
les vertébrés, la migration des mélanocytes et de
leurs précurseurs, les mélanoblastes, le long de 'axe
dorso-latéral et le franchissement de la membrane
basale séparant le derme de I’épiderme permettent
leur localisation au niveau des zones interfollicu-
laires et folliculaires des poils. La transformation
néoplasique convertit les mélanocytes en cellules
de mélanome fortement invasives pouvant adopter
deux modes de migration interconvertibles. Cette
revue décrit comment les mutants naturels de souris,
les modeles générés par ciblage génique et les sys-
témes de culture in vitro, ont permis I'identification
des genes, des voies de signalisation et des méca-
nismes qui régulent la migration des cellules nor-
males et pathologiques du lignage mélanocytaire. <

Lamigration cellulaire est un processus complexe et hété-
rogeéne qui concerne I’ensemble des cellules nucléées au
cours du développement embryonnaire. €lle est limitée
une fois la différenciation terminale des cellules accom-
plie, mais peut étre réactivée lors du processus d’inva-
sion tumorale. Dans cette revue, nous nous intéresserons
plus particulierement a la migration des mélanocytes
et de leurs précurseurs, les mélanoblastes, au cours du
développement embryonnaire normal. Nous insisterons
également surles mécanismes cellulaires et moléculaires
régissant la migration in vitro en systéme bi (2D) et tridi-
mensionnel (3D). Enfin, nous aborderons I’aspect patho-
logique de la migration associée al’invasion tumorale et a
laformation de métastases par les cellules de mélanome.

Migration des mélanocytes
au cours du développement normal

Les mélanocytes sont des cellules dendritiques méla-
nisées impliquées dans la pigmentation de nombreuses
especes animales [1] et, aussi, dans la couleur de la
peau, des yeux, des poils et des cheveux chez ’lhomme.

Vignette (Photo © Inserm - Christine Baldeschi).
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Ces cellules productrices de mélanine dérivent des cellules de la créte
neurale (CCN). Il existe deux sous-populations de CCN qui, apres proli-
fération, peuvent emprunter deux voies majeures de migration lors de
leur développement (Figure 1). La voie dorso-ventrale sera a 'origine
des cellules du systeme nerveux périphérique, et la voie dorso-latérale
sera a Iorigine des mélanocytes [2]. La compréhension des proces-
sus de migration des cellules pigmentaires a largement bénéficié
des modéles animaux et, tout particulierement, du modéle murin.
Chez la souris, la spécification des CCN en mélanoblastes fondateurs
intervient aux jours embryonnaires 8,5-9,5 (€8,5-€9,5) dans la région
troncale de ’embryon. Les mélanoblastes fondateurs proliférent acti-
vement dans une région acellulaire, MSA (migrating staging area : aire
de pause de migration), localisée entre Iépiderme, le tube neural et
le somite. Au stade €10,5, tout en continuant a proliférer, les méla-
noblastes précurseurs commencent leur migration a partir de la MSA
entre les somites et I"ectoderme selon un gradient temporel rostro-
caudal. Une partie des mélanoblastes migrants commence a franchir
la lame basale séparant le derme de I"épiderme des €11,5, et I'autre
partie continue a migrer dorso-latéralement dans le derme jusqu’au
stade €15,5, tout en continuant & franchir la basale [3]. €n dépit
d’une prolifération active dans le derme, le nombre de mélanoblastes
reste constant. Ceci pourrait s’expliquer par une division cellulaire
asymétrique donnant naissance a une cellule fille qui migrerait dans
I’épiderme alors que I'autre resterait dans le derme [3]. La colonisa-
tion des follicules pileux débute & partir de €15,5. A la naissance des
souris, les mélanocytes sont principalement présents dans I"épiderme
des zones folliculaire et interfolliculaire. Ils disparaissent rapide-
ment pour ne laisser place qu’aux mélanocytes folliculaires. Alors
que les CCN migrant selon la voie dorso-ventrale ont longtemps été
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Figure 1. Spécification des mélanocytes a partir des cellules de créte neurale (CCN). Au stade €9, les
CCN migrant le long de la voie dorso-latérale sont spécifiées et se différencient en mélanoblastes,
puis en mélanocytes de la 1" vague. Les CCN migrant selon la voie dorso-ventrale peuvent générer
plusieurs types cellulaires, dont les précurseurs des cellules de Schwann qui migrent le long des nerfs
périphériques innervant la peau. Certaines de ces cellules peuvent se détacher des nerfs pour générer
les mélanocytes de la 2° vague. Cette spécification a lieu au stade €12,5. Nous ne savons pas encore si
ces mélanocytes résultent d’une dédifférenciation des précurseurs des cellules de Schwann ou dérivent

de cellules souches bipotentes associées aux nerfs. TN : tube neural ; TEM : transition épithélio-mésen-

chymateuse ; M : mélanocyte ; K : kératinocyte.

considérées comme source d’un grand nombre de précurseurs, dont les
cellules de Schwann et les neurones, une étude récente a montré que,
chez le poulet et la souris, les cellules de Schwann seraient capables
de se différencier en mélanocytes [4]. Ces cellules, dont I"apparition
serait postérieure aux mélanocytes de la premiére vague (voie dorso-
latérale), migreraient préférentiellement dans les membres en suivant
les nerfs, et correspondraient aux mélanocytes de la deuxieme vague
(Figure 1). Uimportance relative de cette deuxiéme vague est contro-
versée en termes numérique et spatial.

Aspects génétiques et moléculaires de la migration
au cours du développement

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
migration des mélanoblastes au cours du développement chez les verté-
brés s’appuie sur I’étude de différents modeles animaux : souris, poulet,
poisson zébre et xénope. Le modele aviaire a largement contribué a
I’étude des CCN et a permis de montrer I'importance de deux familles
de protéines extrémement versatiles, les intégrines et les cadhérines,
non seulement dans le processus d’adhésion a la matrice extracellu-
laire, mais également au cours de la migration qui s’accompagne de
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1" vague

épiderme

modifications de leur profil d’ex-
pression [5, 6]. Certains des génes
identifiés comme responsables de
la migration chez la souris, tel le
gene Kit, sont également impliqués
dans ce phénomene chez le pois-
son-zebre. Cependant, leur fonction
differe a cause de la complexité
de la mélanogenese chez les pois-
sons ou les amphibiens qui repose
sur I’existence d’au moins quatre
types cellulaires (mélanoblastes,
leucoblastes, xanthoblastes et iri-
doblastes) migrant selon des voies
différentes et encore mal explorées
[7]. Chez le poulet, le facteur de
transcription FoxD3 régule la forma-
tion des mélanoblastes en réprimant
la migration dorso-latérale des CCN.
De méme, le complexe éphrine-B/
ephrin B-récepteur réprime initiale-
ment la migration des CCN selon la
voie dorso-latérale (apres 12 jours
de développement) mais, & par-
tir du stade 18 jours, il stimule la
migration des mélanoblastes [8].
Néanmoins, aucun mécanisme équi-
valent n'a été retrouvé ni chez le
poisson-zébre, ni chez la souris. Les
travaux chez la souris ont largement
bénéficié de I'existence de mutants
présentant un phénotype de taches blanches au niveau
du pelage. Les mutants Microphthalmia (Mitf), dominant
white spotting (Kit), Steel (Kitl), Piebald (€dnrb) et lethal
spotting (Edn3) ont permis d’identifier les genes et les
protéines essentiels a la premiere étape de migration des
mélanoblastes, qui suit leur délamination a partir du tube
neural [1]. Ainsi, le ligand €dn3 (endothéline 3) produit
par 'ectoderme se lie au récepteur €dnrb exprimé par les
mélanoblastes. Le ligand Kitl produit dans le dermomyo-
tome, le derme et le follicule pileux, se lie au récepteur
a activité tyrosine kinase c-Kit exprimé par les mélano-
blastes. Seuls les mélanoblastes exprimant le récepteur
c-Kit et le facteur transcriptionnel Mitf (microphtalmia-
associated transcription factor) peuvent répondre aux
signaux attractifs et répulsifs contrélant la migration. Le
produit du gene Mitf, et plus particulierement I'isoforme
M-Mitf, spécifique du lignage mélanocytaire, joue un
role central dans les mélanoblastes/mélanocytes, non
seulement en assurant leur spécification et leur survie,
mais également en participant aux stades primaire
(dorso-latéral) et secondaire (ventral) de la migration.



Il nest donc pas surprenant que des mutations spontanées de certains
geénes régulateurs de I'expression de M-Mitf, incluant Sox10 (mutant
dominant megacolon) et Pax3 (mutant Splotch), puissent produire un
phénotype de taches blanches. Chez ’humain, des mutations de ces
genes sont a 'origine d’une série de maladies pigmentaires monogé-
niques. Ainsi, des mutations hétérozygotes de SOX10 sont responsables
du syndrome de Waardenburg-Shah (WS4C), alors que celles de PAX 3
sont a I'origine du syndrome de Waardenburg de type 1 (WS1 ou WS3)
qui se distingue du précédent par I’absence d’anomalies du célon. Les
mutations de c-KIT sont associées au piebaldisme et celles de MITF au
syndrome de Waardenburg de type 2 (WS2A) ou au syndrome de Tietz.
La similitude des anomalies pigmentaires, notamment la présence de
taches blanches sur la peau des patients, font des mutants dominant
megacolon et Splotch d’excellents modeles pour Iétude de ces mala-
dies. Outre ces mutants naturels, les techniques de transgenése chez la
souris ont permis d’identifier d’autres génes régulateurs de la migration,
notamment le géne Ctnnbl codant pour la protéine B-caténine. Celle-ci
contrdle I'expression de M-Mitf en agissant comme co-activateur des
facteurs de la famille LEF (lymphoid enhancer factor)/TCF (T cell factor)
qui se fixent sur le promoteur de M-Mitf. La surexpression d’une forme
activée de B-caténine (B-cat*), localisée spécifiquement au niveau
nucléaire, est associée a la présence d’un ventre blanc, résultat d’un
défaut de migration des mélanoblastes au cours du développement [9].
Grdce a ce modele, une implication des génes M-Mitf et Csk (régulateur
de Src) dans le défaut de migration des mélanocytes chez les souris
B-cat* a pu étre démontrée. Un autre géne clé de la migration in vivo
des mélanocytes est le gene codant pour la GTPase Racl. Chez le pois-
son-zébre, Racl régule la migration des cellules de la créte neurale [10].
Son invalidation spécifique dans les mélanoblastes de souris génere un
ventre blanc. U'absence de Racl provoque une réduction de la vitesse de
migration des mélanoblastes, mais n’abolit pas le passage des mélano-
cytes du derme vers I’épiderme, ni la colonisation des follicules pileux
[11]. Limportance de Racl lors de la migration a été confortée par la
démonstration que I'invalidation chez la souris de P-Rex1, un membre
de la famille GEF (Rho GTPase guanine nucleotide exchange factors)
activant la formation de Rac-GTP, se traduit également par I’apparition
d’un ventre blanc [12].

Modes de migration et mécanismes moléculaires associés

Nous disposons de peu d’informations concernant le mode de migra-
tion des mélanocytes in vivo car, compte tenu de leur nombre limité,
la plupart des études ont été réalisées in vitro en systeme 2D avec des
lignées de cellules de mélanome. Lutilisation récente de systemes de
culture 3D, qui recréent un environnement moins éloigné de la situa-
tion in vivo, a mis en évidence des différences marquées entre les deux
systémes que nous présentons dans cette section.

La migration 2D

Pour se déplacer en systeme 2D, les cellules doivent former des exten-
sions de leur membrane plasmique (protrusions) au niveau du front
de migration, de fagon coordonnée avec le reste du corps cellulaire.
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Pour les cellules adhésives, deux types de protrusions
coexistent, les lamellipodes et les filopodes, dont la
structure et la composition moléculaire difféerent [13].
Ces structures apparaissent de maniére spontanée ou
sont induites par des signaux externes émanant du
microenvironnement. La migration est donc basée sur
des cycles successifs d’extensions membranaires, d’ad-
hésion, de traction du corps cellulaire et de rétraction,
impliquant une dissymétrie entre I’avant et I'arriére de
la cellule [14].

Mécanismes moléculaires associés a la migration 2D
Le cytosquelette d’actine et les molécules régulatrices
de sa polymérisation sont impliqués dans tous les types
de protrusions. €n conséquence, I’assemblage et le
désassemblage de I’actine sont des éléments clés de
la migration cellulaire. La transmission des signaux des
récepteurs membranaires au cytosquelette d’actine
est assurée par les petites GTPases de la famille Rho
qui oscillent entre une forme active liée au GTP et une
forme inactive liée au GDP [15]. Elles sont régulées par
deux familles de protéines : les GEF (guanine nucleotide
exchange factor), qui favorisent la formation de la
forme active, et les GAP (GTPase activating proteins)
qui assurent I’inactivation par hydrolyse du GTP [16].
Les GTPases Rac et Cdc4?2 régulent respectivement la
formation des lamellipodes et des filopodes, en indui-
sant la polymérisation des filaments d’actine. Ceci
permet I’extension du front de migration via I'activa-
tion successive des protéines de la famille WASP (Wis-
kott-Aldrich syndrome protein) et du complexe Arp2/3,
régulateur de la polymérisation de I'actine [17]. Les
protéines Dial et Dia2, membres de la famille des for-
mines, participent également a Iextension du front de
migration au niveau des lamellipodes et des filopodes,
respectivement. €n effet, ces protéines protégent les
extrémités des filaments d’actine, empéchant ainsi
Parrét de leur croissance [13]. Néanmoins, dans cer-
taines lignées de mélanome, une réduction d’expression
de M-Mitf induirait une diminution du taux de Dial et
augmenterait la migration de ces cellules [18].

La migration 3D

Lorsqu’elles migrent individuellement en systéeme 3D,
certaines cellules de mélanome peuvent adopter deux
morphologies et types de migration interconvertibles :
le mode de migration mésenchymateux et le mode
amiboide, qui leur permettent de s’adapter a des
variations du microenvironnement [19, 20] (Figure 2).
Récemment, nous avons observé que certaines cellules
de mélanome peuvent également adopter le mode
de migration amiboide en systéme 2D. Le mode de
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Figure 2. Représentation schématique des molécules régulant I’équilibre et Iinter-convertibilité
entre les modes de migration mésenchymateux et amiboide. €n systéme 3D, les cellules tumorales
peuvent adopter deux types de migration interconvertibles : le mode mésenchymateux (morphologie

allongée) et le mode amiboide (morphologie arrondie et présence de bleb). Les cellules de mélanome

utilisant ce mécanisme varie entre 1 et
10 pm/min [22].

Mécanismes moléculaires associés

a la migration 3D

La migration 3D selon le mode mésen-
chymateux fait intervenir un complexe
entre Nedd9 (neural precursor cell
expressed, developmentally down-
regulated 9) (membre de la famille
CAS) et Dock3 (membre de la famille
GEF) qui permet I’activation de la
protéine Racl. Cette GTPase active la
ilererdlan protéine Wave2 (membre de la famille
amiboide WASP) qui régule le complexe Arp2/3
impliqué dans la polymérisation de
’actine [19]. Le mode de migration
amiboide est contrdlé par le complexe
Rho/Rock qui assure la phosphoryla-
tion de la myosine Il (MLC2). La tran-
sition d’un mode mésenchymateux
de migration vers le mode amiboide
associe une diminution de Rac-GTP et

sont capables de changer spontanément de type de migration de fagon & s’adapter a leur microen-

vironnement. Le mode de migration mésenchymateux dépend de 'activation de Rac et Wave2 par le
complexe Nedd9-Dock3. Le mode de migration amiboide est largement associé au niveau de phos-
phorylation de la myosine Il (pMLC) ainsi qu’a la contractilité des filaments d’actine-myosine sous le

contrdle de Rho/ROCK. Rac et Rho ont des effets opposés sur la migration des cellules de mélanome.

migration mésenchymateux est caractéristique des cellules adhé-
rentes qui présentent une morphologie allongée et bipolaire, et qui
interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire (MEC)
au niveau des points d’adhésion focaux. Bien qu’il existe des ressem-
blances avec la migration 2D, les contraintes spatiales liées aux fibres
de la MEC imposent des modifications de la morphologie cellulaire. Les
lamellipodes sont remplacés par des pseudopodes orientés dans les
trois dimensions, et des protéases nécessaires au remodelage de la
MEC sont sécrétées [20, 21]. La vitesse de migration de ces cellules est
relativement lente (0,1 pm/min) [22].

Le mode de migration amiboide est associé a une morphologie arron-
die et repose sur le principe que la motilité en systeme 3D ne requiert
pas nécessairement I’attachement de la cellule a son substrat [23].
Le mouvement s’effectue via la création de bleb, extensions courtes
et sphériques de la membrane plasmique dépourvues d’actine et de
tres courte durée de vie. La formation initiale du bleb résulte d’un
détachement local de 'actine corticale ou de sa rupture. L'augmen-
tation de la pression intracellulaire génére alors un afflux de cytosol
au niveau de la membrane qui permet I'extension du bleb. Pour que
les bleb induisent une migration, ils doivent se former principalement
au niveau du front de migration [24]. Dans ce contexte, la cellule est
capable de s’insérer dans les cavités naturelles de la matrice sans
qu’une protéolyse soit nécessaire. La vitesse de migration des cellules
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une augmentation de la phosphoryla-
tion de MLC2, montrant ainsi que Racl
et Rho ont des effets opposés sur la
migration des cellules de mélanome
[19] (Figure 2).

Migration et invasion des mélanomes

Les mélanomes, tumeurs cutanées hautement métas-
tatiques, résultent de la transformation maligne des
mélanocytes. L'invasion des mélanomes résulte de la
combinaison de différents mécanismes : la transition
pseudo épithélio-mésenchymateuse, la perte de I'ad-
hésion cellule-cellule, la perte de I'adhésion cellule-
matrice, la dégradation de la matrice, la chimioattrac-
tion/répulsion et la migration. Au cours de la phase de
croissance radiale, les mélanocytes proliferent de fagon
aberrante et réduisent leur interaction avec les kéra-
tinocytes, via une perte d’expression des cadhérines €
et P et de la desmogléine. Cette phase est suivie d’une
phase de croissance verticale marquant le début du
phénomene de migration, puisque les cellules de méla-
nome migrent de I’épiderme vers le derme en franchis-
sant la lame basale. Cette transmigration, inverse de
la migration normale des mélanoblastes, est une étape
clé de la formation des métastases et s’accompagne
d’une expression de novo de I'intégrine a3 [5].
Selon les études effectuées en systeme 3D, la présence
d’invadopodes, protrusions de la membrane plasmique
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ceux-ci, on trouve ceux qui codent pour
de nombreux facteurs de croissance,
dont le TGFP (transforming growth fac-
tor 3). Celui-ci jouerait un réle impor-
tant dans I'invasion en conférant aux
cellules peu pigmentées et exprimant
fortement Brn2/N-oct3, un phénotype
mésenchymateux favorisant le pas-
sage au travers de la MEC [29]. Parmi
les nombreuses molécules participant
Cofiline activement au processus d’invasion

’ des cellules de mélanome, nous cite-
rons la protéine adaptatrice Nedd9,
dont I"expression est souvent amplifiée

Cortactine

dans les mélanomes ayant métastasé.
Nedd9 participerait a la migration 3D
en promouvant la transition amiboide/
mésenchymateux [19, 30] ; cepen-
dant, ce mécanisme reste controversé
in vivo [31].

a partir d’un mélanome primaire. Au cours de la phase de croissance radiale, les cellules tumorales

non invasives (grises) proliférent de facon horizontale dans I’épiderme pour former un mélanome pri-

Conclusion et perspectives

maire. Au cours de la phase de croissance verticale, les cellules deviennent capables de passer dans

le derme en dégradant la membrane basale (cellules vertes). Ce processus requiert la formation d’in-
vadopodes permettant la production de métalloprotéases qui assurent la protéolyse de la matrice
extracellulaire (MEC). Quelques-unes des protéines (N-WASP, cofiline, cortactine) essentielles a I’as-
semblage et a la maturation des fibres d’actine dans les invadopodes sont représentées. La protéase
MT1-MMP est transportée a I'extrémité des invadopodes grdce aux microtubules. Certaines cellules

s’extirpent de la masse tumorale et migrent dans le stroma pour atteindre les vaisseaux, dont elles

peuvent dégrader la paroi (c’est le phénomene d’intravasation) (cellules bleues).

riches en actine, serait essentielle au franchissement de la membrane
basale (Figure 3). La formation des invadopodes dans des cellules
de morphologie mésenchymateuse requiert la présence de cortactine
(protéine absente des lamellipodes et des filopodes) qui se lie & I’ac-
tine et a la cofiline [25]. U'élongation des filaments d’actine, via une
déphosphorylation de la cofiline, et leur stabilisation par la fascine
(normalement exprimée par les mélanocytes) participerait au pro-
cessus d’invasion grdce aux métalloprotéases, notamment MT1-MMP
(matrix metalloproteinase). Ces enzymes, libérées a I’extrémité de
Pinvadopode [13, 26], sont capables de dégrader la MEC permettant
la progression des cellules de mélanome [27]. Cependant, 'absence
d’invadopodes dans les mélanocytes normaux indique que les cellules
de mélanome et les mélanocytes utilisent des protrusions membra-
naires et des protéines distinctes pour migrer [25, 28]. Les cellules de
mélanome ne dégradent pas entiérement la membrane basale, mais
créent, grace a I'action des invadopodes, des petites perforations.
Celles-ci vont ouvrir la voie a la dissémination des cellules dans le
derme et a leur interaction avec les cellules endothéliales, préam-
bule a 'intravasation des capillaires sanguins (Figure 3). Les études
transcriptomiques ont identifié de nombreux génes dont I’expression
est altérée dans les cellules de mélanome devenues invasives. Parmi
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U'élucidation des mécanismes contro-
lant la migration des cellules de méla-
nome a largement bénéficié des études
in vitro en systemes 2D et 3D. Cepen-
dant, notre compréhension de la colo-
nisation métastatique par quelques
cellules tumorales de tissus situés a
une grande distance de la tumeur pri-
maire est nettement plus limitée. Les études in vivo des
cellules du lignage mélanocytaire normal sont encore
peu nombreuses, car délicates a mener chez la souris.
Nul doute que I’utilisation de modeéles, tels que celui du
poisson-zébre, et I’émergence de nouvelles techniques
de culture ex vivo couplées a I'imagerie en temps réel
avec des microscopes @ haute résolution, permettront
des progres marquants dans un futur proche. ¢

SUMMARY

Migration of melanocytic lineage-derived cells

During development, neural crest cells-derived mela-
noblasts migrate along the dorso-lateral axis into the
dermis, then cross the basal layer to reach the epidermis
and differentiate into melanocytes. They finally colonize
the hair follicles to become resident pigmented cells.
Neoplastic transformation converts melanocytes into
highly invasive melanoma cells, which can adopt two
modes of interconvertible migration (mesenchymal and
amoeboid). Through analysis of the coat color pheno-
type of natural mouse mutants and genetically modified
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animals, many of the genes regulating migration were identified.
Deciphering of cell membrane protrusions and signaling molecules
involved in melanoma cell motility was further achieved through 2D and
3D culture systems. Here, we summarize how these data allow a better
understanding of the complex mechanisms controlling migration of
normal and pathological cells of the melanocytic lineage. ¢
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