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Implication des enzymes de déubiquitination USP14 et PSMD14 dans la
pathogénie du mélanome

Résumé

Le mélanome cutané est un cancer trés agressif, responsable de 80% des déces liés aux cancers de la
peau. Le mélanome métastatique (MM) est souvent résistant a la radiothérapie et aux
chimiothérapies. Sa progression est majoritairement initiée par des mutations oncogéniques des
génes BRAF et NRAS activant la voie de prolifération MEK/ERK. Le MM est difficile a traiter malgré le
succés de nouveaux traitements (thérapies ciblant 'oncogéne BRAFV600E et immunothérapies), qui
sont cependant limités a certains patients. De plus I'émergence de résistances ne permet pas
d’obtenir une réponse durable, ce qui incite a rechercher de nouvelles cibles tumorales. Dans les
cellules cancéreuses, I'accumulation d’altérations génétiques et le fort index prolifératif accroissent
leur addiction aux mécanismes de contréle de la qualité du protéome, comme le systéme ubiquitine-
protéasome (UPS). L'UPS comprend une machinerie protéolytique (le protéasome 26S) et un réseau
d’enzymes régulant I'ubiquitination de protéines cibles. La réaction enzymatique de retrait de
I'ubiquitine est la déubiquitination, réalisés par de protéases spécifiques appelées DéUBiquitinases
(DUBs). Malgré I'importance des DUBs dans de nombreuses situations pathologiques comme le
cancer, leur implication dans la physiopathologie du mélanome est mal connue.

Afin d’identifier des DUBs dont I’activité est modulée dans le mélanome, nous avons utilisé une
méthode d’étiquettage biochimique in vitro des DUBs actives (“DUB trap assay’’) qui nous a permis
d’identifier USP14 (Ubiquitin Specific Protease 14) dont I’activité est augmentée dans nos lignées de
mélanome par rapport aux mélanocytes. USP14 est associée physiquement au protéasome, avec un
role important sur la protéostasie cellulaire en général. L'analyse de données bioinformatiques
publiques confirme I'importance de USP14 dans le mélanome en associant I'expression du géne
USP14 a la progression du mélanome et a un mauvais pronostic. Nous avons ensuite montré que
cibler USP14 par des approches génétique (siRNA) ou pharmacologique (inhibiteurs de I’activité) a un
effet anti-mélanome in vitro et in vivo, associé a une accumulation de protéines polyubiquitinées,
générant un stress du réticulum endoplasmique, la dépolarisation de la mitochondrie et une
production de ROS, aboutissant a une mort indépendante des caspases. Cet effet cytotoxique est
obtenu indépendamment du statut mutationnel des protéines oncogéniques (BRAFV600E, NRAS,
NF1), des suppresseurs de tumeurs (TP53, PTEN), du niveau de résistance aux thérapies ciblées ou du
statut phénotypique des mélanomes. Ces résultats indiquent que USP14 représente une nouvelle
cible thérapeutique pertinente dans le mélanome.

Dans la continuité de ces travaux, j'ai cherché a identifier d'autres DUBs pouvant jouer un réle dans
la prolifération et la survie des cellules de mélanome en réalisant le criblage d'une banque de siRNA
ciblant 90 DUBs sur une lignée de cellules de mélanome. Outre le fait de confirmer I'implication de
USP14 dans la prolifération du mélanome, ce criblage génétique révele que la déplétion de PSMD14
a un puissant effet antiprolifératif sur les cellules de mélanome. PSMD14/RPN11/POH1 est une
métalloisopeptidase dépendant du Zn2+ et une des trois DUBs associées au protéasome avec UCHL5
et USP14. Nos travaux préliminaires montrent que le ciblage de PSMD14 se traduit par un arrét de
prolifération suivi d’'une mort cellulaire associée a des dommages a I’ADN in vitro et in vivo.



Dans I'’ensemble, mes travaux de thése révelent un role essentiel des DUBs associées au protéasome
USP14 et PSMD14 dans la prolifération et la survie du mélanome, et ouvrent la piste a de nouvelles
stratégies thérapeutiques ciblant les mécanismes aberrants de la protéostasie tumorale de ce cancer.

Mots-clés : Mélanome ; UPS : Protéostasie ; Déubiquitinase ; USP14 ; PSMD14

Involvement of the Deubiquitination Enzymes USP14 and PSMD14 in
Melanoma Pathogenesis

Abstract

Cutaneous melanoma is a very aggressive cancer, causing 80% of deaths related to skin cancer.
Metastatic melanoma (MM) is often resistant to radiotherapy and chemotherapy. Its
progression is mainly initiated by oncogenic mutations of BRAF and NRAS genes activating the
MEK/ERK proliferation pathway. MM is difficult to treat despite the success of new therapies
(therapies targeting the oncogene BRAFV600E and immunotherapies), which are however
limited to certain patients. Moreover, the emergence of resistances does not allow to obtain a
durable response, which encourages the search for new tumor targets. In cancer cells, the
accumulation of genetic alterations and the strong proliferative index increase their addiction to
proteome quality control mechanisms, such as the ubiquitin-proteasome system (UPS). The UPS
includes a proteolytic machinery (the 26S proteasome) and a network of enzymes that regulate
the ubiquitination of target proteins. The enzymatic reaction of ubiquitin removal is the
deubiquitination, performed by specific proteases called DeUBiquitinases (DUBs). Despite the
importance of DUBs in many pathological situations such as cancer, their involvement in the
pathophysiology of melanoma is poorly understood.

In order to identify DUBs whose activity is modulated in melanoma, we used an in vitro method
of biochemical labeling of active DUBs (DUB trap assay) which allowed us to identify USP14
(Ubiquitin Specific Protease 14) whose activity is increased in our melanoma lines compared to
normal melanocytes. USP14 is physically bound to the proteasome and play an important role on
cellular proteostasis. Public bioinformatic data analysis confirms the importance of USP14 in
melanoma by associating USP14 gene expression with melanoma progression and with poor
prognosis. We then showed that targeting USP14 by genetic (siRNA) or pharmacological (activity
inhibitory) approaches has an anti-melanoma effect in vitro and in vivo, associated with an
accumulation of polyubiquitinated proteins, generating an endoplasmic reticulum stress, the
mitochondria depolarization and a ROS production, resulting in caspase-independent cell death.
This cytotoxic effect is obtained independently of the mutational status of oncogenic proteins
(BRAFV600E, NRAS, NF1), of the tumor suppressors (TP53, PTEN), of the resistance to targeted
therapies or of the phenotypic melanomas status. These results indicate that USP14 represents a
new relevant therapeutic target in melanoma.

In the continuation of this work, | sought to identify other DUBs that may play a role in the
proliferation and survival of melanoma cells by performing a screening of a siRNA library
targeting 90 DUBs, on a melanoma cell line. melanoma. We confirmed the involvement of USP14
in melanoma proliferation, and moreover, this genetic screening reveals that depletion of



PSMD14 has a potent antiproliferative effect on melanoma cells. PSMD14 (RPN11/POH1) is a
Zn2+-dependent metalloisopeptidase and, with UCHL5 and USP14, one of three proteasome-
associated DUBs. Our preliminary work shows that targeting PSMD14 results in proliferation
arrest followed by cell death associated with some DNA damage in vitro and in vivo.
We can say that my thesis reveals an essential role of proteasome-associated DUBs USP14 and
PSMD14 in the proliferation and survival of melanoma, and opens the door to new therapeutic
strategies targeting the aberrant mechanisms of tumor proteostasis in this cancer.

Keywords: Melanoma; UPS; Proteostasis; Deubiquitinase; USP14; PSMD14
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Liste des abréviations

8TQ  8-thioquinoline

AA Acides aminés

AC Adenylate Cyclase

ADN  Acide DésoxyriboNucléique

AKT  RAC-alpha serine/threonine-protein
kinase

ALM  Acral Lentiginous Melanoma
AMPc Adénosine Monophosphate Cyclique
miARN Micro Acide RiboNucléique

ARN  Acide RiboNucléique

ARNm Acide RiboNucléique Messager
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E3 Ubiquitin ligase E3

EGF Epidermal Growth Factor

EMDR Environmental-Mediated Drug
Resistance
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FDA  Food and Drug Administration
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PI3K  Phosphoinositide-3 Kinase
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PKA  Protein kinase A
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PSMD14 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 14

PTEN Homologue de la Phosphatase et de la
TEnsine

PVC  Phase Verticale de Croissance

RAF  Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
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mTOR mammalian Target Of Rapamycin
TP53  Tumor Protein 53

TYR Tyrosinase
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Ub Ubiquitine

UBA1 Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme 1
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UBD  ubiquitin binding domain

UBL  UBiquitin-Like protein
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UIM  Ub-interacting motif
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UVA/B Ultraviolet A/B peptidase domain protein
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Partie 1: La peau: transition du mélanocyte au mélanome
I. Lapeau: un organe stratifié

I.1. Lesdifférentes couches de la peau

La peau représente chez I'étre humain le plus large organe avec une surface d’environ 2m?2. Etant
donné ses origines développementales diverses, la peau est un organe complexe, dont le principal
role est de délimiter une barriére physique entre I'organisme et I’environnement, le protégeant ainsi
des diverses atteintes extérieures, tel que les chocs, les températures, les expositions aux
rayonnements nocifs comme les ultraviolets, et les infections par exemple, tout en maintenant une
homéostasie hydrique. Elle joue également un role sensoriel (le sens du toucher), un réle de
régulateur thermique ainsi qu’un réle énergétique (organe de réserve).

Ces fonctions sont remplies par les trois couches de la peau, qui sont, de la plus profonde vers la
surface, ’hypoderme, le derme et I’épiderme (Figure 1).

- L’hypoderme est un tissu conjonctif trés vascularisé, composé majoritairement d’adipocytes, qui
assurent le role de réserve énergétique et permettent une isolation thermique. Longtemps
cantonnées a ce rdle, il semble désormais que ces adipocytes régulent aussi ’lhoméostasie de la
peau, par leur fonction endocrine (adipokines), et qu’ils participent activement a la cicatrisation
(Rivera-Gonzalez, Shook et al. 2014). Ce tissu trés souple, d’origine mésoblastique, permet le
glissement de la peau sur les tissus sous-jacents. C'est par ailleurs dans cette couche que se situe
les glandes sudoripares.

- Le derme est un tissu conjonctif dense et vascularisé qui forme la couche la plus épaisse de la
peau. Il se compose de deux régions : la région profonde accolée a I’hypoderme est dites derme
réticulaire tandis que la région supérieure est appelée derme papillaire. Le derme est composé
majoritairement par des fibroblastes, qui synthétise les fibres d’élastine et de collagéne de type |
et Ill, incorporé dans un gel de protéoglycans, formant ainsi la matrice extracellulaire (MEC)
(Prost-Squarcioni, Fraitag et al. 2008). Cette matrice assure a ce tissu a la fois élasticité et solidité.
Cette couche comprend également les annexes épidermiques telles que les glandes sébacées,
sudoripares et les follicules pileux, mais aussi les terminaisons nerveuses et différents
corpuscules, responsables du sens du toucher.

La jonction dermo-épidermique (JDE) est la région acellulaire qui sépare le derme de I'épiderme.
Cette région, communément appelé membrane basale régule I'adhésion dermo-épidermique par
le biais d’'un réseau de fibres de collagene IV et de laminine, ce qui en fait une interface
stabilisante, bien que dynamique, et une barriere de diffusion. Elle permet en effet le contrdle du
trafic cellulaire et la diffusion de molécules bioactives. En outre, une variété de cytokines et de
facteurs de croissance sont lié a la JDE, servant de réservoir pour leur libération contrélée. Leur
relargage joue un role crucial lors des processus de réparation de la peau aprés une blessure,
tandis que dans des conditions pathologiques telles que l'inflammation, la destruction de cette
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Figure 1 : Structure de la peau et composition de I'épiderme

La peau est composée de 3 couches dont I'épiderme est la plus externe. C'est dans cette couche que

se situe les mélanocytes.
JDE : Jonction dermo-épidermique
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membrane basal entraine leur libération faisant également partie de la réaction du d’activation
des cellules stromales dans le cancer (Breitkreutz, Koxholt et al. 2013).

L’épiderme, la couche la plus superficielle de la peau est un épithélium squameux stratifié
kératinisé, en perpétuelle renouvellement. Il protége entres autres de la déshydratation, du stress
mécanique, chimique et des pathogenes. En ce qui nous concerne, c’est son réle photoprotecteur
et les cellules associées a ce role qui vont nous intéresser. Ces fonctions sont possibles grace a
quatre types cellulaires différents.

I.2.  Les types cellulaires présents dans I'épiderme

Les kératinocytes (= 85% des cellules de I'épiderme) sont en constante renouvellement et
maturation au sein de I'épiderme et forment in fine une couche imperméable, via la production
de la kératine. Leur processus de maturation, appelé kératinisation, transforme les kératinocytes
au cours de leur progression vers la surface, passant de la couche basale (couche germinative), a
la couche épineuse, puis a la couche granuleuse et enfin a la couche cornée (desquamante). Au
cours de ce processus, les kératinocytes vont perdre leur fonction mitotique et changer de
morphologie jusqu’a former I'enveloppe cornée.

Les cellules de Langherans (2 a 5% des cellules de I'épiderme) sont des cellules dendritiques
présentatrices d’antigene pouvant orienter la réponse immunitaire ou la tolérance allergene. Ces
cellules, se développant a partir des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse,
constituent la premiére barriere immunitaire pour les agents pathogénes envahissants. Elles vont
phagocyter les pathogenes, capter leurs antigenes et les présenter soit aux lymphocytes T
mémoire résidant dans la peau, soit migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques régionaux ou elles
les présenteront aux lymphocytes T naifs. La réponse qui s’en suit sera une balance entre une
réponse de type inflammatoire et une tolérance active. (Katz, Tamaki et al. 1979, Lappin, Kimber
et al. 1996, Schmitt 2005, Seneschal, Clark et al. 2012, Hieronymus, Zenke et al. 2015)

Les cellules de Merkel (2 a 5% des cellules de I'épiderme) se situent pres des bulges des follicules
pileux, et permettent la sensation tactile fine. Ces cellules sont en général en contact avec les
terminaisons nerveuse et y joue leur role de mécanorécepteur, d’ou leur abondance vers les
zones sensibles tels que les doigts, les levres ou les pieds par exemple. (Boulais and Misery 2007)

Les mélanocytes (2 a 5% des cellules de I'épiderme), situés vers la JDE, sont responsables de la
pigmentation. Les mélanocytes dérivent des mélanoblastes, eux-mémes originaire des cellules
embryonnaires pluripotentes transitoires hautement migratrices, les cellules de la créte neurale
(CCN). Seuls les CCNs migrant selon I'axe dorso-latéral vont donner des mélanoblastes, qui suite
au franchissement de la lame basale, vont se différencier en cellules pigmentaires (Le Douarin and
Kalcheim 1999). Elles synthétisent les pigments mélaniques responsables de la couleur de la peau,
des yeux et des poils, qui permettent la photoprotection contre les ultraviolets (UV) solaires.
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Figure 2 : Voie de signalisation de la synthése pigmentaire, la mélanomagéneése

A la suite de la fixation de 'aMSH a MCR1, une cascade de signaux va mener a I'activation de MITF,
qui va permettre I'expression des genes de la mélanogénése. Les enzymes ainsi synthétisées vont
transloquer dans les mélanosomes et transformer la tyrosine en pigment : 'eumélanine et la
phéomélanine.

aMSH,a-melanocyte-stimulating hormone; MCR1, Melanocortin 1 Receptor; AC, Adenylate cyclase;
AMPc, Adénosine monophosphate cyclique; PKA, Protein kinase A; MITF, Microphthalmia-Associated
Transcription Factor; TYR, Tyrosinase; TYRP, Tyrosinase-related protein.
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II. La pigmentation induite par les mélanocytes permet la photoprotection UV.

I.1. Mélanocyte et mélanogénése

Du fait de leur lignage embryonnaire, les mélanocytes sont retrouvés au niveau l'oreille interne
(cochlée, strie vasculaire) ou ils joueraient un réle dans I'audition, au niveau de la pie-mere ou ils
joueraient un réle neuroendocrine (Plonka, Passeron et al. 2009). Ce n’est cependant qu’au niveau
du poil (follicule et bulge) et de la choroide de I'ceil qu’ils assurent leur réle pigmentaire, par la
production de pigments photoprotecteurs, la mélanine. La pigmentation est un processus qui
commence au sein méme des mélanocytes, dans des organites intracytoplasmiques appelés
mélanosomes ol a lieu la synthése des pigments mélaniques, c’est ce que l'on appelle la
mélanogénese (Figure 2).

A l'intérieur des mélanosomes, trois enzymes-clé sont responsables de la pigmentation : la tyrosinase
(TYR), la tyrosinase-related protein 1 (TYRP1), et la DOPAchrome tautomérase/Tyrosinase-related
protein 2 (DCT/TYRP2) vont permettre la transformation de la tyrosine en deux pigments
mélaniques : I'eumélanine et la phéomélanine. Plus précisément, sous la catalyse de la tyrosinase, la
tyrosine est convertie en DOPAquinone. Le processus de pigmentation se scinde ici en deux voies :
I’eumélanogenése et le phéomélanomagénése. La premiére implique les enzymes DCT/TYRP2 puis
TYRP1 pour donner de 'eumélanine tandis que la deuxiéme va incorporer des composés soufrés afin
de synthétiser la phéomélanine (Kobayashi, Urabe et al. 1994, Hearing 2011). Ces deux pigments
différents ainsi par leur couleur, alors que I'eumélanine présente une couleur brune-noire, la
phéomélanine elle est rouge-jaune. C'est uniquement le ratio entre ces deux pigments qui va
déterminer la couleur de la peau (phototype cutané).

Cette synthése pigmentaire va étre stimulée par I'exposition au soleil, et plus précisément aux UV.
Cette réponse est possible grace a un dialogue entre mélanocytes et kératinocytes. Les dommages a
I'ADN induits par le rayonnement UV sur les kératinocytes vont induire, via un mécanisme p53-
dépendant, une sécrétion de la « a-melanocyte-stimulating hormone » (aMSH). La fixation de cette
hormone au récepteur de la mélanocortine 1 (MC1R), exprimée a la surface des mélanocytes, va
permettre I'expression du facteur de transcription Microphthalmia-Associated Transcription Factor
(MITF), « master regulator » de la mélanogénése (Shain and Bastian 2016). De plus, il est clairement
établi que les kératinocytes ne sont pas seulement impliqués dans la stimulation de la synthése de
mélanine mais contrdle aussi la nature du pigment produit (Duval, Smit et al. 2002).

IL.2. Réle des pigments dans la protection face au soleil

Les mélanosomes sont ensuite transportés le long des prolongement cytoplasmiques mélanocytaires
et transférés aux kératinocytes environnant (avec un ratio de 1 mélanocyte pour environ 30
kératinocytes) qui sont responsables de la coloration de la peau et des poils (Miyamura, Coelho et al.
2007) (Cichorek, Wachulska et al. 2013). Ce mouvement intracellulaire implique principalement les
microtubules et les filaments d’actine. Le réseau central de microtubules présents dans les dendrites
des mélanocytes sert au transport long distance des mélanosomes tandis que le réseau périphérique
d’actine sert au transport de proximité et au transfert des mélanosomes. Ces organites sont ensuite
dirigés, a lintérieur des kératinocytes, vers une position périnucléaire pour assurer un role
photoprotecteur pour I’ADN nucléaire.
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En effet, en plus d'étre le déterminant de la couleur de la peau, les mélanines présentes différentes
propriétés physico-chimiques impliquées dans la protection de notre organisme contre les
dommages induits par les UV solaires. Alors que I'eumélanine est généralement reconnue comme un
polymeére photostable et photoprotecteur, la phéomélanine est au contraire photolabile et considéré
comme un photosensibilisateur. Le ratio entre ces deux pigments va donc impacter la qualité de la
photoprotection. Ces ratios vont définir une couleur de peau, appelé phototype cutané (allant de 1 a
6) qui caractérise la sensibilité de la peau aux rayonnements UV et donc leur réaction au soleil
(Tableau 1) (Fitzpatrick 1988, Astner and Anderson 2004). En effet, une personne de couleur de peau
mat/foncé posséde le méme nombre de mélanocyte qu’une personne a peau claire, mais va produire
de I'eumélanine en plus grande quantité et celle-ci va étre mieux réparti au sein des kératinocytes
(lozumi, Hoganson et al. 1993, Slominski, Tobin et al. 2004). Plus le rapport
eumélanine/phéomélanine est élevé, meilleur est la photoprotection. Les personnes a peau claire
qui présentent un ratio faible ont un risque élevé de développer des cancers de la peau photo-induits
(Vincensi, d'Ischia et al. 1998). D’autre part, il semblerait que des mutations du géne Tyr, pouvant
conduire aux albinismes oculo-cutanés, par des défauts ou une absence compléte de pigmentation
de la peau, des poils, des cheveux et des yeux, puissent augmenter les risques de développer un
cancer cutané (Saran, Spinola et al. 2004, Passeron, Mantoux et al. 2005).



Phototype

Vi

e

«
=
e

Peau

Laiteuse

Tres
claire

Claire

Mate

Tres
foncée

Noire

Cheveux Taches de rousseur

Roux Nombreuses
Blonds Fréquentes
Chatains Rares

Bruns Aucune
Foncés Aucune

Noirs Aucune
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III. Du mélanocyte au mélanome cutané

En temps normal, les effets des UV sont bien régulés et 'homéostasie de la peau et des mélanocytes
est sous contréle. Il arrive cependant que, suite a une exposition prolongée au soleil ou d’autres
facteurs de risques, cette homéostasie soit dérégulée et que les cellules de la peau mutent et
dégénéerent, formant ainsi divers cancers cutanés dont le mélanome.

III.1. Les cancers cutanés

La peau est un organe hétérogeéne, composés de différents types cellulaires pouvant tous subir une
transformation cancéreuse. Ces cancers peuvent étre classés en 2 catégories : non mélanocytaire et
mélanocytaire. Les cancers cutanés les plus fréquents sont les cancers non mélanocytaires ou
carcinomes.

- Les carcinomes basocellulaires, comme l'indique leur nom, proviennent des cellules de la lame
basale de I'épiderme (couche profonde germinative). C'est le moins grave des cancers de la peau,
mais nonobstant son potentiel métastatique quasi-nul, une exérése chirurgicale est nécessaire. Il
représente environ 75% des cancers cutanées et environ 15% des cancers en France (tout type
confondus).

Les carcinomes épidermoides ou spinocelullaires a pour origines les kératinocytes présents dans
la couche épineuse de I'épiderme. Bien que moins fréquent (20% des cancers de la peau) et a
croissance lente, il nécessite une attention particuliere car il peut développer un potentiel
métastatique.

Il existe enfin quelques cancers non mélanocytaires trés rares, représentant moins d’1% des

cancers cutanées, tel que le carcinome de merkel, les carcinomes annexiels (dérivant des
annexes de la peau, c’est-a-dire les glandes sébacées, sudoripares et les follicules pileux).

Le seul cancer de la peau de type mélanocytaire est le mélanome.

Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif, il est responsable de 5% des cancers de la
peau mais entraine 80% des déces des cancers cutanée. Dans seulement 20% des cas, le mélanome
apparait a parti d’'un naevus mais le plus souvent, il apparait de novo. Le mélanome évolue ensuite
rapidement et se propage dans I'organisme via le systeme lymphatique et/ou sanguin, colonise
d’abord les ganglions lymphatiques et métastases ensuite essentiellement dans les poumons, dans le
foie et le systéme nerveux centrale.

On distingue plusieurs types de mélanomes, avec du plus fréquent au moins fréquent, le mélanome
a extension superficielle , le mélanome nodulaire, le mélanome de Dubreuilh ou lentigo maligna et
le mélanome acro-lentigineux.

Le systéme de classification traditionnelle pour le mélanome a été basée sur les caractéristiques
cliniques et pathologiques (Elder, Jucovy et al. 1980, Scolyer, Long et al. 2011). Le type d’exposition
au UV entre aussi en compte, qu’il soit dii a une forte exposition chronique au soleil (« chronically
sun damaged » (CSD)) ou non (non-CSD).
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- Le mélanome extensif superficiel (SSM, « Superficial Spreading Melanoma ») est le plus fréquent
(~70%). Comme son nom l'indique, ce mélanome se développe le long de la couche supérieure
de la peau, le derme, mais peut potentiellement pénétrer plus profondément. Le SSM se
présente habituellement comme une lésion irréguliére plane a croissance lente. Il appartient a la
famille des mélanomes « non-CSD », car il survient suites a des expositions intermittentes et
intenses ainsi que suites a des coups de soleil survenus dans le passé, en particulier au cours de
I'enfance. Ce mélanome peut étre trouvé presque n'importe ol sur le corps, mais il est plus
susceptible de se produire sur le tronc, les jambes chez les femmes, et le haut du dos chez les
hommes.

- Le mélanome nodulaire (NM pour « nodular melanoma », ~15%) est celui qui croit le plus
rapidement. Il a un phénotype invasif marqué ce qui en fait le mélanome le plus agressif. Il
touche plus les hommes que les femmes, et se développe sur tout le corps, y compris les régions
non exposées (lbrahim and Haluska 2009).

- Le mélanome de Dubreuilh ou lentigo maligna (LMM pour « lentigo maligna melanoma », ~10%)
est similaire au SSM, car il reste en superficie de la peau et se développe lentement, ce qui en fait
le moins agressif. Ce type de mélanome in situ (de type CSD) se rencontre le plus souvent chez les
personnes agées, survenant sur la peau du visage, des oreilles, des bras et du tronc supérieur
chroniquement exposée au soleil.

- Le mélanome acro-lentigineux (ALM pour « acral lentiginous melanoma », ~5%) est un
mélanome de type « non-CSD » car il est localisé aux extrémités non exposées au soleil telles que
la paume des mains ou des pieds et sous les ongles. Il touche de maniere prépondérante les
personnes a phototype élevé (peaux brunes a noires).

- La encore, il existe enfin quelques cancers mélanocytaires trés rares, représentant moins d’1%
des cancers cutanées, tel que le mélanome uvéal et le mélanome des muqueuses.

I11.2. Epidémiologie du mélanome

L'incidence mondiale du mélanome cutané a augmenté chaque année plus rapidement que tout
autre type de cancer, avec un quasiment un doublement observé tous les 10 ans (Ali, Yousaf et al.
2013). Le programme de surveillance, d'épidémiologie et des résultats finaux (ou SEER) nous révele
gue l'incidence du mélanome aux Etats Unis en 1975 était de 8 cas pour 100 000 contre 26 cas sur
100 000 en 2015.

En 2012, le programme Globocan de I'Organisation Mondiale de la Santé, a recensé 232 000
nouveaux cas de mélanome et 55 000 décés dans le monde, placant le mélanome au 22e rang des
cancers les plus répandus dans le monde.

En France, I'Institut National pour le Cancer a estimé le nombre de mélanomes pour 2017 a 15 404
nouveaux cas, avec la encore, une incidence en augmentation (Figure 3). Ce cancer représente donc
3,7 % de I'ensemble des cancers incidents. Il est intéressant de noter que l'incidence est plus
marquée chez la population masculine (32 cas contre 23 pour la gente féminine) ainsi que dans la
population caucasienne (32 cas / 100 000). Le mélanome, comme la plupart des cancers, a son
incidence qui augmente avec I'age, passant d’environ 10 cas pour 100 000 pour les moins de 30 ans a
environ 380 cas pour les plus de 60 ans. L’age médian au diagnostic est de 64 ans chez I’homme et 61
ans chez la femme.
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Figure 3 : Incidence et mortalité du mélanome en France des années 1980 a 2010

D’apres : Incidence et mortalité en 2012 par classe d'age et sexe pour les
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L'évolution de la mortalité suivait celle de lincidence, mais I'on observe depuis 2005 une
stabilisation du taux de mortalité chez 'homme (+ 0,1 %) et une légere diminution chez la femme (-
1,8 % par an en moyenne). La couleur de peau détermine aussi la mortalité des suites d’un
mélanome. En effet, méme si la population caucasienne est plus sujette au mélanome, leur survie a 5
ans avoisine les 91% contre 60% pour les personnes a peau foncé.

Du fait de I'estimation de 1783 décés pour I'année 2017, le mélanome représente donc 1,2 % des
déces par cancer, tous sexes confondus.

I11.3. Facteurs de risque

Le mélanome est une maladie multifactorielle. Il résulte de différents facteurs de risques, qui
associés entre eux, peuvent augmenter les chances de développer un mélanome. On distingue les
facteurs de risque externes, liés a I'environnement et aux modes et conditions de vie, et les facteurs
de risque internes, c’est-a-dire constitutifs des individus.

II.3.a. Facteurs constitutionnels et génétiques

Le mélanome étant une transformation anormale des mélanocytes, il est normal de penser que le
naevus peut étre un facteur de risque. Le nombre de navi ou grains de beauté (cf.lll.4.a) constitue
en effet un facteur de risque. Ainsi, on estime que la présence d’une cinquantaine de naevi ou plus,
ou la présence d’au moins cing navi atypiques de grande taille (supérieur a 5mm de diametre, a
bord irréguliers et de multiples couleurs) multiplient le risque d’un facteur 5. (Holly, Kelly et al. 1987,
Gandini, Sera et al. 2005). La présence de naevi congénitaux de grande taille semble étre également
un facteur de risque du mélanome (Krengel, Hauschild et al. 2006).

Le phototype cutané prédit la réaction au soleil (Fitzpatrick 1988, Astner and Anderson 2004). Ainsi,
les personnes a phototypes faibles sont plus sujettes aux érythémes actiniques (coups de soleil). Ces
personnes sont plus sensibles aux effets déléteres des rayonnements UV, et ont un risque beaucoup
plus important de développer un mélanome. Néanmoins, les personnes de phototypes élevés
peuvent aussi développer d’autres types de mélanome, non directement liés aux UV, tels que le
mélanome acro-lentigineux qui siége sur la paume des mains, la plante des pieds ou sous les ongles.
Enfin, les prédispositions génétiques sont également un facteur de risque. Environ 10% des
mélanomes surviennent dans un contexte familial, défini comme au moins 2 mélanomes chez deux
ou plusieurs membres d’une méme famille. Certains génes transmis de maniere héréditaire, qui
confere un risque élevé, dit de prédisposition a forte pénétrance, ont été identifiés a ce jour :
CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A), CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4), BAP1 (BRCA1
Associated Protein 1) sont les plus cités (Read, Wadt et al. 2016). D’autres génes présentent un
risque a pénétrance moyenne tel que le gene MCIR (Melanocortin 1 Receptor), MITF
(Microphthalmia-Associated Transcription Factor) (Garraway, Widlund et al. 2005) ou TP53 (Tumor
protein 53) (Box, Duffy et al. 2001, Marzuka-Alcala, Gabree et al. 2014, Benfodda, Gazal et al. 2018).
Les génes MITF, amplifié dans environ 15% des mélanomes, et MC1R, quant a eux, comme dit dans la
section Il.1, sont des génes liés a la mélanogénese.

Il existe cependant des facteurs génétiques hérités qui réduisent le risque de développer un
mélanome. Ces prédispositions génétiques ont toutes un phénotype direct sur la peau. Le vitiligo par
exemple, aussi appelé leucodermie, caractérisée par la destruction des mélanocytes et donc
|'apparition de zones dépigmentées blanches sur la peau et en particulier les pieds, les mains, le
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visage, les levres. Diverses études ont montré que les personnes atteintes de vitiligo présentaient 3
fois moins de risque de développer un mélanome (Ban, Labbouz et al. 2018).

I11.3.b. Facteurs acquis

L’exposition aux rayonnements ultraviolets est un facteur environnemental majeur dans le
développement des cancers de la peau. On estime que deux tiers des mélanomes sont dus a une
exposition excessive au soleil, cette proportion étant plus élevée encore chez les personnes a la peau
claire (Gandini, Sera et al. 2005, Leiter and Garbe 2008).

Des études épidémiologiques ont lié I'apparition du mélanome aux érythémes actiniques (coups de
soleil), durant la petite enfance mais aussi au cours de I’dge adulte (Dennis, Vanbeek et al. 2008).

La pénétration des UV dans la peau est liée a leur longueur d’onde, les UVA pénétrant donc plus
profondément dans la peau, jusqu’a atteindre le derme (OMS, série régionale européenne n°25)
tandis que les UVB s’arrétent au niveau de I'épiderme. Ces absorptions s’accompagnent des |ésions
cellulaires importantes. L'énergie transmise par les UVB va majoritairement entrainer la formation
d’une liaison covalente entre cytosine et thymine, entrainant un blocage de la progression des ADN
polymérases 6/¢ et de ’ARN polymérase Il. Les UVA, moins énergétiques que les UVB, vont plutot
exciter des molécules photosensibles et étre a I'origine de la formation d’espéces réactives de
I’oxygéne (Ridley, Whiteside et al. 2009). Malgré cela, les données suggérent que les rayons UVA
comme les UVB sont impliqués dans la progression de la maladie (De Fabo, Noonan et al. 2004,
Mitchell and Fernandez 2012, Noonan, Zaidi et al. 2012). Kamenisch et al. ont par exemple rapporté
un nouveau mécanisme pour la progression du mélanome induite par les UV. Les auteurs ont
démontré que les UVA induisent l'effet Warburg et des changements dans le métabolisme des
cellules de mélanome. lls ont montré que les l'irradiation aux UVA augmentait |'absorption du
glucose et la production de lactate, qui favorise l'invasion des cellules de mélanome a travers la
régulation positive de métalloprotéinases matricielles (Kamenisch, Baban et al. 2016).

Le role prépondérant du rayonnement UV dans |'augmentation du risque de mélanome est aussi
confirmé par la localisation des mélanomes, qui se retrouvent sur les zones principalement photo-
exposées comme le tronc et les membres (Whiteman, Stickley et al. 2006).

Enfin, le spectre de mutation retrouvé au sein du mélanome rappelle celui précédemment associé a
|'exposition aux UV (Pleasance, Cheetham et al. 2010).

Les antécédents personnels du mélanome sont des critéeres majeurs du risque de développer un
mélanome. Le développement antérieur d'un mélanome est un prédicteur d’un risque important de
récidive (risque accru d'environ 10 fois) et, dans une moindre mesure, de carcinomes basocellulaires
ou de carcinomes épidermoides (van der Leest, Flohil et al. 2015). Cela pourrait s’expliquer par le fait
gu’une tumeur primaire de mélanome peut induire la formation a distance de niche prémétastatique
favorable au développement tumoral. Des facteurs solubles ou insolubles sécrétés par la tumeur
dans la circulation induisent a distance un remodelage cellulaire du microenvironnement de la niche.
Les facteurs solubles notables sont le «vascular endothelial growth factor A» (VEGF-A), le
« transforming growth factor-p » (TGFB) et le « tumour necrosis factor-a » (TNFa) qui vont induire
I'expression des protéines inflammatoires, comme S100A8 et S100A9 de maniere organes-
dépendantes et ainsi influencer le recrutement de différents types de cellules (Hiratsuka, Watanabe
et al. 2006).

Les facteurs insolubles tels que les exosomes ou vésicules extracellulaires au sens large ont été
décrits pour transporter des protéines pro-tumoral, des protéines du cytosquelette ainsi que des
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ARNm, de I'ADN et des miARN qui contribuent probablement a la formation de niche pré-
métastatique via le remodelage de la matrice ou I’éducation des cellules cibles (Peinado, Lavotshkin
et al. 2011, Peinado, Aleckovic et al. 2012).

Ainsi, le cumul de plusieurs facteurs a risque, qu’ils soient constitutifs ou acquis, va augmenter les
chances de voir apparaitre un mélanome.

II1.4. La transformation du mélanocyte étapes par étapes

Comme dit précédemment, le mélanome est un cancer qui provient de la transformation maligne
d’un mélanocyte. Au cours de cette transformation, appelé mélanomagénése, le mélanocyte malin
va accumuler une série de mutations génétiques, nécessaire a l'acquisition des facultés
tumorigéniques, tels que la prolifération ou I'évasion face au systéeme immunitaire (Hanahan and
Weinberg 2011).

Qu'il provienne de la dégénérescence de naevi préexistants ou qu’ils apparaissent de novo,
I’évolution du mélanome peut étre segmenté en plusieurs étapes, comme décrit dans le modeéle de
Clark (Clark, Elder et al. 1984, Gandini, Sera et al. 2005).

Selon ce modele, le mélanocyte peut passer par cing phases (Figure 4). Elles ne sont pas toutes
nécessaires a la transformation d’'un mélanocyte en mélanome, et leur profil « CSD » ou « non-CDS »
va déterminer la voie qu’empruntera le mélanome (Shain and Bastian 2016).

Ill.4.a. Le naevus bénin, premier pas vers la transformation

Les mélanocytes, comme précédemment mentionnées, sont dispersés au niveau de la JDE. lls
proliférent peu et ils utilisent principalement leur machinerie cellulaire pour la synthése pigmentaire.
Cependant, certains mélanocytes peuvent échapper a ce contréle via l'acquisition de mutations qui
vont entrainer leur prolifération locale et donner naissance a un regroupement pigmentaire bénins
appelé naevus (ou grain de beauté dans le langage courant). La mutation qui va étre retrouvé au sein
de ces naevi affecte la protéine BRAF, mutant la valine 600 en en acide glutamique : BRAFV69%E (Shain
and Bastian 2016). Cette mutation va avoir pour conséquence I'activation d’une des voies des MAP-
Kinases (« Mitogen Activated Protein Kinase »), impliquée dans la survie et la prolifération cellulaire.
Une protéine en amont de BRAF, NRAS, est aussi retrouvée mutée dans les naevi, mais ce de maniére
moins fréquente (15% sont muté NRAS26 contre 52 pour BRAFY®PF) (Tschandl, Berghoff et al.
2013). Je revendrai sur les mécanismes et facteurs moléculaires impliqués dans le mélanome dans la
Partie 1-11I-5. Ces naevi, reconnaissables par leur aspect de petites taches brunes, sont retrouvés sur
tout le corps, et principalement sur les zones exposées au soleil (Zalaudek, Schmid et al. 2011).

Fort heureusement, les nzavi sont bénins car les néomélanocytes regroupés subissent une sortie
permanente du cycle cellulaire, qui les empéche de progresser en cancer, et entrent dans un
programme de sénescence, programme d’arrét de la prolifération cellulaire (Clark, Elder et al. 1984).
Cette senescence, activé par un oncogéene, déclenche l'induction de suppresseurs de tumeurs, et en
particulier le géne CDKN2A (Michaloglou, Vredeveld et al. 2005, Gray-Schopfer, Cheong et al. 2006).
Cet arrét de prolifération est tres efficace, et permet ainsi un contréle durable des mélanocytes. C’'est
la perte de cette sénescence, induite par I'apparition de mutations secondaires, qui va initier la
transformation des mélanocytes. Je vous rappelle cependant que seulement 25% des mélanomes
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sont issus de naevus, méme s’il a été montré que pres de 90% des mélanomes extensifs superficielles
avaient pour origine les naevi (Shitara, Nascimento et al. 2014).

II1.4.b. Le naevus atypique ou dysplasique, entre naevus commun et
mélanome

Les grains de beauté atypiques (aussi appelés neaevi dysplasiques) présentent certaines
caractéristiques qui differe d’un naevus commun. Ce naevus précancéreux est en général plus grand
que la forme commune (avec un diametre entre 5 et 1 mm). Il se rapproche de I'aspect des
mélanomes primaires avec une forme le plus souvent asymétrique, des bords irréguliers et une
couleur non homogene.

Des analyses génétiques récentes ont montré que les naevi catégorisés sans équivoque comme

bénins n'étaient généralement porteurs que d’une seule mutation, BRAFV690E

, alors que les lésions
intermédiaires, comme les neaevi dysplasiques, ont plusieurs mutations différentes, incluant celles
activant la voie MAPK (BRAF™"V600E ot NRAS, décrites dans la partie 1ll.5.a) et, en outre, des
mutations du promoteur TERT ou des altérations hémizygotes de CDKN2A. Ces néoplasies
intermédiaires ont également des charges de mutation globale plus élevés que ceux de lésions
bénignes et inférieures a celles des lésions malignes (Tschandl, Berghoff et al. 2013, Shain, Yeh et al.

2015).

Ill.4.c. Le mélanome en phase radiale de croissance : prolifération en surface

Lorsque que les mélanocytes se transforment, suites a plusieurs altérations géniques, ils développent
le moyen de contourner la senescence, ils rentrent alors en phase radiale de croissance (PRC). Les
mélanocytes transformés acquierent la capacité a proliférer et se développent dans I'épiderme
parallelement a la membrane basale, sans jamais envahir la lame basale. Les quelques lignées en PRC
étudiées sont décrites comme non tumorigéniques, c’est-a-dire qu’elles ne permettent pas
I’établissement de tumeurs chez la souris (Elder 2006).

Les mélanomes en PRC n’ont en effet pas acquis la capacité a traverser la JDE et envahir le derme.
Cela peut s’expliquer par le fait qu’ils soient encore dépendants des facteurs de croissance
environnant sécrétés par kératinocytes et sont confinés dans leur vicinité (Shih and Herlyn 1993,
Ruiter, Bogenrieder et al. 2002, Wang, Fukunaga-Kalabis et al. 2016).

On retrouve principalement cette PRC, purement proliférative, associée a des mélanomes de
type « CSD », comme le mélanome de Dubreuilh (Shitara, Nascimento et al. 2014).

A cette phase, le mélanome est encore de bon pronostic, car une exérése chirurgical élargie suffit
généralement a éliminer les cellules tumorales.

Il1.4.d. Le mélanome en phase verticale de croissance : I'invasion commence

Le passage des cellules de mélanome a cette phase est critique, rendant le pronostic peu propice. Les
cellules, en plus de présenter un phénotype prolifératif vont aussi acquérir un phénotype migratoire
et invasif. Elles rentrent en phase verticale de croissance (PVC). Affranchis des signaux du
microenvironnement et grace a l'acquisition de la faculté de digérer la lame basale, ces mélanocytes
transformés envahissent du derme jusqu’a I'hypoderme (Clark, Ainsworth et al. 1975). Lors de ce
passage en PVC, une transition de type épithélio-mésenchymateuse (TEM) a lieu, permettant aux
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cellules d’échapper au contréle des kératinocytes (Caramel, Papadogeorgakis et al. 2013). De
nouvelles interactions vont alors étre possibles avec de nouveaux types cellulaires tels que les
fibroblastes ou les cellules endothéliales vasculaires, ou bien avec la matrice extracellulaire du
derme, pour aider a l'invasion et la dissémination des cellules.

Ces mélanomes en PVC s’affranchissent du contréle des kératinocytes par cing mécanismes
principaux:

(1) la régulation négative des récepteurs importants pour la communication avec les kératinocytes
tels que I'E-cadhérine (Hsu, Wheelock et al. 1996)

(2) la régulation a la hausse des récepteurs et des molécules de signalisation importantes pour les
interactions cellules-cellules entre mélanomes et entre mélanome et fibroblaste telles que la N-
cadhérine (Yan, Holderness et al. 2016)

(3) la dérégulation de morphogéenes tels que les récepteurs Notch, la famille SNAI, ZEB ou TWIST
(Liu, Xiao et al. 2006, Caramel, Papadogeorgakis et al. 2013, Yan, Holderness et al. 2016)

(4) la perte d'ancrage a la membrane basale a cause d'une altération de I'expression des molécules
d'adhésion cellule-matrice tel que I'intégrine aVp3

(5) 'augmentation de la sécrétion des métalloprotéinases tels que MMP-2 ou les MMP-9.

Ainsi, les cellules de mélanome échappent au microenvironnement créé par les kératinocytes
épidermiques et se développent via l'interaction avec de nouveaux partenaires cellulaires comme les
fibroblastes et les cellules endothéliales, qui soutiennent leur croissance et leur invasion, que ce soit
en direction des vaisseaux lymphatiques ou sanguins. L'implication du microenvironnement dans la
mélanonagéneése est décrites plus amplement section IIl.6

Les données suggérent qu’environ 45% des cas de mélanome sont entiérement dans une PRC, 10%
ont une PVC seul (donc classés comme types nodulaires) (Heenan and Holman 1982), le reste
présentant un nodule tumoral en PVC entouré d'une PRC, dans lequel ils sont probablement apparus
(Laga and Murphy 2010).

Ill.4.e. Laphase métastatique, victoire du mélanome

Dans ce dernier stade de la maladie, la tumeur primaire a atteint un niveau de développement tel
gue l'oxygene et les nutriments nécessaires a sa croissance ne sont plus accessibles en quantités
suffisantes. Elles vont alors induire le processus de d’angiogenése tumorale pour subvenir a ses
besoins. Le mélanome va entrainer la production d’IL6 (Interleukine 6) et de VEGF pour promouvoir
cet angiogenése (Tang, Bhandaru et al. 2015). Lorsque le mélanome atteint les vaisseaux, par
angiogenése ou migration, les cellules tumorales vont pouvoir alors se dissocier de la tumeur
primaire et coloniser d’autres organes ou tissus. Elles peuvent circuler dans l'organisme via le
systeme sanguin et/ou lymphatique. Le mélanome métastatique (MM) va coloniser
préférentiellement les ganglions lymphatiques, les poumons, le foie et le cerveau (Leiter, Meier et al.
2004). Cette organotropisme des cellules tumorales peut s’expliquer par le chemotaxisme induits par
des facteurs solubles sécrétés par les organes cibles pouvant étre présent dans la matrice
extracellulaire lors de la dégradation de celle-ci par les cellules tumorales (Auerbach, Lu et al. 1987)
(Cerra and Nathanson 1991). Les exosomes peuvent aussi jouer un réle dans cette organotropisme
(Hoshino, Costa-Silva et al. 2015). D’autres facteurs produits par la cellule tumorale peuvent avoir
des effets paracrines pour modifier les vasculatures lymphatiques et sanguines et favoriser la phase
d’extravasation et d’invasion a distance. Ainsi, la protéine matricellulaire SPARC produite par le
mélanome a été décrite pour modifier la perméabilité de I'endothélium vasculaire lors de la
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dissémination métastatique via son interaction avec le récepteur endothelial VCAM-1 (Tichet,
Prod'Homme et al. 2015).

A ce niveau-l3, la survie a 5 ans d’'un mélanome ne dépasse pas le 20%. Le MM est en effet tres
agressif et résistant aux thérapies (cf. I11.8.b)

Cependant, tous les mélanomes ne s’accordent avec le modele de Clark. Depuis I'acceptation de ce
modele en 1984, des travaux ont pu mettre en évidence des alternatives a la progression classique
du mélanome. Des mélanocytes isolés peuvent directement passer en PRC ou PVC sans passer par
|’étape de naevus (Miller and Mihm 2006, Gray-Schopfer, Wellbrock et al. 2007).
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Figure 4 : Etapes et processus mis en jeu lors du développement du mélanome

Adapté d’aprés Miller and Mihm (2006) et Shain and Bastian (2016)
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IIL.5. Les modifications géniques au cceur du mélanome

DO a sa signature UV, le mélanome est le cancer présentant le plus haut taux de mutations
somatiques (Lawrence, Stojanov et al. 2013). On retrouve au sein de chaque mélanome des
modifications génétiques, dont certaines comme je vous I'ai déja dit, ont un réle clé dans l'initiation
et le développement du mélanome. Ces altérations vont induire des voies de signalisation cellulaires,
permettant au mélanome d’acquérir ces différentes caractéristiques, tel que la prolifération, la
migration, I'invasion...

Les principaux geénes touchés par ces mutations sont des oncogénes ou des génes suppresseurs de
tumeurs.

II1.5.a. Suractivation de la voie des MAP-Kinases par les oncogénes BRAF et
NRAS

Comme dit précédemment, la premiére altération que nous retrouvons dans |’évolution du
mélanocyte est une augmentation de la prolifération, menant le plus souvent a la formation d’un
naevus. Cette altération est celle de la voie des MAPK pour Mitogen Activated Protein Kinase.

Les protéines kinases activées par des mitogenes sont une famille hautement conservée de
sérine/thréonine kinases impliquées dans divers processus cellulaires fondamentaux tels que la
prolifération, la différenciation, la motilité, la réponse au stress, I'apoptose et la survie.

Une large gamme de stimuli extracellulaires comprenant des mitogénes (facteurs favorisant la mitose
et la division cellulaire), des cytokines, des facteurs de croissance et des facteurs de stress
environnementaux activent cette voie, par l'induction d’'une cascade de phosphorylation jusqu’a
I'activation de facteurs de transcription spécifiques.

La famille des MAPKs se compose de 4 cascades distinctes, activant les kinases suivantes :

Les protéines ERK-1 et ERK-2 signifiant Extracellular signal-regulated kinases

Les protéines N-terminales c-Jun 1-3 (JNK1-3)

Les isoformes de p38 (p38a, R, y et §)

Et Erk5.

Quel que soit la cascade, le mécanisme d’activation de la famille des MAPK est identique. Les stimuli

se fixent sur des récepteurs membranaires, récepteurs a activité tyrosine kinases (« RTK ou receptor
tyrosine kinases »), et activent une ou de plusieurs MAP3Kinases (MAPKKK). Ces MAP3Kinases
activent une cascade de phosphorylation, activant une MAP2Kinase (MAPKK) puis a son tour une
MAPKinase. De multiples effecteurs en aval sont alors activés et permettent la réponse cellulaire.
Dans le cadre du mélanome, la voie régulant la prolifération, la survie et la différenciation est la voie
impliquant ERK-1/2 (Figure 5). Brievement, une petite protéine G de la famille RAS va activer une
kinase de la famille RAF (MPA3K), puis MEK1/2 (MAP2K) et enfin ERK 1/2. Environ 160 substrats ont
déja été découverts pour les ERK régulant entres autres les processus cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation et la progression du cycle cellulaire (Yoon and Seger 2006).
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Figure 5 : Voie de signalisation des MAPK RAS/RAF/MEK/ERK

Une cascade de phosphorylation va activer la voie des MAPK. Les kinasesErk1/2 vont alors activer des
kinases effectrices (RSK, MSK, MNK) ou des facteurs de transcription promouvant la prolifération
cellulaire. EGF, epidermal growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor ; FGF, fibroblast

growth factor ; HGF, hepatocyte growth factor, RTK Receptor tyrosine kinase; FT, Facteur de
transcription



Introduction

Au sein du mélanome, des mutations affectant les génes BRAF ou NRAS vont induire de maniéere
constitutive I'activation de cette voie des MAPK. En effet, ces 2 mutations sont mutuellement
exclusives dans les cellules individuelles en raison de l'apoptose auto-induite par une hyper-
activation prolongée de la voie MAPK (Petti, Molla et al. 2006, Sensi, Nicolini et al. 2006).

Des cultures de mélanomes a double mutation NRAS/BRAF ont déja été rapportées, elles
représentent trés certainement des mélanges hétérogenes de cellules de mélanome a mutation
unique, des sous-clones mutuellement exclusifs avec les mutations BRAF ou NRAS (Nazarian, Shi et
al. 2010).

D’autre part, un régulateur de la famille RAS, NF1, a été décrit comme muté dans 10% des
mélanomes, affectant la voie des MAPK de manieére significative. Son inactivation, par délétion ou
mutation non-sens par exemple, augmente le risque de développer un mélanome de 3,6%
(Cirenajwis, Lauss et al. 2017).

Cela a donc mené a une classification génomique du mélanome, proposée par le réseau Cancer
Genome Atlas (TCGA). Les quatre sous-types ont été définis sur la base du modele de mutation dans
BRAF, NRAS, NF1 ou n’arborant aucunes de ces mutations, le groupe dit triple-sauvage. (Cancer
Genome Atlas Network 2015)

Je vais maintenant vous décrire un peu plus précisément ces 3 protéines, leur mutation et leur role
au sein du mélanome (Figure 5).

1) NRAS

Les protéines RAS appartiennent a la super famille des petites GTPases comprenant les sous-familles
Ras, Rho, Rac, Ral et Cdc42. Celles-ci font partie d'un réseau complexe de voies de signalisation
aboutissant finalement a la libération d'une diversité de facteurs de transcription, conduisant ainsi a
|'expression de genes impliqués dans la mitogenése, I'organisation du cytosquelette, la régulation
métabolique et I'apoptose.

Les protéines Ras, localisées a la membrane, ont une activité GTPase intrinseque et passent d'une
forme inactive liée au GDP a une forme active liée au GTP, fonctionnant ainsi comme un
commutateur moléculaire pour la transmission des signaux de régulation (Barbacid 1987). Trois
proto-oncogénes étroitement apparentés codent pour 4 isoformes : H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B and N-
Ras (Olson and Marais 2000). Ces GTPases sont fréquemment trouvées dans leurs formes
oncogéniques mutées dans les tumeurs humaines (Barbacid 1987, Bos 1989). Les formes
oncogéniques mutées des protéines RAS sont constitutivement actives, car elles ont une activité
GTPase intrinseque réduite (Trahey, Milley et al. 1987). Les premiéres observations sur la présence
de génes RAS activés dans le mélanome humain ont été publiées en 1984. La séquence nucléotidique
du géne c-Ha-RAS-1, a été établi dans une tumeur de mélanome d'un patient japonais (Sekiya,
Fushimi et al. 1984).

Environ 20% des tumeurs humaines ont des mutations ponctuelles RAS activatrices, soit un cancer
sur cing. Au total, les mutations dans KRAS représentent environ 85% de toutes les mutations RAS
dans les tumeurs humaines, NRAS environ 15% et HRAS moins de 1% (Downward 2003). Les
mutations des géne RAS semblent étre spécifique du type de tumeur puisque les carcinomes du
pancréas, du cblon et du poumon présentent tous des fréquences élevées de mutations KRAS alors
que les mutations NRAS sont fréquentes dans les leucémies myéloides et parmi les mélanomes
cutanés (Bos 1989).
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Dans I'ensemble, I'altération du codon 61 de NRAS est de loin la plus fréquente dans les mélanomes,
retrouvés dans environ 20% des cas (Platz, Egyhazi et al. 2008). Les mutations du codon NRAS 61 les
plus fréquemment observées sont les changements Q61R (CAA/CGA) et Q61K (CAA/AAA) conduisant
respectivement a des substitutions de la glutamine a I'arginine ou a la lysine, conduisant a I'activation
constitutive de la voie RAF/MEK/ERK mais aussi de la voie des PI3K (Phosphoinositide-3 Kinase)
(Castellano and Downward 2010). Il est intéressant de noter que ce taux de mutation au sein des
mélanomes avoisine 95% chez des patients porteurs de mutations germinales de CDKN2A
(Eskandarpour, Hashemi et al. 2003). De plus, des souris transgéniques exprimant |'oncogéne
NRASQ61K dans le lignage mélanocytaire peuvent développer des mélanomes, mais uniquement
sous un fond CDKNA2 muté (Ackermann, Frutschi et al. 2005).

Ces données confirment que la mutation de NRAS seul n’est pas suffisante pour induire un
mélanome. L’activation de RAS déclenche un mécanisme de senescence, appelé Senescence induite
par les oncogenes (OIS pour « Oncogene-Induced Senescence »). Elle induit entre autres
I'accumulation de TP53, p16 et ARF et provoque I’arrét cellulaire (Serrano, Lin et al. 1997).

2) BRAF

La famille des RAF kinases (pour « Rapidly Accelerated Fibrosarcoma ») est composé de trois
membre : A-RAF, B-RAF and C-RAF (ou RAF-1). Ces sérine/thréonine kinases présentent des
structures similaires, cependant, certains sites de phosphorylation ne sont pas conservés entre ces
trois formes, ce qui montre que ces protéines peuvent étre régulées indépendamment. L’invalidation
génétique (ou Knock-out en anglais) des différentes formes de RAF révéle eux aussi des roles
différents pour ces isoformes. Les souris qui sont ARAF -/- survivent a la naissance, mais meurent
aprés 7 a 21 jours en raison de défauts neurologiques et gastro-intestinaux. Les embryons de souris
qui sont BRAF -/- ou CRAF -/- meurent in utero entre 10,5 et 12,5 jours post-coit. Les embryons BRAF
-/- montrent un retard de croissance, et des défauts vasculaires et neuronaux, et les embryons CRAF
-/- meurent apparemment d'une apoptose massive du foie (Wellbrock, Karasarides et al. 2004).
Parmi ces isoformes, on retrouve une forte présence de mutations de BRAF dans les cancers
humains, en particulier le mélanome (20 a 80%) (Platz, Egyhazi et al. 2008), le cancer de la thyroide
(30-50%), le cancer colorectal (5-20%) et le cancer de I'ovaire (= 30%), mais aussi plus faible taux (1-
3%) dans plusieurs autres types de cancers.

Plus de 45 mutations de BRAF ont maintenant été décrites, mais I'altération la plus fréquemment
observée est la substitution d'un résidu de valine a la position 600 pour l'acide glutamique,
BRAFV600E (GTG/GAG). Elle représente plus de 90% des mutations BRAF qui sont observées dans le
mélanome. Cette mutation est retrouvée dans les mélanomes « non-CSD » car elle ne correspond
pas a la signature UV. Cette signature est caractérisée par des mutations CC/TT ou C/T associées a la
formation de dimeres de pyrimidine survenant suite a exposition aux UV, comme fréquemment
observé, par exemple, dans le géne TP53 dans les cancers de la peau autres que les mélanomes
(Wellbrock, Karasarides et al. 2004). L'altération V600E se situe dans le segment d'activation du
domaine kinase. Elle imite la phosphorylation de T599/5602 puisqu'il a été montré que le mutant
BRAFV600E a une activité kinase plus élevée que BRAF de type sauvage. Deux autres substitutions a
la valine 600 sont répertoriées, V600K et V600D, ainsi que quelles rares mutations touchant d’autres
codons (Davies, Bignell et al. 2002, Pavey, Johansson et al. 2004). Cette mutation apparait
précocement dans le mélanocyte, étant retrouvée dans 82 % des nzevi (Pollock, Harper et al. 2003).
Comme pour la mutation de NRAS, BRAFV600E n’est pas suffisante a elle seule pour induire la
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transformation tumorale, car cette oncogéne est lui aussi inducteur de senescence (OIS)
(Michaloglou, Vredeveld et al. 2005). La senescence est un mécanisme naturel qui se met en place
lorsque par exemple, les télomeres ont atteint une taille critique. Les naevi ne semblent pas souffrir
de la réduction des télomeres, arguant d'un processus de sénescence activé par un oncogene actif,
plutét qu'une perte de potentiel réplicatif. Ce n’est que I'acquisition de mutations supplémentaires
qui vont permettre de surmonter cette senescence et d’enclencher le processus de transformation
tumoral. On retrouve par exemple la surexpression de c-Myc, des cyclines de type D, et de Cdc25A et
-B, et la perte de TP53, p16 ou IRF-1 (Serrano, Lin et al. 1997).

3) NF1

La protéine NF1 pour neurofibromine est une protéine activatrice de la GTPase Ras. Cette famille de
protéines régulatrices, les GAP (« GTPase-activating proteins »), a la capacité de se lier aux protéines
G et stimuler leur activité GTPase, mettant ainsi fin a I'activité de la petite protéine G.

Les mutations de perte de fonction de NF1 menent a la neurofibromatose familiale de type |,
caractérisée par le développement d'une variété de symptomes tumorigénes et non tumorigenes
(Courtois-Cox, Genther Williams et al. 2006).

NF1 est donc un régulateur négatif des protéines RAS et ainsi controle les voies de signalisation
MAPK et PI3K/AKT (Nissan, Pratilas et al. 2014), mais aussi la voie de signalisation de |'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) (Kiuru and Busam 2017).

Plusieurs équipes ont déja montré que Ras est hyperactivé dans des cellules de souris déficientes en
NF1 et des lignées cellulaires tumorales humaines (Basu, Gutmann et al. 1992, Cichowski, Santiago et
al. 2003). De plus, comme pour la mutation de NRAS, I'inhibition de NF1 induit de la senescence.
Cette inhibition et donc la suractivation de la vie RAS/PI3K va entrainer une boucle de régulation
négative via l’activation de Rb et p53 (Courtois-Cox, Genther Williams et al. 2006).

Toutes ces données ont permis de faire le rapprochement entre NF1 et son réle dans le mélanome.
Des altérations de NF1 entrainant |'activation de RAS ont été identifiées dans un sous-ensemble de
lignées cellulaires de mélanome BRAF sauvage / NRAS sauvage. Cependant, les altérations NF1 ne
sont pas mutuellement exclusives avec les aberrations RAS et BRAF. La perte de NF1 dans les cellules
co-mutées pour BRAF est suffisante pour surmonter la boucle de rétrocontrole négatif en amont qui
entraine la suppression de l'activation de RAS dans les cellules portant la mutation BRAFV600E.
D’autre part, des altérations concomitantes des genes NF1 et RAS ont également été observés dans
deux études récentes de séquencage d'exome complet de tumeurs de mélanome (Hodis, Watson et
al. 2012, Cancer Genome Atlas Network 2015, Cirenajwis, Lauss et al. 2017). CDKN2A et/ou TP53
étaient parmi les genes les plus communément co-altérés dans les lignées et tumeurs de mélanome
délétées pour NFI1, suggérant que ces génes peuvent coopérer avec la perte de NF1 dans la
promotion de la mélanomagenése (Andersen, Fountain et al. 1993, Nissan, Pratilas et al. 2014).
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II1.5.b. Autres dérégulations affectant la mélanomagénése

Le réseau TCGA, via la caractérisation systématique effectuée sur 333 mélanomes cutanés a I'échelle
génomique, transcriptomique et protéique a pu définir un catalogue d'altérations somatiques et
décrire leur signification biologique et clinique potentielle. Outre les trois protéines décrites
précédemment, de nombreuses autres altérations ont été identifiés ou ré-identifiées et leurs
cooccurrences avec les différents sous-types (BRAF, RAS, NF1 et triple-sauvage) ont pu étre
qguantifiés. Je vais vous présenter de maniére non-exhaustive quelques voies de signalisation
affectées avec les altérations en causes.

1) Lavoie PI3K/AKT

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR (« mammalian target of rapamycin ») joue un role central
dans la physiologie cellulaire, coordonnant la signalisation de l'insuline pendant la croissance des
organismes et favorisant les processus cellulaires critiques tels que I'homéostasie du glucose, la
synthese protéique, la prolifération cellulaire et la survie (Lien, Dibble et al. 2017) (Figure 6).

Cette voie de croissance commence avec les récepteurs a tyrosine kinases de facteurs de croissance
(RTK) ou avec les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) qui activent PI3K par phosphorylation.
Cela conduit a son hétérodimérisation, lui permettant de phosphoryler le phosphatidylinositol-4, 5-
bisphosphate (PIP2) pour générer le phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). PIP3 recrute a la
membrane cellulaire AKT. AKT est phosphorylée par PDK1 et mTORC2 et va ensuite activer
directement et indirectement de nombreuses protéines en aval, entrainant I'expression de génes
impliqué entre autres dans la survie, la prolifération cellulaire ou le métabolisme.

La dérégulation de cette voie est donc souvent observée dans les cancers (Zhang, Kwok-Shing Ng et
al. 2017)

PTEN

Le principal régulateur négatif de l'activation de PI3K est la phosphatase PTEN, qui déphosphoryle
PIP3 en position 3' (Keniry and Parsons 2008). L'homologue de la phosphatase et de la tensine (PTEN)
est un suppresseur de tumeur connu qui est fréquemment inactivé dans divers cancers humains, y
compris le mélanome oU on le retrouve altéré dans 10% des mélanomes (Vultur and Herlyn 2013,
Cancer Genome Atlas Network 2015). La perte de PTEN active constitutivement la voie PI3K et a été
montré pour avoir un réle important dans le mélanome (Wu, Goel et al. 2003, Dong, Richards et al.
2014).

Les altérations menant a la perte de fonction de PTEN sont retrouvées de maniere majoritaire dans
les mélanomes mutés pour BRAF (=20%) contre moins de 10% pour les autres sous-types. La sous-
expression de PTEN ou sa perte de fonction sont associées avec des tumeurs profondes et une
invasion marquée (Goel, Lazar et al. 2006).

AKT3

La famille AKT (ou RAC-alpha serine/threonine-protein kinase et anciennement PKB) est composé de
3 isoformes : AKT1, AKT2 et AKT3. Malgré la forte homologie, il semble que ces différentes isoformes
ont des profils d’expression cellulaire différent ainsi que des substrats spécifiques. Il a été montré
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Figure 6 : Voie de signalisation PI3K/AKT

Des signaux extracellulaires, qu’ils soient des facteurs de croissance, intégrines ou cytokines vont
activer la voie PI3k/AKT, vie qui régule le cycle cellulaire, le métabolisme et I'apoptose entres autres.
GPCR, G protein-coupled receptor ; FT, facteur de transcription
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gu’une expression spécifique de AKT3 était observé dans environ 50% des mélanomes (Stahl, Sharma
et al. 2004).

L'activation de cette voie est corrélée avec le stade d’avancement tumoral. Une forte expression de
phospho-AKT a été observée dans 17%, 43%, 49% et 77% des biopsies dans les naevi normaux, les
naevi dysplasiques, les mélanomes primaires et les métastases de mélanome, respectivement. De
plus, la forte activité de AKT est corrélée avec un mauvais pronostique pour le mélanome (Dai,
Martinka et al. 2005).

Une surexpression de AKT3, d{ soit a une amplification génique ou a une surexpression de I’ARN
messager va induire la suractivation de la voie PI3K/AKT/mTOR. Ces surexpressions ont été détectées
dans le sous-type de mélanome RAS, NF1 et triple-sauvage, a de taux de 40%, 30% et 20%
respectivement.

2) Lavoie du cycle cellulaire

Le gene CDKN2A, a forte pénétrance dans le mélanome, est un géne suppresseur de tumeur régulant
principalement le cycle cellulaire, mais aussi la sénescence, comme dit partie 1ll.3.a. Ce locus code
pour deux protéines distinctes, p16™*** et p14”%F. Bien que ces deux protéines soit des inhibiteurs du
cycle cellulaire et en particulier des Kinases cycle-dépendantes (CDK), elles activent différentes voies
de signalisation. Alors que p16'™** participe a la voie Rb pour « retinoblastoma protein », p14*fF est
impliqué dans la voie p53.

Concernant, p16™K4 se lie 8 CDK4/6, inhibant la formation de complexes entre cycline D et CDK4/6 et
donc la phosphorylation des membres de la famille Rb. L'expression de p16™4 maintient les
membres de la famille Rb dans un état hypophosphorylé, ce qui favorise leur liaison a E2F1 et
conduit a I'arrét du cycle cellulaire en G1 (Serrano 1997). p16™® est un régulateur négatif de la
prolifération cellulaire, et donc joue un réle de suppresseur de tumeurs. Pres de 50% de tous les
cancers humains montrent une inactivation de p16'™N%* ; qu’ils soient solides comme le cancer de la
téte et du cou ou des poumons par exemple ou liquides avec les leucémie ou les lymphomes
(Romagosa, Simonetti et al. 2011).

Pour ce qui est de la protéine p14”%F, elle se lie au complexe MDM2-TP53, empéchant I'ubiquitination
et la dégradation de p53. La stabilisation de p53 va entrainer I'expression de p21, qui va arréter le
cycle cellulaire en inhibant les complexes CDK4/6-cycline D et CDK2-cycline E (Bates, Phillips et al.
1998, Karimian, Ahmadi et al. 2016)

Plusieurs mécanismes sont décrits pour étre responsable de l'inactivation du gene CDKNA2,
comprenant des délétions homozygotes, une perte d'hétérozygotie, des mutations ponctuelles et
une hyperméthylation du promoteur (Romagosa, Simonetti et al. 2011). Cette perte d’activité est
tres présente au sein du mélanome ; sa co-occurrence avec les mutations BRAF, NRAS et NF1
dépassant les 60%, mais seulement 40% pour les triples-sauvages (Cancer Genome Atlas Network
2015)

3) Lavoie de réponse aux dommages a I’ADN et processus de mort

p53 codant pour la protéine tumoral 53 (TP53) est I'un des genes suppresseur de tumeur le plus
étudié. Il est connu que TP53 est impliqué dans I'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose ou la sénescence
et participe a la réparation de I'ADN. TP53, dont les cibles sont estimées a plus de 400, est retrouvé
inactivé dans 50% des tumeurs invasives (Nikulenkov, Spinnler et al. 2012, Duffy, Synnott et al. 2017).
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Bien sdr, la prévalence varie entre les types de tumeurs. En effet, p53 s'avere étre le gene le plus
fréquemment muté dans certains des cancers les plus difficiles a traiter tels que le cancer du
poumon, le cancer du sein triple négatif, le cancer de l'ovaire de haut grade et le cancer de
|'cesophage. Dans ces cancers, p53 est muté dans au moins 80% des cas. (Duffy, Synnott et al. 2017).
Dans le cas du mélanome, p53 n’est que peu altéré dans les Iésions primaires mais il est inactivé dans
environ 20% des mélanomes a mutations contre 7% pour les triples-sauvages (Cancer Genome Atlas
Network 2015).

La plupart des cas de mélanome avec une mutation sur p53 ne présentent pas de mutation
simultanée sur p14%f ou p16'¥4a, Cela peut suggérer que la pression génétique pour muter p53 dans
le mélanome est réduite en raison de la suppression fréquente du locus CDKN2A (Hodis, Watson et
al. 2012).

Une régulation indirecte de p53 peut aussi étre observé dans le mélanome. Mouse Double Minute 2
(MDM2) est I'ubiquitine ligase E3 de TP53 (cf. Partie 2.11.3). MDMZ2 est surexprimé dans environ 20%
des mélanomes triple-sauvages et va donc augmenter la dégradation de TP53 (Cancer Genome Atlas
Network 2015).

La protéine SPARC (« Secreted protein acidic and rich in cysteine », également appelé ostéonectine
et BM-40) peut aussi impacter TP53. Cette glycoprotéine multifonctionnelle appartient au groupe
des protéines matricellulaires. Elle module l'interaction cellulaire avec la matrice extracellulaire
(MEC) par sa liaison aux protéines de la matrice, telles que le collagéne et la vitronectine, et par son
abrogation des adhérences focales, empéche I'adhésion cellulaire (Brekken and Sage 2000). SPARC
active aussi AKT, activant a son tour MDM2 et limite les niveaux de TP53. Sachant que SPARC est
abondamment produite par les cellules de mélanome mais n'est pas exprimé par les mélanocytes,
son expression au cours du développement du mélanome conférerait un avantage de survie grace a
la suppression des voies apoptotiques TP53-dépendante (Fenouille, Puissant et al. 2011).

II1.6. Le microenvironnement, facteur extrinséque, favorise lui aussi la
mélanomagénése

Dans tous tissus sains, les cellules sont maintenues dans un environnement favorable a leur fonction,
c’est ce qu’on appelle le microenvironnement. Ce microenvironnement est composé de différents
types cellulaires (fibroblastes, cellules endothéliales et cellules immunitaires), de vaisseaux sanguins
et lymphatiques et surtout, de la MEC. Principalement sécrétée par les fibroblastes, cette MEC sert
de fondation sur laquelle les cellules se développent. C'est un réseau complexe de macromolécules
qui s'assemblent en structures en trois dimensions avec des propriétés biochimiques et
biomécaniques distinctes qui régulent la croissance, la survie, la motilité et la différenciation
cellulaires via sa liaison a des récepteurs spécifiques tels que les intégrines, syndécans et récepteurs
a domaine discoidine. Les cellules vont interagir au sein de cet environnement, par des contacts
cellule-cellule, des interactions cellule-matrice, par des facteurs solubles (cytokines, facteurs de
croissance) ou insolubles (vésicules extracellulaires). Tous ces signaux vont contrdler le devenir et la
fonction de chaque cellule et de maniere réciproque, chaque cellule va pouvoir modifier ce
microenvironnement.

Le réle du microenvironnement est depuis longtemps étudié, que ce soit dans I’homéostasie
cellulaire mais aussi dans son implication dans les cancers. Les premieres données sur le réle du
microenvironnement tumoral remontent a 1889 quand Stephen PAGET a proposé la théorie du
« Seed and Soil » (Paget 1989). Il a noté que la distribution des métastases chez 735 femmes
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atteintes d'un cancer du sein était non aléatoire. Il en a déduit que les cellules tumorales (les graines
ou « seed ») se développaient préférentiellement dans le microenvironnement de certains organes
(le sol ou « soil »).

Le mélanome est bien connu pour sa capacité a métastaser pratiquement tous les organes ou tissus,
y compris certains sites rarement observés avec d'autres tumeurs solides. Néanmoins, certains sites
sont plus susceptibles de contenir des métastases. lls se disséminent le plus souvent vers la peau, les
tissus sous-cutanés et les ganglions lymphatiques (50% a 75% des patients selon les études). Les sites
de métastases viscérales les plus courants sont les poumons (=80%), le foie (=60%), le cerveau
(=45%), et les os (=30%) (Patel, Didolkar et al. 1978). Il semblerait que ces sites présentent un
microenvironnement favorable au développement tumoral.

Ces niches métastatiques du mélanome ont un microenvironnement spécifique, que ce soit par une
synthése par les fibroblastes activés d’'une MEC protumorale, ou suite a sa modification par des
facteurs remodelant sécrété par les cellules de mélanome. La protéine matricielle SPARC est par
exemple abondamment produite par les cellules de mélanome mais n'est pas exprimée par les
mélanocytes normaux (Robert, Gaggioli et al. 2006). Cette protéine, capable de remodeler la MEC ou
de moduler les adhérences cellulaires voit son expression corrélée avec I'agressivité des mélanomes
(Massi, Franchi et al. 1999). L’activité de SPARC, autocrine, paracrine ou interne, modifie différentes
voies cellulaires, la différenciation, I'apoptose, la migration des cellules cancéreuses et la régulation
de la réponse cellulaire immunitaire (Arnold and Brekken 2009). Notre équipe a montré la forte
implication de SPARC au sein du mélanome :

- SPARC favorise la survie cellulaire en promouvant la dégradation de TP53 par MDM?2
(Fenouille, Puissant et al. 2011, Fenouille, Robert et al. 2011).

- SPARC entraine l'expression du facteur de transcription Slug et la répression de I'E-
cadherine, nécessaire a la TEM des mélanomes, améliorant leurs propriétés invasives (Robert,
Gaggioli et al. 2006, Fenouille, Tichet et al. 2012).

- SPARC stimule la perméabilité vasculaire et I'extravasation par la voie de signalisation
endothéliale VCAM1 pour promouvoir I'évolution métastatique (Tichet, Prod'Homme et al. 2015).

Ce n’est qu’un exemple parmi tant d’autres de I'importance et du réle du microenvironnement sur le
développement tumoral. La MEC régule beaucoup de processus cellulaires décrits comme
« hallmarks of cancer » par Hanahan and Weinberg (Hanahan and Weinberg 2011, Pickup, Mouw et
al. 2014), et I’évasion tumorale peut étre obtenue par I'augmentation de la rigidité de la MEC
tumorale, typiquement observé dans les cancers. Grace a une accumulation de protéines matricielles
comme la fibronectine et le collagene, I'expression de protéines inhibitrices de la progression du
cycle cellulaire se trouve réduite (Tilghman, Cowan et al. 2010).

D’autres mécanismes au sein de la niche tumorale du mélanome peuvent participer a la promotion
des métastases. Ainsi, des travaux récents ont montré que la production de sphingosine 1-phosphate
(S1P) par les mélanomes exprimant fortement la sphingosine kinase 1 (SPHK1) favorise la
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes qui en retour induisent la dissémination
métastatique S1P-dépendante des cellules de mélanome via le récepteur S1P3 (Albinet, Bats et al.
2014).

D’autre part, l'activation de l'invasion et des métastases peut étre obtenue grace a des cellules
régulatrices de la tumorigenése, les macrophages associés aux tumeurs (« Tumor-associated
macrophages » ou TAMs). Les TAMs participent a la TEM des cellules tumorales et augmentent leur
phénotype invasif par une boucle de signalisation paracrine faisant intervenir le facteur tumoral
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« colony-stimulating factor 1 » (CSF-1) et le facteur de croissance épidermique (« epidermal growth
factor » ou EGF) produit par les macrophages (Quail and Joyce 2013).

IIL.7. De la classification histologique du mélanome découle le pronostic

Dans n’importe quel type de mélanome, le pronostic va dépendre de la précocité du diagnostic et du
stade de la maladie. L'avantage du mélanome, si I'on peut dire, est qu’il est visible sur la peau. La
premiere ligne de défense est donc l'auto-surveillance vient ensuite I'examen pratiqué par un
dermatologue pour un suivi de I’évolution des lésions mélanocytaires. Afin de faciliter la détection
des mélanomes, la regle ABCDE a été mise en place (Abbasi, Shaw et al. 2004). A chaque lettre
correspond un signe caractéristique d’une lésion a risque :

- A pour Asymétrie

- B pour Bords irréguliers

- C pour Couleurs (apparition de différentes couleurs)

- D pour Diametre (supérieur a 6mm)

- E pour Evolution (de la taille, de la forme, des symptomes (démangeaisons, sensibilité) et des
nuances de couleur)

Lorsque ces criteres mettent en évidence une lésion pigmentaire susceptible d’évoluer vers un
mélanome, des critéres immunohistochimiques et histopathologiques/ anatomopathologiques
permettent de valider ou non I’hypothése d’'un mélanome.

Parmi les marqueurs immunohistochimiques, S-100 reste le marqueur le plus sensible pour les
|ésions mélanocytaires, avec une sensibilité de 97-100%. D’autres marqueurs légérement moins
sensibles étayent ensuite le diagnostic, tels que HMB-45, MART-1/ Melan-A, Tyrosinase et MITF. Ki67
permet de compléter le diagnostic et permet le distinguo entre des tumeurs mélanocytaires
bénignes et des tumeurs mélanocytaires malignes (Ohsie, Sarantopoulos et al. 2008).

Les criteres anatomopathologiques vont permettre quant a eux a classifier les mélanomes selon un
grade de développement. Le principale facteur pronostic est I'indice de Breslow, qui correspond a
I’épaisseur maximale de la tumeur (exprimé en mm). La survie a 5 ans va étre dépendante de la
profondeur de la Iésion, avec un faible risque (x95%) a moins d’1Imm et un risque élevé (=50%) au-
dela de 4mm (Balch, Gershenwald et al. 2009). Couplé avec |'ulcération des lésions et |la présence de
micro ou macrométastases (détectées avec ou sans biopsie des ganglions lymphatiques
respectivement), I’American Joint Committee on Cancer a proposé une classification TNM (Tumeurs /
« Node » ou ganglions / Métastase) reprenant ces différent parametres, résumé dans le Tableau 2 .
De cette classification TNM va découler une gradation de la pathologie allant des grades | a IV, qui
vont correspondre a la gravité de la maladie. Plus le grade est élevé, plus le pourcentage de surviea 5
ans est faible.

Cependant, cette classification reste généraliste car elle est uniquement basée sur des observations
histologiques et ne prend pas en compte le profil génétique de chaque mélanome, qui va fortement
influencer son traitement.
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Stage

Classification Epaisseur (mm) Ulcération/Indice mitotique > N M
(Survie a 5 ans)
. St : 2
T1 <100 a: Sans ulcération et mitose < 1/mm 0 To NO MO
b: Avec ulcération ou mitose = 1/mm?
/ IA (97%) Tla NO MO
T2 a: Sans ulcération
1.01-2.00 T1b NO MO
b: Avec ulcération 1B (92%)
T2a NO MO
T3 a: Sans ulcération
2.01-4.00 o T2b NO MO
b: Avec ulcération 1A (81%)
— T3a NO MO
T4 > 4.00 a: Sans ulcération
S T3b NO MO
b: Avec ulcération I8 (70%)
T4a NO MO
Classification Nbr de ganglions envahis Type de métastases
IIC (53% T4b NO MO
NO 0 NA (>3%)
N1 a: Micrométastase T1-4a N1a MO
1 1A (78%)
b: Macrométastase T1-43 N2a MO
- a: Micrométastase T1-4b N1ia MO
2/3 b: Macrométastase
T1-4b N2a MO
c: En transit/ ganglions sains
0,
N3 4 ou + ou en transit JEz LE=2 1D -
T1-4a N2b MO
Classification Site
T1-4a N2c MO
MO Pas de métastase
T1-4b N1b MO
Mia Métastases cutanées, sous-cutanées ou
ganglionnaires T1-4b N2b MO
. . 1IIC (40%)
M1b Métastases pulmonaires T1-4b N2c MO
Mic Toutes les autres métastases viscérales T (x) N3 MO
Toute métastase a distance IV (=15%) T (x) N (x) M1

Tableau 2 : Classification des mélanomes selon la norme TNM et correspondance avec les
stades du mélanome
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I11.8. Prise en charge thérapeutique du mélanome

Le traitement du mélanome va tout d’abord dépendre du stage de la pathologie. A des faibles grades
(I et 1), une exérése chirurgicale est effectuée le plus souvent par les dermatologues avec des
marges appropriées selon le type de mélanome, avec de trés bons résultats.

Le pronostic devient sérieux lorsque le mélanome envahit le derme et plus encore s’il métastase. Si le
mélanome est potentiellement de grade lll, une biopsie du premier ganglion lymphatique relais ou
“ganglion sentinelle”, va permettre affiner le diagnostic et va entrainer un curage ganglionnaire
complet. Il semble cependant qu’il n’y ai pas d’avantage supplémentaire a faire un curage contre une
simple observation chez les patients présentant une métastase ganglionnaire régionale (Delgado
2017). Enfin, si le mélanome est métastatique, le pronostic vital est engagé.

Jusqu’en 2010, les seuls traitements disponibles pour le mélanome métastatique (MM) étaient les
chimiothérapies classiques, avec les agents alkylants de IADN (Fotémustine, Dacarbazine
Témozolomide entre autres) ou I'utilisation d'interleukine-2 a haute dose. Le taux de réponse était
malheureusement trés faible (=15%) et n’entrainait que peu d’augmentation de la survie globale
(Yang and Chapman 2009).

I11.8.a. Emergence des thérapies ciblées, une vraie révolution

Le génotypage systématique des mélanomes a permis de mettre en exergue des profils génétiques
spécifiques du mélanome et donc des cibles potentielles, a I'origine de I'’émergence récente de
traitements personnalisés. Historiquement, les premiéres thérapies ciblées sont apparues dans les
années 2000. Utilisées dans les cancers du sang ou les cancers du sein de mauvais pronostic, elles ont
montré une efficacité sans égale et ont permis d’améliorer la survie des patients. L'imatinib, autorisé
en 2002, et le trastuzumab, apparus en 2006, ont révolutionné la prise en charge des patients
atteints de leucémie myéloide chronique et de cancer du sein « HER2 », respectivement.

Ces thérapies se présentent généralement sous la forme d’anticorps monoclonaux, d’inhibiteurs de
kinases ou d’inhibiteurs de I'angiogenése. De nos jours, en France, plus de vingt thérapies ciblées ont
une autorisation de mise sur le marché, ciblant les différents cancers suivants : la leucémie myéloide
chronique, la leucémie aigué lymphoblastique, les tumeurs stromales digestives, les cancers du sein,
gastrique, colorectal, du poumon et le mélanome. Pour la petite information, 71 % des dépenses
d’anticancéreux dans le secteur public sont pour les thérapies ciblées (Institut national du cancer
2015).

Le mélanome a vu une révolution de son traitement en 2012, avec |'apparition de petites molécules,
comme le PLX4032 (Vémurafénib) et le GSK2118436 (Dabrafenib), ciblant sélectivement la forme
mutée de BRAF, la protéine BRAFV600E. Ce sont des inhibiteurs sélectifs de type |, antagonistes
compétitifs de la liaison de I’ATP. Les premiéres études en 2010 sur le PLX4032 ont montré des
résultats trés prometteurs sur les mélanomes mutés BRAF, que ce soit in vitro ou in vivo (Flaherty,
Puzanov et al. 2010, Yang, Higgins et al. 2010). La rapidité de la mise sur le marché de cette molécule
a mis en évidence le fort besoin de nouveau traitement anti-mélanome ainsi que I'efficacité du
PLX4032. En effet, le vémurafenib permet une augmentation significative de la survie des patients
avec un taux de réponse d’environ 70% (Chapman, Hauschild et al. 2011). Bien que les réponses a
ces inhibiteurs de BRAF soient impressionnantes, la durée de la réponse est limitée en raison
d’apparition de résistance, et des signes de progression de la maladie peuvent étre observés 6 a 8
mois apres le début du traitement. (Wagle, Emery et al. 2011, Finn, Markovic et al. 2012).
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I11.8.b. Mécanismes de résistance ou comment passer outre les traitements

Les cellules de mélanome sont hautement hétérogenes, indépendamment de leur profil mutationnel
et épigénomique. Elles expriment une grande plasticité, avec plusieurs sous-clones de tumeurs
soutenus par le microenvironnement. Ce microenvironnement soutient la croissance tumorale et le
maintien de deux populations, les cellules tumorales a cycle lent, type cellules souches, et les cellules
ayant réalisé leur TEM. Les cellules de mélanome acquiérent leur résistance soit par des mécanismes
dit primaires, la pression sélective des thérapies favorisant des clones résistants préexistants, soit
secondaires en tant que processus évolutif acquis au cours du traitement (Figure 7).

Pour 25% des patients, la présence des résistances intrinseques (ou primaires) va faire qu’ils ne
seront pas répondeurs aux traitements. Les autres patients vont développer des résistances dites
extrinséques (ou secondaires), induisant des rechutes agressives (Manzano, Layos et al. 2016). La
frontiere entre les deux n’étant pas toujours claire, je parlerai essentiellement des mécanismes
acquis, sachant que les innées ont, pour certaines, été décrites dans les paragraphes précédents.
Dans la majeur partie des cas, ces résistances vont permettre aux cellules de mélanomes de
maintenir une activation de de la voie des MAPK (Arozarena and Wellbrock 2017).

Ainsi, une amplification de BRAFV®0%E 3 été observée chez les patients traités par les inhibiteurs de
BRAF (BRAFi) (Shi, Moriceau et al. 2012). Cela est d( a un gain de copie de I'allele mutant de BRAF,
entrainant sa surexpression et conduisant a la réactivation de ERK indépendamment de RAS. Cette
augmentation du nombre de copies a été observée dans 20% des patients traités par BRAFi. Cette
amplification peut aussi étre induite par les inhibiteurs de MEK (Villanueva, Infante et al. 2013).

Une autre altération de BRAFV600E, son épissage alternatif, permet a la cellule de résister aux
traitements (Poulikakos, Persaud et al. 2011). Les cellules résistantes au vémurafénib expriment un
variant de 61 kDa du BRAFV®%%F, dépourvu des exons 4 a 8, une région englobant le domaine de

liaison a RAS. p61 BRAFV69E présente une dimérisation améliorée dans les cellules avec de faibles

niveaux d'activation de RAS, par rapport au BRAFV600E

entier. Dans les cellules dans lesquelles p61
BRAFV600E et exprimé, la signalisation ERK est résistante aux BRAFi.

La résistance acquise aux BRAFi se développe aussi par la régulation a la hausse de récepteurs
tyrosine kinases (RTKs) comme PDGFRP (« Platelet-derived growth factor receptor ») ou par des
mutations et amplification de NRAS (Nazarian, Shi et al. 2010). Les cellules tumorales avec de haut
niveau de PDGFRP ont de faibles taux de RAS activé et, lorsqu'elles sont traitées, ne réactivent pas de
maniere significative la voie MAPK. Dans d’autres cas, des taux élevés de NRAS activé résultant de
mutations entrainent une réactivation significative de la voie MAPK lors du traitement par PLX4032.
Enfin, la kinase COT (MAP3K8), en tant qu'agoniste de la voie MAPK, peut étre a l'origine de
résistance a l'inhibition de RAF (Johannessen, Boehm et al. 2010). COT active ERK par le biais de
mécanismes dépendant de MEK, indépendamment de RAF. De plus, I'expression de la COT est

FV600E ot 3 une résistance acquise

associée a une résistance de novo dans les lignées cellulaires BRA
dans des cellules de mélanome de patients en rechute apres un traitement par inhibition de MEK ou

de RAF.
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Résistance

Figure 7 : Mécanismes de résistance intrinseéques et extrinségues dans le mélanome

La résistance du mélanome peut en partie s’expliquer par les modifications représentées ci-dessus :
surexpression des RTK, mutation et amplification de NRAS, mutation de RAC1, de MEK, de la
cyclineD1 ou de AKT, délétion de PTEN ou NF1, amplification de CDK4, MITF, COT1 ou BRAF et
épissage alternatif de BRAF.

BRAFs, spliced BRAF ; RTK, Receptor tyrosine kinase
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Ces résistances, outre réactiver la voie des MAPK, peuvent aussi activer la voie PI3K/AKT. On observe
ainsi des mutations d’AKT, couplés ou non avec des délétions de PTEN, qui ménent a I'activation de
cette voie et participe a cette résistance au BRAFi (Arozarena and Wellbrock 2017).

Enfin, un dernier type de résistance a été observé, qui n’implique pas directement la cellule de
mélanome mais son microenvironnement. La pharmacorésistance médiée par I'’environnement (ou
EMDR pour « environmental-mediated drug resistance ») est une forme de résistance de novo qui
protege les cellules tumorales des premiers effets de diverses thérapies. Cette résistance est
rapidement induite, initiée par des facteurs présents dans le microenvironnement tumoral. Elle peut
étre subdivisée en deux catégories non exclusives. D’'une part, la pharmacorésistance induite par les
facteurs soluble (SFM-DR pour I'acronyme anglais), comme les cytokines, les chimiokines et les
facteurs de croissance sécrétés par les cellules du stroma tumoral. On citera I'exemple de I'action du
facteur de croissance hépatocytaire (HGF) produit par les cellules stromales qui entraine via son
récepteur MET la réactivation des voies MAPK et PI3K—AKT, et la résistance a l'inhibition de BRAF
muté (Straussman, Morikawa et al. 2012). D’autre part, la pharmacorésistance médiée par I'adhésion
cellulaire (CAM-DR pour I'acronyme anglais), qui est induite par I'adhésion des cellules tumorales a
des fibroblastes stromaux ou a des composants de la MEC, tels que la fibronectine, la laminine et le
collagéne (Meads, Gatenby et al. 2009). Ainsi, des travaux récents ont montré que le PLX4720, en
activant la production de fibronectine par les fibroblastes associés aux mélanomes, génere un
microenvironnement permettant la réactivation de la voie ERK dans les cellules de mélanome via la
signalisation Intégrine B1-FAK-Src (Hirata, Girotti et al. 2015).

Afin de contrecarrer la réactivation de la voie BRAF/MEK/ERK, de nouveaux composés ont vu le jour
et se sont ajoutés a I'arsenal des thérapies ciblées contre le mélanome. Des inhibiteurs de MEK ont
eux aussi démontré leur efficacité dans le traitement des mélanomes, améliorant la survie sans
progression et la survie globale dans le mélanome muté sur BRAFV600 (Falchook, Lewis et al. 2012,
Flaherty, Robert et al. 2012). A la suite de cela, et toujours dans le but d’améliorer I'efficacité de ces
thérapies, des tests de combinaison ont été effectué et ont démontré une meilleure survie globale
comparé aux monothérapies avec les inhibiteurs de BRAF seuls ou les inhibiteurs de MEK seuls
(Paraiso, Fedorenko et al. 2010, Long, Stroyakovskiy et al. 2014, Robert, Karaszewska et al. 2015). La
bi-thérapie est maintenant le traitement utilisé en premiére intention en clinique.

Trés récemment, des inhibiteurs de ERK1/2 ont été testés dans des phases cliniques I, montrant une
activité antitumorale chez des patients atteints de mélanome muté BRAFV600 (Moschos, Sullivan et
al. 2018, Sullivan, Infante et al. 2018).

I11.8.c. Stimuler le systéme immunitaire : I'avénement des immunothérapies

Une des caractéristiques spécifiques des cancers est d’échapper au systéme immunitaire (Hanahan
and Weinberg 2011). Cela a pu étre confirmé chez des sujets immunodéprimés, qui suite a une
transplantation d’organe, étaient plus sujets a développer des cancers (Vajdic and van Leeuwen
2009). Le systéme immunitaire est donc essentiel a la surveillance tumorale. Les cancers vont alors
mettre en place des mécanismes d’échappement pour éviter la reconnaissance du systéme
immunitaire et la mort qui leur est associée. Les tumeurs peuvent cibler les lymphocytes T
régulateurs et ainsi diminuer leur infiltration au sein de la tumeur, modifier la présentation des
antigenes, modifier la production de médiateurs immunosuppresseurs etc. (Vinay, Ryan et al. 2015).

C'est ainsi qu’a vu le jour 'immunothérapie. Elle vise a stimuler le systeme immunitaire d'une
personne pour lui permettre de mieux reconnaitre les cellules cancéreuses et de les détruire plus
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efficacement. Plusieurs types d’'immunothérapies ont été congu, comme l'utilisation de lymphocyte T
modifié, les cellules « Chimeric Antigen Receptor (CAR)-T » ou l'utilisation d’anticorps monoclonaux.
Pour le mélanome, des inhibiteurs des points de contréles immunitaires ou « immune checkpoint
inhibitors » ont démontrés de fortes propriétés anti-tumorales.

En 2011, l'ipilimumab, un anticorps dirigé contre CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) a été
approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) pour traiter le mélanome non résécable ou
métastatique. CTLA-4 est un récepteur membranaire exclusive des lymphocytes T cytotoxique,
intervenant dans la phase dite d’activation des lymphocytes, mais ayant un role inhibiteur de
I'activité cytotoxique. L'approbation est venue suite a un essai clinique de phase Ill montrant une
amélioration de la survie globale de 10,1 mois, contre 6,4 mois dans le groupe de contrdle, avec un
taux de réponse faible (=10%). Le suivi a long terme des patients ayant recu l'ipilimumab a montré
gu'un fort pourcentage était encore en vie a deux et cinqg ans (Hodi, O'Day et al. 2010).

Deux nouveaux inhibiteurs ont recu leur approbation de la FDA en 2014, le pembrolizumab et le
nivolumab. Ces deux anticorps monoclonaux sont dirigés contre le récepteur de mort cellulaire
programmé 1 (PD-1 ou « programmed cell death receptor 1 ») et inhibent ainsi l'interaction avec ses
ligands PD-L1 (CD274) et PD-L2 (CD273). PD-1 est exprimée sur les cellules T activées, les cellules B,
les monocytes et les cellules « natural killer » (NK). PD-L1 et PD-L2, les ligands de PD-1, sont
principalement exprimées sur des cellules présentatrices d'antigéne telles que les macrophages et les
cellules dendritiques, mais peuvent également étre exprimées par les cellules tumorales. La
formation du complexe PD-L1/2 - PD-1 va inhiber I'activité du lymphocytes T (Franklin, Livingstone
et al. 2017). Le pembrolizumab a montré des taux de réponse global d’environ 40% (Robert,
Schachter et al. 2015), contre 32% chez les patients traités par nivolumab (Weber, D'Angelo et al.
2015). Depuis 2016, la FDA a élargi I'utilisation du pembrolizumab et du nivolumab en tant que
traitement de premiere intention du mélanome non résécable ou métastatique, quel que soit le
statut mutationnel. L'ipilimumab est quant a lui relégué comme traitement de deuxiéme intention,
ainsi qu'en traitement adjuvant chez les patients atteints d'un mélanome complétement réséqué.

La combinaison des deux anticorps est en phase clinique, et laisse a penser que la combinaison serait
plus efficace, au détriment d’'une augmentation des effets secondaires graves (grade 3-4) (Redman,
Gibney et al. 2016).

Ces résultats sont trés prometteurs et donnent de I'espoir quant a la survie des patients. Cependant,
il ne faut pas oublier de prendre en compte les effets secondaires, qui pour certains sont sérieux,
comme des réactions auto-immunes sous immunothérapie.

Afin de réduire au maximum ses effets secondaires tout en améliorant la réponse thérapeutique, des
études cliniques ont vu le jour pour évaluer les effets combinatoires entre thérapies ciblées et
immunothérapies. Des études de phase | ont montré la non toxicité de la combinaison, et des études
de phase Il sont en cours de recrutement (Karachaliou, Gonzalez-Cao et al. 2017).

Bien que les avancés dans le traitement du mélanome soient prodigieuses, son hétérogénéité et son
adaptabilité aux thérapies en font un cancer tres résistant, entrainant de nombreuses impasses
thérapeutiques. Une compréhension plus approfondie du mélanome permettra le développement de
thérapies innovantes, pour le traiter ou empécher I'apparition de résistances aux thérapies ciblées.
Notre équipe s’intéresse a la protéostasie cellulaire au sein du mélanome comme nouvelle cible
thérapeutique.
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Partie 2 : Le Systéeme Ubiquitine-Protéasome

Au sein de chaque organisme, les cellules vont développer des programmes biologiques complexes
en fonction de leur matériel génétique et en réponse a leur environnement. Pour développer ces
programmes, les cellules vont synthétiser, réguler et dégrader une multitude de protéines
effectrices. Cet ensemble de protéines est nommé le protéome.

La synthese protéique étant un processus trés énergétique (la transcription, la maturation, I'export et
traduction étant nécessaires a la synthése), des mécanismes de régulation de I'activité, de la stabilité,
ou de la localisation par exemple sont mis en place afin de réguler le protéome, sans avoir a
synthétiser de nouvelles protéines. Cette régulation peut se faire par le clivage ou la formation de
liaisons covalentes entre des groupements moléculaires et des protéines déja existantes. On parle
alors de Modifications Post-Traductionnels (MPT). Ces modifications covalentes, souvent réalisées
par des enzymes, peuvent étre classées en trois catégories basées sur les processus suivants : le
clivage (élimination de la méthionine initiatrice par exemple), la liaison (tel que la fixation de
groupes chimiques comme le groupe phosphate) et la réticulation (comme les liaisons disulfure)
(Farriol-Mathis, Garavelli et al. 2004). L’ajout d’un groupement phosphate est I'exemple le plus
commun. Cette phosphorylation, qui active généralement une protéine, est essentielle a une grande
partie des processus biologiques, du cycle cellulaire et la transduction de signaux, tel que la voie des
MAPK (cf. Partie 1 IIl.5.a).

La dégradation des protéines est nécessaire a ’homéostasie protéique, en permettant I'élimination
des protéines endommagées, inutiles ou a courte durée de vie. Au cours de la protéolyse, les liaisons
peptidiques qui lient les acides aminés sont hydrolysés et les acides aminés sont libéré et redirigé
vers la synthése protéique. Les cellules eucaryotes présentent plusieurs systémes protéolytiques : les
lysosomes, I’autophagie et le systeme ubiquitine-protéasome (SUP) principalement.

Historiquement, la dégradation des protéines était considérée comme lysosomal-dépendante et ATP-
indépendante. Ce n’est que dans la fin des années 70 que la protéolyse cellulaire fut révolutionnée.
La découverte d’un processus de conjugaison de polypeptide, ATP-dépendant, entrainant la
dégradation des protéines (Hershko, Ciechanover et al. 1980). Le systeme Ubiquitine-Protéasome
voit le jour, et ces travaux ont méme débouché sur le prix Nobel de Chimie de 2004.

Le SUP est désormais reconnu comme le systeme majeur de la dégradation des protéines cellulaires,
responsable de la dégradation d’environ 80% des protéines (Rock, Gramm et al. 1994). Ce processus
hautement complexe et spécifique, avec une régulation temporelle trés fine, joue donc un role
majeur dans de trés nombreuses fonctions cellulaires (cycle cellulaire, mort cellulaire, parmi tant
d’autres) ainsi que dans de nombreuses pathologies (Glickman and Ciechanover 2002).
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Figure 8 : Mécanisme moléculaire de I'ubiquitination et de la déubiquitination

L'ubiquitination passe par 3 étapes : activation, conjugation et ligation. L'ubiquitine ainsi ajouté peut
étre soit reconnu par des UBD et induire un effet cellulaire ou soit par des DUB qui vont I’enlever du
substrat.

Ub, ubiquitin ; E1, ubiquitin activating enzyme ; E2, ubiquitin-conjugating enzyme ; E3, ubiquitin ligase ;
UBD, protéine a ubiquitin binding domain ; DUB, déubiquitinase
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I. Principes généraux de l'ubiquitination

Le SUP repose sur une succession d’étapes qui vont mener a la lyse protéique. La liaison de maniére
covalente d’une ou plusieurs molécules d’ubiquitine sur le substrat cible la dirige vers le protéasome
26S qui la dégrade, permettant le recyclage des acides aminés et de 'ubiquitine (Ub). La fixation
covalente de I'Ub aux protéines implique une cascade de trois classes d'enzymes (Figure 8 et Figure
9):

- En premier lieu, I'extrémité C-terminale de Ub forme une liaison thioester avec la cystéine
catalytique d'une enzyme d’activation E1 (ubiquitin activating enzyme). Cette activation est
une réaction ATP-dépendante.

- L’Ub activée est ensuite transféré de I'E1 a la cystéine catalytique de I'enzyme de conjugaison
E2 (ubiquitin-conjugating enzyme), formant une nouvelle liaison thioester.

- L’enzyme E2 coopere alors avec un enzyme de liaison E3 (ubiquitin ligase) pour transférer
I’'Ub sur le substrat. Deux mécanismes sont possibles pour le transfert de I'Ub (Figure 10).

Une fois l'ubiquitination accomplie, le code ubiquitine est lu et reconnu par des protéines
comportant des « ubiquitin binding domain » (UBDs) qui vont transmettre des signaux, ou reconnu
par des déubiquitinases (DUB) qui vont catalyser la réaction inverse et retirer 'Ub des protéines
ubiquitinées (Figure 8).

II. Ecriture du code ubiquitine par les ubiquitine ligases

Tout code fonctionnel nécessite son assemblage spécifique, par analogie, une maison ne peut se
construire qu’a la suite de travaux spécifiques réalisés dans un ordre précis. De la méme maniere,
|'ubiquitination spécifique de substrats ne sera possible qu’a la suite de réactions séquentielles par
des enzymes spécifiques a chaque fonction (Figure 9).

I.1. L’activation par les E1

L'étape d’activation étant extrémement spécifique a I'Ub, seulement deux enzymes E1, UBA1 ou
UBAG6 (« Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ») sont nécessaires (Pelzer, Kassner et al. 2007,
Schulman and Harper 2009). Il existe cependant des protéines similaires a I'ubiquitine, appelé
« ubiquitin-like proteins » ou Ubls, qui vont suivre le méme type de cascade d’activation, élargissant
ainsi le code de l'ubiquitination. Sept autres enzymes E1 sont nécessaires pour |'activation de ces
Ubls (Schulman and Harper 2009). Une spécificité de fonction peut apparaitre dés I'activation, par
exemple, I'E1 ATG7 fonctionne au sommet d'un systeme de signalisation nécessaire a lI'autophagie.
ATG7 reconnait des Ubls spécifiques (ATGS8 et ATG12), essentielle a la régulation de I'autophagie.
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Figure 9 : Représentation schématique de I'organisation hiérarchique du systéme

d'ubiquitine.

Une de deux enzymes d’activation E1 est capable de d’activer I'ubiquitine et de la transférer a
I'une des quelconques 40 enzymes de conjugaison E2. Ces enzymes E2 ont une spécificité pour
certaines enzymes E3, elles-méme ubiquitinant un ou plusieurs substrats selon leur propre

spécificité.
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I.2. La liaison sur les E2

Bien plus qu’un simple transporteur d’Ub, I'enzyme E2 joue un réle prépondérant dans la sélection
de I'E3 et donc du résultat de I'ubiquitination. Elles constituent le centre de tri qui va mener a un
substrat spécifique ou a un type d’ubiquitination particulier. Toutes les E2 interagissent avec une
enzyme E1 et une ou plusieurs E3 (Figure 9).

On dénombre 38 genes codant pour environ 40 enzymes E2. Toutes ces enzymes partagent un
domaine central catalytique conservé d'environ 150 acides aminés, suffisant pour ['activité
enzymatique. Ce domaine est connu sous le nom de « Ubiquitin Conjugation domain » et contient la
cystéine catalytique, qui forme une liaison thioester avec I’'Ub (Ye and Rape 2009). On estime que la
sélection des E3 par les E2 pourrait se faire par la partie N ou C-terminal.

Outre la sélection des E3, certaines E2 peuvent de régulation d'activité d’autres enzymes. C'est le cas
pour l'enzyme E2 UBCH5B qui régule I'activité de la DUB OTUB1. La formation du complexe DUB-E2
stabilise le repliement de I'hélice de liaison a I'Ub d’OTUB1 et stimule sa fonction de déubiquitination
(Wiener, DiBello et al. 2013).

IL.3. Letransfert final de I'ubiquitine sur le substrat par les E3

reconnaissant les substrats cibles et en médiant le transfert de I'Ub de I'enzyme E2 au substrat. Cette
grande famille d’enzymes, qui compte plus de 600 membres, se scindent en 3 groupes : les HECT
(homologous to the E6AP carboxyl terminus) E3, les RING (really interesting new gene) E3 et les RBR
(RING-InBetweenRing-RING) E3 ligases.

Deux mécanismes distincts ont été identifiés au sein des E3 pour le transfert de I’'Ub. Les HECT et les
RBR, de maniéere similaire, vont capter 'Ub de I'’enzyme E2 et former un intermédiaire catalytique
avec I'Ub, avant de la transférer sur le substrat. Les RING E3 quant a elles servent uniquement
d’entremetteur entre de I'E2 et le substrat (Figure 10).

1) Les HECT E3 ligases

Les HECT E3 tirent leur nom de leur domaine HECT. Ce domaine d’environ 350 acides aminés, trés
conservé, dont la partie N-terminal permet l'interaction avec I'E2 et une partie C-terminal qui
contient la cystéine du site actif qui forme le thioester avec |'ubiquitine. Parmi leurs nombreuses
fonctions, les HECT E3 sont reconnus pour leur réle majeur dans le trafic intracellulaire des protéines,
la réponse immunitaire ainsi que dans plusieurs voies de signalisation régulant la prolifération
cellulaire (Metzger, Hristova et al. 2012).

2) Les RING E3 ligases

Les RING E3 possedent un « RING zinc finger », domaine qui ne forme pas de liaison avec I'Ub mais
dont le réle est de rapprocher I'E2 et son substrat, facilitant le transfert direct de 'Ub. MDM2, I'E3
responsable de I'ubiquitination de TP53, fait partie de cette famille, qui regroupe a elle seule plus de
600 enzymes potentielles (Metzger, Hristova et al. 2012).
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Figure 10 : Différents mécanismes de transfert de I"'ubiquitine aux substrats par les E3 ligases




Introduction _

3) Les RBRE3 ligases

Contrairement aux ligases E3 classiques de type RING ou HECT, toutes les ligases RBR E3 identifiées a
ce jour sont des protéines a multidomaines complexes (Spratt, Walden et al. 2014). Elles contiennent
deux domaines grossierement conformes a la séquence consensus des RING E3 ligase, RING1 et
RING2. RING1, domaine canonique, permet la reconnaissance de I'enzyme E2 tandis que le domaine
RING2, comprenant un domaine catalytique a cystéine, va permettre la formation d’un complexe E3-
Ub, similaire aux HECT E3. Un troisitme domaine central, situé entre les séquences de RING
proposées, est nommé a juste titre IBR (« InBetweenRING »). Ainsi, la nomenclature RBR est née. Le
domaine IBR adopte la méme conformation que le domaine catalytique de RING2, sans avoir le
résidu catalytique de cystéine et l'activité d’ubiquitination. Sa fonction n’est pas clair pour le
moment, il pourrait s’agir d’un réle structural (Wenzel and Klevit 2012).

III. Le code ubiquitine

III.1. L’Ubiquitine, une molécule socle a de nombreux processus cellulaires

L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés et 8,5 kDa, hautement stable et conservée
dans I’évolution, d’ou son nom de protéine ubiquitaire (Figure 11). La structure de l'ubiquitine est
ponctuée de plusieurs régions hydrophobes qui sont reconnues par des domaines de liaison a
|'ubiquitine, les UBDs (cf. 11l.4). Cependant, les résidus les plus importants de I’'Ub sont la méthionine
1 (M1), la glycine 76 (G76), ainsi que les 7 lysines qui la compose : K6, K11, K27, K29, K33, K48 et
K63. C’est par ces différents résidus que I'Ub va former des liaisons isopeptidiques avec les protéines
cibles ou avec d’autres molécules d’Ub. C'est en effet une des caractéristiques marquantes de
I'ubiquitination, qui peut voir I'ajout d’une molécule ou la formation de chaine d’Ub. J'y reviendrai
dans la section I11.3.

I11.2. Ubiquitin - like proteins, ou comment élargir le domaine de I'ubiquitine

Tout comme I'Ub, les « UBiquitin-Like proteins » (UBL) sont des protéines composées d’un « B-grasp
fold », structure tertiaire dans laquelle une hélice alpha est maintenue entre 5 feuillets béta (Figure
11). Une dizaines d’UBLs différentes ont a ce jour été identifié, et régulent un ensemble
étonnamment divers de processus cellulaires, y compris le transport nucléaire, la protéolyse, la
traduction, l'autophagie et les voies antivirales (van der Veen and Ploegh 2012). Ces UBLs vont elles
aussi se lier de maniére covalente a leurs substrats via une cascade enzymatique analogue a
|'ubiquitination des protéines.

Ces UBLs, bien que structurellement apparentées, ne présentent que peu d’homologie de séquence
avec I'Ub, avec un maximum de 55% d’homologie pour la protéine NEDD8 (Hochstrasser 2009). La
voie NEDDS8 par exemple joue un rble essentiel dans l'activation de I'activité ubiquitine ligase E3 des
cullin-RING ligases, elles-mémes responsables de I'ubiquitination de plusieurs substrats impliquées
dans la régulation de fonctions cellulaires normales mais aussi pathologiques, tels que c-Myc ou p27
qui sont importantes dans le mélanome (Soucy, Dick et al. 2010).
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Figure 11 : Représentation de la structure 3D d’une molécule d’ubiguitine ou des ubiquitine-like

protein

Schéma de la structure générale d’'une Ub/UBL (haut). Structure tertiaire d’une molécule d’ubiquitine

et des ubiquitine-like protein (bas).

Tiré de Richard D. Vierstra (2012)
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Les protéines SUMO (« small ubiquitin-related modifier ») sont des protéines analogues a l'ubiquitine
de =10 kDa. Comme I'ubiquitylation, la SUMOylation est une modification protéique dynamique et
réversible. Au niveau moléculaire, la modification SUMO crée ou perturbe fréguemment une
interface dans les interactions intermoléculaires, ou induit un changement conformationnel
impactant la protéine cible (van der Veen and Ploegh 2012). Dans le contexte du mélanome, la
protéine MITF a été montrée comme cible de la SUMOylation, qui module I'activité transcriptionnelle
de MITF sur certains de ces promoteurs (Murakami and Arnheiter 2005).

I11.3. Le type de liaison a I'Ub, centre d’aiguillage pour une réponse cellulaire
variée

L'ubiquitination des protéines est un processus complexe en raison de la diversité de liaison possible.
L'Ub va pouvoir se lier a une ou plusieurs lysines de son substrat cible, ou bien sur elle-méme a
travers ses propres lysines ou via son résidu méthionine N-terminal, créant ainsi des chaines d’Ub.

La génération d’un large éventail d’ubiquitination, par le nombre de molécules ajoutées ou par le
type de liaison formée, offre une diversité structurelle permettant une reconnaissance spécifique par
un vaste nombre de protéines possédant des domaines de liaison a I’'Ub, permettant des réponses
cellulaires nombreuses et variées (Komander and Rape 2012) (Figure 11 et Figure 12).

I11.3.a. La monoubiquitination

La monoubiquitination est la modification la plus simple possible, consistant en I'ajout d’'une seule
molécule d’Ub sur une lysine du substrat cible. De nombreux réles ont été décrits pour la
monoubiquitination (Hicke 2001). Les histones H2A et H2B peuvent se voir ajouter une molécule
d’Ub. Cette modification permet le recrutement d’histone méthyltransférase et qui vont impacter les
premiéres étapes de I'initiation de la transcription et de I'élongation (Weake and Workman 2008).
Chez les levures ou les mammiferes, la monoubiquitination est suffisante pour déclencher
I'endocytose de récepteurs membranaires dans les vésicules endocytiques primaires (Nakatsu,
Sakuma et al. 2000). La monoubiquitination pourrait aussi moduler le trafic de molécules “cargos” au
sein des endosomes. Il semble que la monoubiquitination de protéines contenant des domaines
d’interaction a I'Ub (« ubiquitin-interacting motifs », UIM) soit activée a la suite de la liaison a des
molécules cargos mono-ubiquitinées, modifiant leur affinité et entrainant le relargage et donc le
trafic de ces cargos (Haglund, Di Fiore et al. 2003).

Les dommages a I’ADN sont aussi pris en charge via la monoubiquitination. Le recrutement de
TP53BP1 sur le site du dommage se fait via I’histone H2A ubiquitinée sur la lysine 15 (Fradet-
Turcotte, Canny et al. 2013, Uckelmann and Sixma 2017).

I11.3.a. La multi-monoubiquitination

Lorsqu’un méme substrat est monoubiquitiné sur plusieurs lysines différentes, on parle alors de
multi-monoubiquitination. Pour le moment, la multi-monoubiquitination a seulement été décrite
pour réguler I'’endocytose des RTK. EGFR et PDGFR sont monoubiquitinés sur plusieurs sites apres
leur activation induite par le ligand, suffisant a la fois pour l'internalisation et le mouvement de ces
RTK vers le lysosome (Haglund, Sigismund et al. 2003).
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Figure 12 : Principaux types de liaisons de I'ubiquitine

De nombreuses architecture de I'ubiquitine sur les substrats (en vert) sont connues, chacune jouant
un réle spécifique.
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II1.3.b. La polyubiquitination, principal signal pour la dégradation des
protéines par le protéasome

Le code ubiquitine, lorsque nécessaire, peut transmettre un signal via I'ajout d’'une chaine d’Ub. On
parle alors de polyubiquitination. En effet, la molécule d’'Ub possede elle-méme des sites de liaison a
I’'Ub : 7 sites de liaisons e-aminé via 7 lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63) et 1 site liaison a-
aminé (M1) sont capable de former une liaison isopeptidique avec la G76 d’une autre molécule d’Ub
(Figure 12). Sil'on prend en compte le nombre de molécules ajoutées, ainsi que les divers choix de
liaison, qgu’elle soit homotypique ou hétérotypique, le nombre de possibilité qu’ouvre la
polyubiquitination est considérable (Akutsu, Dikic et al. 2016). Cela s’explique par le fait que chaque
type de liaison posséde une géométrie spécifique, exposant différentes régions de I'Ub, permettant
sa reconnaissance et sa différenciation vis-a vis des autres chaines (Komander and Rape 2012).

Ce sont les enzymes E3 et/ou les E2 qui vont étre responsables de la formation de ces chaines d’Ub.
En effet, les différentes enzymes ou complexes E2/E3 vont adopter une conformation particuliére
limitant I'addition des chaines d’Ub a un certain type de liaison. Par exemple, chez la levure, bien que
I’enzyme E2 Rad6 soit capable de promouvoir I'ajout d’une chaine de polyubiquitine (polyUb),
lorsqu’elle est associée a I'E3 Rad18, le substrat cible n’est que mono-ubiquitiné, Rad18 occupant le
site d’élongation (Komander and Rape 2012).

Il est bien établi que les chaines d’ubiquitine servent de signal de dégradation. Ces chaines ciblent les
protéines au protéasome 26S, un complexe protéolytique nécessaire a la division cellulaire chez tous
les eucaryotes (Chau, Tobias et al. 1989). Grace a une étude utilisant différentes Ub mutées, il a été
montré que le ciblage au protéasome par I’'Ub se fait a la suite d’une liaison a la lysine 48 (K48)
(Chau, Tobias et al. 1989). Des chaines contenant au moins quatre molécules d'ubiquitine liées en
K48 sont nécessaires pour une interaction de haute affinité avec le protéasome (Thrower, Hoffman
et al. 2000). Une analyse quantitative du protéome faisant suite a l'inhibition du protéasome a
confirmé que les chaines K48 étaient les plus abondantes (Xu, Duong et al. 2009).

Cependant, cette méme étude a aussi mis en évidence I'accumulation d’autres types de liaison. Alors
que les liaisons K48 augmentent d’environ 8 fois sous inhibition du protéasome, les liaisons en K11
augmentent elles-aussi d’environ 4 fois (Xu, Duong et al. 2009). Les chaines K11 présentent une
affinité a la sous-unité 5 du protéasome humain, comparable a celle des chaines K48 (Baboshina and
Haas 1996). Ces résultats nous montrent le lien entre des liaisons en K11 et une dégradation via le
protéasome. Ce signal de dégradation par les chaines K11 va aussi activer la dégradation
dépendante du réticulum endoplasmique (RE) (« Endoplasmic Reticulum-Associated Protein
Degradation » ou ERAD), qui permet la régulation du cycle cellulaire (Matsumoto, Wickliffe et al.
2010, Komander and Rape 2012).

Différents motifs de dégradation (ou dégrons), vont étre reconnus par les complexe E2/E3 et induire
leur polyubiquitination et leur adressage au protéasome (pour review : Glickman and Ciechanover
2002). Pour n’en citer qu’un, la phosphorylation de p27 permet sa reconnaissance et ubiquitination
par SCF(Skp2), et donc sa dégradation (Tsvetkov, Yeh et al. 1999).
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II1.3.c. La polyubiquitination et ses activités non-dégradatives

Je vais me concentrer sur la description des chaines “canoniques”, homotypiques de préférence,
dont je vais essayer de vous lister de maniére non exhaustive les fonctions cellulaires non-
dégradatives connues a ce jour :

1) Les chaines K6

Les fonctions cellulaires des chaines d'ubiquitine liées en K6 ne sont actuellement peu
claires. Cependant, les liaisons K6 ont été indirectement associées aux mécanismes de réparation de
I'ADN par I'E3 ligase BRCA1-BARD1 (Morris and Solomon 2004).

Les chaines K6 assemblées par Parkin, une RBR E3 ligase se sont également avérées importantes pour
la mitophagie, recyclage sélective de mitochondries endommagées ou en exces, par
macroautophagie (Michel, Swatek et al. 2017).

2) Les chaines K11

Les chaines Ub présentant des liaisons de type K11 sont peu nombreuses, représentent que =2% des
chaines polyubiquitinées (Wickliffe, Williamson et al. 2011). Ce niveau est variable, car les liaisons
K11 peuvent s'accumuler lors de divers processus cellulaires. Les chaines K11 sont fortement
régulées a la hausse dans les cellules humaines mitotiques (Matsumoto, Wickliffe et al. 2010).

En plus de leur role dans le contréle du cycle cellulaire humain, des chaines d'ubiquitine liées en K11
ont été impliquées dans l'adaptation cellulaire a I'hypoxie. Il a été montré qu’elles régulent la
stabilité du facteur de transcription HIF-1a et le niveau d'expression de HIF-2a (Akutsu, Dikic et al.
2016).

3) Les chaines K27

Concernant les chaines de polyubiquitynation en K27, elles sont associées aux dommages a I’ADN et
a la réponse immunitaire. Cette liaison représente le type de chaine principale retrouvée sur la
chromatine lors de dommages a I'ADN. Les médiateurs cruciaux de cette réponse (53BP1 par
exemple) reconnaissent ces chaines K27 sur les histones H2A et H2A X et I'incapacité d’une cellule a
former des liaisons K27 empéche I'activation de la réponse aux dommages a I’ADN (Gatti, Pinato et
al. 2015). Suite a la détection d'ADN microbien, les voies de signalisation IRF-3 (« interferon
regulatory factor-3 ») et/ou NF-kB (« nuclear factor-kappa B ») sont activées et meénent a la
formation de chaines K27 afin de transmettre le signal de danger (Akutsu, Dikic et al. 2016).

4) Les chaines K29

Récemment, il a été démontré que I'E3 ligase Smurfl (« Smad ubiquitylation regulatory factor 1 »),
régulant normalement la voie BMP (« bone morphogenetic protein »), pouvait catalyser I'ajout de
chaines d’Ub en K29, conduisant a la répression de la signalisation Wnt / B-caténine, voie de
signalisation elle aussi essentiel a I'embryogenése (Fei, Li et al. 2013, Akutsu, Dikic et al. 2016).
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5) Les chaines K33

Certaines E3 ligases fixent des chaines d'Ub liées a K33 afin de réguler le trafic intracellulaire. Cette
modification sur la coronine 7 par exemple crée une surface de liaison pour la liaison d'Eps15, un
adaptateur de la clathrine requis pour le trafic post-Golgi. Le complexe se lie a I'actine fibrillaire et
empéche sa dépolymérisation. Cette action contribue a la modification du réseau d’actine et donc du
trafic du Golgi (Yuan, Lee et al. 2014).

6) Les chaines K48

Bien que normalement associée a la dégradation, une chaine de polyUb K48 peut aussi avoir des
propriétés non-catalytiques. Met4 est un facteur de transcription retrouvé dans la levure, régulant
I'expression du métabolisme de la méthionine. Lorsque le milieu extérieur est riche en méthionine,
Met4 subit rapidement une polyubiquitination en K48, et perd son activité transcriptionnelle sans
pour autant étre dégradée. Il s'avére que le facteur de transcription lui-méme contient un domaine
de liaison a 'ubiquitine qui interagit avec ses propres chaines d'ubiquitine pour limiter la longueur de
la chaine au-dessous du seuil requis pour la reconnaissance par le protéasome. Bien que |'on ne
sache toujours pas comment la polyubiquitination régit |'activité transcriptionnelle de Met4, ces
résultats démontrent clairement que la polyubiquitination liée a Lys48 peut inactiver une protéine
modifiée sans la cibler sur le protéasome pour le dégrader sous certaines conditions.

7) Les chaines en K63

Les chaines liées a K63 sont maintenant connues pour signaler trois voies: la voie de réparation des
dommages a I'ADN, la réponse inflammatoire et la plus connue, celle du trafic intracellulaire des
protéines (Pickart and Fushman 2004).

Dans le premier cas, la polyubiquitination en K63 de PCNA (« proliferating cell nuclear antigen »)
I’engagerait vers un mode de réparation de 'ADN (Hoege, Pfander et al. 2002).

Le role de la polyubiquitination en K63 dans I'inflammation est de stimuler I’activité de la voie NF-kB.
L'ubiquitine ligase TRAF6 (« TNF-receptor associated factor 6»), suite a son auto-polyubiquitination,
active la kinase IKK (« inhibitor of kB kinase »), conduisant a l'activation de NF-kB dans les
lymphocytes T par un mécanisme mal connu (Pickart and Fushman 2004, Sun and Chen 2004,
Komander and Rape 2012).

Mais le réle le plus notoire de la polyub K63 est celui du trafic intracellulaire des protéines. Les
chaines UbK63 de différentes longueurs et/ou conjuguées par de différents complexes E2/E3 sont
retrouvées sur les cargos d'endocytose venant de la membrane plasmique, les cargaisons des corps
multivésiculaires (MVB ou « multivesicular bodies), les protéines virales en cours de
bourgeonnement. Lorsque ces chaines agissent comme signal de tri spécifique vers les MVB, elles
dirigent les protéines vers une dégradation lysosomale (Erpapazoglou, Walker et al. 2014).

8) Les chaines linéaires en M1

Les chalnes linéaires d’'Ub en M1 jouent un réle essentiel dans les réponses inflammatoires et
immunitaires en régulant l'activation du facteur de transcription NF-kB. NEMO, une sous-unité du
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complexe IKK, est modifiée avec des chaines liées a M1 et participe a la prévention de l'inflammation
et la régulation de la signalisation immunitaire (Tokunaga, Sakata et al. 2009)

II.4. Mécanisme de reconnaissance des substrats

La diversité du code Ubiquitine indique I'existence de protéines capables de lire ce code et de
I'interpréter. En effet, le génome eucaryote code pour un grand nombre de protéines comportant
des UBD de différents types (Tableau 3) (Hicke, Schubert et al. 2005, Dikic, Wakatsuki et al. 2009).
Ces domaines peuvent étre répartis selon leur spécificité structurelle en cing grandes familles :

- les UBD a hélice a (comprenant entres autres les UBA (Ub-associated domain) ou les UIM (Ub-
interacting motif))

- les UBD a doigts de zinc (« Zinc finger ») avec par exemple NZF (Npl4 zinc finger)

- les UBD a domaine Plekstrin homology (PH)

- les UBD a domaine Ubiquitin-conjugating (Ubc)-like

- et les UBD a domaine particulier

Les UDB peuvent interagir directement avec la monoubiquitine et/ou des chaines polyubiquitines,
par des liaisons non-covalentes faibles, rendant ces interactions hautement réversibles et
transitoires. Les UBD sont structurellement diversifiées et se retrouvent dans les protéines qui
contiennent différentes caractéristiques structurelles et qui ont des fonctions biologiques
différentes, que ce soit des enzymes qui catalysent |'ubiquitylation ou la déubiquitination, ou dans les
récepteurs de |'Ub.

La reconnaissance de I’'Ub se fait en partie grace a deux régions hydrophobiques (lle44 et lle36) mais
cela ne suffit pas a différencier les nombreuses conformations possibles (Komander and Rape 2012).
Pour cela, certaines protéines vont se servir de la distance spécifique entre 2 molécules d’Ub, qui
varie selon le type de liaison. Ainsi, Rap80, qui sépare deux de ces UBD par une hélice de sept
résidus, va étre capable de reconnaitre la distance entre deux lysines liées en K63 (Sims and Cohen
2009). Certaines vont aussi mettre a profit la conformation (plus ou moins compacte ou méme
linéaire des chaines) pour reconnaitre spécifiquement le type de modification.

Plus particulierement, les domaines UBA et UIM jouent un role important dans le ciblage au
protéasome. RAD26 est une protéine dont le réle est de délivrer des protéines ubiquitinées au
protéasome. Elle présente un domaine UBL capable de se lier au protéasome 26S et de maniére
simultanée se lie aux substrats polyubiquitinés grace a deux domaines UBA (Mueller and Feigon
2003).
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Protéine représentative

Hélice o

$5a (humain) et Rpn10 {levure), Vps27, STAM, epsins et
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Fonction

Dégradation par le protéasome, Endocytose,

uim RAPS0 (UIMC1) Biogenése des MVB et Réparation de 'ADN

IUIM (ou MIU) RABEX5 Endocytose

DuUIM HRS Biogenése des MVB

UM Polymerase iota et reversionless 1 Tolérance aux dommages a 'ADN

UBAN NEMO, ABIN1-ABIN3 et optineurin Voie de signalisation NF-kB

UBA Rad23 (levure) et R23A (humain), Dsk? et NBR1 Ciblage au protéasome, Régulation des kinases et
Autophagie

GAT GGA3 et TOM1 Biogenése des MVB

CUE Vps9, TAB2 et TAB3 Endocytose et Régulation des kinases

VHS STAM et GGA3 Biogenése des MVB

Doigt de Zinc (ZnF)

UBZ Polymerase-h; polymerase-k et Tax1BP1 T.c‘lera.nce. aux dommages & 'ADN et Voie de
signalisation NF-kB

NZF NPL4, Vps26, TAB2 (MAP3K7IP2) et TAB3 (MAP2K7IP3) E;ﬁgéf'oge"ese des MVB et Régulation des

ZnF A20 RABEX5 (RABGEF1) et A20 (TNFAIP3) Endocytose et Régulation des kinases

Znf UBP (ou PAZ)

Isopeptidase T (USP5) et HDAC6

Domaine Plekstrin homology (PH)

Fonction du protéasome, Formation des
aggresome et Autophagie

PRU RPN13 Fonction du protéasome
GLUE EAP45 (VPS36) Biogenése des MVB

Domaine Ubiquitin-conjugating (Ubc)-like
UEV UEV1 (UBE2V1) et MMS2 EZ;S[::,‘;: ::S';ir?a':; 'zi"ge"ése des MVBet
UBC UBCHSC (UBE2D3) Transfert d’Ubiquitin

Autres

SH3 Slal et CINS5 (SH3KBP1) Endocytose
PFU Ufd3 (Doal) ERAD
Jab1/MPN Prp8 Epissage de I'ARN

. . . N
Les noms alternatives des proteines sont entre parentheses.

ABIN, A20 binding inhibitor of nuclear factor-kB protein; CUE, coupling of ubiquitin conjugation to endoplasmic reticulum degradation; DUIM, double-
sided UIM ; Dsk2, dominant suppressor of KAR1; EAP45, ELL-associated protein of 45 kDa; ERAD, endoplasmic reticulum-associated degradation; GAT,
GGA et TOM; GGA, Golgi-localized, y-ear-containing, ARF-binding; GLUE, GRAM-like ubiquitin-bindingin EAP45; HDACS, histone deacetylase 6; HRS,
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate; JUIM, inverted UIM; MVB, multivesicular body; NBR1, next to BRCA1 gene 1; NEMO,
nuclear factor-kB essential modulator; NPL4, nuclear protein localization 4; NZF, nuclear protein localization 4 ZnF; PEU, PLAA family ubiquitin binding;
PRU, plekstrin homology receptor for ubiquitin; RABEXS5, RABS guanine nucleotide exchange factors; RAP80, receptor associated protein 80; RPN13,
regulatory particle, non-ATPase-like 13; SH3, Src homology 3; STAM, signal-transducing adapter molecule; TAB, TAK1 binding protein; TOM, target of
Myb; UBA, ubiquitin-associated; UBAN, ubiquitin bindingin ABIN et NEMQO; UBC, ubiquitin-conjugating; UBM, ubiquitin-binding motif; UBP, ubiquitin-
binding protein; UBZ, ubiguitin-binding ZnF; UEV, ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant; UIM, ubiquitin-interacting motif; VHS, VP527, HRS et STAM;
VPS, vacuolar protein sorting-associated protein.

Tableau 3 : Diversité fonctionnelle et structurelle des domaines de liaison a I'ubiquitine

Adapté d’apres (Dikic, Wakatsuki et al. 2009)
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IV. La dégradation des protéines par le SUP

Les raisons qui conduisent a la dégradation des protéines sont nombreuses et touchent toutes les
protéines, ce qui en fait un processus majeur dans la régulation cellulaire. La voie de dégradation
impliquant I'ubiquitine cible les substrats vers le protéasome.

IV.1. Le protéasome, le complexe protéolytique du SUP

Ce complexe enzymatique de 2,5 MDa également connu sous le nom de protéasome 26S présente
une structure globale qui peut étre divisée en deux sous-complexes majeurs : le cceur catalytique 20S
qui contient les sous-unités a activité protéolytique et une particule régulatrice 19S qui régule la
fonction du premier (Glickman and Ciechanover 2002, Tanaka 2009).

Il existe également un protéasome 30S, qui differe du 26S par la présence de 2 particules 19S.
Cependant, la littérature regroupe souvent ces deux entités sous le terme protéasome 26S, ce qui
fait que les différences fonctionnelles entre ces 2 entités ne sont pas encore connues.

Aprés reconnaissance des substrats engagés dans la voie de dégradation, le protéasome va prendre
en charge les protéines via sa partie 19S, les déplier et les déubiquitiner pour enfin les dégrader en
son cceur 20S.

IV.1.a. Le cceur catalytique 20S

La protéasome 20S, en forme de tonneau, est composée de quatre anneaux hétéroheptamériques
identiques deux a deux. Les deux anneaux internes B, composés de sept sous unités (Bl a 7),
concentrent les activités protéolytiques catalytiques avec B1, 2 et 5 tandis que les deux anneaux a
externes (al a 7) agissent comme régulateur dans I'entrée des protéines dans le cceur (Figure 13).

La structure cristalline du protéasome 20S révele que l'ouverture des anneaux a est presque
complétement fermée, empéchant les protéines de pénétrer dans la chambre catalytique des
anneaux B. De plus, les extrémités N-terminales des sous-unités a constituent une barriere physique
supplémentaire pour I'accés aux sites actifs (Tanaka 2009). Les anneaux a externes servent aussi
d'interface pour la liaison de particules régulatrices (PR), qui permettront I'ouverture des anneaux o
et I'acces des protéines au cceur protéolytique (CP). Parmi les 7 sous-unités du cceur, seules B1, B2 et
B5 sont associées a des activités de type caspase (ou PGPH pour « peptidylglutamyl-peptide
hydrolysing »), de type trypsine et de chymotrypsine, respectivement. Ainsi, 1, B2 et B5 ont la
capacité de cliver les liaisons peptidiques du coté C-terminal d’un résidu acide, basique et
hydrophobe, respectivement. Le protéasome 20S dégrade de maniere processive les protéines,
générant des oligopeptides dont la longueur varie de 3 a 15 résidus d'acides aminés (Tanaka 2009).
Le CP mesure, a son maximum, 53 A de largeur, bien que I'entrée soit étroite de 13 A, suggérant que
les protéines du substrat doivent étre au moins partiellement dépliés pour entrer (Nandi, Tahiliani et
al. 2006).



Introduction

Anneau Anneau

20S

Couvercle

195

Figure 13 : Structure détaillée du protéasome
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IV.1.a. La particule régulatrice 19S

La particule régulatrice 19S, aussi appelé PA700, est un complexe multifonctionnel de 19 sous-unités
qui régulent la fonction du protéasome (Figure 13). La PR 19S est en effet divisée en deux parties a
sous-unités multiples, la base et le couvercle, qui vont permettre l'identification, la liaison, la
déubiquitination, le dépliage et la translocation des substrats vers le CP 20S (Arrigo, Tanaka et al.
1988, Knecht, Aguado et al. 2009).

La base comprend six ATPases (RPT 1-6), deux grandes sous-unités non-ATPase, RPN1 et RPN2, et
deux sous-unités avec des récepteurs pour |'ubiquitine, RPN10 et RPN13. La base du 19S a trois roles
fonctionnels : capturer les protéines a dégrader via la reconnaissance de l'ubiquitine, favoriser le
dépliement du substrat et ouvrir le canal dans I'anneau a.

Les six sous-unités RPT 1 a 6, de la famille des AAA+ ATPase, forment un anneau hétérohexamérique
en contact direct avec I'anneau a du CP 20S et qui est responsable du déploiement et de la
translocation du substrat dans la chambre de maniere ATP-dépendante (Vigneron and Van den
Eynde 2014).

Il semblerait que RPN2 soit nécessaire pour la liaison avec le 20S, alors que RPN1 sert de site
d'accueil pour les facteurs de recrutement de substrats ubiquitinés (Rad23, Ddil et Dsk2) (Leggett,
Hanna et al. 2002, Lander, Estrin et al. 2012). RPN1 est la sous-unité de fixation de la DUB USP14
tandis que la DUB UCHLS se fixe sur RPN13 (Tanaka 2009). RPN10 et RPN13 fonctionnent comme des
récepteurs d'ubiquitine capturent efficacement les substrats polyubiquitinées, en K48 notamment
(D'Arcy and Linder 2012).

Le couvercle est composé d'au moins neuf sous-unités non-ATPases : RPN3, RPN5, RPN6, RPN7,
RPN8, RPN9, RPN11, RPN12 et RPN15. La fonction principale du couvercle est de déubiquitiner les
substrats capturés, un processus réalisé par la métalloisopeptidase RPN11 (ou PSMD14) afin de
recycler les ubiquitines.



Introduction

Immunoprotéasome
Anneau Anneau Anneau
a

195 (PA700)

Figure 14 : Structure du cceur protéolytigue de I'immunoprotéasome et des diverses particules régulatrices
associées a 'immunoprotéasome

Une stimulation par I'IFNy va induire le remplacement de B1, B2 et B5 par B1i, B2i et B5i, pour former
I'immunoprotéasome.
IFNy, interférony
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IV.2. L’'immunoprotéasome, un cousin de 26S a visée immunitaire

Au cours d’une infection virale, les protéasomes jouent un réle crucial dans la génération de peptides
antigéniques et leur présentation par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type
1 (CMH-I), et la réponse immune. Un type spécialisé de protéasome appelé immunoprotéasome est
exprimé de maniere constitutive dans les cellules hématopoiétiques et induit lors d'une infection
virale dans les cellules non immunes par l'interféron y (IFNy), et potentiellement le TNFa (Figure 14)
(McCarthy and Weinberg 2015).

L'immunoprotéasome differe du protéasome classique par ses sous-unités catalytiques du CP ainsi
que par différents PR. Il a pour réle de dégrader les protéines étrangéres de maniére spécifique afin
d’obtenir des antigénes a présenter aux cellules immunitaires. Ainsi, un stimulus inflammatoire va
entrainer I'expression de sous-unités protéolytiques spécifiques, nommées B1i, B2i et B5i, qui vont
alors remplacer leurs homologues classiques. Je ne rentrerai pas dans les détails mais des
combinaisons entre sous-unités B classiques et immuns peuvent exister, et il existe aussi un
protéasome retrouvé spécifiguement dans le thymus composé des sous-unités B1i, f2i et d’une sous-
unité spéciale B5t (pour review : Vigneron and Van den Eynde 2014).

Ces protéases vont générer des peptides de 8 a 11 acides aminés, qui sont ensuite transloqués dans
le RE, couplées aux protéines CMH-I et exporter a la membrane. Pour réguler cet
immunoprotéasome 20S, la cellule va synthétiser des PR alternatifs: le régulateur PA28af (ou
régulateur 11S), le régulateur PA28y et la PR PA200.

PA28ap, connu pour sa participation a la voie de dégradation et présentation des antigénes, est
composé de deux sous-unités, a et B, formant un complexe hétéroheptamérique en forme d'anneau
avec une conformation 3a4p. Lui aussi induit aprés une exposition a I'lIFNy, il va pouvoir, comme son
homologue la PR 195, interagir avec I'anneau a du CP 20S.

Son homologue, PA28y, est lui associé aux protéasomes 20S, mais principalement dans le noyau et,
contrairement au PA28a B, il n'est pas induit par I'IFNy. Son réle serait spécialisé dans le contréle des
niveaux de peptides biologiquement actifs dans le noyau (Wilk, Chen et al. 2000).

Enfin, PA200 est un PR n'utilisant pas I'ATP et fonctionnant de maniére ubiquitine-indépendante. On
pense généralement qu'il stimule I'hydrolyse des peptides mais pas des protéines car sa structure
crystalline reflete une architecture fermée, peu propice a la dégradation (Stadtmueller and Hill
2011).

V. Autres mécanismes de régulation de '’homéostasie protéique

Le protéasome est donc une entité enzymatique complexe dont le role dans la régulation de
I’'homéostasie protéique n’est plus a démontrer. Ce n’est cependant pas le seul processus régulant
cette homéostasie protéique. La cellule a mis en place divers moyens, autres que le protéasome,
pour réguler son protéome, que ce soit des mécanismes d’aide au repliement des protéines ou de
dégradation, lorsque nécessaire.

Dans des conditions physiologiques, les chaperonnes controéle le repliement des polypeptides sortant
du ribosome, ou des protéines cytoplasmiques ainsi que celles présentes au sein du RE ou la matrice
mitochondriale. Elles détectent tout repliement non conventionnel et se lient sur ces protéines mal
repliées pour empécher la formation d’agrégats protéiques.
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Pas de structure disponible pour MCPIP
Tiré de Wang et al. (2018) et Abdul Rehman et al. (2016 et 2018)
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Elles ont aussi un rbéle enzymatique, leur permettant de déplier les protéines mal repliées afin
gu’elles reprennent spontanément un repliement correct (Mattoo and Goloubinoff 2014). Les
chaperonnes jouent aussi un réle dans un processus de contrble qualité des protéines au sein du RE.
Jusqu'a 30% de toutes les protéines produites sont dirigées vers la voie de sécrétion, dont le site
d’entrée est le RE. Afin de réguler le repliement des protéines, des processus regroupés sous le nom
de UPR pour « Unfolded Protein Response » vont surveiller les conditions du RE, et son niveau de
stress induit par les agrégats de protéines mal repliées.

Si stress il y a, les senseurs du stress du RE vont s’activer. ATF6, IRE1 et PERK représentent trois
branches distinctes de I'UPR. L'activation de ATF6, IRE1 et PERK produit un facteur de transcription
(ATF6(N), XBP1 et ATF4, respectivement) qui active des génes pour contrecarrer ces stresses. La
synthése de chaperonnes ou I'augmentation de la taille du RE sont permettre I'amélioration de Ila
capacité de repliement des protéines dans le RE. IRE1 (via RIDD) et PERK (via la phosphorylation de
elF2a) diminuent également la charge de protéines entrant dans le RE (Walter and Ron 2011, Cao
and Kaufman 2012, Manie, Lebeau et al. 2014).

Lors d’erreurs de repliement non réversibles, les protéines mal repliées sont dégradées par une voie
appelée dégradation des protéines associée au RE (ou ERAD pour « ER-associated protein
degradation ») (Hiller, Finger et al. 1996, Lemus and Goder 2014). Brievement, les chaperonnes vont
reconnaitre les substrats pour la dégradation, qui vont étre retro-transloqués du RE vers le cytosol,
polyubiquitinés et dégradés par le protéasome. Mais lorsque le stress du RE est trop important, I’'UPR
va alors activer des genes de mort apoptotique, tels que CHOP.

Enfin, pour en citer un dernier, I'autophagie est un processus qui peut entre autres participer a la
régulation de I'homéostasie protéique. L'autophagie est un processus d'autodégradation qui est
important pour équilibrer les sources d'énergie aux moments critiques du développement mais joue
également un role dans I'élimination des protéines mal repliées ou agrégées ainsi que I'élimination
des organelles endommagés. L'autophagie est un processus sélectif en ce qui concerne |'élimination
des organites, des ribosomes et des agrégats de protéines spécifiques (Glick, Barth et al. 2010).

VI. La suppression du code ubiquitine par les déubiquitinases

Comme dans tout processus cellulaire labile et réversible, et en particulier pour les MPT, il existe un
groupe d’enzyme capable de catalyser le retrait du groupe chimique apposé. Les enzymes qui
enlévent I’'Ub sont appelés des déubiquitinases ou DUBs.

VL.1. Lagrande famille des DUBs

Les déubiquitinases font partie du large groupe des protéases, enzymes coupant les liaisons
peptidiques des protéines. Il en existe plus de 500, subdivisés en plusieurs classes selon leur
mécanisme d’action : aspartique, serine, thréonine, cystéine et métalloprotéases (Puente and Lopez-
Otin 2004). A I'heure actuelle, les DUBs connues sont des protéases a cystéine ou des
métalloprotéases. Cette grande famille des DUBs comptait jusqu’en 2016 une centaine de membres
subdivisés en six familles, selon leur type de domaine catalytique : ubiquitin C-terminal hydrolases
(UCHSs), ubiquitin-specific proteases (USPs), ovarian tumour proteases (OTUs), Machado-Joseph
disease protease (MID), monocyte chemotactic protein—induced protein 1 (MCPIP1) et les
metalloprotéases JAB1/MPN/MOV34 (JAMM/MPN+) (Fraile, Quesada et al. 2012).
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Cependant deux équipes ont récemment mis en évidence deux nouvelles classes de DUB, la famille
MINDY (« motif interacting with Ub-containing novel DUB family ») et la famille ZUFSP (« Zinc finger
with UFM1-specific peptidase domain protein ») (Abdul Rehman, Kristariyanto et al. 2016, Haahr,
Borgermann et al. 2018, Kwasna, Abdul Rehman et al. 2018)
Alors que les familles UCH, USP, OTU, MID, MCPIP, MINDY et ZUFSP sont des protéases a cystéine,
les membres de la famille JAMM/MPN sont des métalloprotéases a zinc.
Ces enzymes présentent souvent des UBDs, tels que les UBA (Ub-associated domain), les UIM (Ub-
interacting motif) ou les UBD a doigts de zinc afin de lier et reconnaitre la topologie des chaines d’Ub.
L'activité enzymatique des DUBs qui s’en suit va répondre a 3 grands processus (Figure 16):
- Prendre en charge les précurseurs de I'Ub, néosynthétisés sous forme de chaines de
polyubiquitine et créer ainsi le pool d’Ub libre cellulaire
- Modifier des chaines de polyUb ajoutées sur des protéines, afin de réguler avec plus finesse
ces MPT, en rognant les chaines d’Ub.
- Enlever entierement les mono et polyUb des protéines pour inverser les signaux, qu’ils
soient dégradatifs ou non, ou bien pour recycler I'Ub avant la dégradation et préserver le
pool d’Ub.

VI.2. Spécificité enzymatique

D’un point de vue mécanistique, sans trop rentrer dans le détail de la réaction chimique, le clivage de
I’Ub se déroule en plusieurs étapes, pour les DUB a cystéine en tout cas. Un intermédiaire acyl, dans
lequel le groupe carboxyle est lié de maniere covalente a la cystéine catalytique aprés clivage du
groupe amine. Par la suite, une molécule d’eau hydrolyse I'acyl-cystéine pour compléter le cycle
catalytique. Cela est possible grace a la présence d’une triade catalytique formée par I'histidine,
|’asparagine et la cystéine, pour les DUBs a cystéine tout du moins. Le mécanisme des DUB de type
JAMM est différent et va lui utiliser I'acide glutamique et le zinc pour cliver I'Ub (Figure 17).

Le clivage de I'Ub, bien qu’avec une mécanistique similaire, peut prendre différents visages. En effet,
comme dit dans la partie 2.11.3, le code ubiquitine est tres hétérogene et la reconnaissance de ce
code par les DUBs va dicter leur fonction.

Le premier niveau de spécificité des DUBs va toucher la reconnaissance des chaines d’Ub. On
retrouve alors des DUBs qui désassemblent les chaines polyUb indépendamment du type de liaison,
bien qu’elles puissent avoir une spécificité de substrats. Ces DUBs incluent la plupart des membres
de la famille USP, régulant de nombreuses réactions cellulaires, allant de I'épissage, au trafic de
protéines ou au remodelage de la chromatine. La plupart des USP sont actives contre toutes les
liaisons (USP21 par exemple) (Ye, Akutsu et al. 2011, Komander and Rape 2012). En opposition, on
retrouve des DUBs avec une spécificité de clivage se limitant bien souvent a un type de chaines
polyUb. AMSH, une DUB a domaine JAMM est connue pour son rble dans I'endocytose. Sa structure
lui permet de lier et de cliver spécifiquement les chaines liées en K63 (Sato, Yoshikawa et al. 2008)..
Des membres de la famille OTU et MINDY (OTUB1 et MINDY-1) ont quant a eux une spécificité envers
les liaisons K48. Cependant, a la différence de OTUB1 qui peut hydrolyser une chaine de 2 Ub,
MINDY-1 n'est capable d’effectuer un clivage que lorsque son substrat porte une chaine d’Ub d’au
moins 4 molécules (Abdul Rehman, Kristariyanto et al. 2016). Cette spécificité lui vient de ses
domaines de liaisons a I’'Ub se trouvant en aval du site catalytique, a une distance équivalente a 2 Ub.
Le deuxieme niveau de spécificité des DUBs porte sur le type de clivage que va effectuer I'enzyme.
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Il peut étre de type endo-déubiquitinase, clivant au sein d’une chaine ou de type exo-déubiquitinase,
raccourcissant par I'extrémité la chaine polyUb. Pour rester avec les mémes exemples, alors que
OTUBI1 a une activité endo, pouvant cliver entre n‘importe quel doublet d’Ub, MINDY-1 a une activité
exo, ne lui permettant que de raccourcir une chaine d’Ub, jusqu’a laisser 2 molécules fixées au
substrat. Son role serait donc de modifier la chaine d’Ub pour affiner le signal (Abdul Rehman,
Kristariyanto et al. 2016).

Enfin, certaines DUBs ne serait active que suite a un changement conformationnel, induit par la
fixation d’un substrat particulier. Des études structurelles de la DUB USP7 ont révélé que sa triade
catalytique peut exister dans une configuration inactive. La liaison a ['ubiquitine induit un
changement conformationnel de la triade catalytique vers une configuration active et modifie
également la conformation de la « switching loop », une boucle de surface proche du site actif
importante pour I'activité catalytique (Hu, Li et al. 2002, Sahtoe and Sixma 2015).

Des MPTs sur les DUBs elles-mémes peuvent aussi étre critiques pour leur activité. Cette régulation
de l'activité des DUBs par des MPTs touche tout type de DUBs, via de nombreuses modifications
activatrices ou inhibitrices, que ce soit phosphorylation, sumoylation ou ubiquitination (Kobayashi,
Masoumi et al. 2015, Sahtoe and Sixma 2015). C’est le cas par exemple d’OTUD5 (ou DUBA), une
enzyme de classe OTU qui joue un réle important dans le systeme immunitaire, régulant
négativement le production d’interféron de type 1. DUBA n'est actif que lorsqu'il est phosphorylé a
Ser177 et les structures cristallines ont démontré que la phosphorylation réarrange une partie de la
protéine contenant un domaine de liaison de I'ubiquitine (Kayagaki, Phung et al. 2007, Huang, Ma et
al. 2012).

VI.1. Les DUBs associées au protéasome

Aux vues du nombre de DUBs et de la multitude de réle qu’elles occupent au sein de la cellule, un
recensement serait fastidieux et peu informatif (pour revues voir (Nijman, Luna-Vargas et al. 2005,
Komander, Clague et al. 2009). Pour ne pas s’éloigner du sujet, nous allons nous concentrer sur les
DUBs associées au protéasome, et leur réle dans I’homéostasie protéique. On dénombre 4 DUBs
associées au protéasome : USP14, UCHL5 (UCH37), PSMD14 (RPN11/POH1) et PSMD7 (RPNS). Il est
intéressant de noter que seulement USP14, UCH-L5 et PSMD14 ont été décrites avec une activité de
déubiquitinase (Figure 18).

VI.1.a. USP14

USP14 pour « Ubiquitin specific protease 14 » est une protéine de 494 acides aminés (aa) codé sur le
chromosome 18p11.32. USP14 est une DUB qui lie la sous-unité Rpnl du protéasome a travers son
domaine UBL en N-terminal (9kDa) alors que sa partie C-ter contient son domaine USP, domaine
catalytique (Borodovsky, Kessler et al. 2001, Ventii and Wilkinson 2008).

Son activité enzymatique est variable et va dépendre de sa fixation au protéasome. La triade
catalytique présente dans USP14 libre existe dans une conformation active, bien que I'activité
déubiquitinase soit quasi nulle. Lors de sa fixation via son domaine Ubl au protéasome, on observe
une augmentation de l'activité d’USP14 d’environ 500 fois. Une étude structurelle d’USP14 révele
que l'accés aux résidus catalytique par l'ubiquitine est restreint. Deux boucles de surface sont
positionnées pres du site de liaison prévu pour I'extrémité C-terminale de I'ubiquitine. Ces boucles
bloqueraient probablement I'accés de I'extrémité C-terminale de I'ubiquitine au site actif de USP14.
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La fixation au protéasome déplacerait ces boucles et améliorerait I'activité déubiquitinase (Hu, Li et
al. 2005, Nijman, Luna-Vargas et al. 2005). En plus d’augmenter I'activité DUB d’USP14, la fixation au
protéasome va aussi stimuler I'activité protéolytique du protéasome lui-méme. L'ouverture du coeur
20S est stimulée par la fixation de conjugués ubiquitinés sur USP14. Cette activation améliore la
sélectivité du protéasome 26S pour les protéines ubiquitinées et lie leur déubiquitination a leur
dégradation (Peth, Besche et al. 2009). De maniére surprenante, il existe une fraction significative
d’USP14 libre dans le cytoplasme, dont le r6le n’est a ce jour pas connu.

Concernant son activité, USP14 a d’abord été montré pour désassembler I'Ub une par une et ainsi
permettre le recyclage de I'Ub monomérique (Hu, Li et al. 2005). Cependant, des derniéres
recherches indique qu’USP14 hydrolyse la liaison isopeptidique entre le substrat et la premiére
ubiquitine, réalisant une déubiquitination dites en bloc (Lee, Lu et al. 2016). Ainsi, USP14, par son
lien avec l'activité protéolytique du protéasome, est en mesure de déubiquitiner les protéines
adressées au protéasome, qu’elles aient des chaines polyUb K11, K48 ou K63 (Xu, Shan et al. 2015).
L’homologue d’USP14, Ubp6 chez la levure, lorsqu’il est lié a I'ubiquitine, inhibe la déubiquitination
du substrat par Rpnl1l, stabilise la conformation du protéasome avec son substrat et interfere de
maniére allostérique avec I'engagement d'un nouveau substrat. Ubp6 peut donc agir comme un
« minuteur » dépendant de l'ubiquitine pour réguler dans le temps les étapes de traitement des
substrats au protéasome et moduler leur dégradation (Bashore, Dambacher et al. 2015, Kim and
Goldberg 2017). De plus, l'inhibition d’USP14 va dans certains cas augmenter la dégradation des
certains substrats, démontrant un réle dans le sauvetage de la dégradation de certaines protéines
par la suppression de I'étiquette de dégradation polyUb (Kirkpatrick, Hathaway et al. 2006, Boselli,
Lee et al. 2017).

Ces données nous indiquent qu’USP14 joue un role majeur en tant que régulateur de I'activité du
protéasome et donc de la dégradation des protéines.

Ce rble d’USP14 est primordial dans le systeme nerveux central. Une mutation récessive spontanée,
la mutation de I'ataxie (axJ) entraine une réduction de I'expression d’USP14. Les souris homozygotes
pour la mutation axJ ont un retard de croissance et présentent plusieurs troubles du comportement,
y compris un tremblement de repos et une paralysie des membres postérieurs. Les protéasomes
isolés des cerveaux ax) sont fonctionnels et possedent encore une activité de déubiquitination,
probablement via une augmentation de I'activité et/ou I'expression d’UCHL5. Cependant, les taux
d'ubiquitine monomere sont réduits d'environ 35% dans la plupart des tissus examinés (Anderson,
Crimmins et al. 2005).
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VL.1.b. PSMD14

PSMD14 pour « 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 » est une déubiquitinase de 310
aa codée par le chromosome 2g24.2. D’abord connu pour son activité enzymatique sous le nom de
POH1, ou pour son appartenance au protéasome sous le nom de RPN11 (voir chapitre IV.1.a), cette
métalloprotéase a zinc posséde un domaine JAMM/MPN en N-terminal. Situé sur le couvercle du
protéasome, dans la PR 19S, PSMD14 forme un dimére avec PSMD7/RPN8 (Beck, Unverdorben et al.
2012, Pathare, Nagy et al. 2014). Tout comme USP14, I'activité de PSMD14 est en étroite relation
avec l'activité du protéasome. L'activité DUB de PSMD14 s’avére dépendre de I’hydrolyse de I'ATP
par le protéasome. Durant la dégradation du substrat ATP-dépendante, la PR 19S se réarrange en
une conformation compétente pour la translocation, modifiant la position de PSMD14. Celle-ci se
déplace au-dessus du pore central, facilitant ainsi la déubiquitination du substrat précedant sa
translocation (Matyskiela, Lander et al. 2013).

La particularité de la déubiquitination par PSMD14 est le retrait de la chaine polyUb en bloc. En effet,
elle clive la liaison isopeptidique entre I'Ub proximal (la plus proche du substrat) et son substrat. Les
chaines de prédilection de PSMD14 sont les chaines en K63 (Fletcher, Mallery et al. 2015).

Une inactivation de PSMD14 induit une incapacité a éliminer |'ubiquitine, avec pour répercussion de
limiter la vitesse de dégradation protéique in vitro, processus létal chez la levure (Verma, Aravind et
al. 2002, Yao and Cohen 2002).

Son activité est donc essentielle a la déubiquitination du substrat lors de la dégradation du
protéasome et pourrait également jouer un role dans I'édition des substrats polyubiquitinés,
permettant un contrdle plus fin de la dégradation, et ce éventuellement de maniére indépendante
du protéasome (Luise, Capra et al. 2011).

Jusqu'a présent, c-JUN, MITF, ErbB2, E2F1 et SNAIL ont été identifiés comme les potentiels
substrats de PSMD14 (Schwarz, Sohn et al. 2010, Zhu, Liu et al. 2018). Cela permet a PSMD14 de
réguler de multiples processus biologiques, tels que la viabilité cellulaire, la sénescence, la
pluripotence, la différenciation, I'autophagie et la réponse aux dommages de I'ADN (Suresh, Lee et al.
2016).

VL1.c. UCHL5

UCHLS5 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 ou UCH37, car son poids est de 37 kDa) est
la deuxiéme DUB s’associant a la PR 19S du protéasome. Cette DUB de 329 aa, appartenant a la
famille UCH, est codée sur le chromosome 1g31.2. UCHLS5 se lie au protéasome par une association
réversible avec la sous-unité de la PR 19S ADRM1/Rpn13, mais également a la sous-unité NFRKB
(« nuclear factor related to kappaB binding protein ») du complexe INO80, un remodeleur de la
chromatine. Tandis que son association avec ADRM1 active son activité de déubiquitination, NFRKB
blogue le site de liaison a 'ubiquitine et perturbe le site actif de I'enzyme (Sahtoe and Sixma 2015,
Vander Linden, Hemmis et al. 2015). Concernant sa liaison au protéasome, RPN13 posséde une
extension C-terminale contenant un faisceau de neuf hélices qui permet la liaison a UCHL5
(Hamazaki, lemura et al. 2006, Huang, Luan et al. 2016). UCHL5 a une activité de rognage de I’Ub.
Elle désassemble la chaine polyUb par son Ub distale, suggérant un role d’édition des chaines d’Ub,
modifiant et affinant le signal associé a I'ubiquitination (Lam, Xu et al. 1997).

Son activité DUB semble étre essentielle au protéasome. Son inactivation affecte plus profondément
I"activité DUB du protéasome que la perte d’USP14, ce qui indique qu’UCHL5 est la DUB dominante
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du protéasome par rapport a USP14, bien qu’elles semblent avoir toutes deux une activité
redondante, centrée sur les chaines K48 et K63 (Hamazaki, lemura et al. 2006).

UCHLS5 aurait un double role, dépendant des substrats. Elle préviendrait la dégradation des protéines
en raccourcissant les chalnes de substrats a sauver (Lam, Xu et al. 1997, Koulich, Li et al. 2008) mais
elle favorise la dégradation de substrats spécifiques du protéasome, tels que l'oxyde nitrique
synthase et IkB-a (Mazumdar, Gorgun et al. 2010, D'Arcy, Wang et al. 2015)

VI.1.d. PSMD7

PSMD7, ou RPNS, est une DUB de la famille des JAMM/MNP mais elle est surtout une sous-unité du
protéasome. Présente dans le couvercle de la PR 19S, elle s’associe a PSMD14 comme dit
précédemment. Cependant a I’heure actuelle, I'activité DUB de PSMD7 n’a jamais été démontrée
(Sowa, Bennett et al. 2009). On pense qu’elle aurait un role sur I'activité du protéasome mais ces
résultats restent a confirmer (Shi, Zhang et al. 2018).

Comme vous avez pu le voir, les DUBs associées au protéasome ont toutes un réle majeur dans la
régulation de la dégradation des protéines et donc dans I’'homéostasie protéique. Leur dérégulation
entraine de lourdes conséquences sur la cellule.
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Anémie de Fanconi

USP1, UAF1

USP1, USP2, USP3, USP4, USP5, USP6, USP7, USP8, USP18,

Cerveau USP22, USP33, USP39, USP44, CYLD, AMSH-LP, MYSM,
PSMD14, UCHL1, UCHL5, OUTB1, TRABID, A20
Col USP2, USP5, USP7, USP9X, USP14, USP21, USP22, AMSH,
olon
BRCC36, PSMD14, UCHL1
Estomac USP1, USP44, UCHL1, UCHL5
For USP1, USP4, USP5, USP15, USP21, AMSH, AMSH-LP,
oie
CEZANNE, TRABD, PSMD14
San USP1, USP3, USP5, USP8, USP9X, USP20, USP21, USP33,
& USP42, USP44, USP50, CYLD, AMSH, PSMD14
Ovaire USP1, USP5, USP18, USP39, CYLD, BAP1, UCHL1, UCHLS5, A20
Pancréas USP11, USP39
USP2, USP4, USP5, USP8, USP9X, USP14, USP18, USP22,
Poumons .
Ataxin-3, A20, USP33, CYLD, OTUB1
Prostate USP1, USP2a, USP7, USP9X, USP14, USP19, USP33, BRCC36
Rein BAP1, CYLD, USP10
Sei USP7, USP15, USP19, USP25, USP32, USP33, PSMD14, UCHL1,
ein

UCHL5, BRCC36

Tableau 4 : Liste des DUBs impliquées dans divers cancers

Adapté de Vultur, A. and M. Herlyn (2013) et Wei, R et al. (2015)
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VIIL.Le Systeme Ubiquitine-Protéasome comme nouvelle cible thérapeutique du
mélanome

VIIL.1. DUBs et cancer

Qu’elles soient liées ou non au protéasome, les DUBs, en régulant les signaux majeurs relayés par
I’'Ub, sont des acteurs essentiels au bon fonctionnement cellulaire. En particulier, elles régulent
certaines modifications épigénétiques. Les changements épigénétiques comprennent la méthylation
de I'ADN, les modifications des histones et les modifications de l'activité des répresseurs et des
facteurs de transcription. Certaines DUBs contrblent par exemple la liaison des histones a leurs
partenaires. Tous ces processus entrainent une altération du transcriptome et affectent la
croissance, la survie et I'homéostasie cellulaires (McClurg and Robson 2015). Les DUBs participent
aussi aux mécanismes de régulation du cycle cellulaire ou de la réponse aux dommages a I’ADN,
souvent via la régulation de voies oncogéniques comme le voie p53, NF-kB, c-Myc etc (Pinto-
Fernandez and Kessler 2016).

L’éventail des DUBs et de leurs actions joue donc un réle crucial dans le développement et la
progression du cancer (Fraile, Quesada et al. 2012, D'Arcy, Wang et al. 2015, Wei, Liu et al. 2015).

VIL.2. DUB et mélanome

Le lien entre DUB et cancer n’est maintenant plus a faire. Aucun organe n’est épargné, car comme
son nom l'indique I'Ub est ubiquitaire et on la retrouve avec ses DUB dans tout I'organisme.

Les données concernant plus précisément le lien entre DUB et mélanome sont cependant plus
disparates. Ce n’est qu’en 2011 qu’une équipe parvient a faire ce lien, en trouvant USP13 comme la
DUB de MITF. Comme dit dans la partie 1, MITF est essentielle au développement mélanocytaire
mais est aussi un gene de prédisposition au mélanome. USP13 via son activité de déubiquitination,
stabilise et régule a la hausse le taux de protéines MITF, et module ainsi I'expression des génes cibles
en aval de MITF. USP13 est de ce fait essentiel pour le développement du mélanome (Zhao, Fiske et
al. 2011).

USP5 a quant a elle été montrée pour étre activé par BRAF afin de supprimer les points de contrdle
du cycle cellulaire et I'apoptose en bloquant l'induction de p53 et de FAS, récepteur de mort (Potu,
Peterson et al. 2014).

Par la suite, USP4, USP9X, CYLD ont été elles aussi décrites en lien avec la pathogénie du mélanome
(Massoumi, Kuphal et al. 2009, Potu, Peterson et al. 2017, Guo, Ma et al. 2018)

Enfin, on sait que BAP1, une DUB de la famille UCH est un géne de prédisposition a forte pénétrance
pour le mélanome, son inactivation étant retrouvé dans la majeur partie des mélanomes de |'uvée et
sa mutation contribue aussi bien au développement du mélanome qu’a son invasivité (Harbour,
Onken et al. 2010, Wiesner, Obenauf et al. 2011, Ma, Guo et al. 2017)

A cette liste exhaustive de DUBs étant impliqué dans la pathogénie du mélanome peuvent venir se
rajouter des DUBs en lien avec des acteurs essentielles au développement du mélanome : USP18
(PTEN), OTUB1 (RAS/MAPK), OTUD1 et USP15 et USP42 (MDM2- p53) etc. (Hock, Vigneron et al.
2011, Zou, Jin et al. 2014, Baietti, Simicek et al. 2016, Mustachio, Kawakami et al. 2017, Piao, Pei et
al. 2017)
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VIL3. Les DUBs du protéasome et cancer

VIL.3.a.USP14 et cancer

Les DUBS associées au protéasome n’échappent pas a la regle. Chez USP14, la plus étudiée des trois,
on retrouve de nombreuses mutations et/ou amplifications décrites, dans diverses bases de données
(Figure 19) (Zhu, Zhang et al. 2016). Il a été montré qu’USP14 est une enzyme pro-tumorigéne, quel
gue soit le cancer étudié. En stabilisant ses substrats, USP14 va promouvoir la prolifération des
cellules tumorales dans des cancers du poumons, des ovaires, colorectaux, de la prostate, du sein, et
dans les carcinomes cesophagiens (Shinji, Naito et al. 2006, Wu, Liu et al. 2013, Wang, Wang et al.
2015, Zhu, Yang et al. 2016, Liao, Liu et al. 2017, Zhang, Zhang et al. 2017).

Les mécanismes cellulaires qui vont conduire a I'aspect protumorigénique d’USP14 sont a I'heure
actuelle mal connus. Elle pourrait par exemple inhiber la dégradation de la cycline B1 ou de la B-
caténine et améliorer I'entrée des cellules dans le cycle cellulaire et ainsi promouvoir leur
prolifération (Hanna, Hathaway et al. 2006, Wu, Liu et al. 2013). Elle pourrait aussi permettre
I'inhibition de I'autophagie ou de I'apoptose selon le contexte (Zhu, Yang et al. 2016, Min, Lee et al.
2017).

VII.3.b.PSMD14 et cancer

PSMD14 a souvent été étudiée pour son réle structural et fonctionnel au sein du protéasome mais
peu de choses sont connues concernant son implication dans les cancers. Il a cependant été montré
que PSMD14 pouvait stabiliser E2F1, facteur de transcription majeur du cycle cellulaire. Sa
stabilisation active aussi des signaux pro-survie en aval, y compris la régulation a la hausse des taux
de protéines Survivine et FOXM1, et facilitent efficacement la croissance tumorale des cellules
cancéreuses du foie chez la souris nude (Wang, Ma et al. 2015).

La déubiquitination et la stabilisation de SNAIL par l'intermédiaire de PSMD14 contribuent a la
métastase du carcinome épidermoide oesophagien a la fois in vitro et in vivo (Zhu, Liu et al. 2018).
On sait aussi que MITF peut étre un substrat de PSMD14 dans le tissu osseux non pathologique.
Sachant le lien entre MITF et le développement du mélanome, on peut alors se poser la question du
lien possible entre PSMD14 et ce cancer (Schwarz, Sohn et al. 2010).

VII.3.c. UCHLS5 et cancer

Mis a part un groupe ayant montré un effet direct dUCHL5 comme agent anti-apoptotique dans
I’adénocarcinome du poumon, seul des liens entre son niveau d’expression et le pronostic associé
ont été publiés, qu’il soit positif dans le cancer colorectal ou négatif dans le cancer de I'ovaire (Chen,
Niu et al. 2011, Wang, Chen et al. 2014, Arpalahti, Hagstrom et al. 2017).
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VIL.4. Les DUBs associées au protéasome comme cibles thérapeutiques

L'idée de cibler le SUP n’est pas nouvelle. L'instabilité génomique est I'une des caractéristiques du
cancer (Hanahan and Weinberg 2011). La plupart des cellules cancéreuses sont aneuploides et les
variations du nombre de copies de génes sont marquées, en raison d’amplifications et/ou de
délétions. La régulation de la protéostasie cellulaire dans les cancers est alors essentielle, on dit que
les cellules cancereuses présentent une addiction aux processus de régulation protéique, dont le SUP
est I'un des acteurs majeurs.

Des inhibiteurs de I'activité du protéasome ont donc vu le jour afin de cibler I'activité du protéasome
et entrainer une dérégulation massive et fatale de ’lhoméostasie protéique. Des inhibiteurs tels que
le bortézomib (BTZ ou Velcade), le carfilzomib (CFZ) et l'ixazomib sont approuvés cliniquement
contre certaines tumeurs hématologiques (2004 pour le myélome multiple, 2015 pour le lymphome
du manteau). Cependant, ces thérapies, bien qu’efficaces, présentent de nombreux inconvénients.
Leurs actions sont limitées étant donné leur toxicité et I'acquisition de résistances. D'autre part, leur
efficacité est modérée sur les tumeurs solides telles que le mélanome et ce, malgré une activité
cytotoxique in vitro (Caravita, de Fabritiis et al. 2006, Goldberg 2012).

Afin de contourner cela, les recherches se sont tournées vers I'inhibition des activités DUBs associées
au protéasome, dans le but de déstabiliser I'homéostasie protéique.

Un des premiers composés ciblant cette régulation protéique est le WP1130. Cet inhibiteur n’est
cependant pas spécifique des DUBs associées au protéasome car il touche également USP5, UCHL1,
USP9X, USP14 et UCHLS5. Cependant, et ce trés certainement via l'inhibition d’USP14 et d’UCHLS5, il
induit une accumulation rapide et marquée de conjugués ubiquitinés, entrainant la formation
d'agrésomes et I'apoptose des cellules tumorales (myélome multiple et lymphome du manteau). Ces
activités sont décrites comme distinctes par rapport aux autres composés qui affectent
I"'ubiquitination des protéines, comme le bortézomib (Kapuria, Peterson et al. 2010).

Un autre composé plus spécifique d’USP14 et d’UCHL5 a vue le jour. Le b-AP15 entraine une
accumulation de protéines polyubiquitinés et I'apoptose des cellules tumorales, indépendamment du
statut de TP53. C’est la premiere fois qu’'une molécule ciblant les DUBs associées au protéasome a
été décrite pour inhiber le SUP dans des tumeurs solides (carcinome cutanée, du colon ou du
poumons) (D'Arcy, Brnjic et al. 2011). L'activité cytotoxique du b-AP15 est fortement associée a
I'inhibition fonctionnelle du protéasome (Brnjic, Mazurkiewicz et al. 2014). Ces résultats ont été
confirmés ensuite par d’autres équipes, y compris dans le myélome multiple (Tian, D'Arcy et al. 2014,
Wang, Stafford et al. 2014). Afin d’améliorer les propriétés physico-chimiques du b-AP15, celui-ci a
été dérivé et le VLX1570 a vu le jour. Ce composé montre une sélectivité accrue envers USP14 et
UCHL5 (Wang, D'Arcy et al. 2015). Par ailleurs, il présente la méme activité cytotoxique envers les
tumeurs, liquides ou solides (Paulus, Akhtar et al. 2016, Wang, Mazurkiewicz et al. 2016,
Mazurkiewicz, Hillert et al. 2017). Une étude clinique utilisant le VLX1570 a été commencé en 2015
mais arrétée en 2017 pour cause de toxicité du composé (A Study of VLX1570 and Dexamethasone
in Myeloma Patients, NCT02372240)

Le ciblage de PSMD14 a été proposé pour lutter contre les résistances au BTZ dans les myélomes
multiples. L’utilisation de I'inhibiteur de PSMD14, I'O-phenanthroline (OPA), est cytotoxique pour les
cellules tumorales, résistantes ou non au BTZ (Yan Song 2015). Les auteurs exposent que I’OPA induit
une apoptose dépendante des caspases et indépendante du statut p53. Ills ont ensuite affiné ces
résultats par une approche génétique qui montre que la déplétion de PSMD14 par siARN inhibition
induit un stress du RE et une induction de I'autophagie, in vitro et in vivo (Song, Li et al. 2017).
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Un composé sélectif pour PSMD14, le 8TQ (8-thioquinoline) a été identifié lors d’un criblage d’une
bibliothéque de pharmacophores liant les métaux (Perez, Li et al. 2017). Ce composé, avec une IC50
de 2,5uM, a été dérivé par la méme équipe pour conduire a la capzimin, composé 5 fois plus affin
pour PSMD14 (Li, Yakushi et al. 2017). La capzimin stabilise des substrats du protéasome, induit une
réponse UPR et bloque la prolifération des cellules cancéreuses, y compris celles résistantes au
bortézomib.

Ainsi, le ciblage des DUBs du protéasome apparait comme une alternative de choix pour cibler le SUP
(Lauinger, Li et al. 2017, Li, Zhang et al. 2018).
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Contexte

Mes recherches s’inscrivent dans un contexte ou le mélanome métastatique est un cancer encore
trop peu maitrisé, en raison d’une importante résistance des mélanomes métastatiques aux
thérapies ciblées et de rechutes fréquentes. Mes travaux ont donc consisté a identifier de nouvelles
cibles thérapeutiques afin d’élargir les possibilités de traitement.

Etant donné la fréquence importante de mutations somatiques dans le mélanome et son aspect
prolifératif tres marqué, le mélanome est certainement une forme de cancer qui présente une tres
forte addiction aux mécanismes de maintien de la protéostasie cellulaire, parmi lesquels le SUP joue
un role essentiel. Dans ce contexte, nous avons étudié le réle des DUBs associées au protéasome
dans la pathogénie du mélanome afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de leur ciblage.

Par le biais de nos travaux, nous avons été amenés a étudier deux de ces DUBS, USP14 et PSMD14.
Les résultats sur USP14 sont présentés a travers un article publié en 2018. Les travaux préliminaires

concernant PSMD14 sont présentés a la suite dans un paragraphe de résultats complémentaires.
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Résultats

Le ciblage de l'enzyme de déubiquitination USP14 associée au
protéasome entrave la survie des cellules de mélanome et surmonte la
résistance aux thérapies ciblant la voie des MAPK.

Le mélanome est le cancer de la peau le plus meurtrier dont l'incidence augmente dans le monde
entier. Les thérapies ciblées contre le mélanome muté BRAF et les immunothérapies ont montré une
efficacité clinique remarquable. Cependant, ces traitements sont limités a des sous-groupes de
patients et les rechutes sont fréquentes. Globalement, plus de 50% des patients ont besoin de
traitements supplémentaires, justifiant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Dans le mélanome, la charge mutationnelle due a I'exposition UV et un indice de prolifération élevé
augmente I'addiction aux mécanismes aux mécanismes de controle du protéome, parmi lesquels le
systeme ubiquitine-protéasome (SUP) joue un réle essentiel. Cibler le SUP représente donc une
stratégie prometteuse contre les mélanomes réfractaires.

Les enzymes de déubiquitination ou déubiquitinases (DUBs), jouent un réle majeur dans le contrdle
de l'ubiquitination et donc du SUP, et plusieurs d’entre elles ont été associées a des situations
pathologiques, notamment le cancer. Dans le mélanome, certaines DUBs ont été reliées a la
progression de la maladie, comme USP13 (Zhao, Fiske et al. 2011) ou USP9X (Potu, Peterson et al.
2017). Cependant, I'implication exacte des DUBs associées au protéasome dans le développement du
mélanome et la résistance thérapeutique reste mal connue.

Nous avons identifié USP14 comme acteur essentiel a la protéostasie cellulaire du mélanome,
présentant un fort impact sur la prolifération et la viabilité du mélanome.

En utilisant un test de piege des DUBs pour marquer les DUBs cellulaires actives, nous avons observé
une activité accrue de la DUB associée au protéasome, USP14 dans les cellules de mélanome par
rapport aux mélanocytes. Notre étude des bases de données publiques sur I'expression des genes
nous indique qu’une expression élevée de USP14 est corrélée a la progression du mélanome et a un
taux de survie plus faible chez les patients atteints d’un mélanome métastatique.

Le “knockdown” par siRNA ou l'inhibition pharmacologique d’USP14 altére considérablement la
viabilité des cellules de mélanome, quel que soit le statut mutationnel de BRAF, NRAS ou TP53 et de
leur état de transcription cellulaire, et surmonte la résistance aux thérapies ciblant MAPK in vitro et
chez les souris xénogreffées de mélanome humain.

Au niveau moléculaire, nous avons observé que l'inhibition de USP14 déclenche rapidement une
accumulation de protéines poly-ubiquitinées et de chaperones, un dysfonctionnement
mitochondrial, une réponse de stress du RE et une production de ROS conduisant a une mort
cellulaire indépendante des caspases.

Nos résultats démontrent I'intérét de cibler la DUB USP14 associée au protéasome pour traiter et
combattre les mélanomes métastatiques.
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Abstract

Advanced cutaneous melanoma is one of the most challenging
cancers to treat because of its high plasticity, metastatic potential,
and resistance to treatment. New targeted therapies and immu-
notherapies have shown remarkable clinical efficacy. However,
such treatments are limited to a subset of patients and relapses
often occur, warranting validation of novel targeted therapies.
Posttranslational modification of proteins by ubiquitin
coordinates essential cellular functions, induding ubiquitin-
proteasome system (UPS) function and protein homeostasis.
Deubiquitinating enzymes (DUB) have been associated to mul-
tiple diseases, including cancer. HHowever, their exact involvement
in melanoma development and therapeutic resistance remains
poorly understood. Using a DUB trap assay to label cellular active
DUBs, we have observed an increased activity of the proteasome-
associated DUB, USP14 (Ubiquitin-specific peptidase 14) in

Introduction

Cutaneous melanoma is an aggressive type of skin cancer
whose incidence increases worldwide. Tt is recognized for its
propensity for early and extensive metastatic spread and seen as
one of the most virulent and refractory form of human
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melanoma cells compared with melanocytes. QOur survey of
public gene expression databases indicates that high expression
of USP14 correlates with melanoma progression and with a
poorer survival rate in metastatic melanoma patients. Knockdown
or pharmacologic inhibition of USP14 dramatically impairs via-
bility of melanoma cells irrespective of the mutational status of
BRAF, NRAS, or TP53 and their transcriptional cell state, and
overcomes resistance to MAPK-targeting therapies both in vitro
and in human melanoma xenografted mice. At the molecular
level, we find that inhibition of USP14 rapidly triggers accumu-
lation of poly-ubiquitinated proteins and chaperones, mitochon-
drial dysfunction, ER stress, and a ROS production leading to a
caspase-independent cell death. Our results provide a rationale
for targeting the proteasome-associated DUB USP14 to treat and
combat melanomas. Mol Cancer Ther; 17(7); 1416-29. ©2018 AACR.

advanced cancers. Melanoma develops from the pigment-pro-
ducing melanocytes in the epidermis (1). Tumor progression is
accompanied by driver mutations affecting the BRAF and NRAS
genes (in 50% and 20% of melanoma, respectively) leading to
constitutive activation of the MEK/ERK MAPK pathway. Other
genetic and epigenetic changes, as well as the tumor microen-
vironment, affect the survival and proliferation of melanoma
cells by altering several signaling pathways. The majority of
melanomas undergo an epithelial-to-mesenchymal (EMT)-like
transition to acquire a mesenchymal motile phenotype asso-
ciated with a drug-tolerant state and metastatic abilities (1-3).
Melanomas also exhibit a high level of differentiation state
plasticity and intratumor heterogeneity, which is an obstacle to
therapeutic success and a source of relapse (4-6). Immu-
notherapies and therapies targeting mutant BRAF and MEK
have led to improved survival in patients with metastatic
disease (2, 7). Nevertheless, drug resistance to BRAF/MEK
inhibition invariably develops within 6 to 12 months of treat-
ment. Relapses are generally associated with acquired resistance
linked to NRAS mutations that reactivate the MAPK pathway
and activation of parallel signaling pathways such as the PI3K/
AKT pathway (2, 5). The long-term prognosis of metastatic
melanoma is still very poor for most patients, underscoring the
need for novel therapeutic options (2, 8). Beside, no targeted
treatments currently exist for patients whose tumors are wild-
type for BRAF, including NRAS-mutant melanomas.
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In cancer cells, accumulation of genetic mutations, aneuploidy,
and chromosomal alterations, together with a high proliferative
index, increases protein synthesis and cell addiction to mechan-
isms controlling protein homeostasis, including the heat shock
and unfolded protein responses, autophagy, and endo-lysosomal
degradative pathways, and the ubiquitin-proteasome system (UPS;
refs. 9, 10). Posttranslational modification of proteins by ubiquitin
represents a complex signaling system that coordinates essential
cellular functions and protein homeostasis (11). While mono-
ubiquitination is rather involved in the modification of protein
activity and intracellular transport, poly-ubiquitination, with a
K48 linkage, is the main mechanism responsible for the degrada-
tion of cellular proteins by the UPS system. This system encom-
passes a proteolytic machinery (the 268 proteasome) and a cascade
of enzymes (L1, E2, and [3) capable of activating ubiquitin
residues and adding them to the target proteins (12). lllustrating
the importance of the UPS in melanoma, high levels of Skp2, an
F-box protein of the ubiquitin ligase complex SCI, have been
associated with p53-dependent proliferation (13), and inactiva-
tion of the £3 ligase FBXW7 leads to sustained accumulation of
NOTCH]1, thereby accelerating tumor development (14). We have
also shown that the matricellular protein SPARC controls a sig-
naling circuit from the tumor microenvironment leading to
proteasome-mediated degradation of p53 via the E3 ligase MDM?2,
which confers survival advantage to melanoma cells (15). The
enzymalic reaction, which opposes the conjugation of ubiquitin by
E3 ligases, consists of the deubiquitination by deubiquitinating
enzymes (DeUBiquitinases or DUBs). DUBs represent ubiquitin-
specific cysteine proteases that can cleave one or more ubiquitin
molecules on target proteins, or even the entire poly-ubiquitin
chain (16, 17). The expression or abnormal activity of DUBs has
been demonstrated in pathologic situations, incduding cancer and
their druggable activity, is now considered for development of
novel molecular therapies (18, 19). Several DUBs have been linked
to melanoma progression and response to therapy, including
USP13 (20), USP5 (21), and recently, USPIX as an important
regulator of NRAS expression (22). Some DUBs, such as UCHLS5
and USP14 (Ubiquitin-specific peptidase 14) are direct compo-
nents of the proteasome, and their pharmacologic targeting by
compounds such as b-AP15 and VLX1570 has a major impact on
cancer proteostasis and immunoreactivity (23-25). 1ISP14 is an
essential regulator of the proteasome (26, 27) that control the
deubiquitination of poly-ubiquitinated substrates addressed to
the proteasome (28). The function of USP14 in promoting cell
growth and viability in diverse type of cancers, such as acute
myeloid leukemia (23), multiple myeloma (29), squamous and
colon carcinoma (23), and breast cancer (30}, has been recognized.
In this context, the recent observation that Akt activates USP14 to
control the ubiquitin-proteasome system (31) further underlies
the involvement of USP14 in tumorigenesis. However, its role in
the malignancy of melanoma remains poorly understood.

In this study, using a combination of biochemical, genetic, and
pharmacologic approaches, we found that targeting USP14
impairs melanoma cell viability irrespective of the mutational
status, and overcomes resistance to targeted therapies in vitro and
in vivo. Mechanistically, inhibition of USP14 resulted in a caspase-
independent cell death associated with accumulation of poly-
ubiquitinated proteins and chaperones, ROS production, mito-
chondrial dysfunction, and ER stress. Our results show that the
proteasome-associated DUB USP14 represents a promising ther-
apeutic target in melanoma.
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Targeting Deubiqguitinating Enzyme USP14 in Melancma

Materials and Methods

Cell and reagents

The human melanoma cell lines A375, 12051u, and MeWo were
from ATCC. HMVII cells were from European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC). WM164 and WM266-4
cells were purchased from Rockland. SBCL2, WM793, 451lu,
Mel1617 cells and their BRAF inhibitor-resistant derivatives
(451luR and Mel1617R) were provided by Drs. M. Herlyn and
J. Villanueva (The Wistar Institute, Philadelphia, USA) and have
been described previously (33). M229, M238, and M249 cells
and their BRAF inhibitor-resistant sublines were from Dr. R. Lo
(UCLA Dermatology, Los Angeles, USA) and have been
characterized previously (34). 501Mel cells were a gift from Dr.
R. llalaban (Yale University School of Medicine, New llaven,
UISA) and were described elsewhere (3). All melanoma cell lines
were used within 6 months between resuscitation and experi-
mentation, To guarantee cell line authenticity, cell lines were
expanded and frozen at low passage after their receipt from
original stocks, used for a limited number of passages after
thawing, and routinely tested for the expression of melanocyte-
lineage proteins such as Microphthalmia-Associated Transcrip-
tion Factor (MITF). All cell lines were routinely tested for the
absence of mycoplasma by PCR. A375DR double resistant cell
line variants were generated from A375 cells by repeated exposure
to BRAL inhibitor PLX4032 (Selleckchem) and ERK inhibitor
SCH772984 (Selleckchem) until the onset of resistance. Patient
melanoma cells (Pt#1 and Pt#2) were a kind gift from Dr. R.
Ballotti (INSERM U1065, Nice, France) and have been described
previously (3). Melanoma cells were cultured in DMEM supple-
mented with 7% FBS (HyClone). Human primary epidermal
melanocytes were isolated from foreskin and maintained as
described previously (32). For in vive bioluminescence imaging,
4511uR-Luc+ cells were obtained by lentiviral transduction
(pLenti6/V5-luciferase; Thermo Fischer Scientific) and blasticidin
selection (2 pg/mL). All cell cultures were grown at 37°C under
50 CO,.

Primers and culture reagents were purchased from Thermo
Fischer Scientific. b-AP15 and VLX1570 were from Merck
Millipore and MedChem Express, respectively. Bortezomib was
from Selleckchem. QVD-OPH was from ApexBio Technology.
Staurosporin, MG-132, N-Acetyl-L-cysteine (NAC), H,0,, and
all other reagents were purchased from Sigma-Aldrich unless
otherwise stated.

Antibodies used were USP14, HSPGO, HSP70, p53, p21, ERK2
(Santa Cruz Biotechnology), K48-linkage-specific polyubiquitin
(D9DS5), INK, phospho-]JNK (Thr183/Tyr185), p38, phospho-
p38 (Thr180/Tyr182), phospho-Rb (Ser807/Ser811), Caspase
8, CHOP, Tubulin o (Cell Signaling Technology), UCHLS, USP5,
USP7 (Bethyl Laboratories), K63-linkage specific Polyubiquitin
(Abcam), and Bip/GRP78 (BD Biosciences). Peroxidase-conju-
gated anti-rabbit antibodies were from Cell Signaling Technology.
Peroxidase-conjugated anti-mouse and anti-goat antibodies were
from Dako.

RNAI studies, transfection, and infection studies

siRNAs were purchased from Dharmacon (Thermo Fisher
Scientific). Transfection of siRNA was carried out using Lipofec-
tamine RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific) at a final concen-
tration of 25 or 50 nmol/L. Cells were assayed 3 or 6 days
posttransfection. USP14-Flag adenovirus was purchased from
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Vigene Biosciences. Cells were infected for 2 days in DMEM
supplemented with 7% FBS prior treatment.

Cell lysis and immunoblot analysis

Melanoma cells were harvested as described before (35). Cells
were lysed at 4°C in RIPA buffer (Millipore) supplemented with
Pierce Protease and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, and
briefly sonicated. Cell lysates were cleared at 16,000 x g for 15
minutes at 4°C. Whole-cell lysates were subjected to SDS-PAGE
and immunoblot analysis as described previously (35).

DUB trap assay

Cells were lysed in ice-cold buffer containing 50 mmol/L Tris
(pll 7.4), 5 mmol/L MgCl,, 250 mmol/L sucrose, 1 mmol/L
DTT, 2 mmol/L ATP, and 1 mmol/L PMSF and mild sonication.
Lysates were cleared by centrifugation and 30 pg of protein
extracts were incubated for 15 minutes at 37°C with 0.5 pmol/L
HA-Ub-VS (Boston Biochem). After boiling in reducing sample
buffer, labeled cell lysates were subjected to immunoblot
analysis.

Proteasome activity assay

Proteasome activity was determined as described previously
(36). Cells were lysed for 30 minutes at 4°C in ATP-containing
lysis buffer (30 mmol/L. HEPES pH 7.8, 5 mmol/l. ATP,
0.5 mmol/L DTT, 5 mmol/L MgCl,, 0.2% Triton X-100). Cell
lysates were cleared at 16,000 x g for 15 minutes at 4°C. Ten
micrograms of proteins from each sample were incubated in
96-well plates with 0.1 mmol/L of Z-leu-Leu-Glu-AMC,
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, and Ac-Arg-Leu-Arg-AMC fluorogenic
substrates (Enzo Life Sciences) 1o measure caspase-like, chymo-
trypsin-like, and trypsin activities, respectively. Fluorescence
intensity was measured during 2 hours by following emission at
460 nm (excitation at 390 nm).

Aggresome staining

Aggresome staining was performed using the Proteostat Aggre-
some detection kit (Enzo Life Sciences) according to the manu-
facturer's instructions. Analysis was performed by flow cytometry.

Proliferation assays

Cell proliferation was measured by a M1S conversion assay
using the CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Prolifera-
tion kit (Promega) according to the manufacturer's instructions
(5 x 10° cellsfwell). Alternatively, cell growth was assessed by
crystal violet staining on cells seeded in 24-well plates for the
indicated time. After treatment, cells were fixed in PFA 3% during
20 minutes, washed with PBS three times, and stained with crystal
violet 0.4% in ethanol 20% for 30 minutes. For real-time analysis
of cell growth using an automated IncuCyte Zoom imaging
system ([ssen Bioscience), cells were plated in triplicate in com-
plete medium on 96-well plates (5 x 10% cells/well). Phase
contrast images were taken every hour over a 3-day period.
Growth curves were generated using the IncuCyte cell prolifera-
tion assay software based on cell confluence.

Analysis of apoptosis and cell cycle by flow cytometry
Cell-cycle analysis was performed by flow cytometry analysis of
propidium iodide (PT)-stained cells. Following permeabilization
in ice-cold ethanol 70%, cells were stained with 40 pg/mL PI in
PBS supplemented with 100 pg/mIL RNAse A before analysis using
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a BD FACSCanto cytometer. Cell death was evaluated by flow
cytometry following staining with Annexin-V-FITC and PI
(eBioscience) as described previously (37). Alternatively, cells
were seeded in 96-well plates (5 = 10* cells/well) overnight at
37°C. Amixture of compounds and Cytotox Green Reagent (Essen
Bioscience) in complete culture medium was then added to the
cells. Cell death was monitored in real time for 72 hours with
an IncuCyte imaging system. Experiments were carried out
in triplicate.

Measurement of ROS production

To measure ROS levels, cells were stained with 10 pmol/L of the
redox-sensitive dye CM-H,;DCFDA (Thermo Fischer Scientific) in
PBS for 30 minutes at 37°C. Cells were washed with PBS and
resuspended in PBS 5 mmol/L EDTA/1% BSA. ROS production
was analyzed using a MACSQuant Analyzer 10 cytometer
(Miltenyi Biotec).

Measurement of mitochondrial membrane potential

Following treatment, cells were stained with 1 umol/L tetra-
methylrhodamine (TMRE) in media for 15 minutes at 37°C. Cells
were washed with PBS and resuspended in PBS, 5 mmol/L EDTA/
1% BSA. MMP levels were analyzed using a MACSQuant Analyzer
10 cytometer (Miltenyi Biotec).

Immunofluorescence analysis

Tumors frozen-section in optimal cutting temperature were
sliced using a Cryostat CM350 (8 nm) and stained using the
Apoptag Red In Situ kit (Millipore) according to the manufac-
turer's instructions. Tmages were captured on a Leica widefield
microscope (Leica Microsystems).

Real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from cell samples using Nucleospin
RNAIT kit (Macherey-Nagel). Reverse transcription was performed
on 1 pg of total RNA in a volume of 20 pL using High capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Quantita-
tive PCR was performed on 20 ng cDNA samples, in sealed 96-well
microtiter plates using the Platinum SYBR Green qPCR Supermix-
UDG w/ROX (Life Technologies) with the StepOnellus System
(Applied Biosystems). Relative mRNA levels were determined
using the 2AAC, method and ACTB and PPIA as housekeeping
genes. Values are the mean of duplicates and are representative of
two independent experiments.

Gene expression analysis from human databases

Publicly available gene expression data sets from Gene Expres-
sion Omnibus (GEO) database were used to analyze USP14 levels
in melanoma progression (GSE3189) and patient outcome
(GSE19234). Normalized data were analyzed using GraphPad
Prism V5.0b software (GraphPad).

In vivo experiments

All mouse experiments were carried out in accordance with
the [nstitutional Animal Care and the local ethics committee.
For human melanoma xenografts, 5-week-old female athymic
(nu/nu) mice (Harlan) were subcutaneously injected with 1 x
10° BRAF inhibitor-resistant 451luR melanoma cells engi-
neered to express a luciferase reporter (4511uR-Tuc+ cells) in
100 uL of PBS. After 3 days, mice were injected every 3 days
intraperitoneally with vehicle or 10 mg/kg b-AP15 in 90/1/9
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mix of Labrafil/Tween 80/DMA. At the indicated times, mice
were anesthetized and injected intraperitoneally with 50 mg/kg
p-Luciferin (Perkin Elmer) in PBS. Images were acquired using a
Photon ITmager (Biospace Lab) system and data analyzed with
the M3Vision software (Biospace Lab). Tumor growth was
monitored and quantified using bioluminescence imaging
(BLI). The total numbers of photons per second per steradian
per square centimeter were recorded. For BLI plots, photon flux
was calculated for each mouse by using a rectangular region of
interest encompassing the thorax of the mouse in a prone
position. This value was normalized to the value obtained
immediately after injection (15 minutes), so that all mice had
an arbitrary starting BLI signal of 100.

Statistical analysis

Linless otherwise stated, all experiments were repeated at least
three times and representative data/images are shown. Statistical
analysis was performed using the GraphPad Prism software. All
data are presented as mean + SEM. For comparisons between two
groups, Pvalues were calculated using unpaired one-sided t test or
Mann-Whitney test. Statistical significance of the in vivo experi-
ment was calculated with the two-way ANOVA test. P values
of 0.05 (*), 0.01 (*7), and 0.001 (***) were considered
statistically significant.

Results

Expression and activity of USP14 in melanoma cells

To identify DUBs that may be involved in melanoma biology,
we used a DUB trap assay with the probe HA-UDb-VS, which
covalently labels with a HA-tagged ubiquitin molecule active
DUBs in cell lysates (ref. 38; Fig. 1A). The DUB trap assays
performed on melanocyte and melanoma cell lysates revealed
anincreased activity of several DUBs in melanoma cells compared
with melanocytes. Anti-UISP14 immunoblot analysis of the above
DUB trap assays showed that compared with normal melano-
cytes, LISP14 activity is significantly increased in melanoma cell
lines 501Mel, 451lu, MeWo, and A375 (Fig. 1B). To further
examine the role of USP14 in melanoma, we used the previously
described USP14 inhibitor b-AP15 (23). b-AP15 efficiently
blocked the activity of LISP14 in a dose-dependent manner in
A375 cells (Fig. 1C; Supplementary Fig. S1A), and in 1205lu,
501Mel, SKMel28, and 4511u cells (Fig. 1D). Notably, the DUB
activity of UCHLS5, another target of b-APP15 (29), was not affected
in melanoma cells. Note that the activity of other DUBs, such as
USP5 and USP7, were also not significantly affected by b-AP15
treatment (Supplementary Fig. S1A). Consistent with the effect of
b-AP15, VLX1570, a selective inhibitor of USP14 (39, 40) also
blocked UISP14, but not UCHLS, activity in melanoma (Supple-
mentary Fig. $1B and S1C).

To confirm USP14 as a potential target in melanoma, we
assessed USP14 gene expression in annotated NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) datasets comparing patients'
tumors with their normal tissue counterparts and benign
tumors. While USP14 levels were not significantly increased
between normal skin samples and nevi, its expression was
statistically increased in melanomas when compared with both
normal skin and nevi (Fig. 1E). Interestingly, further analysis of
public databases associates high USP’14 expression with a lower
probability of survival in patients with metastatic melanoma
(Tig. 1T).
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USP14 inhibition has a potent and broad anti-melanoma effect

We next examined the impact of USP14 inhibition on a
collection of melanoma cell lines with diverse mutational
status and metastatic potential (3, 4). These cell lines are also
representative of the three major subtypes of melanoma based
on the frequency of BRAF and NRAS mutations: mutant BRAF,
mutant RAS, and wild-type. The exposure of 1205lu, 501Mel,
and A375 cells to b-AP15 during 48-hour affected cell mor-
phology (Supplementary Fig. S2A) and impaired cell prolifer-
ation in a dose-dependent manner (Fig. 2A). Using the same
approach, we calculated the 1C5y of b-AP15 for 22 melanoma
cell lines and short-term cultures to be in a micromolar range
(0.3-3.4 umol/L; Table 1). Our data show that pharmacologic
inhibition of USP14 by b-AP15 similarly reduced proliferation
of mutant BRAF, mutant RAS, and wild-type melanoma cells.
‘Treatment with b-AP15 also blocks the proliferation of mela-
noma cells irrespective of the mutational status of TP53, PTEN,
or CDKN2A and of their invasive or proliferative transcriptional
cell state. Real-time imaging further shows that the effect of
b-AP15 on cell proliferation was rapid and compared with what
was observed with the proteasome inhibitor bortezomib or
with VLX1570 (Fig. 2B; Supplementary Fig. S2B). We next
evaluated how b-AP15 affects melanoma clonogenic growth.
As shown in Fig. 2C, 501Mel and A375 cells treated with
b-AP15 were no longer capable of forming colonies when
isolated, compared with untreated cells. Cell-cycle analysis
performed on melanoma cells treated or not with b-AP15 for
24 hours revealed that USP14 inhibition altered cell-cycle
progression and increased cell death as indicated by the appear-
ance of a sub-G, cell population with reduced DNA content
(9% and 5% for 1205lu and A375 cells, respectively; Fig. 2D).
For comparison, BRAF inhibitor vemurafenib (PLX4032)
caused cell-cycle arrest in the Gy-G; phase.

The impact of b-AP15 on melanoma cell death was con-
firmed through real-time imaging of cell toxicity (Fig. 2E) and
with a flow cytometric analysis of Annexin-V-FITC/PI labeling
of A375 cells treated or not with b-AP15 (Fig. 2F). Data showed
a significant reduction of the viability of A375 cells exposed to
b-AP15 (45%) compared with solvent effect (93%), with
increase in both early and late apoptotic populations. As a
control, treatment with the cell death inducer staurosporine led
to a similar decrease in cell viability (37%). lmportantly,
melanoma cell death was induced to similar levels following
incubation with VLX1570 (Supplementary Fig. 52C and S2D).
At the molecular level, immunoblot analysis showed that
USP14 targeting in 1205lu cells altered the expression or
phosphorylation of proteins related to cell proliferation and
apoptosis. Treatment with b-AP15 increased levels of the cell-
cycle inhibitor p21CIP1, while reducing the levels of phos-
phorylated Rb proteins. After 24 hours of treatment, the drug
caused the appearance of active fragments of caspase 3 and the
cleavage of its nuclear substrate PARP (Fig. 2C). Interestingly,
washout experiments performed on A375 and 501Mel cells
further showed that a short exposure to b-AP15 (1 hour)
followed by 23-hour incubation in drug-free medium had an
anti-melanoma action similar to a full exposure to b-AP15 for
24 hours (Supplementary Iig. $2E and $2T), indicating that the
cytotoxic action of b-AP15 in melancma is rapid and irrevers-
ible, consistent with a previous study (41). Finally, we found
that adenoviral-mediated overexpression of USP14 significant-
ly antagonized the cleavage of PARP induced by an optimal
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Figure 1.

Expression and activity of USP14 in melanoma cells. A, Principle of the in vitro labeling method of activated DUBs by the suicide substrate HA-Ub-VS (DUB trap assay).
B, Comparison of DUB activity between normal human melanccytes (NHM) and melanema cells using DUB trap assay. Lysates of the indicated cells were
incubated at 37°C with the HA-Ub-VS probe and analyzed by anti-HA, anti-USP14, and anti-ERK2 immuncoblots. The active form of USP14 is indicated (USP14-Ub-HA).
C, Inhibition of USP14 activity in A375 cells by increasing doses of b-AP15 measured by DUB trap assay and anti-USP14 and anti-UCHLS immunoblat.

D, Inhibition of USP14 activity in 1205lu, 501Mel, SKMel28, and 451lu cells by b-AP15 (2 umol/L) measured by DUB trap assay and anti-USP14 immunoblot,
Anti-ERK2 was used as a loading control. E, Analysis of public bicinformatic dataset (GSE3189) associates USPI4 gene expression with melanoma progression.
F, Survival curves of metastatic melanoma patients with high versus low levels of USPI4 gene expression (P = 0.0203). Data were collected from publicly
available dataset (GSE19234).

dose of b-AP15 (2 pmol/L), suggesting that the cytotoxicity of ~ demonstrate that the pharmacologic inhibition of USP14 has a

b-AP15 on melanoma cells was largely not due to an off-target  potent anti-melanoma effect irrespective of mutational status
effect (Supplementary Fig. S3). Together, these observations of oncogenes and gene expression signatures.
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Figure 2.

USP14 inhibition has a potent and broad anti-melanoma effect. A, Inhibition of USP14 reduces the proliferation of 1205lu, A375, and 501Mel cells.

MTS assay on cells treated for 48 hours with increasing doses of b-AP15 (0.01-10 umol/L). B, Growth curve of A375 treated with b-AP15 (2 pmol/L) or bortezomib
(BTZ, 1 umol/L). Data were acquired during 3 days with an IncuCyte zoom imaging system. C, Clonogenicity assay on A375 and 501Mel cells treated with
DMSO or with b-AP15 (2 umol/L, 1 or 24 hours) and seeded at 20,000 cells/well. Colonies were then fixed and stained with crystal violet. D, Effects of b-AP15
on melanoma cell-cycle progression. A375 and 1205lu cells were treated with b-AP15 (2 umol/L) for 24 hours, fixed in 70% ethanol, and labeled with
propidium iodide (P1). Cell DNA content was analyzed by flow cytometry. The different phases of the cell cycle are indicated. A treatment with vemurafenib
(PLX, 1umol/L) is shown as control. Results are representative of three independent experiments. E, Cytotoxic effect of b-AP15 on melanoma cell. A375 cells were
treated with b-AP15 (2 umol/L) or bortezomib (BTZ, 1 umol/L), and stained with cytotox green reagent (100 nmol/L). Data were acquired in triplicate during 3 days
with an IncuCyte zoom imaging system. F, Effect of b-AP15 on melanoma cell survival. A375 cells treated or not with b-AP15 (2 umol/L, 24 hours) were
labeled with Annexin V-FITC and Pl and analyzed by flow cytometry. The percentages indicate the different forms of cell death. A treatment with
Staurosporine (1 umol/L) is shown as control. Data are representative of three independent experiments. G, Western blot analysis of proteins involved in cell-cycle
regulation and apoptosis on lysates from 1205lu cells treated with b-AP15 (2 umol/L) for the indicated times. Membranes were probed with antibodies

against phosphorylated Rb, p21CIP1, caspase 3, and cleaved PARP. Anti-ERK2 was used as a loading control.
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Table 1. b-API5 has a potent anti-melanoma effect irrespective of mutational status, gene expression signatures, and acquired drug resistance

b-AP15
Type Mutation(s) Resistance 1C5g (umol/L)
Cell line
SBCL2 RGP BRAF? None 04
WM793 VGP BRAFVBO0E/PTEN" None 0.3
WM164 MET BRAFVE00E/CDKN2A? None 0.9
WM266-4 MET BRAFVB00D/PTEN? None 05
MeWo MET TP53%/CDKN2A®/NFT? None 0.7
HMVII MET NRAS® None 1.8
501Mel MET BRAFVGEO0E None Q.5
1205Iu MET BRAFVB00E/PTEN? None 0.3
451u MET BRAFVBQO0E/TP53" None 0.9
451uR MET BRAFWG00E/TP53"/? Dabrafenib 13
M229 MET BRAFVB00E/PTEN? None 0.9
M229R MET BRAFVE00E/PTEN/RTK? Vemurafenib 0.9
M238 MET BRAFVEOOE/PTEN" None 1.6
M238R MET BRAFVG00E/PTENT/RTK? Vemurafenib 0.4
M249 MET BRAFVB00E/PTEN? None 20
M249R MET BRAFY600E/PTEN"/NRAS? Vemurafenib 30
Mel&17 MET BRAF%/TP53" None 14
Mell6l7R MET BRAF®/TP53%/? Wemurafenib 0.9
A375 MET BRAFVAOOE/CDKN2A? None 0.6
A375DR MET BRAFVBO0E/CDKN2A"/? Vemurafenib/ERKi 13
Short-term cultures
Pt#1 MET 7 None 34
Pt#2 MET ? None 17

NOTE: ICsq (umol/L) of b-AP1S treatment on melanoma cell proliferation was determined after 48 hours by a MTS conversion assay
Abbreviations: MET, metastasis; RGP, radial growth phase; RTK, receptor tyrosine kinase; VGP, vertical growth phase.

3Gene mutation or alteration

Depletion of USP14 in melanoma reduces cell survival

We next used a genetic approach based on siRNAs targeting
USP14 to study the effects of USP14 depletion on melanoma cell
survival. Compared with nontargeting siRNA, two siRNA
sequences (silISP14 #1 and # 2) targeting USP14 efficiently
decreased LISP14 expression and similarly decreased the phos-
phorylation of Rb following 3 days of transfection in 12051u cells
(Fig. 3A). Real-time imaging shows that USP14 knockdown
impaired the proliferation of melanoma cell lines A375 and
501Mel (Fig. 3B; Supplementary Fig. 54A). We then studied the
impact of USP14 depletion on melanoma focus formation. Com-
pared with cells transfected with control siRNA, A375 and 501 Mel
cells transfected with [ISP14 siRNA were no longer capable of
forming colonies after 7 days (Fig. 3C; Supplementary Fig. S4B
and $4C). Consistent with this, cell-cycle analysis performed on
USP14-depleted 12051u cells showed that suppression of LISP14
for 6 days altered cell-cycle progression and massively increased
cell death as indicated by the appearance of a sub-G, cell pop-
ulation with reduced DNA content (Fig. 3D). Induction of cell
death caused by USP14 knockdown in melanoma cells was
further confirmed on USP14-depleted cells stained by Annexin-
V-FITC/PI (Fig. 3E) and by immunoblot analysis revealing that
USP14 depletion, which reduced Rb phosphorylation, also led
to the cleavage of caspase 3 and its substrate PARP, two markers
of apoptosis (Fig. 3F). These data confirm that USP14 is an
important regulator of melanoma cell survival.

Molecular mechanisms underlying USP14 inhibition

To clarify how UPS14 regulates melanoma cell survival, we first
assessed the importance of the caspase-mediated apoptotic pro-
cess in the cytotoxicity of b-AP15. Flow cytometry analysis of
Annexin-V and Pl staining performed on cells treated with b-AP15
in the presence or not of the pan-caspase inhibitor QVD-OPh

1422 Mol Cancer Ther; 17(7) July 2018

showed that melanoma cell death induced by b-AP15 took place
independently of caspase activity (Fig. 4A and B; Supplementary
Fig. S5A). USP14 is a DUB predominantly associated with the
proteasome, where it cleaves the poly-ubiquitin chains of proteins
that are addressed to the proteasome (23, 28). In myeloma cells,
USP14 inhibition has been shown to trigger the accumulation of
poly-ubiquitinated proteins and an ER stress respanse (29). We
therefore examined how USP14 inhibition affects these events in
melanoma cells. Treatment of melanoma cells with b-AP15
induced a rapid accumulation of K48-linked poly-ubiquitinated
proteins (Fig. 4C; Supplementary Fig. S6A and S6B), and to a less
extent accumulation of K63-linked poly-ubiquitinated proteins
(Supplementary Fig. S6C). Targeting LISP14 also resulted in the
phosphorylation of the stress-related kinases p38 and JNK, and in
the upregulation of ER stress—induced proteins Bip/GRP78 and
CHOP, as well as in the increased expression of the chaperone
HSP70 (Fig. 4C; Supplementary Fig. S6D). Using gRI-PCR
analysis, we confirmed that UISP14 inhibition in melanoma cells
triggered a potent ER stress response as shown by the upregulation
of DDIT3/CIIOP, 11SPA5/GRP78, GADD34, ATF4, and the
appearance of the spliced form of XBP1 mRNA (Fig. 4D). Flow
cytometry analysis revealed that treatment of melanoma cells
with b-AP15 triggered a rapid burst of ROS (Fig. 4L), assodated
with mitochondrial membrane depolarization (Fig. 4F°). Impor-
tantly, the ROS scavenger NAC counteracted the anti-melanoma
effect of b-AP15 (Supplementary Fig. S5B). Interestingly, com-
pared with bortezomib, b-AP15 did not significantly affect
proteasome-associated proteolytic activities (Fig. 4G), norinduce
the formation of protein aggresomes (Fig. 4H). Our data indicate
that targeting USP14 leads to a caspase-independent cell death
associated with accumulation of poly-ubiquitinated proteins
and chaperones, ER stress, ROS production, and mitochondrial
dysfunction.
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Figure 3.
siRNA-mediated depletion of USP14 '0\*\ L
reduces melanoma cell survival. A, Y o
1205lu cells were transfected with

50 nmol/L of siRNAs targeting USP14
(siUSP14 # 1and # 2) or 50 nmol/L of
control siRNA for 3 days. The
expression of USP14 and the
phosphorylation of Rb were analyzed
by Western blot analysis after 5 days
of transfection. Anti-HSP90 was used
as a loading control. B, Growth curve
of A375 transfected with siRNA
control or targeting USP14 (siUSP14
#2; 50 nmol/L each). Data were
collected in triplicate for the indicated
times using an IncuCyte Zoom C
imaging system. C, Clonogenicity

assays performed on A375 cells

transfected with control siRNA or

USP14 targeting USP14 (siUSP14 #2;

50 nmol/L each), reseeded at 2,000
cells/well and grown for 7 days.
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Targeting USP14 overcomes resistance to BRAFV600E
inhibitors

Acquired resistance to MAPK signaling-targeted drugs remains
aclinical challenge in the treatment of advanced metastatic BRAF-
mutated melanomas. Therefore, we examined the impact of
USP14 inhibition in melanoma cells resistant to BRAFV600E
inhibitors (BRAFi). We first used two resistant cell lines that were
isolated from parental BRAFV600OE melanoma cells following
chronic treatment with vemurafenib (isogenic pair M229 and
M229R) or dabrafenib (isogenic pair 451lu and 4511uR; Fig. 5A;
refs. 33, 34). Inhibition of USP14 with b-AP15 potently decreased
cell proliferation of BRAFi-resistant cells M229R and 4511uR, ina

www.aacrjournals.org
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range of concentration that was comparable with their parental
counterparts (Fig. 5B). Consistent with this, a DUB trap assay
performed on lysates from the two pairs of cells showed that
USP14 activity was slightly increased between BRAFi-sensitive
and BRATi-resistant cells (Fig. 5C). We extended these observa-
tions to additional isogenic pairs of cells sensitive and resistant to
BRAFi through distinct mechanisms (Table 1). Using cell prolif-
eration assays, we calculated the IC5, of b-AP15 on sensitive and
BRAFi-resistant cells and we found that b-AP15 blocked prolif-
eration of vemurafenib- or dabrafenib-resistant cells with an
efficacy not significantly different to what is observed on the
respective parental BRAFi-sensitive cells. Notably, BRAFi-resistant
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cells were efficiently targeted by b-AP15 regardless of the molec-
ular mechanisms of acquired resistance. Importantly, USP14
inhibition efficiently decreased the viability of A375 melanoma
cells with acquired resistance to dual BRAF and ERK inhibition
(A375DR cells; Table 1). A colony formation assay carried out on
451lu and 4511uR cells further confirmed that b-AP15 could
suppress melanoma focus formation independently of acquired
resistance to BRAFi (Fig. 5D). Mechanistically, inhibition of
USP14 in melanoma cells induced molecular events, including
accumulation of K48-linked poly-ubiquitination, decreased Rb
phosphorylation, increased p38 phosphorylation, and ER stress
response that were indistinguishable between BRAFi-sensitive
and BRAFi-resistant cells (Fig. 5E). Our data show that melanoma
cell treatment with b-AP15 can overcome resistance to drugs
targeting oncogenic BRAF signaling pathway.

Antitumor activity of b-AP15 in a preclinical mouse model of
melanoma

To further validate the anti-melanoma activity of b-AP15
observed in vitro, we used a xenograft mouse model of melanoma
development in which the BRAFi-resistant cell line 4511uR stably
expressing the luciferase gene (451LuR-luc+ cells) were injected
subcutaneously into nude mice (Fig. 6A). After 3 days, mice were
divided into two groups: one group was injected intraperitoneally
with b-AP15, while the other group was injected with vehicle
alone. Bioluminescence analysis of tumor growth showed a
marked decrease in melanoma burden in b-AP15- versus vehi-
cle-treated mice (Fig. 6B). The effect of b-AP15 treatment was
already observable after 10 days and maintained up to day 35 of
the experiment, as evidenced by BLI and the measurement of the
wmor size at endpoint (Fig. 6C). Immunostaining of wmor
sections also confirmed the effect of b-AP15 in vivo, with increased
apoptosis-related DNA fragmentation in treated mice (Fig. 6D).
Importantly, the doses of b-AP15 received by the animals were
well tolerated, as no weight loss was observed during the course of
the study (Fig. 6E). Our data thus reveal a potent in vive anti-
melanoma activity of b-AP15 and further suggest that targeting
USP14 could represent a novel tool to treat melanoma that have
acquired resistance 1o targeted therapy.

Discussion

Despite the recent introduction of immunotherapies and drugs
targeting the MAPK pathway, advanced melanomas remain asso-

Targeting Deubiquitinating Enzyme USP14 in Melanoma

ciated with poor prognosis and as such a clinical challenge. Efforts
to identify novel arms to combat metastatic resistant disease are
thus warranted. Here we show that the DUB activity of USP14 is
specifically elevated during the neoplastic progression of mela-
nocytes to malignant cells. Besides, analysis of public databases
first establishes a correlation between USP14 expression and poor
outcome in human melanoma. Together, our findings support the
notion that USP14 may be pathologically relevant in melanoma.

UISP14 is one of the two DUBs that reversibly associate with the
19§ regulatory particle of the proteasome (42), to promote the
deubiquitination of poly-ubiquitinated substrates addressed to
the proteasome (28). The important role of USP14 in regulating
proteostasis has been implicated in several types of cancer,
including hematologic and solid tumors (23, 24, 29, 30). Our
study now identifies UISP14 as a key regulator of melanoma cell
survival and targeting USP14 with the selective inhibitor b-AP15
and its derivative VLX1570 drastically reduces tumor cell prolif-
eration. Importantly, USP14 inhibition efficiently impairs mela-
noma cell viability regardless of the mutational status of the
oncogenic proteins BRAF and NRAS and of the tumor suppressor
genes TP53 and PTEN. These findings could have important
clinical consequences for melanoma patients with tumors lacking
BRAF mutations. Qur data also suggest that elevated and target-
able activity of USP14 in melanoma could not be attributed to a
particular oncogenic driving event such as mutations affecting
BRAF or NRAS. Whether USP14 activity in melanoma could be
attributed to the Akt signaling pathway (31) remains to be
determined. The collection of cancer cells tested in our study
reflects the highly heterogeneous transcriptional and genomic
landscape of cutaneous melanoma (2, 6). Notably, b-AP15 and
VLX1570 target show similar efficacy on melanoma cells with
distinct phenotypes and metastatic potential (3, 4). Given that b-
AP15 targets melanoma cells with invasive traits associated with
melanoma-initiating activity, and thereby intrinsically resistant to
targeted therapy, our results suggest that UISP14 inhibition could
also be effective in targeting this highly aggressive melanoma cell
population.

Another challenge clinicians have to face during the treatment
of advanced melanoma is the rapid emergence of drug-resistant
melanoma lesions (2, 8). To this regard, we show that selective
targeting of LISP14 overcomes acquired resistance to BRAFi both
in vitro and in vive. b-AP15 drastically impairs the viability of
therapy-resistant cells, in a range of concentration similar to what
is required to induce cell death in drug-sensitive cell lines and

Figure 4.

Characterization of the molecular mechanisms underlying USP14 inhibition. A, Effect of caspase inhibition on b-AP15-induced cell death. A375 cell cultures
were treated with T pmol/L b-AP15 or 1 umol/L staurosporine in the presence or not of 20 pumol/L QVD-OFh for 24 hours, labeled with Annexin V-FITC and
Pl and analyzed by flow cytometry. Data are representative of two independent experiments and show the percentage of different forms of cell death

based on Annexin-FITC and PI positivity. B, Western blot analysis of caspase 3 and PARP cleavage induced by b-AP15 an A375 cells treated or not with QvD-Oph.
Anti-ERK2 was used as a loading control. €, Western blot analysis of lysates from 1205/u cells treated with 2 umol/L b-AP15 for the indicated times.
Membranes were probed with antibodies against K48-linked poly-ubiquitinated proteins, phosphorylated JNK and p38, HSP70, Bip/GRP78, and CHOP. Anti-ERK2
was used as a loading control. D, gRT-PCR analysis of mRNA levels of HSPATA and ER stress response genes following incubation of 12051u cells with

b-API15 (2 umol/L) for 6 and 24 hours. Data are the mean + SD of two independent experiments performed in duplicate. *, P < 0.05; **, P< 0.01and ***, P < 0.001.
E, USP14 inhibition triggers ROS production. 501Mel cells were treated with 2 pmol/L b-AP15 for 30 minutes and stained with 10 umol/L CM-H,DCFDA for 30 minutes
at 37°C. ROS levels were determined by flow cytometry. A treatment with H202 (10 umol/L) is shown as control, *, P < 0,05, F, USP14 inhibition triggers
mitochondrial membrane depolarization. A375 cells were treated with 2 umol/L b-AP15 for 3 or 24 hours, stained with 1 umol/L TMRE, and analyzed by flow
cytometry. A treatment with the mitochondrial uncoupler CCCP (15 umal/L) is shown as control. *, P < 0.05. G, USP14 inhibition does not affect proteasome activity.
A375 cells were treated with 2 pmol/L b-AP15 or bortezomib (BTZ, 1 umol/L) for 6 hours, Proteasome caspase-like, chymotrypsin-like, and trypsin activities were
measured as described in Materials and Methods. Bar graphs show mean = SD (n = 3). Results are representative of two independent experiments. ***, P < 0.001;
ns, not significant. H, USP14 inhibition does not induce protein aggresome formation. A375 cells treated with 2 pmol/L b-AP15, 10 umal/L MG132, or 2 umol/L of
the pan-DUB inhibitor WPN30 for & hours. Aggresomes were stained as indicated in Materials and Methods. Bar graphs show mean + SD (n = 3).
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DUB trap assay. Lysates of the indicated cells were incubated at 37°C with the HA-Ub-VS probe and analyzed by anti-HA and anti-USP14 immunoblots. Anti-HSP60
was used as a loading control. The active form of USP14 is indicated (USP14-Ub-HA). D, Clonogenic assay on 451lu and 451luR cells seeded at 20,000 cells/well
and treated with or without b-AP15 (2 pmol/L). Colonies were fixed and stained with crystal violet. E, Western blot analysis of lysates from 451lu and 451luR
cells treated with 2 pmol/L b-AP15 for the indicated times. Membranes were probed with antibodies against K48-linked poly-ubiquitinated proteins, phosphorylated

Rb and p38, BIP/GRP78, and CHOP. Anti-ERK2 was used as a loading control.

irrespective of the mechanism of secondary resistance (i.e., NRAS
mutation or upregulation of receptor tyrosine kinases). We also
demonstrate the anti-melanoma activity of b-AP15 in a preclinical
mouse model of BRAFi-resistant tumor growth. This is consistent

1426 Mol Cancer Ther; 17(7) July 2018

with previous studies describing antitumor activity of USP14
inhibitors in cancer models (23, 29, 39, 40). Interestingly, inhi-
bition of proteasome-bound DUBs with b-AP15 has been shown
to sensitize tumor cells to TRAIL-mediated apoptosis by NK cells
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Figure 6.

b-AP15 inhibits tumor growth in melanoma xenografted mouse. A, Schematic representation of the experimental procedure used in this study. B, 451LuR-luc+ cells
(1 x 10%) were injected subcutaneously into nude mice. After 3 days, mice were injected intraperitoneally 3 times per week either with b-AP15 (10 mg/kg) or vehicle.
Bioluminescence images were acquired at the indicated times using a Photon Imager system (Biospace Lab). Representative images of tumor bioluminescence
at day 7,19, and 35 of treatment are shown. C, Quantification of tumor growth inhibition by b-AP15. Tumor BLIs of b-AP15- or vehicle-treated mice were
recorded as described above and data analyzed with the M3Vision software (Biospace Lab). Data shown are mean -+ SD of tumor BLI (n =12; **, P= 0.009, two-way
ANOVA). Representative micrographs of endpoint analysis of b-AP15- or vehicle-treated tumor volume are shown (right). D, Apoptotic cells were detected

in situ on b-AP15- or vehicle-treated tumors by an indirect TUNEL method. Scale bar, 100 um. E, Mouse body weight was measured at the indicated days.

Data shown are mean + SD (n = 12).

and T cells (24). These observations raise the interesting
possibility that USP14 inhibition could improve current anti-
melanoma immunotherapies that show significant toxicities and
patient-selective responses (8).

Previous studies have indicated that DUBs are functionally
involved in multiple signaling pathways controlling cell prolif-
eration and migration, as well as cell survival (18, 42). In multiple

www.aacrjournals.org

myeloma, b-AP15 induces a G,-M phase cell-cycle arrest followed
by caspase-dependent cell death (29). Consistently, we show that
USP14 targeting alters cell-cycle progression and triggers caspase-
3 activity and melanoma cell death. However, caspase blockade
does not prevent cell death induced by USP14 inhibition, suggest-
ing that USP14 controls melanoma cell viability independently
caspase activities. USP14 is predominantly associated with the

Mol Cancer Ther; 17(7) July 2018
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proteasome, where it deubiquitinates poly-ubiquitinated sub-
strates (28). Consistently, USP14 inhibition triggers in melanoma
cells a rapid accumulation of K48-linked poly-ubiquitinated
proteins, without significantly affecting the core proteolytic activ-
ities of the proteasome, nor the accumulation of toxic protein
aggresomes, underlining the selective action of b-AP15. USP14
inhibition also induces a rapid activation of stress-inducible
kinases p38 and JNK, accumulation of the chaperone protein
1ISP70, and a potent ER stress response. Consistent with a
previous study (41), the treatment of melanoma cells with b-AP15
also promotes a rapid burst of ROS, followed by mitochondrial
dysfunction and an irreversible commitment to cell death. The
origin of ROS is currently unknown but our data point toward
mitochondria as the actual source of ROS generated downstream
of USP14 inhibition. The inhibition of the selenoprotein thior-
edoxin reductase (11xR) by b-AP15 (41) represents another pos-
sible mechanism that is under investigation. Together, our data
indicate that targeting USP14 in melanoma increases oxidative
and proteotoxic stress, and ultimately triggers a ROS-dependent
and caspase-independent cell death through an unresolved LR
stress that overcomes resistance to MAPK-targeting therapies.

Genome sequencing has demonstrated that, compared with
other solid tumors, cutaneous melanomas exhibit one of the
highest rate of somatic mutations due to carcinogenic ultraviolet
light exposure (43). In addition, recent studies have underscored
the addiction of melanoma cells o proteostatic processes
(44-46). In this context, our findings identifying a role for the
proteasorme-associated DUB USP14 in melanoma cell survival
further document the targetability of aberrant proteostasis in
melanoma. A clinical trial investigating VI.X1570 for relapsed or
refractory multiple myeloma has been suspended due to dose
toxicity, indicating that additional drug development is necessary
before 11SP14 inhibitors could enter the clinic. Nevertheless, our
study provides a rationale for the evaluation of USP14-targeting
drugs as potential therapies to tackle melanoma.
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Supplementary Figure 1. b-AP15 and its derivative VLX1570 inhibit USP14 activity in melanoma cells. (A)

Inhibition of DUB activities in A375 cells by increasing doses of b-AP15 measured by DUB trap assay and
anti-HA, anti-USP14, anti-UCHL5, anti-USP5 and anti-USP7 immunoblots. Anti-tubulin a was used as a
loading control. (B) Chemical structures of b-AP15 and VLX1570. (C) Analysis of USP14 activity in A375 cells
treated with b-AP15 or VLX1570 using the DUB trap assay. Lysates were blotted with antibodies against
USP14 and UCHLS5. The active forms of USP14 and UCHLS5 are indicated (USP14-Ub-HA and UCHL5-Ub-HA).
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Supplementary Figure 2. USP14 inhibition irreversibly induces growth inhibition and cytotoxicity in
melanoma cells. (A) Microphotographs showing the change in the morphology of A375 and 501Mel cells
treated or not with b-AP15 (2 uM, 12h) (EVOS® FL microscope, magnification x20). (B) Growth curve of 501Mel
cells treated with 2uM b-AP15, 2 uM VLX1570 or 1uM bortezomib (BTZ). Data were acquired in triplicate
during 3 days using an IncuCyte Zoom imaging system. 501Mel (C) and A375 (D) cells were treated with the
indicated doses of b-AP15 or VLX1570, and stained with cytotox green reagent (100nM). Cytotoxicity was
monitored in triplicate for 72 h with an IncuCyte Zoom imaging system. (E) Washout experiments with b-AP15.
Growth curve of A375 and 501Mel cells treated with b-AP15 (2 uM) for 1h or during the whole experiment
(24h). Data were acquired during 1 day with an IncuCyte zoom imaging system. (D) Western blot analysis of
proteins involved in apoptosis on lysates from A375 and 501Mel cells treated with b-AP15 as indicated above.

Membranes were probed with antibodies against caspase 3 and PARP. Anti-tubulin was used as a loading
control.
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treated with or without b-AP15 (2uM, 24h). Lysates were analyzed by anti-cleaved PARP, anti-USP14 and
anti-ERK2 immunoblots.



Supplementary Figure 4

A B A375

50 501Mel siCtrl siUSP14 (Pool)
= SICtrl
40 - — sSiUSP14 #2
i
c
S
5 e | USP14
o 10
& W | Tubulin
0 1 I 1 1 ) 1 ™
NN
2 N d
%
Time (h) &
501Mel
siCtrl siUSP14 (Pool)
d UsP14

@ == | Tubulin

Supplementary Figure 4. siRNA-mediated depletion of USP14 reduces melanoma cell growth and focus
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days. Colonies were labeled with crystal violet. Immunoblots against USP14 and tubulin are shown as
controls.
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Cell viability were then assessed with crystal violet staining.
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Supplementary Figure 6. USP14 inhibition induces a rapid accumulation of polyubiquitinated proteins and
HSP70 in melanoma cells. (A) and (B) Western blot analysis of lysates from 501Mel, A375, 1205lu, WM164
melanoma cell lines or cells obtained from a melanoma patient (Pt#2), treated with 2 uM b-AP15 for the
indicated times. Membranes were probed with antibodies against K48-linked poly-ubiquitinated proteins.
Anti-ERK2 was used as a loading control. (C) Lysates from the above experiments were immunoblotted with
antibodies against K63-linked poly-ubiquitinated proteins. Anti-ERK2 was used as a loading control. (D)
Immunofluorescence analysis of A375 cells treated with 0.5uM b-AP15 for 6h. Nuclei were labeled with DAPI
and HSP70 expression was visualized following FITC-conjugated anti-HSP70 staining. Scale bar, 25uM.



Résultats PSMD14

Résultats complémentaires :

Implication de I'’enzyme de déubiquitinase PSMD14 dans la pathologie
du mélanome.

A la suite de nos premiers travaux sur I'implication de USP14 dans le mélanome, nous avons cherché
a identifier d’autres DUBs pouvant jouer un réle dans la prolifération et la survie des cellules de
mélanome.

Un criblage génétique identifie la DUB PSMD14/RPN11 comme un important régulateur de la
prolifération des cellules de mélanome in vitro

Nous avons utilisé un criblage génétique basé sur une librairie de siRNA dirigés contre 90 DUBs que
nous avons transfectée dans la lignée de mélanome 501Mel. La prolifération cellulaire des cellules
transfectées par chaque siRNA contre une DUB a été quantifiée par rapport a une moyenne de siRNA
controle a I'aide du systeme d’imagerie en temps réel Incucyte ZOOM (Fig. 1 A). Aprés 72h, les
résultats révelent que la déplétion de plusieurs DUBs a un effet antiprolifératif important sur les
cellules de mélanome. On retrouve dans ce criblage USP14 que nous avons caractérisée
précédemment, validant ainsi notre expérience. Parmi les DUBs dont I'effet antiprolifératif suite a
leur déplétion est plus important que celui observé par le “knockdown” de USP14, nous avons
identifié PSMD14 (RPN11/POH1), une autre DUBs associée au protéasome.

Dans notre rationnel de ciblage du SUP afin d’entraver la croissance cancéreuse, nous avons cherché
a déterminer I'implication de PSMD14 dans la pathogénie du mélanome. Une analyse in silico des
bases de données publiques bioinformatique (GEO/GSE8401) de I'expression du géne PSMD14 nous
montre que PSMD14 est statistiquement augmentée sur une cohorte de mélanomes pris au stade
métastatique (MM, n=31), comparée a stade primaire (MP, n=52) (Fig. 1 B).

La déplétion de PSMD14/RPN11 réduit la viabilité des cellules de mélanome et induit un stress
protéotoxique

Nous avons voulu ensuite déterminer le role de PSMD14 dans la survie des cellules de mélanome.
Pour cela, nous avons poursuivi notre étude par la déplétion génique de PSMD14 au sein de deux
lignées de mélanome métastatique. Une analyse par imagerie en temps réel confirme que la
déplétion de PSMD14 par deux siRNA différents réduit rapidement la prolifération de cellules 501mel
et A375, des 36h apres la transfection des siRNA (Fig. 2 A). Une analyse biochimique confirme que la
déplétion de PSMD14 par les deux siRNA est efficace (Fig. 2 B). Les effets antiprolifératifs sont aussi
visibles au niveau protéique, avec une modulation de marqueurs du cycle cellulaire associée a un
arrét de prolifération comme la baisse du niveau de cycline D1, de la phosphorylation de Rb et
I’'augmentation de p21“"! (Fig. 2 C). Il apparait par ailleurs que la déplétion de PSMD14 induit un
stress protéotoxique associé a I'accumulation de protéines polyubiquitinées, a la surexpression de
protéines chaperonnes comme BIP/GRP78 et HSP7, ainsi que I'activation de la voie p38. Ces résultats
indiquent un role de PSMD14 essentiel dans les processus liés a la survie des cellules de mélanome.
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L’inhibition pharmacologique de PSMD14 induit une réponse de stress protéotoxique et la mort
des cellules de mélanome in vitro capable de prévenir I'apparition de cellules résistantes
« persisters »

Nous avons ensuite cherché a confirmer ces résultats en utilisant des petites molécules inhibitrices
de l'activité enzymatique de PSMD14. Nous disposons pour cela d’un inhibiteur de métalloprotéase
sélectif pour PSMD14, le quinoline-8-thiol (8TQ) (Perez, Li et al. 2017). Nous avons déterminé la
cytotoxicité de ce composé sur des lignées de mélanomes humains et murin (Yumm 1.7). Le 8TQ
présente un IC50 (concentration inhibitrice médiane) inférieur a 1uM, quel que soit la lignée (Fig. 3
A). Il est par ailleurs autant efficace sur la lignée A375R de mélanome résistant a la thérapie ciblant
BRAFV60E tilisé en clinique (PLX4032). La caractérisation des effets biochimiques du 8TQ montre des
effets similaires a ceux observés par la déplétion de PSMD14 par siRNA. On note la génération d’un
stress protéotoxique avec une accumulation de protéines polyubiquitinées et de protéines
chaperonnes ainsi qu’une légére activation de la voie p38 (Fig. 3 B). Ce stress protéique est
concomitant avec un stress oxydatif. En effet, des cellules A375 soumises a des doses croissantes de
8TQ vont produire des espéeces réactives de I'oxygéne (ROS), et cela de maniere dose dépendante
(Fig. 3 C). Cette cytotoxicité avérée, nous avons voulu voir si le 8TQ pouvait apporter un bénéfice en
combinaison avec la bithérapie proposée en clinique, ciblant BRAF et MEK. Il est connu que cette
bithérapie peut induire I'apparition de clones résistants, dés les premiéres semaines de traitement
(pour revue (Arozarena and Wellbrock 2017). Ces clones, appelées cellules persistantes (ou
« persister » en anglais) sont trés certainement a I'origine des rechutes cliniques. Afin de déterminer
si le ciblage pharmacologique de PSMD14 peut prévenir I'apparition de cellules de mélanome
« persister », nous avons traitées pendant 3 semaines des cellules A375 avec des doses croissantes
d’une combinaison d’inhibiteurs de BRAF (PLX4032) et de MEK (Trametinib). Comme le montre cette
expérience, en présence de doses intermédiaires de la combinaison BRAFi/MEKi, de nombreux
clones résistants a la bithérapie apparaissent en comparaison avec les cellules non traitées (Fig. 3 D,
panneau du haut). De facon remarquable, I'ajout de 8TQ a la combinaison BRAFi/MEKi prévient
totalement I'apparition de ces clones « persister » (Fig. 3 D, panneau du bas), suggérant que
I'inhibition pharmacologique de PSMD14 pourrait étre prévenir la résistance innée des cellules de
mélanome aux thérapies ciblées. .

PSMD14/RPN11 contrdle la réponse de dommage a I’ADN des cellules de mélanome

Nous avons ensuite cherché a préciser les mécanismes controlés par PSMD14 qui pourraient
expliquer la cytotoxicité induite par sa déplétion et son inhibition. Nous avons évalué si I'expression
de PSMD14 peut étre liée a une signature transcriptionnelle particuliere dans le mélanome. Une
analyse TCGA (cancergenome.nih.gov) sur la cohorte de patients atteints de mélanome combinée a
une étude d'enrichissement (GSEA, software.broadinstitute) révele que I'expression de PSMD14 est
corrélée de maniéere significative a I'expression de génes controlés par la voie E2F et des genes liés au
“checkpoint” G2/M du cycle cellulaire (Fig. 4 A). Ces données in silico ont été confirmées par une
analyse biochimique par westernblot qui montre que la déplétion de PSMD14 par deux siRNA
différents induit une diminution de la protéine E2F1 (Fig. 4 B). Cette voie étant connue pour étre un
modulateur de la réponse aux dommages a I’ADN, nous y avons porté notre attention. Ainsi, la
déplétion de PSMD14 se traduit par une augmentation de p53 et de la phosphorylation de I’histone
H2AX (yH2Ax) , qui sont induits par les dommages a I’ADN (Fig. 4 B). De maniére importante,
I'inhibition de PSMD14 par des doses croissantes de 8TQ induit également I'expression de p53 et de
YH2AXx (Fig. 4 C). La protéine CHK2, impliquée dans le controle du cycle cellulaire et la réparation de
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I’ADN, est aussi activée lors de I'inhibition de PSMD14. Enfin, le clivage de la protéine PARP semble
confirmer une réponse apoptotique en cours (Fig. 4 C). La présence de dommage a I’ADN est validée
par I'observation de foci nucléaires enrichis en histone yH2Ax apparaissant aprés 24h de traitement
par le 8TQ ou par un siRNA PSMD14 (Fig. 4 D et E). Il semble donc que le ciblage de PSMD14 induit
des dommages a I’ADN irréversibles, entrainant la cellule vers un processus de mort.

L'inhibition de PSMD14 a un effet anti-mélanome dans un modeéle tumoral syngénique chez la
souris

Finalement, nous avons évalué I'efficacité anti-mélanome du ciblage de PSMD14 par le 8TQ in vivo.
Pour étudier le role des DUBs dans le développement et la réponse thérapeutique des mélanomes,
nous avons mis en place dans le laboratoire des modéles de mélanome se développant dans des
souris immunocompétentes C57BL/6. Un de ces modeles est basé sur la greffe orthotopique de
cellules de mélanome murin syngénique YUMM1.7 (génotype Braf®**®x Pten null x cdkn2a null)
(Homet Moreno, Zaretsky et al. 2016).

Aprés injection des cellules Yumm 1.7 et le développement des tumeurs pendant 7 jours, les animaux
ont été traités par du 8TQ (5mg/kg) ou le véhicule tous les 2 jours pendant 3 semaines. De facon
intéressante, la croissance des tumeurs est fortement ralentie par le traitement au 8TQ en
comparaison avec le groupe contréle (véhicule), avec un volume tumoral moyen environ 3 fois plus
faible et une masse tumorale réduite aprés 17 jours de traitement (Fig. 5 A). Confirmant nos
observations in vitro, I'analyse immunohistochimique de coupes de tumeurs prélevées a la fin du
traitement révele que, par rapport au traitement controle, le traitement par le 8TQ réduit
I’expression du marqueur nucléaire de cycle cellulaire Ki67, augmente I'expression du marqueur de
dommage a I’ADN yH2Ax et induit la forme clivée de la caspase 3, un marqueur de 'apoptose (Fig. 5
B).

Dans I'ensemble, ces résultats préliminaires indiquent que le ciblage de la DUB associée au
protéasome PSMD14 a un puissant effet anti-mélanome in vitro et in vivo qui résulte d’une réponse
de stress protéotoxique et de dommage a I’ADN conduisant a la mort des cellules de mélanome.
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Figure 1: Identification de la déubiquitinase PSMD14/RPN11 comme régulateur de la prolifération des
cellules de mélanome in vitro. (A) Criblage d’une banque de siRNA dirigée contre les déubiquitinase (DUBs) sur la
prolifération cellulaire (4 jours aprés transfection) dans les cellules 501Mel. Le siCTRL, le siPSMD14 et le siUSP14 sont
représentés en rouge, en vert et en orange respectivement. (B) Augmentation de I'expression du géne PSMD14 dans
les mélanomes métastatiques (MM) par rapport aux mélanomes primaires (PM) (données GSE8401).
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Figure 2: La déplétion de PSMD14/RPN11 réduit la prolifération et la viabilité des cellules de mélanome
in vitro. (A) Analyse de la prolifération cellulaire en temps réel (IncuCyte imaging system) de cellules 501Mel et A375
transfectées par deux siRNA contre PSMD14 (siRNA#1 et #2) pendant 48h. (B) Analyse par western blot de I'effet de
deux siRNA contre PSMD14 sur 'expression ou I’activité de protéines du cycle cellulaire, du stress protéotoxique et
de I'apoptose dans les cellules 501Mel (C) Analyse par immunofluorescence du stress proteotoxique (PolyUb K48) sur
des cellules de mélanomes A375 transfectées par un siPSMD14 vs un siControle (siCtl) (48h)
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Figure 3: L'inhibition pharmacologique de PSMD14 induit un stress protéotoxique, une production de
ROS et la mort des cellules de mélanome in vitro, capable de prévenir I’apparition de cellules résistantes
« persisters ». (A) Analyse de la viabilité cellulaire et détermination de I'lC50 (50% de cytotoxité cellulaire) suite a
un effet dose de I'inhibiteur de PSMD14, le 8TQ (log base2 descendant en partant de 10uM/ 3 jours) sur diverses
lignées de mélanome (A375 R: A375 résistante a I'inhibiteur de BRAF; Yumm 1.7: lignée murine de mélanome).
Quantification de la cytotoxicité par dosage colorimétrique du crystal violet dans des cellules fixées et marquées. (B)
Accumulation de protéines poly-ubiquitinées et de protéines liées du stress protéotoxique sur des cellules 501Mel
traitées par I'inhibiteur de PSMD14, le 8TQ (1uM/ 24h). (C) Augmentation de la quantité de ROS intracellulaire, de
maniére dose dépendante, dans des cellules A375 suite au traitement par le 8TQ (4h). Analyse effectuée en
cytométrie en flux, via la sonde H2DCFDA. (D) Le traitement de cellules A375 pendant 3 semaines avec différentes
doses de la combinaison du BRAF inhibiteur et du MEK inhibiteur (PLX4032/Trametinib respectivement, ratio 1/1)
permet |'apparition de cellules persistantes et résistantes, dont le traitement par le 8TQ prévient |'apparition (Cellules
fixées et marquées au crystal violet).
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Figure 4: Le ciblage de PSMD14/RPN11 dans les cellules de mélanome induit une réponse de dommage a
I’ADN in vitro. (A) U’expression de PSMD14 est corrélée de maniére significative a I'expression de génes contrélés par
la voie E2F (cycle cellulaire, réparation de ’ADN...) et des génes du checkpoint G2/M du cycle cellulaire. Analyse du
TCGA (cancergenome) sur la cohorte de patients atteints de mélanome combinée a une étude d'enrichissement
(GSEA.) (B) Augmentation des protéines liées au cycle et a I’ADN, p53 et gH2Ax suite a la déplétion de PSMD14 par
siRNA dans des A375 (48h apres transfection). (C) Augmentation des protéines liées au cycle et a I’ADN, p53, P-CHK2 et
gH2Ax concomitant avec le clivage de PARP, marqueur apoptotique, suite a I'inhibition de PSMD14 par dose croissante
de 8TQ dans des A375 (48h, 0,1 a 10 uM). (D) Phosphorylation de gH2Ax temps et dose dépendante sous 8TQ. (E)
Analyse par immunofluorescence du marqueur du dommage a I’ADN (gH2Ax) sur des cellules de mélanomes A375
apres dépletion de PSMD14 (siPSMD14, 48h) ou inhibition de PSMD14 (8TQ, 5uM, 24h)
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Figure 5: Le ciblage de PSMD14/RPN11 a un effet anti-mélanome dans un modéle tumoral syngénique
chez la souris. (A) Analyse du volume et de la masse tumorale en fonction des jours aprés injection de cellules de
mélanome syngénique Yumm1.7 dans des souris C57BL/6 en présence ou en absence de traitement au 8TQ (5mg/kg).
Les valeurs de masse tumorale sont indiquées (mean +/- SEM, N=nombre de tumeurs). Photos représentatives de
chaque groupe a la fin de I'expérience. (B) Analyse immuno-histochimique de marqueurs de la prolifération cellulaire
(Ki67), du dommage a 'ADN (gH2Ax) et de la mort cellulaire (caspase 3 clivée) sur des coupes de tumeurs traitées ou
non par 8TQ pendant 17 jours.
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Discussion

Le mélanome cutané est un cancer de la peau agressif dont I'incidence a augmenté de facon
spectaculaire depuis les trente derniéres années. Le mélanome se développe a partir des
mélanocytes, cellules originaires de la créte neurale localisées au niveau de la membrane basale de
|’épiderme (Miller and Mihm 2006). Lors d’un diagnostic précoce, le seul traitement efficace est
I'exérése de la tumeur primaire. Cependant, dans les phases métastatiques, le mélanome reste a
I’heure actuelle un cancer trés agressif, dont les chances d’en réchapper sont faibles. Malgré de
récentes avancées dans le domaine, du fait de son hétérogénéité et de sa tres forte adaptabilité, ce
cancer surmonte trés souvent toutes les tentatives de traitement. En effet, entre différents individus,
les profils tumoraux sont variables, avec des statuts mutationnels distincts, induisant un phénotype
cellulaire particulier et des réponses aux thérapies spécifiques. On retrouve également cette
hétérogénéité au sein d’'un méme patient dans lequel différents foyers tumoraux se développent
dans différents microenvironnements tissulaires. A cette hétérogénéité inter-tumorale s'ajoute
également une hétérogénéité intra-tumorale qui va influencer notablement les réponses
thérapeutiques. C'est pour cela que les premiers traitements, les alkylants de I'ADN, bien trop
généralistes, ont échoué. Leur spécificité étant trop faible, les dommages collatéraux étaient
importants et donc la réponse générale était tres limitée.

Le développement du mélanome est accompagné par des mutations “driver” touchant les génes
BRAF et NRAS, et conduisant a I’activation constitutive de la voie MEK/ERK (Flaherty, Hodi et al. 2012,
Cancer Genome Atlas Network 2015). Ll’identification de la mutation BRAF“69% 3 permis le
développement de thérapies ciblant la voie BRAF/MEK avec une augmentation significative de la
survie initiale des patients. Cependant, seuls les patients arborant les mutations sur BRAF sont
éligibles a ces thérapies ciblées et I'émergence rapide de résistances secondaires, associées a des
mutations secondaires de NRAS ou de MEK1, a I'activation de récepteurs tyrosine kinase et des voies
de survie PI3K/AKT et STAT3, ne permet pas de réponse durable (Flaherty, Hodi et al. 2012,
Arozarena and Wellbrock 2017).

Pour les formes non mutées BRAF (NRAS mutée, NF1 muté et triple non mutée) (Cancer Genome
Atlas Network 2015), des immunothérapies basées sur le blocage des points de contréle
immunologique CTLA4 et PD1 ont été développées avec une trés bonne efficacité a long terme, mais
avec des taux de réponses hétérogenes et des effets secondaires importants (Eggermont, Maio et al.
2015).

Plusieurs pistes de recherche sont a I'essai afin de contourner ces différents problémes. Certaines
approches tentent d’empécher I'apparition de résistance en combinant plusieurs thérapies. C'est le
cas de Roche, Novartis et Merck qui ont lancé des études (NCT02908672-Phase 3, NCT02967692-
Phase 3 et NCT02130466-Phase 1/2 respectivement) pour déterminer I'efficacité d’une double
inhibition de la voie des MAPK combiné a une immunothérapie. Cependant, devant le constat que
plus de 50% des patients ont besoin de traitement additionnel, il reste urgent de mieux comprendre
les mécanismes biologiques impliqués dans la pathogénie du mélanome afin de développer de
nouvelles options thérapeutiques.

Notre étude s’est concentrée sur les mécanismes de la protéostasie cellulaire et I'impact du ciblage
du Systéeme Ubiquitine-Protéasome (SUP) et des déubiquitinases (DUBs) sur la prolifération et la
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survie des cellules de mélanome. Dans les cellules cancéreuses, I'accumulation d’altérations
génétiques et le fort index prolifératif accroissent de facon considérable la synthése protéique et
I’addiction aux mécanismes de contréle de la qualité du protéome, incluant I'autophagie, le systéeme
endo-lysosomial, les protéines chaperonnes et le systéeme ubiquitine-protéasome (SUP) (Balch,
Morimoto et al. 2008, Deshaies 2014). Comprendre les mécanismes de I'addiction cellulaire au stress
protéotoxique est particulierement pertinent dans le cas du mélanome, car il s'agit d'une forme de
cancer qui présente l'une des plus hautes fréquences de mutations somatiques dues a I'exposition
aux UV (Lawrence, Stojanov et al. 2013).

Le SUP constitue le mécanisme principal de dégradation des protéines cellulaires. Il comprend une
machinerie protéolytique (le protéasome 20S), associée a deux complexes régulateurs 19S et une
cascade d'enzymes (E1, E2 et E3) ajoutant des résidus d'ubiquitine a des protéines vouée a la
destruction par le protéasome (Finley 2009). Malgré I'intérét clinique du ciblage de I'UPS, illustré en
cancérologie dans le traitement du myélome multiple, son implication dans la pathophysiologie du
mélanome reste mal connue. La réaction enzymatique qui s'oppose a l'ubiquitination est la
déubiquitination par des protéases spécifiques de l'ubiquitine : les DéUBiquitinases (DUBs) (Nijman,
Luna-Vargas et al. 2005, D'Arcy, Wang et al. 2015). Dans le mélanome, plusieurs DUBs ont été reliées
a la progression de la maladie, comme USP13 qui module la stabilité de MITF (Zhao, Fiske et al. 2011)
ou encore USP9X, récemment identifiée comme un régulateur de I'expression de Ets-1 et de NRAS
(Potu, Peterson et al. 2017).

Afin d’identifier de nouvelles DUBs potentiellement impliquées dans la pathogénie du mélanome
cutané, nous avons utilisé une combinaison d’approches in silico, biochimiques, génétiques et
fonctionnelles qui nous permis de montrer le r6le majeur joué par les DUBs associées au protéasome
USP14 et PSMD14/RPN11 dans le maintien de la protéostasie tumorale et les voies contrdlant la
prolifération et la survie des cellules de mélanome et leur réponse aux thérapies ciblées. Dans un
premier temps, pour identifier des DUBs dont I'activité est modulée dans les cellules de mélanome,
nous avons utilisé une méthode d’étiquettage biochimique in vitro des DUBs actives (“DUB trap
assay”’) qui nous a permis d’identifier USP14 (Ubiquitin Specific Protease 14) dont I’activité est
augmentée dans plusieurs lignées de mélanome par rapport aux mélanocytes, cellules normales de la
peau. USP14 clive les chaines de poly-ubiquitine des protéines arrivant au protéasome pour étre
dégradées (Lee, Lu et al. 2016). De fagon intéressante, il a été montré que I'activité de USP14 peut
étre controlée par la PTEN/AKT (Xu, Shan et al. 2015). Considérant les mutations fréquentes de PTEN
dans les cellules de mélanome, il serait intéressant de déterminer si USP14 peut étre activée par une
phosphorylation directe par AKT sur le résidu sérine 432 comme il a été décrit (Xu, Shan et al. 2015).
On peut également se poser la question de la nature des liens moléculaires entre I'activité de USP14
et les voies oncogéniques du mélanome (NRAS/BRAF/MEK/ERK). Dans ce contexte, nous avons
observé que les cellules de mélanome mutées BRAF ayant acquis une résistance au Vémurafenib
(PLX4032) présentent une activité DUB de USP14 accrue. Il serait donc intéressant de déterminer
comment les inhibiteurs de BRAF et de MEK affectent I'activité et/ou I'expression de USP14. De
méme, on peut se demander comment les voies de signalisation du microenvironnement tumoral
(RTK/SPARC/PI3K/AKT) influencent I'activité de USP14. De facon générale, I'activité accrue de USP14
ou l'augmentation de son expression semble reposer sur le fait que les cellules cancéreuses, au profil
chaotique et a la prolifération incontrélée, présentent une addiction aux mécanismes de dégradation
des protéines. C’'est probablement pour cela que USP14 est un facteur de mauvais pronostic dans de
nombreuses formes de cancer (Shinji, Naito et al. 2006, Wu, Liu et al. 2013, Wang, Wang et al. 2015,
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Zhu, Yang et al. 2016, Liao, Liu et al. 2017, Zhang, Zhang et al. 2017). Dans ce contexte, des études
précédentes ont montré que I'inhibition de USP14 par le composé b-AP15 a des effets anti-tumoraux
importants dans de nombreux types de cancer, solides (D'Arcy, Brnjic et al. 2011) et hématologiques
(D'Arcy, Brnjic et al. 2011, Tian, D'Arcy et al. 2014, Wang, Stafford et al. 2014, Wang, Mazurkiewicz et
al. 2016). En particulier, le myélome multiple, un cancer hématologique dans lequel le ciblage du
protéasome par le Bortezomib (Velcade) est un traitement de référence, est particulierement
sensible au ciblage de USP14 par le b-AP15 qui induit une mort cellulaire de type apoptose in vitro et
in vivo (Tian, D'Arcy et al. 2014, Wang, Stafford et al. 2014, Wang, Mazurkiewicz et al. 2016).
Cependant, contrairement aux cellules ce myélome multiple dans lesquelles le b-AP15 affecte
I'activité de USP14 et d’une autre DUB associée au protéasome UCHL5 (Tian, D'Arcy et al. 2014,
Wang, Stafford et al. 2014), le traitement des cellules de mélanome par le b-AP15, ou par son dérivé
VLX1570, affecte uniquement I'activité de USP14 et non celle de UCHL5. La raison pour cette
différence tient probablement au fait que le test d’activité « DUB trap assay » que nous utilisons est
plus sensible que celui utilisé par I'’équipe de Linder qui consistait en une simple mesure de I'activité
DUB sous inhibiteur de protéase a cystéine. A noter que des travaux plus récents de ce laboratoire
ont montré que le b-AP15 affectait peu l'activité d’UCHL5 (Wang, Stafford et al. 2014, Wang,
Mazurkiewicz et al. 2016), en accord avec nos observations dans le mélanome. A noter que notre test
d’activité « DUB trap assay » suggére une activité accrue de plusieurs autres DUBs dans les cellules
de mélanome mutées BRAF comparées aux mélanocytes. Il serait donc intéressant de déterminer la
nature exacte de ces DUBs, par exemple en utilisant une approche de protéomique de masse.

Dans un deuxiéme temps, le criblage d'une banque de siRNA ciblant les principales DUBs du génome
sur la prolifération de la lignée de cellules de mélanome 501Mel m’a permis d’identifier la DUB
PSMD14 (RPN11/POH1), une métalloisopeptidase dépendante du Zn®* et une des trois DUBs
associées au protéasome avec UCHL5 et USP14. Nos travaux préliminaires montrent que le ciblage de
PSMD14 se traduit par un arrét de prolifération suivi d’'une mort cellulaire associée a des dommages
a I’ADN in vitro et in vivo. L'effet anti-prolifératif et cytotoxique de la déplétion de PSMD14 a été
confirmé pharmacologiquement. La drogue utilisée, le 8TQ, est un inhibiteur non compétitif se fixant
sur le site actif a zinc de PSMD14 (Li, Yakushi et al. 2017). Cet inhibiteur n’est pas entiérement sélectif
pour PSMD14. Il inhibe aussi une deuxieme DUB a domaine JAMM, CSN5, avec cependant 3 fois plus
d’affinité pour PSMD14 (IC50 de 3uM contre 10uM pour CSN5) (Perez, Li et al. 2017). Nous devons
étre prudent sur nos résultats avec I'inhibition pharmacologique de PSMD14 induite par le 8TQ. CSN5
est une sous-unité du signalosome COP9 (CSN), complexe protéique a activité de déubiquitinase, de
de-neddylation (le retrait de I'Ubl NEDDS8) et a une activité de protéine kinase capable de
phosphoryler des régulateurs de signalisation importants comme p53, c-jun ou IkBa. Cependant, les
doses auxquelles nous utilisons le 8TQ ne dépassant pas les 2uM et les IC50 déterminées sur la
viabilité des cellules de mélanome étant inférieure a 1uM, nous pouvons estimer que l'effet
cytotoxique du 8TQ est le résultat d’'une inhibition sélective de PSMD14. Un dérivé du 8TQ, la
capzimine, montre une sélectivité 5 fois supérieure pour PSMD14/RPN11 par rapport aux autres
protéases JAMM et 2 logs en moins d'activité vis-a-vis des métalloenzymes (Li, Yakushi et al. 2017). Il
serait donc intéressant de tester dans nos modeles I'effet de la capzimine en comparaison avec le
8TQ.

Mes travaux montrent que le ciblage de deux DUB associées au protéasome, USP14 et PSMD14,
affecte la prolifération et la survie des cellules de mélanomes. Dans le cas de USP14, le composé b-

113




Discussion / Conclusion

AP15 inhibe la croissance des cellules de mélanomes, quel que soit leur statut mutationnel. L'IC50 de
ce composé est en effet similaire sur des lignées présentant des altérations des protéines
oncogéniques BRAF et NRAS ou des suppresseurs de tumeur TP53, PTEN et NF1. L'inhibition de
PSMD14 par le 8TQ semble suivre cette tendance. Ces profils mutationnels distincts entrainent des
phénotypes et comportement cellulaires spécifiques, allant de profils prolifératifs a invasifs. Les
effets observés sont particulierement intéressants dans le contexte d’hétérogénéité tumorale qui
caractérise le mélanome et au vu de la restriction des thérapies ciblant la voie MAPK aux mélanomes
mutés BRAF. Les drogues ciblant USP14 et PSMD14 pourraient donc potentiellement cibler tous les
types de mélanome. Un autre probléme majeur dans la prise en charge thérapeutique du mélanome
est I'apparition de cellules résistantes aux thérapies (ciblées ou immunothérapies) (Manzano, Layos
et al. 2016, Gide, Wilmott et al. 2018). J'ai pu montrer que les inhibiteurs USP14 et PSMD14 induisent
une cytotoxicité in vitro sur des cellules de mélanomes résistantes aux thérapies ciblées, de maniere
comparable aux lignées sensibles. Dans le cas de PSMD14, nous avons de plus montré in vitro que
son inhibition est en mesure de prévenir I'apparition de clones résistants a une combinaison
BRAFi/MEKi, La capacité a surmonter les résistances est aussi visible in vivo, I'inhibition de USP14
étant capable de ralentir la croissance tumorale de cellules de mélanome humaines résistantes au
Vémurafenib chez des souris immunodéprimées. De facon intéressante, des résultats comparables
ont été obtenus sur la macroglobulinemia de Waldenstrom (WM) dont les formes résistantes a
I'ibrutinib ou au bortezomib sont sensibles au traitement par le VLX1570 (Paulus, Akhtar et al. 2016).
Il serait donc intéressant de déterminer si les drogues ciblant PSMD14 sont elles-aussi capable de
prévenir la croissance tumorale de cellules résistantes aux thérapies ciblées in vivo. Une meilleure
compréhension des mécanismes d’action de USP14 et PSMD14, et des études pré-cliniques
complémentaires pourraient permettre de valider la combinaison du ciblage de ces DUBs avec les
thérapies conventionnelles. De maniéere intéressante, il a été montré que le b-AP15 permet de
sensibiliser des cellules tumorales a I'apoptose médiée par TRAIL par les cellules NK et les cellules T
(Sarhan, Wennerberg et al. 2013).

Nos observations sur l'induction de HSP70 et d’un stress réticulaire induits par le blocage de USP14
et de PSMD14 sont quant a elles compatibles avec l'induction d’un processus de mort
immunogénique capable de stimuler la réponse immune antitumorale de I’'h6te. Une autre
métalloprotéase a domaine JAMM, CSN5, stabilise PD-L1, un des points de contréle immunologique
ciblé par certaines immunothérapies utilisées en clinique (Lim, Li et al. 2016). Plus intéressant encore,
le bortezomib a été décrit pour induire une mort de type immunogénique, et il est actuellement
testé en combinaison avec certaines immunothérapies (Spisek, Charalambous et al. 2007, Pol,
Vacchelli et al. 2015). Dans I'ensemble, ces observations suggerent que le ciblage de USP14 et de
PSMD14 puisse améliorer les immunothérapies anti-mélanome.

Les mécanismes contrdlés par USP14 et PSMD14 dans les cellules cancéreuses restent encore a
I’heure actuelle mal compris. L'inhibition d’USP14, comme de PSMD14, induit une accumulation de
protéines polyubiquitinées en K48 mais aussi en K63. Ces deux types de liaison dirigent les protéines
ubiquitinées vers le protéasome au sein duquel les activités DUB de USP14 et PSMD14 permettent de
modifier les chaines de polyubiquitine, voire de les retirer “en bloc”, afin de trier les protéines
vouées a la destruction et de recycler les résidus d’ubiquitine. De plus, certaines études ont montré
gu’en plus de ce role de tri moléculaire, les DUBs du protéasome sont capables de moduler I’activité
méme de la partie catalytique du protéasome 20S. Dans ce contexte, il n’est pas surprenant
d’observer une accumulation de protéines poly-ubiquitinées dans les cellules dont I'activité et/ou
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I’expression de USP14 et de PSMD14 ont été inhibées. De facon intéressante, j'ai pu observer que
I'inhibition de USP14 dans les cellules de mélanome n’affecte pas l'activité protéolytique du
protéasome 20S, excluant un simple effet “bortezomib-like”. L'implication de PSMD14 sur I'activité
du protéasome dans les cellules de mélanome est quant a elle inconnue mais une étude récente dans
le myélome multiple a montré que son inhibition était sans effet (Song, Li et al. 2017).

Nous avons montré que les drogues ciblant USP14 ou PSMD14 induisent un stress oxydatif de
maniére similaire aux drogues ciblant I'activité catalytique du protéasome comme le bortézomib
(Brnjic, Mazurkiewicz et al. 2014). Ainsi, une accumulation d’espéces réactives de I'oxygéne est
observée apreés inhibition de USP14 ou de PSMD14. Dans le premier cas, nous avons montré que ce
stress oxydatif était suivi d’'un dysfonctionnement mitochondrial. La pré-incubation des cellules de
mélanome avec du N-acétyl-L-cysteine (NAC), un antioxydant, est en mesure d’empécher la mort
induite par le b-AP15. L'origine exacte de ce stress oxydatif est encore inconnue, mais il est possible
que le mécanisme fasse intervenir une inhibition de la thioredoxine réductase comme décrit
précédemment (Brnjic, Mazurkiewicz et al. 2014).

Dans des cellules de mélanome, I'accumulation de protéines polyubiquitinées induite par le blocage
des fonctions de USP14 et de PSMD14 est également suivi par I'activation de kinases de stress
comme p38 et JNK, I'accumulation de protéines de choc comme HSP70 et I'apparition de marques de
stress du RE parmi lesquelles la surexpression de BIP/GRP78 et de CHOP. Dans tous les cas,
I"amplitude du stress protéotoxique produit par le ciblage de USP14 et PSMD14 est trop importante
pour les mécanismes adaptatifs de la cellule qui n’y résiste pas. In fine, ce stress entraine la mort des
cellules de mélanome par un mécanisme indépendant des caspases effectrices, du moins dans le cas
de USP14. Le lien exact entre les réponses de stress oxydatif et de stress protéotoxique générées par
I'inhibition de USP14 et de PSMD14 reste toutefois a définir.

De maniére intéressante, nos résultats suggérent des roles différents, bien que partiellement
redondants, pour USP14 et PSMD14 dans le contr6le de I’homéostasie protéique des cellules de
mélanome. En effet, en plus de la régulation du stress oxydatif et réticulaire, mes observations
préliminaires indiquent que PSMD14 joue un rdle essentiel dans la réponse de dommage a I’ADN
dans les cellules de mélanome. PSMD14 a été décrite pour étre présente au niveau des cassures de
I’ADN afin de limiter I'accumulation d'Ub sur les sites de dommages a I'ADN. Elle régule aussi 53BP1,
facteur de réponse aux dommages de I'ADN bien connu et promeut la réparation de I’ADN par
jonction homologue (Butler, Densham et al. 2012). Nos résultats montrent que I'inhibition ou la
déplétion de PSMD14 entraine I'activation de p53 et I'accumulation de I’histone H2AX phosphorylée
(yH2AX) sur des foci nucléaires. Suite a des cassures de I’ADN, cette histone est phosphorylée au
niveau des dommages a I’ADN (Kuo and Yang 2008). Si la machinerie de réponse aux dommages a
I’ADN est clairement activée par I'inhibition de PSMD14, |'origine de ce phénomeéne est inconnue. On
peut se demander si 'augmentation de ROS a la suite de I'inhibition de PSMD14 pourrait suffire a
induire ces dommages. Une autre hypothése serait que la diminution de la protéine E2F1 observée
dans les cellules déplétées de PSMD14 soit responsable de cette réponse de dommage a I’ADN.

Dans I'ensemble, nos résultats soulignent le role important de USP14 et de PSMD14 dans la
régulation de la prolifération et de la survie des cellules de mélanome. L’identification des
interactomes et des substrats spécifiques de USP14 et de PSMD14 devrait permettre d’élucider les
fonctions respectives de ces deux DUBs dans ’lhoméostasie protéique du mélanome.
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Conclusion

Le mélanome métastatique reste encore a I’heure actuelle le cancer de la peau le plus agressif et le
plus mortel, étant responsable de 80% des déceés liés a un cancer de la peau. Les nouvelles thérapies
(ciblées et immunothérapies), bien que prometteuses, sont limitées a des groupes de patients et
sont globalement suivies de rechutes conduisant a I'un échec thérapeutique. Afin d’identifier de
nouveaux mécanismes dont le ciblage pourrait améliorer la prise en charge thérapeutique des
mélanomes réfractairs, je me suis intéressé a la régulation de I’'homéostasie protéique des cellules de
mélanome et plus particulierement a la famille des enzymes de déubiquitination, également
appelées déubiquitinases (ou DUBs).

Dans ce contexte, mes travaux ont permis d’identifier les DUBs associées au protéasome USP14 et
PSMD14 comme des acteurs importants et non redondants dans le maintien de I’homéostasie
protéique des cellules de mélanome. J'ai pu montrer que leur inhibition conduit a une profonde
dérégulation de processus cellulaires comme la prolifération et la survie cellulaire, associée a des
réponses majeures de stress oxydatif, protéotoxique et génomique. Les différents mécanismes en
causes ne sont pas encore clairement élucidés. Cependant, j'ai pu apporter la preuve de concept que
le ciblage des DUBs associées au protéasome USP14 et PSMD14 représente une nouvelle approche

prometteuse dans la lutte contre le mélanome métastatique et réfractaire.
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ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) have been shown to
play an important role in intercellular communica-
tion as carriers of DNA, RNA and proteins. While
the intercellular transfer of miRNA through EVs has
been extensively studied, the stability of extracel-
lular miRNA (ex-miRNA) once engulfed by a recip-
ient cell remains to be determined. Here, we iden-
tify the ex-miRNA-directed phenotype to be transient
due to the rapid decay of ex-miRNA. We demon-
strate that the ex-miR-223-3p transferred from poly-
morphonuclear leukocytes to cancer cells were func-
tional, as demonstrated by the decreased expression
of its target FOXO1 and the occurrence of epithelial-
mesenchymal transition reprogramming. We showed
that the engulfed ex-miRNA, unlike endogenous
miRNA, was unstable, enabling dynamic regulation
and a return to a non-invasive phenotype within 8
h. This transient phenotype could be modulated by
targeting XRN1/PACMAN exonuclease. Indeed, its
silencing was associated with slower decay of ex-
miR-223-3p and subsequently prolonged the invasive
properties. In conclusion, we showed that the ‘steady
step’ level of engulfed miRNA and its subsequent ac-
tivity was dependent on the presence of a donor cell
in the surroundings to constantly fuel the recipient
cell with ex-miRNAs and of XRN1 exonuclease, which
is involved in the decay of these imported miRNA.

INTRODUCTION

Extracellular vesicles (EVs), including exosomes, microvesi-
cles, ectosomes, microparticles, are small, lipid bilayer mem-
brane vesicles that are secreted by all cell types and are
found in all biological fluids (1). Initially discovered as
garbage bags for removal of unneeded material from cells,
EVs are now recognized as major players in intercellu-
lar communication. EVs contain and shuttle bioactive
molecules including DNA, mRNA as well as non-coding
microRNAs (miRNAs) from one cell to another, leading
to the reprogramming of the recipient cells (2,3). This ge-
netic transfer is particularly important in cancer where the
level of circulating miRNAs is dramatically increased in
the blood of patients and correlated with tumor progres-
sion (4). It is now well appreciated that tumor-derived exo-
somes can hijack surrounding endothelial cells to support
tumor angiogenesis, create an immunosuppressive micro-
environment and mobilize polymorphonuclear leukocyte
neutrophils (PMN) and stromal cells to promote a tumor
niche. Although critical for therapeutic intervention, the ex-
act mechanisms mediating the roles of EVs in cancer have
not yet been fully elucidated. Because of their involvement
in promoting disease progression, it is currently proposed
that the uptake of EVs may induce persistent modulation
of recipient cells (5).

Among the EV bioactive cargoes, miRNAs are an im-
portant component of gene regulation, eliciting either de-
cay or translational repression of target mRNAs (6). With
the potential to regulate more that 30% of human genes,
miRNAs are critical in biology and particularly in every
step of tumor development from initiation, progression, to
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metastasis, behaving either as tumor suppressors or onco-
genic miRNAs (7). Control of these master regulators thus
represents a fundamental aspect of gene regulation. While
mechanisms of miRNA upregulation and processing have
been well documented, little is known about how miRNAs
are downregulated, a necessary facet of dynamic expression.
Compelling studies have shown that miRNAs are highly
stable in most cell types, with a half-life ranging from 28 to
220 h (8,9). Similarly to endogenous miRNA, ex-miRNA
trapped within circulating EVs show remarkable stability
(10). Based on these features, it has been postulated but not
yet proven that ex-miRNA once engulfed into surrounding
cells, are able to promote persistent pro-tumoral activities.

Nevertheless, this concept, i.e. stability of ex-miRNA,
does not explain the dynamic cell plasticity observed during
development and in human malignancies. To better define
the function of ex-miRNA we decided to focus our atten-
tion on metastasis, a spatio-temporal process in which can-
cer cells undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT)
and its reversal, mesenchymal-epithelial transition (MET),
as these cells escape from the primary tumor and take seed
in a secondary organ (11,12). Recapitulating the driving role
of inflammation in metastasis (13), we provide here the first
evidence that the invasive properties of tumor cells are de-
pendent on the secretion of EVs by PMN. MiRNA-223-
3p enriched in PMN-derived exosomes activated in tumor
cancer cells an EMT program that was reversed upon re-
moval of inflammatory cells. One of molecular mechanisms
underlying this transient tumor cell re-programming stems
from the previously unrecognized instability of EV-derived
miRNA mediated by the exonuclease XRN1. These results
clearly provide new insight into the intricate cell communi-
cation occurring in the tumor micro-environment and into
the emerging role of ex-miRNA in disease progression.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture

The A549, NCI-H1975, NCI-H1299, SK-LU-1 and HeLa
cells were cultured according to the recommendations of
the ATCC. A549 (human lung adenocarcinoma epithe-
lial cell line, ATCC, number CCL-185), NCI-H441 (hu-
man lung adenocarcinoma epithelial cell line, ATCC, HTB-
174) and HeLa (human cervical adenocarcinoma epithelial
cell line, ATCC, number CCL-2) cells were grown in Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 U/ml penicillin
and 50 pg/ml streptomycin (Life Technologies). PLB-985
(human myeloid cell line HL-60 subclone prone to PMN
differentiation, gift from Pr Sylvie Chollet-Martin, Paris,
France), NCI-H1975 (human lung adenocarcinoma epithe-
lial cell line, ATCC, number CRL-5908) and NCI-H1299
(human lung carcinoma epithelial cell line, ATCC, num-
ber CRL-5803) cells were grown in RPMI-1640 supple-
mented with 10% FBS, | mM sodium pyruvate, 50 U/ml
penicillin and 50 pg/ml streptomycin (Thermo Fisher Sci-
entific). SK-LU-1 (human lung adenocarcinoma epithelial
cell line, ATCC, number HTB-57) cells were grown in Min-
imum Essential Media supplemented with 10% FBS, 1 mM
sodium pyruvate, 100 phM MEM Non-Essential Amino
Acids, 50 U/ml penicillin and 50 pwg/ml streptomycin (Life
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Technologies). All the cells were maintained for <25 pas-
sages at 37°C in a 5% CO; and humidified atmosphere.
All cell lines were authenticated after the first amplifica-
tion or subcloning (here, stable miR-223-3p clone selection)
by determining the genetic characteristics using polymerase
chain reaction (PCR)-single-locus-technology (Promega,
PowerPlex 21 PCR Kit) and certified (Eurofins, Eurofins
Genomics, Ebersberg, Germany). Testing for mycoplasma
contamination was performed monthly using PlasmoTest -
Mycoplasma Detection Kit (Invivogen).

Patient recruitment and PMN isolation

After approval by the local Ethics Committees (Nice Uni-
versity Hospital Center), written informed consent was ob-
tained from all participants (healthy volunteers), after ex-
plaining the nature of the study. The study was performed
according to the guidelines of the Declaration of Helsinki.

Human PMN were extracted from whole blood of
healthy donors by Ficoll gradient centrifugation to remove
peripheral blood mononuclear cells followed by gelatin sed-
imentation to remove red blood cells. Residual red blood
cells were then lysed with isotonic ammonium chloride so-
lution. After washing in Hanks’ balanced saline solution
without Ca®* or Mg>*, the cells were counted and resus-
pended at 5.10 PMN/ml. PMN (95% pure) with 98% via-
bility (assessed by trypan blue exclusion) were used within
| h after isolation.

Reagents actinomycin D treatment. Cells were treated
with actinomycin D (Act. D), to block RNA transcrip-
tion, at 10 pg/ml. At indicated times, cells were lysed for
miRNA analysis as described below. The activity of actino-
mycin D was confirmed by a decrease in M YC and the sta-
bility of GADPH mRNA as previously described (10). For
miRNA analysis, we added spike-in cel-miR-39, -54 and -
238 (miScript miRNA mimic, MSY0000010, MSY 0000054,
MSY0000293) before RNA extraction for unbiased nor-
malization.

Supernatant production (SPN) and extracellular vesicle
(EVs) purification

PMN and PLB-985 cells were incubated either in DMEM
or RPMI-1640, both supplemented with 10% EV-free FBS
for supernatant production (SPN). SPN was isolated from
PMN conditioned media after 300 g centrifugation to re-
move cells and 2000 g to remove cell debris. SPN were then
ultra-centrifugated at 100 000 g for 70 min at 4°C. After cen-
trifugation, EV-free SPN was collected and stored for cell
culture experiments. The pellet containing EVs was either
resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) for culture
cell experiments or in lysis buffer for protein analysis (1).

Immunoblotting

Immunoblotting was performed as described previously
(14). Whole cell lysates were extracted from cells using
Laemmli lysis buffer (12.5 mM Na,HPO,, 15% glycerol,
3% sodium dodecyl sulphate). The protein concentration
was measured with the DC Protein Assay (BIO-RAD)
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and 30 pg of total protein was loaded onto 7.5 or 11%
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophore-
sis and transferred onto polyvinylidene difluoride mem-
branes (Millipore). After 1 h of blocking with 5% bovine
serum albumin or non-fat milk prepared in TBS-Tween
buffer, the blots were incubated overnight at 4°C with anti-
bodies against FOXO1 (clone C29H4, 1:1000, Cell Signal-
ing Technologies, ref #2880), XRN1 (1:1000, Bethyl Labo-
ratories, ref A-300-443A), E-CADHERIN (clone 4A2C7,
1:500, Invitrogen, ref 33-4000), SNAIL (clone C15D3,
1:1000, Cell Signaling Technologies, ref #3879), SLUG
(clone A-7, 1:400, Santa Cruz Biotechnology, ref sc-
166476), VIMENTIN (clone SP20, prediluted, 1:100, Ab-
cam, ab27608) and b-ACTIN (clone AC-40, 1:10 000,
Sidma-Aldrich, ref A3853) used as loading control. After
1 h of incubation with a horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (1:6000, Santa Cruz Biotechnologies),
protein bands were visualized using an enhanced chemilu-
minescence detection kit (Millipore) with the imaging sys-
tem, Syngene Pxi4 (Syngene).

RNA isolation and Reverse Transcription qPCR (RT-qPCR)
analysis

Total RNA extraction was performed using TRI-Reagent
(Sigma-Aldrich) and QTAGEN RNAeasy kit. Isolation of
RNA from cultured cells or human samples was performed
as described previously (15,16). The RNA concentration
was measured by NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scien-
tific), the purity (A260/A280) of RNA was around 2.0 and
the yield was in a range of 200-500 ng/wl. Then, mRNA
were analyzed on a Bioanalyzer (Agilent) and only samples
with RIN > 9 were used for further experiments.

For miRNA. Tagman miRNA assays (Applied Biosys-
tems) were used to quantify the expression levels of mature
hsa-miR-223-3p, hsa-miR-143-3p, U6 snRNA, cel-miR-39,
cel-miR-54 and cel-miR-238. Specific miRNA-primed re-
verse transcription was carried out on 10 ng of total RNA
using MultiScribe™ Reverse Transcriptase at 50 U/l (Ap-
plied Biosystems) in a final volume of 15 pl. No DNase
treatment was performed for miRNA analysis. RNA were
treated with Rnase Inhibitor using a TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit (ref 4366597, Applied Biosys-
tems): 30 min at 16°C, 30 min at 42°C, 5 min at 85°C and
a pause at 4°C. The cDNA strand was synthesized using
specific reverse transcription primers for U6 snRNA, miR-
223-3p, miR-143-3p U6 snRNA, cel-miR-39, cel-miR-54 or
cel-miR-238 (Thermo Fisher Scientific). The expression lev-
els were analysed by RT-qPCR. RT-qPCR was performed
in triplicate 10 pl per reaction on diluted cDNA (1 wl)
with TagMan® Fast Advanced Master Mix (2x), that con-
tain AmpliTaq® Fast DNA Polymerase, using a StepOne'"
Plus Real-Time PCR system (Applied Biosystems): 20 s at
95°C, [1 s at 95°C, 20 s at 60°C] for 40 cycles. The rel-
ative miR-223-3p and miR-143-3p expression levels were
calculated for each sample after normalization against the
endogenous expression level of the reference miRNA, U6
snRINA, using the AACt method for comparison of rel-
ative fold-expression differences with Applied Biosystems
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StepOne™ Software v2.3. For actinomycin D treatment, the
cel-miRNA were used as normers instead of U6 snRNA.

FormRNA. multiplex oligo(dT)-primed reverse transcrip-
tion was carried out on 500 ng DNase-treated total RNA
using MultiScribe™ Reverse Transcriptase at 50 U/l (Ap-
plied Biosystems) in a final volume of 20 pl. RNA were
treated with DNase I (I U) 15 min at room tempera-
ture, then DNase I was inactivated with ethylenediaminete-
traacetic acid (2.5 mM) and 10 min at 65°C. RNA were
also treated with RnaseOUT—Ribonuclease Inhibitor (ref
10777-019, Applied Biosystems) in high capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit (ref 4368813, Applied Biosystems):
10 min at 25°C, 120 min at 37°C, 5 min at 85°C and a pause
at 4°C. RT-qPCR was performed in triplicate with 10 pl per
reaction on diluted cDNA (1 wl, 1/5) with Fast SYBR®
Green Master Mix (2x), that contained AmpliTaq® Fast
DNA Polymerase, using a StepOne™ Plus Real-Time PCR
system (Applied Biosystems): 20 s at 95°C, [3 s at 95°C, 30
s at 60°C] for 40 cycles, 15 s at 95°C, 1 s at 60°C, 15 s at
95°C with temperature increment +0.3°C (for Melt Curve).
PCR Primers (Sigma-Aldrich) used for quantification of
FOXOI1, MYC, GAPDH and RPLPO genes were: FOXO1
forward (ACGAGTGGATGGTCAAGAGC) and reverse
(CTGCACACGAATGAACTTGC); MYC forward (AT
GAAAAGGCCCCCAAGGTA) and reverse (CGTTTC
CGCAACAAGTCCTCT); GAPDH forward (ACCATG
GAGAAGGCTGGGGCO) and reverse (TGGACTGTGG
TCATGAGTCC); RPLPO forward (GCATCAGTACCC
CATTCTATCAT) and reverse (AGGTGTAATCCGTC
TCCACAGA), at a concentration of 250 nM. All tar-
gets were analyzed for efficiency and used in the range
of linearity. The relative FOXOI, MYC, GAPDH expres-
sion levels were calculated for each sample after normal-
ization against the endogenous expression level of the ref-
erence gene, RPLPO, using the AACt method for com-
parison of relative fold-expression differences with Applied
Biosystems StepOne'" Software v2.3. cDNA were stored in
DNase/RNase-free water at —20°C.

miRNA and siRNA transient transfection

Cells were plated at 200 000 cells/well in 6-well plates. Af-
ter 24 h, cells were transfected with the mirVana miRNA
mimic Control or miR-223-3p at 17 nM or with the mir-
Vana miRNA antagomiR Control or miR-223-3p at 68 nM
or with siRNA negative Control or Silencer Pre-designed
siRNA XRNI at 50 nM using Lipofectamine RNAIMAX
(Life Technologies) according to the manufacturer’s in-
structions. Forty-eight hours after transfection, cells were
lysed for RNA or protein analysis as described below.

miRNA stable transfection

Lentiviral  particles for  hsa-miR-223  (Cat. #:
PMIRH223PA-1) were purchased from System Bio-
sciences. Lentivirus transduction was performed according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, A549 cells
were seeded onto a 24-well plate and cultured for 24 h to
achieve 50% confluence. A549 cells were then transfected
with lentivirus and washed the next day. The efficiency of
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infection was measured under a fluorescent microscope
one week after the transfection and the cells were sorted
using a flow cytometry. The sorted cells were used in the
following experiments.

Dual luciferase reporter assay

HelLa cells were seeded at 10 000 cells/well in 96-well plates.
After 24 h incubation, cells were transfected with the mir-
Vana miRNA mimic Control or miR-223-3p. Twenty-four
hours after transfection, cells were transfected with differ-
ent constructs of psiCHECK™-2-FOXO1 3’UTR (1.1; 1.2;
1.3 and 1.4). Forty-eight hours after transfection, cells were
assayed by both firefly and renilla luciferase using the dual
luciferase assay system (Promega) according to manufac-
turer’s instructions. All transfection experiments were con-
ducted in triplicate and repeated three times independently.

Cell invasion assays

In vitro cell invasion assays were performed using transwell
chambers coated with matrigel (pore size of 8 pm; Corn-
ing). Cells were resuspended in serum-free medium, and 500
1 of the cell suspension (100 000 cells/transwell) was added
to the upper chamber. A total of 750 .l of 5% FBS medium
was added to the bottom wells of the chambers. After 16
h, cells were removed from the upper face of the filters us-
ing cotton swabs. After fixation in 4% paraformaldehyde
and staining in a dye solution containing 0.4% crystal violet
and 20% ethanol, cells that adhered to the lower membrane
of the inserts were counted. Images of five different fields
(200 x magnification) were taken for each membrane, and
the number of invaded cells was counted. All counts of the
same experiments were divided by the mean of the control
condition in order to calculate the migration index and the
relative increase/decrease induced by treatments.

Statistical analysis

Quantitative data were described and presented graphically
as medians and interquartiles or means and standard de-
viations. The distribution normality was tested with the
Shapiro’s test and homoscedasticity with a Bartlett’s test.
For two categories, statistical comparisons were performed
using the Student’s -test or the Mann-Whitney’s test. For
three and more categories, analysis of variance (ANOVA)
or non-parametric data with Kruskal-Wallis (K W) was per-
formed to test variables expressed as categories versus con-
tinuous variables. If this test was significant, we used the
Tukey’s test or the Nemenyi's test to compare these cate-
gories.

Disease-free-survival was defined as the interval between
the date of diagnosis and the date of discovery of the
first evidence after treatment of any tumor (local, regional,
metastatic or second primary) or death from any cause. Pa-
tients were recorded at the time of death or at the last follow-
up. These data were estimated and presented graphically
using the Kaplan—Meier method. The survival curves were
compared using the log-rank test.

All statistical analyses were performed by the biostatis-
tician using R.3.2.2 software and Prism6 program from

Annexes

GraphPad software. Tests of significance was two-tailed
and considered significant with an alpha level of P < 0.05.
(graphically: * for P < 0.05, ** for P < 0.01, *** for P <
0.001).

RESULTS

Ex-miR-223-3p contained in EVs and engulfed into tumor
cells is active in recipient cancer cells

Here, we developed a model that mimics tumor—stroma in-
teractions in which miRNA, specifically expressed in PMN
(17,18), but not in epithelial cancer cells (Figure 1A), were
transferred into lung cancer cells via either cell—cell contact
or EV transfer.

First, in order to show that PMN could transfer mate-
rial to lung cancer cells, we stained the PMN with DilC g, a
lipid dye probe. After removal of excess dye, either stained
PMN or their conditioned SPN were co-cultured with A549
cells (Supplementary Figure S1A and B). We observed lipid
transfer from PMN to cancer cells that was cell-cell con-
tact independent since the transfer could be reproduced
with SPN only (Supplementary Figure S1B). Second, to-
gether with this lipid transfer, we then confirmed that PMN-
specific miIRNA miR-223-3p (17,18) were absent in cancer
cells (Figure 1A) and transferred following incubation with
PMN into lung cancer cells in a dose dependent manner
(Figure 1B; Supplementary Figure S2A and B). This trans-
fer was recapitulated in different cancer or immortalized
cell types (Supplementary Figure S2D-F). Furthermore, we
also observed the transfer of miR-143-3p, a PMN-specific
miRNA expressed at lower levels than miR-223-3p (Sup-
plementary Figure S2G), from PMN to cancer cells (Sup-
plementary Figure S2H), underlying that transfer is not re-
stricted to miR-223-3p.

At this stage, it was of interest to show that transfer could
also occur in a dose-dependent manner with SPN only (Fig-
ure 1C). To determine the component of SPN that was as-
sociated with transfer, we tested if it was specifically depen-
dent on EVs. First, we detected little, if any, miRNA transfer
when EV-depleted SPN was added to lung cancer cells (Fig-
ure 1D). Thus, we isolated EVs from granulocytic PLB-985
cell lines and we showed that their size profile was remark-
ably similar to the PMN SPN profile (Supplementary Fig-
ure S1C and D) and that they displayed classical enrichment
for CD63, CD82 and leukocyte-specific CD353 (Supplemen-
tary Figure S1E). Then, we showed that the EVs were in-
deed responsible for lipid (Supplementary Figure S1F) and
miRNA (Figure 1E) transfer between PMN to cancer cells.

Moreover, to ascertain that PMN or their supernatant
did not transfer a factor responsible for miR-223-3p expres-
sion in recipient cells, we analyzed miR-223-3p accumula-
tion during actinomycin D-mediated transcriptional inhi-
bition in cancer cells (Figure 1F). The efficiency of tran-
scription inhibition was confirmed by RT-qPCR of the un-
stable c-MYC proto-oncogene (Supplementary Figure S21).
As expected, a significant reduction in the c-MYC mRNA
levels was detected following 8 h of transcriptional shutoff,
while the stable GAPDH mRNA was still present at a high
level (Supplementary Figure S2I). Of note, we noticed that
U6, which is frequently used as a reference miRNA, was
sensitive to actinomycin D in A549 cells (Supplementary
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Figure 1. Ex-miR-223-3p is engulfed into recipient cells (A) Relative quantification analysis of ex-miRNA-223-3p expression in H441, H1975, SK-LU-1,
A549, H1299, PLB-985 and PMN cells. Cell lines were harvested at 70% confluency. PMN were isolated from blood as described in the ‘Materials and
Methods’ section. (B) Relative quantification of the expression of ex-miR-223-3p in A549 cells after overnight co-culture with increasing numbers of PMN
and extensive washes. (C) Relative quantification of the expression of ex-miR-223-3p in A549 cells following incubation with increasing amounts of SPN.
(D) Relative quantification of the expression of ex-miR-223-3p in A549 cells following incubation with SPN or SPN depleted of EVs by ultra-centrifugation
(UC). (E) Relative quantification of the expression of ex-miR-223-3p in A549 cells incubated overnight with EVs isolated from SPN of PLB-985 cells. (F)
Relative quantification of the expression of ex-miR-223-3p in A549 cells co-cultured overnight with PMN and treated with actinomycin D (Act. D) at 10
pg/ml. Cells were extensively washed and harvested. (A-E) For all experiments, the levels of miR-223-3p were normalized using U6 snRNA. (F) Spike-in
were used for normalization (see the ‘Materials and Methods’ section). (A-F) Results are representative of three biological replicates, ‘centre values’ as

mean and error bars as s.d.

Figure S2J), so to analyse miRNA expression, we added
spike-in cel-miR-39, -54 and -238 before RNA extraction
for unbiased normalization. We showed that miR-223-3p
accumulation was not impaired by actinomycin D confirm-
ing that miR-223-3p was indeed transferred from PMN
(Figure 1F).

We then checked whether the ex-miR-223-3p transferred
into recipient cells were functional by analyzing the expres-
sion of FOXO1, a bona fide miR-223-3p target (19) that con-
tains four potential miR-223-3p binding sites in its 3 UTR
(Figure 2A). We cloned the 450 bp region surrounding each
potential binding sites and found that two of them were
functionally targeted, as assessed by post-transcriptional re-
pression by miR-223-3p in a site-specific luciferase reporter
assay (Figure 2B). Finally, the FOXO1 protein was silenced
in A549 cells either treated with miR-223-3p (Figure 2C)
or co-cultured with PMN (Figure 2D) indicating that miR-
223-3p molecules transferred from PMN to lung cancer
cells were indeed functional in the recipient cells.

Engulfed ex-miR-223-3p is active in tumor cells and promotes
EMT and invasion

Because miRNA target numerous mRNA in cells, following
only one target may not resume all the observed phenotypic
changes, so we thus focused on a global ‘gain of function
phenotype’ that was miR-223-3p dependent. We show here
that transfection of miR-223-3p into A549 cells induced im-
paired cell adhesion and an EMT phenotype, as suggested

by transcriptome analysis with GO_Cellular_ Component
via numerous potential targets of miR-223-3p (Supplemen-
tary Table S1 and Supplementary Figure S3A and B), and as
verified by the accumulation of mesenchymal markers like
SNAIL, SLUG and VIMENTIN proteins (Supplementary
Figure S3C), and E-cadherin relocation and actin remodel-
ing (Supplementary Figure S3D).

Accordingly, PMN or SPN of PMN both enhanced the
invasion of A549 or H1975 cells through matrigel chambers
(Figure 3A and Supplementary Figure S4A respectively).
Of note, this PMN-driven EMT of A549 cells was inde-
pendent of reactive oxygen species (Supplementary Figure
S4B) but dramatically rescued by EV removal from the SPN
(Figure 3B), suggesting the relevant paracrine contribution
of EVs. Consistently, we confirmed that A549 cells incu-
bated with EVs isolated from granulocytic PLB-985 cells
had an increased invasive behavior (Figure 3C). The ef-
fect of EVs on A549 cell invasion was recapitulated by the
transfection of miR-223-3p (Supplementary Figure S4C)
and completely lost after depletion of miR-223-3p by trans-
fection with specific miRNA-antagomir-223-3p in PMN-
treated cells (Figure 3D). Furthermore, we tested the ef-
fect of FOXO1 silencing on migration and showed that
siFOXO1 modestly induced invasion (Figure 3E). This re-
sult showed that miR-223-3p-induced invasion is not en-
tirely explained by FOXOI silencing suggesting a multi-
target additive effect that promotes EMT and invasion.
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Engulfed ex-miR-223-3p rapid decay after donor cell removal
is associated with transient EMT

It has been demonstrated that tumor epithelial cells could
be reprogrammed to adopt a transient mesenchymal phe-
notype by miRNA transfer (20). However, the molecular
mechanisms that govern this epithelial plasticity remain
poorly understood. Since heterotypic cell interactions are
highly dynamic within the tumor micro-environment, we
questioned the stability of the ex-miRNA once the donor
cell had been removed. Ex-miRNAs are present in blood
plasma and serum in a remarkably stable form. However,
this resistance, especially for miR-223-3p, was mainly due to
membrane protection rather than RISC-associated protec-
tion by nucleases (21). Here, we discovered, in the different
tested tumor recipient cell lines, that the level of exosomal
delivered miR-223-3p rapidly decreased with a half-life of
1.2h(+/—0.4h)(Figure 4A), in contrast to the 24 h half-life
of stably transfected miR-223-3p in actinomycin D-treated
A549 cells (Figure 4B). These data reveal different fates for
ex-miRNA and cellular miRNA. Along with the decline in
ex-miRNA found in difterent cell lines (Supplementary Fig-
ure S5A-C), the miR-223-3p driven responses, i.e. FOXO1
silencing, decreased epithelial markers (E-cadherin) and en-
hanced mesenchymal markers (SNAIL, SLUG), as well as
the invasive behavior, could be gradually rescued overtime
up to complete recovery within § h after PMN removal (Fig-
ure 4C-E). FOXOI recovery was not related to an increase
in transcription suggesting that FOXO1 rescue was depen-
dent on miRNA decay (Supplementary Figure S5D). In ad-
dition, we showed that the decrease was not restricted to
miR-223-3p since miR-143-3p also decreased in A549 cells
after donor cell removal (Supplementary Figure SSE).

Engulfed ex-miR-223-3p stability and EMT longevity depend
on XRNI1 levels

To uncover the origin of this unexpected instability of ex-
miRNA, we focused on the mechanism of decay of miRNA,
which remains unclear in mammals. Some studies have
highlighted the instability of some specific animal miRNAs
(10,22). A potential decay mechanism described in Ara-
bidopsis implicated the 3'-to-5" exonucleases SDN (23) and
more recently Dis3 in Drosophila (24) and the 5'-to-3' exori-
bonucleases XRN-1 and XRN-2 in Caenorhabditis elegans
(25-27).

After siRNA screening (Supplementary Figure S6) for
these exonuclease isoforms in humans, XRN1 appeared to
have a major impact on ex-miR-223-3p decay in our model,
increasing its half-life to 2.45 h +/— 0.3 (Figure 5A). Con-
sequently, XRN1 knock-out also affected fluctuations in
the miR-223-3p targets up to 4 h upon PMN removal.
FOXO1 expression levels were lower in siXRN1-transfected
cells than in siCtrl-transfected cells after 4 h (Figure 5B).
This finding was also corroborated by increased expression
of the mesenchymal SNATL and SLUG markers and de-
creased expression of E-cadherin in siXRNI-treated cells
incubated with SPN (Figure 5B). Along with these obser-
vations, we showed that the siXRN-transfected cells had a
higher invasion capacity than siCtrl-treated cells in the pres-
ence of supernatant of PMN (Figure 5C). Furthermore, we
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Figure4. Engulfed miR-223-3p is quickly decayed in recipient cells after donor cell removal. (A) Time-dependent decay of ex-miRNA-223-3p expression in
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bars as s.d. (B) RT-qPCR analysis of miRNA-223-3p expression in stably miR-223 transduced A549 cells treated with actinomycin D (Act. D) at 10 pg/ml
for the indicated period of time. Spikes-in were used for normalization (see the “Materials and Methods’ section). (C) In vitro invasion assay of A549 cells
post washes. A549 cells co-cultured with (+PMN) or without PMN (Ctrl) overnight were collected at the indicated time post initial washes (Time Washed,
T.W.) and seeded, in the upper part of transwells. The number of cells attached to the bottom of a Matrigel-coated membrane after 16 h was quantified
after crystal violet staining. Data represent the quantification of five biological replicates, ‘centre values’ as mean and error bars as s.d. (D) Immunoblot
analysis of FOXO1 and EMT marker expression levels upon PMN removal from A459 cells co-cultured with (+) or without (—) PMN. B-ACTIN served

as reference for loading. (E) Quantifications of gels from three independents experiments are presented. * for P < 0.05, ** for P < 0.01.
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Figure 5. XRN1 regulates ex-miRNA decay in recipient cells (A) Relative quantification analysis of ex-miRNA-223-3p in A549 cells. siXRN1-transfected
A549 cells co-cultured with PMN overnight were harvested at the indicated periods of time post PMN removal (Time Washed, T.W.). Results are repre-
sentative of three biological replicates. In the right panel, immunoblot analysis of XRNI1 expression. b-ACTIN served as an equal loading control. (B)
Immunoblot analysis of FOXO1 and EMT marker expression levels. B-ACTIN served as an equal loading control. (C) /n vitro invasion assay of siXRN1-
transfected A549 cells. A549 cells co-cultured with SPN of PMN, produced in serum-free medium, were seeded in the upper part of transwells. The number
of cells attached to the bottom of a Matrigel-coated membrane after 16 h was quantified after crystal violet staining. Data represent the quantification of
five biological replicates, ‘centre values’ as mean and error bars as s.d. * for P < 0.05, ** for P < 0.01.

checked if the observed effects were not associated with phe-
notypic changes due to siXNR1 depletion in cancer cells.
We showed that siXRNI neither perturbed proliferation of
A549 cells (Supplementary Figure S7A) nor modified the
invasive properties (Supplementary Figure S7B). Moreover,
we showed that XRN1 was not sensitive to actinomycin
D treatment within 24 h, suggesting that the ‘endogenous’
miR-223-3p stability in stable-miR-223-3p cell lines could

not be explained by depletion of XRN1 during actinomycin
D treatment (Supplementary Figure S7C).

DISCUSSION

Regulation of miRNA levels in normal physiology as in can-
cer is often exclusively studied at the transcription and pro-
cessing steps. However, we show here that an additional and
essential level of control occurs via ex-miRNA decay. In-
deed, we present evidence that PMN release EVs that con-
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tain functional miRNAs, which are transferred into can-
cer cells. Specifically, ex-miR-223-3p induces lung cancer
cell reprogramming as demonstrated by induction of the
EMT signature and the acquisition of a more invasive phe-
notype. While the transfer of EV-derived miRNAs from tu-
mor cells to the inflammatory micro-environment has been
well-documented (28), our study provides the first evidence
of ex-miRNA trafficking from PMN to tumor cells. The role
of miRNA in cellular EMT and tumor metastases has been
well-established, irrespective of the miRNA nature, i.e. en-
dogenous or derived from EVs (29,30). In agreement with
this, we show that the presence of miR-223-3p, following
both stable transfection or EVs transfer, activates EMT. Im-
portantly, our results reveal that ex-miR-223-3p triggered
an unexpected sequential EMT-MET mechanism. Mecha-
nistically, we demonstrated that the ex-miR-223-3p are ex-
tremely labile miRNA, rapidly degraded by XRN1 follow-
ing removal of EVs producing PMN.

There are several implications in our understanding of
the unique proprieties of ex-miRNA. First, the remark-
able instability of ex-miRNAs suggests the ex-miRNAs are
the specific target of miRNA-binding proteins or nucle-
ases that control their stability, thus fine-tuning their ef-
fectiveness. So far, very little information is currently avail-
able regarding the decay of miRNAs and even less for the
ex-miRNA once engulfed into recipient cells. By silenc-
ing all known exonucleases, we identified XRNI1 as the
5’-3’exoribonuclease 1 that specifically targets ex-miR-223-
3p in human tumor cells. Knockdown of XRN1 counter-
acted EV-induced MET, consistent with ex-miR-223-3p sta-
bilization. In mammals, Bail er a/. showed that endoge-
nous miRNA presented a discrepancy in terms of stabil-
ity after actinomycin D treatment. Moreover, they showed
the involvement of XRNI1, and not XRN2, in the decay
of endogenous miR-382 (10). Since miR-223-3p has been
shown to be protected within the EV and quickly degraded
by RNAse A after EV permeabilization in a cell-free sys-
tem (21), our findings together with these results suggest
that XRNI1 is predominantly targeting unprotected miR NA
in cells. This effect may arise from at least two different
possibilities: either a given miRNA is lacking some post-
transcriptional modification like 5'-phosphate (31) allow-
ing different pools of miRNA within the cell with one
more susceptible for degradation or a miRNA is differen-
tially ‘protected’ depending on its different degree of affinity
for miRNA-associated proteins like AGO2. Unfortunately,
our miRNA sequencing results did not clearly identified
the ‘code signal’ for decay at the origin of the differential
miRNA susceptibility (data not shown) and further studies
that clarify this ‘code signal’ are of great interest.

Second, our study points to the observation that the ex-
miRNA and endogenous miRNA do not function in a sim-
ilar way, as originally expected. In the literature, miRNAs
function as key oncogenic and tumor suppressor miRNA.
It has been inferred that the stable expression of microRNA
mimics the responses triggered by the engulfed ex-miRNA.
However, we found that the uptake of ex-miR-223-3p acti-
vated rapid EMT followed by a delayed MET in tumor cells,
in sharp contrast to the maintenance of EMT of miR-223-
transfected cells. We reconciled these apparently contra-
dictory results by showing that ex-miR-223-3p was highly
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sensitive to degradation whereas the ectopically expressed
miR-223-3p were resistant. These findings point to the im-
portant notion that the efficacy of ex-miRNA in recipient
cells is the net result of a dynamic balance between uptake
and degradation.

Third, the sequential EMT-MET of lung cancer cells
shown herein following ex-miRNA decay recapitulates the
metastasis process. While there is no doubt that EMT is as-
sociated with worse prognosis, the cancer cells concurrently
express multiple EMT markers, which render them difficult
to transfer for diagnostic or prognostic purposes. A previ-
ous study suggests that miR-223-3p promotes invasion of
breast cancer cells via regulation of MEF2C. In our exper-
iments, we confirmed that both extracellular transferred-
and ectopically expressed-miR-223-3p promote cell inva-
sion, however these effects were independent of MEF2C,
which was not expressed in our cellular models (data not
shown). Our microarray analysis showed rather that miR-
223-3p targets a large panel of genes, including FOXOI,
which are involved in cell migration. In fact, the worst clin-
ical outcomes of metastatic cancers were recently associ-
ated with a dynamic ‘variance gradient’ ranging from EMT
phenotypes. In consequence, we propose a model in which
the regulation of ex-miRNA decay is particularly important
during tumor metastasis, where the plasticity of tumor cells
between the epithelial and mesenchymal states requires se-
lective and programmed decay of miRNAs far from their
inflammatory site of production. Along this line, the obser-
vation that the chromosomal loss of XRN1 was associated
with poor disease free survival (logrank, P-value = 0.0219,
Hazard Ratio: 1.453, 95% CI: 1.065-2.168) in lung adeno-
carcinoma (The Cancer Genome Atlas TCGA-LUAD data
collection) is of great interest (Supplementary Figure S8).

In conclusion, our results suggest that EVs released into
the micro-environment contain miRNA that could help
cancer cell invade the surrounding tissue. We showed that
the ‘steady step’ level of engulfed miRNA and its subse-
quent activity is dependent of the presence of donor cells
in the surrounding to constantly fuel the recipient cell with
extracellular miRNAs and that the level of XRN1 exonu-
clease is involved in the decay of these imported miRNA.

AVAILABILITY/ACCESSION NUMBER

The raw sequence and processed data have been submitted
to the NCBI Gene Expression Omnibus (GEQO) under ac-
cession number GSE81370.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors would like to thank Katia Havet-Zahaf, Sa-
lomé Lalvée, Eric Selva, Julien Fayada, Pascal Grier, Lu-
dovic Cervera for technical help. The authors acknowledge
the technological expertise of the CytoMed, the IRCAN’s
Flow Cytometry Facility, the Nice Sophia-Antipolis Func-
tional Genomics Platform and the Nice Hospital Related
Biobank (BB 0033-00025).

8107 18G0J00 §Z UO 188N WYISNI AQ LESOL LZ/LE | b/ L/SHI0BISqR-B0ILE/IBL/WO0"dNO-0IWBPEDE)/:SANY WO PSpEojuMOQ



FUNDING

French Government (Agence Nationale de Recherche,
ANR) through the ‘Investments for the Future’ LABEX

SIGNALIFE

[ANR-11-LABX-0028-01]; ANR Jeunes

Chercheurs Jeunes Chercheuses [ANR-12- JSV1-0009-
01]; Infrastructure France-Génomique [ANR-10-INBS-
09-03]; Fondation ARC pour la recherche sur le cancer

ARC SL220110603478;

CANC’AIR  Genexposomic

project, Canceropole PACA; Region PACA (France);
Conseil Général 06; FEDER; Ministere de I’Enseignement
Supérieur; Région Provence Alpes-Cote d’Azur; INSERM.
Conflict of interest statement. None declared.

REFERENCES

[ S5}

w

W

(=2}

[~

o

. Thery,C., Amigorena,S., Raposo.G. and Clayton,A. (2006) Isolation

and characterization of exosomes from cell culture supernatants and
biological fluids. Curr. Protoc. Cell Biol.,
doi:10.1002/0471143030.cb0322s30.

. Rahman,M.A_, Barger,J.F,, Lovat,F., Gao,M., Otterson,G.A. and

Nana-Sinkam,P. (2016) Lung cancer exosomes as drivers of epithelial
mesenchymal transition. Oncotarget, 7, 54852-54866.

. Vlassov,A.V., Magdaleno,S., Setterquist,R. and Conrad,R. (2012)

Exosomes: current knowledge of their composition, biological
functions, and diagnostic and therapeutic potentials. Biochim.
Biophys. Acta, 1820, 940-948.

. Sanfiorenzo,C., Ilie,M.1., Belaid,A., Barlesi,F., Mouroux,J.,

Marquette,C.H., Brest,P. and Hofman,P. (2013) Two panels of
plasma microRNAs as non-invasive biomarkers for prediction of
recurrence in resectable NSCLC. PLoS One, 8, €54596.

. Zhang,X., Yuan,X., Shi,H., Wu,L., Qian,H. and Xu,W. (2015)

Exosomes in cancer: small particle, big player. J. Hematol. Oncol., 8,
83.

. Zamore,P.D., Tuschl,T., Sharp,P.A. and Bartel,D.P. (2000) RNA.:

double-stranded RNA directs the ATP-dependent cleavage of mRNA
at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell, 101, 25-33.

. Croce,C.M. and Calin,G.A. (2005) miRNAs, cancer, and stem cell

division. Cell, 122, 6-7.

. Gantier,M.P., McCoy,C.E., Rusinova,l., Saulep.D., Wang,D., Xu,D.,

Irving,A.T., Behlke,M.A., Hertzog,PJ., Mackay.F. et al. (2011)
Analysis of microRNA turnover in mammalian cells following Dicerl
ablation. Nucleic Acids Res., 39, 5692-5703.

. Zhang,Z., Qin,Y.W.,, Brewer,G. and Jing,Q. (2012) MicroRNA

degradation and turnover: regulating the regulators. Wiley Interdiscip.
Rev. RNA, 3, 593-600.

. Bail,S., Swerdel,M., Liu,H., Jiao.X., Goff,L.A., Hart,R.P. and

Kiledjian.M. (2010) Differential regulation of microRNA stability.
RNA, 16, 1032-1039.

. Spaderna.S., Schmalhofer,O., Hlubek.F., Berx,G., Eger,A.,

Merkel.S., Jung,A., Kirchner,T. and Brabletz, T. (2006) A transient,
EMT-linked loss of basement membranes indicates metastasis and
poor survival in colorectal cancer. Gastroenterology, 131, 830-840.

. Thiery,J.P.,, Acloque,H., Huang,R.Y. and Nieto,M.A. (2009)

Epithelial-mesenchymal transitions in development and disease. Cell,
139, 871-890.

. Liun,Y.,, Gu,Y., Han,Y., Zhang,Q., Jiang,Z., Zhang,X., Huang,B.,

Xu,X., Zheng,J. and Cao,X. (2016) Tumor exosomal RNAs promote
lung pre-metastatic niche formation by activating alveolar epithelial
TLR3 to recruit neutrophils. Cancer Cell, 30, 243-256.

. Brest,P, Lapaquette,P., Souidi,M., Lebrigand,K., Cesaro,A.,

Vouret-Craviari, V., Mari,B., Barbry,P., Mosnier,J.F., Hébuterne,X.

16.

19.

20.

21;

23.

24.

26.

27.

28.

30.

3

Annexes

Nucleic Acids Research, 2017, Vol. 45, No. 7 4141

et al. (2011) A synonymous variant in IRGM alters a bindingsite for
miR-196 and causes deregulationof IRGM-dependent xenophagy in
Crohn’sdisease. Nat Genet., 43, 242-245.

. Pottier,N., Maurin,T., Chevalier,B., Puissegur,M.P., Lebrigand,K.,

Robbe-Sermesant, K., Bertero,T., Lino Cardenas,C.L., Courcot,E.,
Rios,G. et al. (2009) Identification of keratinocyte growth factor as a
target of microRNA-155 in lung fibroblasts: implication in
epithelial-mesenchymal interactions. PLoS One, 4, ¢6718.
Triboulet,R., Mari,B., Lin,Y.L., Chable-Bessia,C., Bennasser,Y.,
Lebrigand.K., Cardinaud,B., Maurin,T., Barbry,P,, Baillat,V. et al.
(2007) Suppression of microRNA-silencing pathway by HIV-1 during
virus replication. Science, 315, 1579-1582.

. Allantaz,F., Cheng,D.T., Bergauer,T., Ravindran,P., Rossier,M.F.,

Ebeling,M., Badi,L., Reis,B., Bitter,H., D’Asaro,M. et al. (2012)
Expression profiling of human immune cell subsets identifies
miRNA-mRNA regulatory relationships correlated with cell type
specific expression. PLoS One, 7, €29979.

. Haneklaus,M., Gerlic,M., O’Neill,L.A. and Masters,S.L. (2013)

miR-223: infection, inflammation and cancer. J. Intern. Med., 274,
215-226.

Wu,L., Li,H., Jia,C.Y., Cheng,W,, Yu,M., Peng,M., Zhu,Y., Zhao,Q.,
Dong,Y.W.,, Shao,K. et al. (2012) MicroRNA-223 regulates FOXO1
expression and cell proliferation. FEBS Lett., 586, 1038-1043.
Srivastava,S.P., Koya,D. and Kanasaki,K. (2013) MicroRNAs in
kidney fibrosis and diabetic nephropathy: roles on EMT and EndMT.
Biomed. Res. Int., 2013, 125469.

Li,L., Zhu,D., Huang,L., Zhang,J., Bian,Z., Chen X, Liu,Y.,
Zhang,C.Y. and Zen,K. (2012) Argonaute 2 complexes selectively
protect the circulating microRNAs in cell-secreted microvesicles.
PLo0S One, 7, e46957.

. Rissland,O.S., Hong,S.J. and Bartel,D.P. (2011) MicroRNA

destabilization enables dynamic regulation of the miR-16 family in
response to cell-cycle changes. Mol. Cell, 43, 993-1004.
Ramachandran,V. and Chen.X. (2008) Degradation of microRNAs
by a family of exoribonucleases in Arabidopsis. Science, 321,
1490-1492.

Towler,B.P,, Jones,C.1., Viegas,S.C., Apura,P., Waldron,J.A.,
Smalley,S.K., Arraiano,C.M. and Newbury,S.F. (2015) The 3'-5'
exoribonuclease Dis3 regulates the expression of specific microRNAs
in Drosophila wing imaginal discs. RNA Biol., 12, 728-741.

. Bosse,G.D., Ruegger,S., Ow,M.C., Vasquez-Rifo,A., Rondeau,E.L.,

Ambros,V.R., Grosshans,H. and Simard,M.J. (2013) The decapping
scavenger enzyme DCS-1 controls microRNA levels in
Caenorhabditis elegans. Mol. Cell, 50, 281-287.

Chatterjee,S., Fasler,M., Bussing,I. and Grosshans,H. (2011)
Target-mediated protection of endogenous microRNAs in C. elegans.
Dev. Cell, 20, 388-396.

Chatterjee,S. and Grosshans,H. (2009) Active turnover modulates
mature microRNA activity in Caenorhabditis elegans. Nature, 461,
546-549.

Thery,C., Ostrowski,M. and Segura,E. (2009) Membrane vesicles as
conveyors of immune responses. Nat. Rev. Immunol., 9, 581-593.

. Tang.J., Li,Y., Wang,J., Wen,Z., Lai,M. and Zhang,H. (2016)

Molecular mechanisms of microRNAs in regulating
epithelial-mesenchymal transitions in human cancers. Cancer Lett.,
371, 301-313.

Kosaka,N. (2016) Decoding the Secret of Cancer by Means of
Extracellular Vesicles. J. Clin. Med., 5, €22.

. Salzman,D.W., Nakamura,K., Nallur,S., Dookwah,M.T.,

Metheetrairut,C., Slack,F.J. and Weidhaas.J.B. (2016) miR-34 activity
is modulated through 5'-end phosphorylation in response to DNA
damage. Nat. Commun., 7, 10954.

810z 4290300 Gz uo Jasn WHISNI AQ L £SO L2Z/L €LY/ L/STARASEe-B|d1 e /Jeu/wod dnoolwapede//:sdly Woly papeojumoq



Annexes

Annexe 2

Ohanna M, Cerezo M, Nottet N, Bille K, Didier R, Beranger G, Mograbi B,
Rocchi S, Yvan-Charvet L, Ballotti R, and Bertolotto C. Pivotal role of
NAMPT in the switch of melanoma cells toward an invasive and drug-
resistant phenotype. Genes Dev. 2018, doi:10.1101/gad.305854.117



Annexes

Pivotal role of NAMPT in the switch
of melanoma cells toward an invasive
and drug-resistant phenotype
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In BRAFY°°E melanoma cells, a global metabolomic analysis discloses a decrease in nicotinamide adenine dinu-
cleotide (NAD™) levels upon PLX4032 treatment that is conveyed by a STATS5 inhibition and a transcriptional reg-
ulation of the nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) gene. NAMPT inhibition decreases melanoma cell
proliferation both in vitro and in vivo, while forced NAMPT expression renders melanoma cells resistant to
PLX4032. NAMPT expression induces transcriptomic and epigenetic reshufflings that steer melanoma cells toward
an invasive phenotype associated with resistance to targeted therapies and immunotherapies. Therefore, NAMPT,
the key enzyme in the NAD" salvage pathway, appears as a rational target in targeted therapy-resistant melanoma
cells and a key player in phenotypic plasticity of melanoma cells.
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Supplemental material is available for this article.
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Reprogramming of cellular energy metabolism has been
rediscovered recently as an emerging hallmark of cancer
(Ward and Thompson 2012). In 1930, Otto Warburg iden-
tified alterations of energy metabolism in cancer cells
(Warburg 1956). For ATP production, cancer cells switch
from oxidative phosphorylation (OXPHOS) to glycolysis
regardless of the oxygen supply, leading to a process called
“aerobic glycolysis.” This switch is frequently associated
with an enhanced glucose uptake that compensates for
the poor energetic efficiency of glycolysis compared
with OXPHOS.

BRAF oncogenic mutations, which increase glycolytic
activity in a variety of cancer cells, particularly in melano-
ma, play a key role in this metabolic switch (Parmenter
et al. 2014). The inhibition of glycolysis upon BRAF inhib-
itor (BRAFi) treatment participates in the therapeutic
response (Baudy et al. 2012; Parmenter et al. 2014). How-
ever, as phenotypically and functionally plastic cells,

S5Present address: U981, Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale, Villejuif, France.

5These authors contributed equally to this work.

Corresponding author: bertolot@unice.fr

Article published online ahead of print. Article and publication date are
online at http://www.genesdev.org/cgifdoi/10.1101/gad.305854.117.

melanoma cells can rewire their metabolism toward
OXPHOS or glutaminolysis upon BRAFi exposure, a pro-
cess that might dampen the efficacy of the drug and sup-
port tumor growth (Haq et al. 2013; Baenke et al. 2016;
Falletta et al. 2017).

Therefore, these alternative metabolic pathways for
energy supply or the restoration of glycolysis (Parmenter
et al. 2014) might also contribute to the acquisition of re-
sistance to BRAFi, leading to treatment failure in pa-
tients with BRAF mutated melanoma. Furthermore,
glycolysis, OXPHOS, and glutaminolysis are intertwined
with other key metabolic pathways, such as protein ca-
tabolism, which can fuel the Krebs cycle and fatty acid
synthesis/p-oxidation pathways (through citrate and
acetyl-CoA) that also represent alternative sources of
energy.

In addition to the energy demand, cellular metabolism
has been shown to interfere more globally with melanoma

© 2018 Ohanna et al. This article is distributed exclusively by Cold
Spring Harbor Laboratory Press for the first six months after the full-issue
publication date (see http://genesdev.cshlp.org/site/misc/terms.xhtml).
After six months, it is available under a Creative Commons License At-
tribution-NonCommercial 4.0 International), as described at http://creati-
vecommons.org/licenses/by-nc/4.0/.
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BRAF/ERK pathway controls NAMPT expression
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Figure 1. PLX4032 decreases the levels of NAD* in BRAFV*°°F melanoma cells. (A) Heat map of the top 40 metabolites significantly reg-
ulated by 5 pM PLX4032 for 24 h in WM9 and UACCG62 cells. The deregulation of NAD metabolism is highlighted (red asterisk). (B) KEGG
pathway analysis of metabolomic data by MetaboAnalyst. (Green) Metabolites in the subpathways are all down-regulated; (blue) metab-
olites in the subpathways can be up-regulated or down-regulated. (C) Intracellular NAD* levels in a panel of BRAFY®°’E and wild-type
BRAF (BRAF"") human melanoma cells exposed or not to 5 uM PLX4032 for 24 h. The values represent the means + SD of five indepen-

dent experiments.

cell phenotype. Indeed, glutamine limitation causes a
translational and transcriptional reprogramming of
melanoma cells toward invasive and therapy-resistant
phenotypes (Falletta et al. 2017). Therefore, obtaining a
complete view of the different metabolic pathways dereg-
ulated upon BRAF inhibition in melanoma cells is pivotal
to a better understanding of the mechanisms involved in
the implementation of resistances and improvements in
anti-melanoma therapies.

In the present study, using a global metabolic profiling,
we disclose a down-regulation of the nicotinamide ade-
nine dinucleotide (NAD") levels by a BRAFi (PLX4032).
We show that the BRAF/ERK pathway, through STAT5
activation, regulates the transcription of nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT), the key enzyme in
the maintenance of cellular NAD" levels. Importantly,
forced NAMPT expression dampens the anti-proliferative
effect of PLX4032 and leads to major transcriptomic and
epigenetic unheavals that turn melanoma cells toward in-
vasive and BRAFi-resistant phenotypes. Together, these
observations point to NAMPT as a key player in BRAFi re-
sistance and melanoma cell plasticity and as a potential
target in melanomas.

Results

Alteration of metabolism by PLX4032 in BRAFV?%F
melanoma cells

To fully elucidate the effect of PLX4032 on the metabo-
lism of melanoma cells, we performed global metabolic
profiling using ultrahigh-performance liquid chromatog-
raphy-tandem mass spectroscopy (UPLC-MS/MS) of two
distinct human melanoma cell lines (UACC62 and
WMDY) that harbor the BRAFV®°F mutation. Analysis of
>500 metabolites identified 119 metabolites altered by
treatment with PLX4032. A total of 60 metabolites was
down-regulated, whereas 59 metabolites were up-regulat-
ed (Supplemental Table S1). In this list, only 52 metabo-
lites are annotated in the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) database or Human Metabolome
Database (HMDB). Figure 1A shows the heat map of these
annotated metabolites. Furthermore, analysis identified
enrichment in glycolysis, citric acid, pyruvate metabo-
lism, and mitochondrial electron transport chain function
(Fig. 1B; Supplemental Table S2). All of the metabolites in
these pathways were inhibited by PLX4032 treatment,
indicating a global inhibition of the carbohydrate
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metabolism and energy production. Additionally, we ob-
served that the majority of dipeptides, monoacylglycerols,
and long-chain fatty acids species detected in our
cells (Supplemental Fig. SIA-F) was up-regulated upon
PLX4032 treatment, suggesting a global increase in pro-
tein catabolism and lipid metabolism. Note that these
metabolites are poorly annotated in the KEGG database
or HMDB, and therefore MetaboAnalyst (http://www.
metaboanalyst.ca) or other tools did not identify any en-
richment in these metabolite sets. A schematic view of
the metabolic consequences of BRAF inhibition is provid-
ed (Supplemental Fig. S1G).

Among the other metabolites affected by PLX4032
treatment, our attention was drawn by the inhibition of
NAD" levels and the global inhibition of nicotinamide
metabolism (Fig. 1A,B). Because of the key role of NAD*
in numerous key cellular functions, such as metabolism
(carbohydrate metabolism and energy production), post-
translation modifications (ADP ribosylation|, and epige-
netics (deacetylation), we then focused our attention on
the NAD"* metabolism. Dose response experiments in
A375, WM9, and UACCG62 (Supplemental Fig. S2A)
showed that PLX4032 decreased cell numbers with an
IC50 of ~0.1 pM and a maximal effect between 1 and 5
M (5 uM was used in the following experiments). We
then extended the analysis of NAD* levels in a larger pan-
el of melanoma cell lines and short-term melanoma cell
cultures. As expected, PLX4032 inhibited cell prolifera-
tion in BRAFY®E hut not in wild-type BRAF (BRAFVT)
human melanoma cells (Supplemental Fig. S2B). Impor-
tantly, PLX4032 reduced intracellular NAD"* levels in all
BRAFY®E mutated melanoma cell lines but not in
BRAFWT human melanoma cells (Fig. 1C). Furthermore,
additional BRAFis as well as MEK and ERK inhibitors
also decreased NAD* levels, indicating that ERK pathway
inhibition impacted NAD" metabolism in melanoma
cells (Supplemental Fig. S2C). Note that glucose-starved
melanoma cells did not display changes in NAD™ levels,
ruling out the inhibition of glucose metabolism as a con-
founding factor for lowering NAD™ levels [Supplemental
Fig. S2D).

BRAFVYE rogulates NAD™ levels and controls NAMPT
expression through STATS5 activation

The NAD" level is primarily maintained in human cells
via the “salvage” pathway, in which NAMPT is the rate-
limiting enzyme (Canto et al. 2015). Our results indicated
that PLX4032 reduced NAMPT expression (Fig. 2A). Both
NAMPT mRNA and NAD" levels declined in parallel in
response to PLX4032, which was compatible with the no-
tion that the reduction of NAD" in response to PLX4032
was a consequence of the inhibition of NAMPT expres-
sion (Supplemental Fig. S3A). No inhibition of NAMPT
expression by PLX4032 was observed in BRAFWT human
melanoma cells (Supplemental Fig. S3B).

Analysis of publicly available microarray data sets
(GSE20051 and GSE42872) confirmed the inhibition of
NAMPT mRNA expression in BRAFYS9E melanoma
cell lines exposed to BRAFi (Fig. 2B,C).
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The inhibition of NAMPT expression in A375 melano-
ma cells was also observed with the MEK inhibitors
U0126, PD98059, and GSK1120212 (Trametinib) and the
ERK inhibitor SCH77294, the efficiencies of which were
shown on the inhibition of ERK phosphorylation levels
(Supplemental Fig. S3C). We also observed the inhibition
of NAMPT expression in publicly available microarray
data (GSE51115) of melanoma cell lines exposed to the
MEK inhibitor PD0325901 (Supplemental Fig. S3D).

Additionally, forced expression of BRAFY?E in normal
human melanocytes stimulated the ERK signaling path-
way and increased levels of NAMPT (Supplemental Fig.
S3E), with a concomitant increase in NAD" (Supplemen-
tal Fig. S3F). MEK and ERK inhibitors prevented up-regu-
lation of NAMPT in normal melanocytes (Supplemental
Fig. S3E).

Altogether, our data demonstrate that the BRAF/MEK/
ERK signaling cascade plays a key role in the control of
NAMPT expression and the regulation of NAD" metabo-
lism in melanoma cells.

Changes in NAMPT mRNA levels suggested that the
BRAF/ERK pathway controlled NAMPT at the transcrip-
tional level. Using a human NAMPT promoter luciferase
reporter construct, we showed that PLX4032 induced a
dose-dependent decrease in NAMPT promoter activity
in both WM9 (Fig. 2D) and A375 cells (Supplemental
Fig. S4A). MEK and ERK inhibitors also strongly reduced
NAMPT promoter activity (Supplemental Fig. S4B). To
identify the regulatory elements, we assessed the effect
of PLX4032 on human NAMPT promoter constructs of
different lengths. The results revealed that the BRAF/
ERK-responsive element was localized between —1182
and —2682 base pairs (bp) upstream of the transcriptional
start site (TSS) (Supplemental Fig. S4C). Within this re-
gion, Sun et al. {2014) reported STAT5-binding sites pro-
moting NAMPT gene transcription in response to the
mechanical stress signal. Therefore, we hypothesized
that in melanoma cells, the ERK pathway might control
NAMPT expression through STATS5 activation. Analysis
of the —1182/-2682 fragment identified two canonical
([TTCxxxGAA) STATS5-binding sites at —1260 (S#1) and
—1963 (S#2) (Fig. 2E). Next, we performed ChIP-qPCR
(chromatin immunoprecipitation [ChIP] combined with
quantitative PCR [qPCR]) assays with control or anti-
STATS5 antibodies. When using a set of primers spanning
the S#1 STAT5-binding site, we observed an enrichment
of chromatin immunoprecipitated with STAT5 antibody
(compared with control IgG) that was dramatically re-
duced in cells exposed to PLX4032 (Fig. 2F, middle panel).
In contrast, no enrichment was observed when using sets
of primers spanning the S#2 STAT5-binding site or locat-
ed in the 1-kb proximal region (S#3). These data demon-
strated that STAT5 bound to the NAMPT promoter.

In agreement with this observation, we showed in A375
cells that STATS5 inhibitor decreased both basal and
BRAFVSEstimulated NAMPT promoter activity, there-
by demonstrating the involvement of STAT5 in the
BRAFYE_induced stimulation of NAMPT transcription
[Supplemental Fig. S4D). Additionally, a constitutively ac-
tive form of STATS5 (Onishi et al. 1998) was sufficient to
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Figure 2. The BRAF/MEK/ERK signaling pathway regulates NAMPT expression at the transcriptional level. (A) Western blot analysis of
NAMPT in BRAFVOE melanoma cells exposed or not to 5 uM PLX4032 for 48 h. Phospho-ERK analysis showed the efficiency of PLX4032,
and ERK2 was used as loading control. (B,C) Analysis of publicly available data sets GSE42872 (n = 3) and GSE20051 (n = 5) of melanoma
cells exposed to PLX4032. Scatter plots showing the means + SD of the NAMPT mRNA expression are shown. (D) Activity of the NAMPT
promoter in WM cells exposed to increasing doses of PLX4032 for 48 h. Data are shown as the means + SD of three experiments. (E) Sche-
matic representation of the NAMPT promoter showing two canonical (TTCxxxGAA) STAT5-binding sites (S#1 and S#2) and a nonrele-
vant amplicon (S#3). (F) A375 melanoma cells were left untreated or exposed to PLX4032 for 48 h. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
was performed using antibodies directed against STAT5 and/or IgG antibody as a control. The isolated genomic DNA was analyzed by
real-time PCR using primers surrounding S#1, S#2, or S#3. Data are shown as the means + SD of three experiments. (G) The activity of
the NAMPT promoter reporter in A375 melanoma cells transfected with a control vector or a vector encoding a constitutively active
form of STATS5. Data are shown as the means + SD of three experiments. (H) Western blot analysis of NAMPT, STATS5, and ERK in
A375 and WM control cells or cells exposed to 5 uM PLX4032 or 100 M STATS5 inhibitor for 48 h.

drive the transactivation of the NAMPT promoter NAMPT controls melanoma cell proliferation
(Fig. 2G).

Furthermore, in both A375 and WM9 cells, PLX4032 in- To determine the impact of NAD* metabolism on melano-
hibited both ERK and STAT5 phosphorylation, while the ma cell proliferation, we silenced NAMPT using siRNAs
STATS inhibitor efficiently reduced STATS5 phosphoryla- and inhibited its function with FK866, a highly specific
tion but did not affect ERK phosphorylation (Fig. 2H). Both noncompetitive inhibitor. As expected, two different
BRAF and STATS5 inhibitors decreased NAMPT expres- NAMPT siRNAs efficiently inhibited NAMPT expression

sion (Fig. 2H) and NAD" levels (Fig. 1D; Supplemental in WM9 cells (Fig. 3A) and NAD" levels (Fig. 3B). FK866 did
Fig. S4E). In the NRAS?®'¥ mutated melanoma HMVII not affect NAMPT expression (Fig. 3A) but decreased
cells, PLX4032 had no effect on either ERK or STAT5 NAD" levels (Fig. 3B). Similar results were obtained in
phosphorylation, while the STAT5 inhibitor efficiently A375 and UACC62 cells (Supplemental Fig. S5A,B).
reduced STAT5 phosphorylation and NAMPT expression FK866 caused a dose-dependent reduction of NAD" level

(Supplemental Fig. S4F). The STATS5 inhibitor also trans- in the three cell lines tested, with a similar IC50 of ~0.3
lated into a parallel decrease in NAD" levels (Supplemen- EM and a maximal effect at 1 pM (Supplemental Fig.
tal Fig. S4G). S5C). FK866 also caused a dose-dependent inhibition of
Taken together, these data demonstrate that the BRAF/ cell number, with a IC50 of ~3 pM in A375 and UACC62
ERK pathway regulates NAMPT expression and, conse- and 0.5 pM in WM9. In the three cell lines, the maximal
quently, NAD" levels at the transcriptional level through effect was obtained between 1 and 5 uM; 5 utM was used
STATS5 activation. in the following experiments (Supplemental Fig. S5D).
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Figure 3. NAMPT inhibition decreases melanoma cell proliferation and xenograft development and restores PLX4032 sensitivity. (A)
Western blot analysis of NAMPT expression in WM9 melanoma cells transfected with control (Ctl) siRNA or two different NAMPT
siRNAs (si#] and si#2) or exposed to a NAMPT inhibitor (FK866). HSP90 was used as loading control. (B) Intracellular NAD* levels in
WM9 melanoma cells treated as in A. Values represent the means + SD of three independent experiments. (C) Proliferation of WM9
melanoma cells treated as in A. Cells were trypsinized and counted each day. Values represent the means =+ SD of three independent
experiments. (D) Cell number of WM9 melanoma cells exposed to 5 M FK866 or 500 uM FK866 plus NAD" for 72 h. Values represent
the means + SD of three independent experiments. (E) Growth curve of tumor xenografts after subcutaneous injection of WM9 cells.
Mice (six per group) were treated or not with PLX4032 or FK866. Data are shown as the means + SD of tumor volume. The black arrow
indicates the beginning of the treatment. (F) PLX4032-resistant WM9 melanoma cells were transfected with control or NAMPT siRNA
(si#1 and si#2) and subsequently exposed to 5 nM PLX4032. After 72 h, the cells were counted. The histogram represents the means +
SD of three independent experiments. (G) Cell number of PLX4032-resistant WM9 melanoma cells exposed to 5 nM FK866 or 500 pM
FK866 plus NAD* for 72 h. Data are presented as the means + SD of three independent experiments. (H) Growth curve of tumor xe-
nografts after subcutaneous injection of WM9 cells resistant to PLX4032. Mice (six per group) were treated with vehicle, PLX4032, or
FK866. Data are shown as the means + SD of tumor volume. The black arrow indicates beginning of the treatment. (I) Frozen sections

of xenografts were stained with DAPI and subjected to transferase-mediated UTP nick end labeling (TUNEL). Representative images

are shown.

Accordingly, we showed that FK866 or NAMPT knock-
down by siRNA elicited a dramatic inhibition of WM9
melanoma cell proliferation (Fig. 3C). Interestingly, the
addition of exogenous NAD" to the culture medium pre-
vented FK866-mediated inhibition of cell proliferation,
thereby demonstrating that the effect of FK866 was caus-
ally associated with NAD" depletion and not with non-
specific effects (Fig. 3D). Similar data were obtained in
the A375 and UACCG62 cell lines (Supplemental Fig.
S5E,F). Flow cytometry analysis of DAPI-permeable cells
showed that NAMPT inhibition by siRNA or FK866 in-
creased melanoma cell death (Supplemental Fig. S6A).

We next monitored the effect of PLX4032 and FK866 in
vivo. WM9 cells were subcutaneously engrafted into 6-
wk-old female athymic nude mice. When the tumors
became palpable (0.1-0.2 cm?), the mice were treated ev-
ery 2 d with the vehicle (labrafil) or PLX4032 or FK866
alone. Compared with the vehicle, both PLX4032 and
FK866 treatments impaired WM9 melanoma cell xeno-
graft growth (Fig. 3E). PLX4032 and FK866 caused no
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weight loss in the treated mice (data not shown). QqRT-
PCR analysis revealed decreased NAMPT expression in
PLX4032-treated tumors (Supplemental Fig. S6B). A re-
duced NAD" level was also observed (Supplemental Fig.
S6C).

Next, we evaluated the effect of NAMPT inhibition on
BRAFi-resistant melanoma cells. As expected, BRAFi-re-
sistant WM9 melanoma cells (WM9R) were not sensitive
to PLX4032's effects but were sensitive to NAMPT
knockdown by two siRNAs (Fig. 3F) and NAMPT inhibi-
tion by FK866 (Fig. 3G). Importantly, the effects of FK866
were reversed by addition of NAD*. Interestingly, al-
though NAMPT inhibition had a marked effect on
BRAFi-resistant cells, we observed a statistically signifi-
cant restoration of PLX4032 sensitivity in BRAFi-resis-
tant cells upon depletion of NAMPT (Fig. 3F). Similar
observations were obtained in BRAFi-resistant A375 mel-
anoma cells (A375R) (Supplemental Fig. S7A,B).

As expected, xenografts derived from WMOR cells were
not affected by PLX4032. In contrast, FK866 inhibited



tumor growth (Fig. 3H). The combination of the low-dose
FK866 resulted in additive growth inhibition. Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated UTP nick end la-
beling (TUNEL| staining revealed apoptotic cells in tumor
sections from FK866-treated mice compared with control
or PLX4032-treated mice (Fig. 31).

We performed in vivo experiments on A375R cells (Cor-
azao-Rozas et al. 2013) with 25 mg/kg PLX4032 or two
doses of FK866 (1.5 mg/kg and 15 mg/kg) alone or with
the low FK866 dose in combination with PLX4032 (Sup-
plemental Fig. S7C). In contrast to PLX4032, increasing
doses of FK866 dose-dependently reduced melanoma pro-
gression. As expected, a reduction in NAD* was observed
in the FK866-treated tumors (Supplemental Fig. S7D).
The combination of both PLX4032 and FK866 resulted
in a synergistic inhibition of melanoma growth. Thus,
both in vitro and in vivo, FK866 treatment caused mela-
noma cell death and restored PLX4032 sensitivity in
BRAFi-resistant melanoma cells. Altogether, the strik-
ing effect of NAMPT inhibition on BRAFi-resistant
melanoma xenografts suggested that targeting NAMPT
might be a valid therapeutic option to overcome BRAFi
resistance.
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NAMPT induces drug resistance and activates
an invasive gene program

We next examined whether NAMPT might affect the re-
sponse to PLX4032. Forced expression of NAMPT (Fig.
4A) enhanced the intracellular NAD" level (Fig. 4B) but
did not significantly affect proliferation (data not shown).
Furthermore, forced expression of NAMPT or addition of
exogenous NAD markedly decreased the efficiency of
PLX4032 in inhibiting the proliferation of melanoma cells
(Fig. 4C,D). To understand how NAMPT can favor the ac-
quisition of resistance to BRAFi, we performed a tran-
scriptomic analysis of three different melanoma cell
lines (WM9, M14, and SKmel28) in control conditions or
after forced expression of NAMPT. Differential expression
and statistical analysis indicated that 1111 genes were reg-
ulated (449 down-regulated and 662 up-regulated). Ingenu-
ity Pathway Analysis identified a striking increase in the
functions associated with cell movement and migration
(top 10 functions) (Supplemental Table S3). Among the
top 10 upstream activators, TNF, TGFB, and SMARCA4
were increased, while MITF was decreased (Table 1).
These observations indicated that increased NAMPT
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Figure 4. NAMPT affects the sensitivity of melanoma cells to BRAFis. (A) Western blot analysis of NAMPT expression in A375 and
WM9 melanoma cells transduced with a control empty adenovirus (EV) or an adenovirus encoding NAMPT (Ad NAMPT). HSP90 was
used as a loading control. (B) Intracellular NAD* levels in A375 and WM9 melanoma cells transduced with a control or NAMPT adeno-
virus. Values represent the means + SD of three independent experiments. (C) A375 and WM9 melanoma cells transduced with a control
or NAMPT adenovirus were exposed to 5 pM PLX4032. After 72 h, the cells were counted. The histogram represents the means + SD of
three independent experiments. (D) The number of A375 and WM9 melanoma cells exposed to 5 uM FK866 or 500 uM FK866 plus NAD*
for 72 h. Values represent the means + SD of three independent experiments. (E) Heat map from transcriptomic analysis showing the gene
expression level and clustering according to the invasive and proliferative signature from Verfaillie et al. (2015). (Blue) Down-regulated

genes; (red) up-regulated genes.
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Table 1. Potential upstream regulators of the NAMPT
transcriptional program in melanoma cells

Upstream regulator Z-score P-value

TNF 6.317 2.05x1072¢
TGEB1 5.092 1.47x 1072
IFNG 6.206 1.54x10720
IL1B 5.717 593x107!'8
MITF —-5.063 9.42x 1078
NFkB 5.825 1.69x 10716
TP53 4.242 3.00x1071¢
SMARCA4 5.571 3.33x107'¢
U0126 -3.151 4.16x1071¢
TREM1 -0.062 9.93x107!®

Upstream regulator analysis in Ingenuity Pathway Analysis was
used to predict the potential upstream regulators of the genes
differentially regulated between control and NAMPT-overex-
pressing melanoma cells. The top 10 predicted upstream regula-
tors are shown.

expression may activate TNF and TGFp pathways (Sup-
plemental Fig. S8A,B). Interestingly, we also observed
that genes down-regulated by NAMPT clustered with
the proliferation gene profile described previously (Hoek
et al. 2008; Verfaillie et al. 2015), while the up-regulated
genes were associated with the invasive genes (Fig. 4E).
Therefore, NAMPT induced a phenotypic switch toward
the invasive phenotype that has been frequently associat-
ed with resistance to targeted therapies.

A P H3K27me3 H3K27ac
Adeno EV  NAMPT EV  NAMPT

H3K4me3
BV NaweT

12

| | y
TsS TS TsS TsS Tss TSS

MBI L, .

1 VI

Annexes

Of note, SMARCA4 (BRGI1), which is activated in
our analysis, is a MITF partner and a key player in the reg-
ulation of chromatin remodeling, suggesting that in-
creased NAMPT expression might affect the epigenetic
landscape.

NAMPT induced a reshuffling of the epigenetic landscape

To identify the effect of NAMPT on the epigenetic land-
scape, we performed ChIP-seq (ChIP combined with
high-throughput sequencing) analyses of key activating
(H3K27ac and H3K4me3) or repressive (H3K27me3) his-
tone marks. Comparative analysis of the ChIP-seq data us-
ing read density matrix clustering (SeqMiner) identified
41,000 peaks within 12 clusters (Fig. 5A), among which
six (1-6) out of 12 showed an alteration of histone
marks by NAMPT. Clusters 2, 3, and 5 showed an increase
in H3K4me3 marks, and clusters 1, 2, and 6 showed an
increase in H3K27me3 marks. H3K27ac marks were
decreased in cluster 4 and increased in cluster 3 together
with H3K4me3 marks (Supplemental Fig. S9). Further
analysis indicated that among the 662 up-regulated
genes, 356 displayed enhanced active marks (H3K27ac
and H3K4me3) and/or decreased repressive marks
(H3K27me3) (Fig. 5B). Only 15 genes overlapped with a
decrease in active marks and/or an increase in repressive
marks (Supplemental Fig. SI0A). Among the 449 down-
regulated genes, 68 overlapped with a decrease in active
marks and/or an increase in repressive marks (Fig. 5C),
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Figure 5. NAMPT changes the histone mark landscape. (A) SeqMiner cluster heat maps showing signal intensities for H3K27me3,
H3K27ac, and H3K4me3 in the region +5 kb around the TSS in control or NAMPT-overexpressing 501 mel melanoma cells. (B) Venn di-
agram displaying the intersection of genes up-regulated by NAMPT with active histone marks up-regulated and repressive histone marks
down-regulated by NAMPT. (C) Venn diagram displaying the intersection of genes down-regulated by NAMPT with active histone marks
down-regulated and repressive histone marks up-regulated by NAMPT. (D) UCSC browser view of H3K27ac and H3K4me3 ChIP-seq bind-
ing density at the MITF locus. (E) UCSC browser view of H3K27ac and H3K4me3 ChIP-seq binding density at the AXL locus.
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A — B Figure 6. NAMPT enhances the motile
S soo BTO-00¢ capacity of melanoma cells. (A) Boyden
5 N — chamber experiments of control or
Ad EV g NAMPT-overexpressing WM9 melanoma
% 400 MITF - == cells. Values represent means + SD of three
% independent experiments. Representative
3 NAMPT| = images are shown. (B) Western blot analysis
5 2007 of MITF, fibronectin (FN), and NAMPT of
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and 21 genes had an increase in active marks (H3K27ac and
H3K4me3) and/or a decrease in repressive marks (Supple-
mental Fig. SI0B). A track view of our data in the Univer-
sity of California at Santa Cruz (UCSC) browser of genes
associated with the proliferative profile such as M-MITF
(Fig. 5D), CDK2, and BIRC7 (Supplemental Fig. S11A,B)
or with the invasive profile such as AXL (Fig. 5E), ITGB4,
and WNTS5A (Supplemental Fig. S11C,D) suggested that
forced NAMPT expression induced a reshaping of the epi-
genetic landscape that led to a transcriptomic switch to-
ward the invasive phenotype associated with resistance
to targeted and immunotherapies (Muller et al. 2014; Fall-
etta et al. 2017).

NAMPT induced a switch toward an invasive phenotype

Finally, as predicted by the epigenetic and transcriptomic
analysis, Boyden chamber experiments demonstrated that
forced NAMPT expression increased the motile capacity
of WM9 cells (Fig. 6A). Western blot analysis confirmed
the increased expression of NAMPT and demonstrated
the up-regulation of fibronectin expression and an inhibi-
tion of MITF expression (Fig. 6B, in agreement with a
switch toward an invasive phenotype. These results
have been obtained also in two additional cell lines:
501Mel and SKMel28 (Supplemental Fig. S12A-D). Fur-
thermore, transduction of WM9 at low multiplicity of in-
fection (MOI) with NAMPT-GFP adenovirus resulted in
expression of NAMPT in ~70% of cells, visualized by
GFP. Cells exhibited a loss of MITF expression exclusively
in GFP-positive cells (Fig. 6C). Finally, we showed that
ZEBI (Caramel et al. 2013), which has been reported as a
key player in pseudo-EMT (epithelial-mesenchymal tran-

sition) and phenotypic switch in melanoma cells, was
down-regulated by NAMPT silencing and up-regulated
by forced NAMPT expression (Fig. 6D). In line with that,
ZEB1 was dramatically increased in the transcriptomic
analysis and underwent deep epigenetic reshuffling (Sup-
plemental Fig. SI2E). In conclusion, these data unveil
how NAMPT, through epigenetic remodeling of genes
that mediate the phenotypic switch, regulates the motile
properties of melanoma cells.

Discussion

Here, our findings reveal that the BRAF/MEK/ERK signal-
ing cascade impacts cellular metabolism beyond its well-
known effect on glucose metabolism. Indeed, we showed
that metabolites from the glycolytic pathway, such as 3-
phosphoglycerate, phosphoenolpyruvate, pyruvate, and
lactate were down-regulated in PLX4032-treated melano-
ma cells, while upstream metabolites (fructose 6-P, fruc-
tose 1-6-P,, and glyceraldehyde 3-P) were unaffected. Of
note, the glucose 6-P level was decreased (log fold
change = —1.9) but did not reach the statistical threshold
(false discovery rate =0.058). This observation can be ex-
plained by the inhibition of glucose uptake (Parmenter
et al. 2014) and hexokinase 2 expression (Parmenter
et al. 2014; Delgado-Goni et al. 2016) caused by BRAF in-
hibition. In line with that, PLX4032 induced an alteration
of the tricarboxylic acid (TCA) cycle, as illustrated by a
decrease in a-ketoglutarate, fumarate, and malate levels.

Remarkably, melanoma cells treated with PLX4032 dis-
played evidence of enhanced lipid metabolism, since a
global increase in several types of lipids (monoacyl-glycer-
ol and fatty acids) was observed. These findings suggest
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that upon BRAF inhibition, melanoma cells shift from
glucose to lipid metabolism and may use fatty acid p-oxi-
dation as a source of energy. Further studies have been un-
dertaken to dissect the molecular mechanisms of this
metabolic rewiring and determine the role of lipid metab-
olism in the effects of PLX4032.

Another key metabolic alteration caused by PLX4032 is
the decrease in the cellular content of NAD"*. Therefore,
although melanoma cells exposed to PLX4032 implement
alternative energy production pathways, these pathways
would be impaired by the decrease in NAD" levels, as
NAD" is a key cofactor in glycolysis, citric acid cycle,
and p-oxidation.

Our results reveal that NAMPT, the rate-limiting en-
zyme in the NAD" salvage pathway, is positively con-
trolled by the BRAF/MEK/ERK pathway. Consistent
with this observation, NAMPT shows higher expression
in melanoma cells that frequently harbor a constitutive
activation of the ERK pathway, compared with melano-
cytes or nevi (Wachsman et al. 2011; Maldi et al. 2013).
We provided evidence that BRAFY®E controls NAMPT
expression at the transcriptional level and identified
the transcription factor STAT5 as the main effector of
BRAFY0E effects on NAMPT expression. In line with
that, it has been shown previously that STATS5 is activated
by the ERK pathway (Maki and Tkuta 2008). Furthermore,
we demonstrated that the STATS5 inhibitor decreased
NAMPT expression and the NAD" cellular content in
both BRAF"T and BRAF mutated melanoma cells. Ac-
cordingly, STAT5 was reported to favor melanoma cell
proliferation and survival, and the constitutive activation
of STATS is correlated with the aggressiveness of melano-
ma (Mirmohammadsadegh et al. 2006; Hassel et al. 2008).
Together, these data suggest that STATS5 inhibition alone
or in combination with BRAFis might be a valuable strat-
cgy for melanoma treatment. Of note, STATS is also es-
sential for T-cell survival and immune responses toward
melanoma tumors (Tripathi et al. 2010). Therefore, the
benefit/risk ratio of using STATS5 inhibitors must be care-
fully evaluated.

Next, we showed that the inhibition of NAMPT expres-
sion by specific siRNA or activity by the pharmacological
inhibitor FK866 decreased the NAD" content and pro-
liferation of melanoma cells. A previous study reported
that among the six cell lines tested, only one cell line
(HMCB) displayed a reduction of proliferation in response
to NAMPT inhibition (Maldi et al. 2013). NAMPT inhibi-
tion also promoted a marginal effect on mouse B16 mela-
noma cell proliferation in vitro (Grolla et al. 2015)

NAMPT inhibition also affects the proliferation of
BRAFi-resistant melanoma cells and at least partially re-
stores the response to PLX4032. In vivo, FK866 efficiently
inhibited the development of BRAFi-sensitive or BRAFi-
resistant melanoma tumor xenografts, and low doses of
FK866 (1.5 mg/kg) resensitized BRAFI-resistant tumors
to PLX4032. Taken together, these observations suggest
that NAMPT inhibition might represent a rational strat-
egy to overcome resistance to targeted therapies.

Interestingly, NAMPT-overexpressing melanoma cells
were more resistant to the effects of PLX4032 than the pa-
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rental control cells, demonstrating the causal role of
NAMPT in the resistance to BRAFis. Furthermore, tran-
scriptomic and ChIP-seq analyses showed that NAMPT
overexpression modified active (H3K27ac and H3K4me3)
and repressive (H3K27me3) histone marks and gene ex-
pression profiles favoring the phenotypic switch of mela-
noma cells toward the invasive phenotype, characterized
by an increased invasiveness and expression of genes asso-
ciated with pseudo-EMT (ZEB1 and FN1) and resistance to
targeted and immunotherapies (Muller et al. 2014; Riesen-
berg et al. 2015; Falletta et al. 2017).

Beyond its role in metabolism and energy-producing
pathways (glycolysis, citric acid cycle, glutaminolysis,
and p-oxidation), NAD" serves as a cofactor for numerous
other enzymes and pathways. SIRTs and PARPs require
NAD" for functioning (Bai and Canto 2012; Houtkooper
etal. 2012). Both enzymes play a critical role in melanoma
biology, as (1) melanoma cells overexpressing SIRT1 were
more resistant to BRAFis (Ohanna et al. 2014), and (2)
PARP1 inhibition altered the invasive properties of mela-
noma cells (Rodriguez et al. 2013). Furthermore, SIRT1
(Jing and Lin 2015) and PARP1 (Ciccarone et al. 2017)
have a direct involvement in epigenetic regulation that
could explain the deep changes in histone marks evoked
by NAMPT.

Additionally, NAD* might have a direct impact on
transcriptional regulation through its binding to the tran-
scriptional corepressors CtBPs (Balasubramanian et al.
2003) that has been also involved in epigenetic regulation
through its interaction with histone demethylase
KDMIA (LSD1} (Ray et al. 2014). Notably, CtBP2 was re-
ported to inhibit the expression of MITF, a key driver of
melanoma phenotypic switching (Liang et al. 2011).

Now, it remains to be understood why NAMPT affects
only a specific subset of genes. Of note, numerous MITF
target genes are regulated by NAMPT, and our analyses
showed an activation of the BRGI pathway. BRGI inter-
acts with MITF in chromatin remodeling complexes
that also contain KDMI1A (Laurette et al. 2015), indicating
a link between the NAD", CtBP, and MITF/BRG1 com-
plexes and specific histone modifications at the regions
occupied by these complexes. Of course, NAD" may affect
other chromatin remodeling complexes that are not posi-
tioned at MITF target loci.

Reflecting their high metabolic demand, malignant
cells display higher NAD* levels than their normal coun-
terparts and are particularly sensitive to NAD" depletion
(Kennedy et al. 2016). A recent report demonstrated that
IDHI1 mutant cancer cells showed extreme vulnerability
to NAD" depletion (Tateishi et al. 2015). None of the mel-
anoma cells used in the present study showed an IDH1 mu-
tation, but we cannot rule out the likelihood that IDH1
activity is affected by nongenetic alterations. Further-
more, the sensitivity (at least in vitro) of NRAS mutated
melanoma to FK866 suggests that NAMPT inhibition
might be an alternative therapeutic strategy in this subset
of melanomas that has a poorer outcome compared with
other melanomas (Johnson et al. 2016). Several phase 1
clinical trials using NAMPT inhibitors (CHS828 or
FK866) have been conducted in patients with advanced



solid tumor malignancies, including melanomas (Ravaud
et al. 2005; Holen et al. 2008; von Heideman et al. 2010).
Toxicities are globally manageable, but no overall tumor
response was described. However, ina clinical trial that en-
rolled two patients with melanomas, one patient showed
disease stabilization (Holen et al. 2008).

Despite the huge progress in metastatic melanoma
treatment using checkpoint immunotherapies or targeted
therapies (Luke et al. 2017), most patients are resistant or
will develop resistance to these treatments. Resistance
can be driven by genetic events, but phenotypic switch,
which is generated by epigenetics events and rewiring of
transcriptomic and metabolic networks, is the main cause
of resistance (Hugo et al. 2015). Our study indicates that
NAMPT functions downstream from BRAF/ERK path-
ways and plays a pivotal role in the switch of melanoma
cells toward the invasive and resistant phenotype. There-
fore, it might be worthwhile to reassess NAMPT inhibi-
tors in the treatment of melanomas resistant to targeted
therapies but also as adjuvant therapy to prevent the ac-
quisition of resistance in the course of the treatment.

Materials and methods

Cell cultures and reagents

Human melanoma cell lines and short-term cultures derived
from different patients with metastatic malignant melanoma
cells were grown in DMEM supplemented with 7% FBS at 37°C
in a humidified atmosphere containing 5% CO,. PLX4032-
sensitive and PLX4032-resistant melanoma cells were described
previously (Bonet et al. 2012; Ohanna et al. 2014). Lipofectamine
RNAIMAX and Opti-MEM medium were purchased from
Invitrogen. FK866 was obtained from Sigma, U0126 and
GSK1120212 were purchased from Euromedex, and PD98059
and SCH77294 were obtained from Selleck Chemicals. The
STATS5 inhibitor (CAS 285986-31-4) was purchased from Sigma.
Intracellular NAD" was measured using the NAD/NADH quan-
titation kit from Sigma according to the manufacturer’s
instructions.

Metabolomic profiling

Briefly, samples were prepared using the automated MicroLab
STAR system (Hamilton Company). Recovery standards were
added prior to the first step in the extraction process for quality
control purposes. Cell lysates were precipitated using methanol
with vigorous shaking for 2 min followed by centrifugation.
The resulting extract was divided into five fractions: two samples
for analysis using two separate reverse-phase (RP)/UPLC-MS/MS
methods with positive ion mode electrospray ionization (ESI), one
sample for analysis through RP/UPLC-MS/MS with negative ion
mode ESI, one sample for analysis through hydrophilic interac-
tion chromatography (HILIC)/UPLC-MS/MS with negative ion
mode ESI, and one sample reserved for backup. The samples
were briefly placed on a TurboVap (Zymark) to remove the organ-
ic solvent. The sample extracts were stored overnight under nitro-
gen prior to preparation for analysis. Chromatography analyses
were performed using Waters Acquity UPLC and a Thermo Scien-
tific Q-Exactive high-resolution/accurate mass spectrometer in-
terfaced with a heated ESI (HESI-II) source and an Orbitrap mass
analyzer operated at 35,000 mass resolution. The sample extract
was dried and subsequently reconstituted in solvents compatible
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with each method (Miller et al. 2015). The informatics system
comprised four major components: the laboratory information
management system (LIMS), the data extraction and peak-identi-
fication software, data processing tools for quality control and
compound identification, and a collection of information inter-
pretation and visualization tools for subsequent data analysis.
The hardware and software foundations for these informatics
components were the LAN backbone and a database server run-
ning Oracle 10.2.0.1 Enterprise Edition (Evans et al. 2009).

Western blot assays

Western blotting was performed as described previously (Hilmi
et al. 2008; Bertolotto et al. 2011). Briefly, 30 pg of cell lysates
was separated using SDS-PAGE, transferred onto a PVDF mem-
brane, and subsequently exposed to the appropriate antibodies:
anti-ERK2 (clone D-2; Santa Cruz Biotechnology, sc-1647), anti-
phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technology,
Inc., 2370), anti-BRAF (clone F-7; Santa Cruz Biotechnology, sc-
5284), anti-NAMPT (Sigma, B5812), anti-phospho-STAT5
(Tyr694) (Ozyme, 9351), anti-STAT5 (Ozyme, 9363), and anti-
HSP90 (Santa Cruz biotechnology, sc-13119). The proteins were
visualized using the ECL system (Amersham). The Western
blots shown are representative of at least three independent
experiments.

Transient transfection of sSiRNA

Briefly, a single pulse of 50 nM siRNA was administered to the
cells at 50% confluency through transfection with 5 pL of Lipo-
fectamine RNAIMAX in Opti-MEM medium (Invitrogen).
NAMPT siRNAs (On Target Plus, Dharmacon) were obtained
from ThermoFisher Scientific.

Cell proliferation

The cells (10 x 10® cells) were seeded onto 12-well dishes and, at
48 h after transfection or treatment, trypsinized from days 1 to
4 and counted in triplicate using a hemocytometer. The experi-
ments were performed at least three times.

Luciferase reporter assays

NAMPT promoter luciferase reporters were provided by Dr.
J.G.N. Garcia (University of Arizona). We used three constructs
containing the following regions of human NAMPT: -2682/
+346, —1182/+346, and —582/+346 bp (Sun et al. 2014). A375 mel-
anoma cells were transiently transfected as described previously
using Lipofectamine reagent (Invitrogen) (Bertolotto et al. 1998).
Briefly, the cells were transiently transfected with 0.3 pg of
NAMPT reporter constructs and 0.05 pg of pCMVBGal to control
the variability in transfection efficiency. The transfection medi-
um was changed after 6 h, and, where indicated, the cells were
transfected with an empty vector or a vector encoding BRAFY¢0E
or treated with PLX4032 or a STAT5 inhibitor. The cells were
assayed for luciferase and p-galactosidase activities after 48 h.
The experiments were repeated at least three times.

Colony formation assay

Human melanoma cells were seeded onto six-well plates. The
cells were subsequently placed in an incubator at 37°C and 5%
CQO,. Colonies of cells were grown before being stained with
0.04% crystal violet/2% ethanol in phosphate-buffered saline
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(PBS) for 30 min. Photographs of the stained colonies were cap-
tured. The colony formation assay was performed in duplicate.

Cell death analysis by flow cytometry

Cells were seeded at a density of 50 000 cells per well in 24-well
plates and treated with FK866 for the indicated times. Cells were
harvested using accutase enzyme, washed twice with ice-cold
PBS, resuspended in medium with 1 pg/mL DAPI, and incubated
for 15 min at room temperature {25°C) in the dark. Samples were
immediately analyzed by a flow cytometer (MACS Quant) usinga
laser at 405-nm excitation with a band-pass filter at 425 and 475
nm for DAPI detection.

mRNA preparation and real-time gPCR

The mRNA was isolated using TRIzol (Invitrogen) according to a
standard procedure. qRT-PCR was performed using SYBR Green I
(Eurogentec) and Multiscribe reverse transcriptase (Applied Bio-
systems) and subsequently monitored using the ABI Prism 7900
sequence detection system (Applied Biosystems). The detection
of the hRSP14 gene was used to normalize the results. Primer se-
quences for each cDNA were designed using either Primer Ex-
press software (Applied Biosystems) or gPrimer Depot (http://
primerdepot.nci.nih.gov), and these sequences are available on
request.

ChIP-gPCR

Cross-linked chromatin was prepared as described previously
(Aparicio et al. 2005). STAT5 ChIP was performed on unstimu-
lated and PLX4032-stimulated A375 melanoma cells (5 x 107 cells
per condition) using STATS5 antibody (D206Y, Ozyme) or an iso-
type-matched control immunoglobulin (Ozyme) and analyzed by
real-time PCR. Data are expressed as a percentage of input DNA.

The genomic sequence of NAMPT (—3000 relative to the TSS
up to the polyA) was searched for STAT5-binding sites using
Genomatix software (https://www.genomatix.de). Forward and
reverse real-time PCR primers used for the human genomic
DNA analysis were as follows [primers specific for STAT5-bind-
ing site-containing regions are underlined, and the others are con-
trol primers): F-1946 (5-TTCCTTCTTTGAATTGCACTCC-3'),
R-2052 (5-GATTACAGACGTGAGCCACC-3), F-2790 (5-TT
TCTCAGGTCCTCTACATGC-3), R-2880 (5'-GCCTGTAGTCC
CAGCTTCTC-3'), F-1334 (5-ACTTCCATGATCTTTGCCCT-3'),
and R-1523 (5-GGTAGTGGAACTTGTGAATTGAG-3).

Boyden chamber experiments

Cell migration was assessed using a modified Boyden chamber
assay with 8-um pore filter inserts for 24-well plates (BD Bio-
science). Cells were seeded on the upper chamber of a transwell,
and DMEM and 7% FBS were placed into the lower chamber.
Cells that adhered to the underside of the filters were fixed
with 4% paraformaldehyde (PFA) and stained with 0.4% crystal
violet, and five random fields at 20x magnification were counted.
Results represent the average of triplicate samples from three in-
dependent experiments.

Immunofluorescence studies

Cells were fixed and permeabilized as described previously
(Ohanna et al. 2011) before being exposed to anti-MITF or
anti-NAMPT antibodies. Cells were washed three times with
PBS, incubated for 1 h with 1:1000 dilution anti-mouse Alexa
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fluor 594-labeled and anti-rabbit Alexa fluor 488-labeled second-
ary antibodies (Invitrogen), and mounted using Gel/Mount (Bio-
meda Corp.). Frozen sections of melanoma xenografts were fixed
with 4% PFA (Sigma-Aldrich) for 15 min and subsequently
blocked with 10% normal goat serum (Vector Laboratories)
with or without 0.1% Triton X-100 (Bio-Rad) in PBS for 30
min at room temperature. The samples were incubated with pri-
mary antibodies overnight at +4°C followed by the appropriate
secondary fluorescent-labeled antibodies (Invitrogen Molecular
Probes) for 1 h at room temperature and mounted using Gel/
Mount (Biomeda Corp.). The nuclei were counterstained with
DAPI. Apoptosis in melanoma xenografts was detected through
a TUNEL assay using an in situ cell apoptosis kit (R&D Sys-
tems). Immunofluorescence was examined and photographed
using a Zeiss Axiophot microscope equipped with epifluores-
cence illumination.

Gene expression profiling and bioinformatics

Total RNA of three different cell lines transfected with control
scrambled siRNA or siRNA to NAMPT was isolated with Trizol.
The RNA integrity (RIN) was assessed by using an Agilent Bio-
analyzer 2100 (Agilent Technologies) (RIN >8). RNA samples were
then labeled with Cy3 dye using the low RNA input QuickAmp
kit (Agilent) as recommended by the supplier. Labeled cRNA
probes (825 ng) were hybridized on 8x60K high-density SurePrint
G3 gene expression Human Agilent microarrays. Normalization
of microarray data was performed using the Limma package avail-
able from Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Inter-
slide normalization was performed using the quantile method.
Means of ratios from all comparisons were calculated, and t-test
analysis was performed. Differentially expressed genes were se-
lected based on Abs log fold change > 1 and adjusted P-value <
0.05. Data from expression microarrays were analyzed for enrich-
ment in biological themes using Ingenuity Pathway Analysis
software (http://www.ingenuity.com).

ChIP-seq

501Mel cells infected with empty adenovirus (EV) or NAMPT ad-
enovirus were subjected to ChIP using antibodies for H3K27ac,
H3K27me3, and H3K4me3 (Active Motif). Libraries from ChIP
and input DNA were then sequenced on a NextSeq500 sequencer
(Ilumina) with single-end 75-bp read chemistry.

Reads from ChIP-seq were mapped to the human genome re-
lease hgl9 using the BWA (Li and Durbin 2009) algorithm with
default settings. Peaks were called using MACS2 (Zhang et al.
2008), comparing the immunoprecipitation samples against total
chromatin input. Peaks were then annotated according to their
positions on known exons with HOMER (Heinz et al. 2010). We
performed a differential peaks enrichment analysis of the closest
TSS-binding sites (<2 kb; NAMPT vs. EV) for each mark. Dif-
ferentially expressed genes were selected based on Abs log fold
change > 1.

The seqMiner (Ye et al. 2011) program was used to calculate the
ChIP-seq read densities around the TSS (+2 kb with the K-means
clustering method to produce heat maps.

Animal experimentation

Animal experiments were performed in accordance with French
law and approved by a local institutional ethical committee.
The animals were maintained on a 12-h light/dark cycle in a tem-
perature-controlled facility at 22°C and provided free access
to food (standard laboratory chow diet from UAR). Human



WM9 melanoma cells (2 x 10° cells) responsive or resistant to
PLX4032 were subcutaneously inoculated into 8-wk-old female
immune-deficient athymic nude FOXN 17" mice (Harlan Labora-
tory). When the tumors became palpable (0.1-0.2 ¢cm?), the mice
received an intraperitoneal injection of 25 mg/kg PLX4032, 1.5 or
15 mg/kg FK866, or both drugs disselved in a 90:9:1 (v/v/v) mix-
ture of labrafil M1944 Cs, dimethylacetamide, and Tween 80
three times per week. Control mice were injected with labrafil
alone. The growth tumor curves were determined after mea-
suring the tumor volume using the equation V=(LxW2)/2.
At the end of the experiment, the mice were euthanized by
cervical dislocation, and the tumors were harvested for
immunofluorescence.

Statistical analysis

The data are presented as the means + SD and were analyzed us-
ing two-sided Student’s t-test with Prism or Microsoft Excel soft-
ware. The difference between both conditions was statistically
significant at P < 0.05. For the metabolomics analysis, the P-val-
ues were adjusted using the Benjamini-Hochberg procedure
(Anastats).
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ABSTRACT

Bone morphogenetic protein 9 (BMP9) and
BMPI0 are the two high-affinity ligands for the
endothelial receptor activin receptor-like kinase 1
(ALKI1) and are key regulators of vascular remod-
eling. They are both present in the blood, but their
respective biological activities are still a matter of
debate. The aim of the present work was to char-
acterize their circulating forms to better understand
how their activities are regulated in vivo. First, by co-
transfecting BMP9 and BMP10, we found that both
can form a disulfide-bonded heterodimer in vitro
and that this heterodimer is functional on endothe-
lial cells via ALK1. Next, we developed an ELISA
that could specifically recognize the BMP9-BMP10
heterodimer and which indicated its presence in
both human and mouse plasma. In addition to
using available Bmp9-KO mice, we generated a
conditional Bmpl0-KO mouse strain. The plasma
from Bmpl0-KO mice, similarly to that of Bmp9-
KO mice, completely lacked the ability to activate
ALK -transfected 3T3 cells or phospho-Smad 1-5
on endothelial cells, indicating that the circulating
BMP activity is mostly due to the BMP9-BMP10

heterodimeric form. This result was confirmed in
human plasma that had undergone affinity chro-
matography to remove BMP9 homodimer. Finally,
we provide evidence that hepatic stellate cells in the
liver could be the source of the BMP9-BMP10 het-
erodimer. Together, our findings demonstrate that
BMP9 and BMP10 can heterodimerize and that this
heterodimer is responsible of most of the biological
BMP activity found in plasma.

Morphogenetic Proteins (BMPs) are members of the
Transforming Growth Factor 3 superfamily that reg-
ulate cellular events essential for embryonic devel-
opment and tissue homeostasis (1).

BMPs are synthesized as pro-proteins, consisting of
an N-terminal prodomain, and a receptor-binding C-
terminal mature region (2). A single disulfide bond
within the terminal mature region allows dimeriza-
tion of the pro-protein, which is further processed
through proteolytic cleavage by furin proconver-
tases (3, 4). BMP homodimers bind to and acti-
vate a receptor complex consisting of two type 1
and type II transmembrane serine/threonine kinases
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(5). Following ligand binding, activated receptors
propagate signaling by phosphorylating the receptor-
regulated SMAD-1, -5, or -8, which, in association
with SMADA4, translocate to the cell nucleus and reg-
ulate expression of the SMAD pathway-responsive
genes (6).

Among the TGFB growth factor family, BMP9
and BMP10 are two high affinity ligands for the
endothelial-specific type I receptor activin receptor-
like kinase 1 (ALK1) and its co-receptor endoglin
(7, 8). The signaling pathway activated through
these receptors is critical for vascular development.
Indeed, mutations in ACVLRI, encoding ALKI, or
ENG, encoding endoglin, cause an autosomal dom-
inant disease, Hereditary Hemorrhagic Telangiec-
tasia (HHT), characterized by vascular disorders in-
cluding abundant epistaxis, dilated blood vessels and
arteriovenous malformations (9). Accordingly, in
mice, inactivation of Acvir/ is lethal at mid-gestation
due to severe vascular defects (10, 11).

BMP9 is mainly produced by the liver (12) whereas
BMP10 is produced in embryos by the heart and
in adults by the right atria (13). Bmpl0 deletion
was first shown to lead to embryonic lethality due to
cardiac defects (14). However, more recently, it was
also shown that loss of Bmp10 could also lead to vas-
cular defects both in mouse and zebrafish (15, 16).
On the other hand, Bmp9 knockout (KO) mice are
viable, but presented lymphatic defects (17). In-
terestingly, it was found also found that BMP9 and
BMP10 could compensate for each other’s loss and
that BMP9 and BMP10 play a redundant role in post-
natal vascular development (15, 18, 19).

ELISAs have shown that human plasma contains
both BMP9 (2-6 ng/mlL) and BMP10 (0.5-2 ng/mL)
(12, 15). It is widely admitted that BMP9 cir-
culates under a biologically active form (7, 12),
and functional and structural studies have confirmed
that the binding of mature BMP9 to its prodomain
does not prevent its binding to signaling receptors
(12, 20, 21). However, there is still a debate about
the latency of BMP10. First, it has been shown
that, when bound to its pro-domain, mature BMP10
is inactive (22), similarly to other members of the
TGER family, including TGFB (23) itself and myo-
statin (24). A more recent report indicates, how-
ever, that recombinant human BMP10 is fully ac-
tive on endothelial cells, albeit it forms a very sta-
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ble complex of the mature form associated with the
prodomain (25). Along the same line, Chen et al.
(15) have shown that anti-BMP10 antibodies could
partially decrease Smad6 gene induction by mouse
serum, indicating that active BMP10 is present in
blood. These data thus appear in contradiction with
the absence of ALK 1-stimulating activity measured
in Bmp9-KO mouse plasma (19). One hypothesis
that could reconcile these results is that plasmatic
ALK1 ligand is a BMP9-10 heterodimer rather than
a mixture of homodimeric BMP9 and BMP10. In-
deed, although most BMPs have been described as
homodimeric proteins, they can also, to some ex-
tent, heterodimerize (1). Such heterodimers spark
increasing interest because they likely provide a dis-
tinct signaling pattern (26).

The aim of the present work was to better character-
ize the circulating forms of BMP9 and BMP10 and
to evaluate whether BMP9 and BMP10 can form a
heterodimer. We provide evidence that, when co-
expressed, BMP9 and BMP10 can associate to form
a disulfide-bonded BMP9-10 heterodimer. More
importantly, we identified the presence of BMP9-
10 heterodimers in human and mouse plasma and
show that this heterodimer is active and represents
the major circulating form in blood.

RESULTS

BMP9 and BMP10 can form heterodimers in vitro
In order to evaluate whether BMP9-10 heterodimer-
ization can occur, we first transfected HEK 293 cells
with both BMP9 and BMP10 cDNAs. First, we en-
gineered recombinant BMP9 and BMP10 and added
two different tags placed between the prodomain and
the mature BMP peptide, i.e. downstream of the fu-
rin cleavage site (Fig.1A). BMP9 was tagged with
a 6-histidine motif while BMP10 was tagged with
a myc epitope. Tagged BMP9 and BMP10 were
transfected into HEK 293 cells, either solely or to-
gether and secreted BMPs were evaluated by western
blotting of conditioned media (CM) (Fig.1B). Both
BMPs were produced as incompletely processed
molecules, as 3 bands around 110 kDa (unpro-
cessed dimeric pro-BMP), 50-65 kDa (monomer
or partially processed BMP), and 23 kDa (mature
dimeric peptide) were revealed by western blotting
(Fig.1B). To determine if heterodimeric BMP9-10
could be produced by double-transfected cells, we
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affinity-purified the two BMPs using their specific
tags. For this, CM from his-BMP%/myc-BMP10
co-transfected cells was applied onto a HisTrap™
column and bound BMPs were then eluted and eval-
uated by western blotting. As expected, his-BMP9
was fully retained by the HisTrap™ column and
only detected in the 200 mmol/L. imidazole elution
(Fig.1C). Myc-BMP10 was partially detected in the
unbound or weakly bound fractions (flow-through
(FT), wash) but could also be observed in the elution
fraction, demonstrating that BMP9 and BMP10 in-
teracted when they were co-transfected (Fig.1C).
We then analyzed whether BMP9 and BMP10
could still interact under denaturing conditions. Un-
der this condition, heterodimeric disulfide-bonded
molecules should still co-elute while oligomeric
non-covalent BMP9/BMP10 complexes should be
disrupted by denaturation. For this, CM was treated
with 8 mol/L urea and heated for 20 minutes at 65°C
before being applied to the HisTrap™ column.
We observed that myc-BMP10 could still interact
with his-BMP9 (Fig.1D). On the contrary, further
treatment resulting in reduction and alkylation of
disulfide-bonds completely disrupted myc-BMP10
binding, as shown by absence of signal in the elu-
ate using anti-myc antibody detection, albeit BMP9
was still detectable (Fig.1E). As a control, loading
of the HisTrap™ column with single-transfected
myc-BMP10 CM demonstrated the absence of non-
specific binding of myc- BMP10 alone (supp. Fig.1).
To further support BMP9-10 heterodimerization, we
generated unprocessed BMP variants by mutating
amino acids in the furin cleavage site, and we co-
transfected mutated BMP9 with a wild-type (WT)
BMP10 or vice versa. Heterodimerization of BMP9
and BMP10 was estimated by western blot as the
association of a precursor and a mature BMP. For
this, we removed the tags between the pro- and
mature BMP domains. This enabled the full pro-
cessing of pro-BMP9 and pro-BMP10, as shown by
the single 23 kDa band revealed by western blot of
CM issued from WT BMP9 or WT BMP10 single
transfections (Fig.1F). The BMP9 furin cleavage site
REK3!7KR was mutated to RQ?7KR, RQ*7A3 R or
RQ*7A8A319 The first mutant was generated to
mimic a substitution mutation identified in a patient
suffering from HHT (27). The two others replaced
basic amino acids by alanine residues to avoid furin
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cleavage. The single substitution of K3!7 to Q3!
did not impair BMP9 maturation (supp. Fig.2),
thus indicating that HHT disease in this patient is
not linked to a BMP9 processing defect as it had
been suggested (27). The double mutant RQAR was
only partially processed but could be completely
cleaved when furin was overexpressed, while the
triple mutant RQAA was not cleaved at all even in
the presence of overexpressed furin (supp. Fig.2).
Similarly, BMP10 RIR*'*R*!® sequence was mu-
tated to RIAA. Figure 1F shows that, similarly to
the BMP9 RQAA mutant, the BMP10 RIAA mutant
was exclusively expressed as a 110 kDa precursor.
Thus, these mutations inhibit BMP processing and
consequently, their capacity to activate ALK in a
BRE assay using transfected 3T3 cells (7) (Fig.1F,
Q). Interestingly, co-transfection of BMP10 RIAA
mutant with WT BMP9 gave rise to a new 65 kDa
BMPY9 immune-reactive band (arrowhead), likely
corresponding to the association of mature WT
BMP9 to BMP10 precursor. Similar results could be
obtained with the co-transfection of BMP9 RQAA
mutant together with WT BMP10 (Fig.1F). These
chimeric proteins (BOWT/B10 RIAA; B10 WT/B9
RQAA) were also unable to activate ALK1 in the
BRE assay (Fig.1G). This demonstrated a dominant
negative effect of the mutant BMP on the activity of
WT BMP9 or 10. Altogether, these results support
that BMP9 and BMP10 form a disulfide-bonded
heterodimer when coexpressed in the same cells.

BMP9-10 heterodimer is biologically active

BMP9-10 heterodimers were purified in two steps
using a HisTrap™ column followed by an affin-
ity column grafted with anti-myc antibodies. The
latter allowed separating his-BMP9 homodimers
from BMP9-10 heterodimers. Elution was per-
formed by lowering the pH to 3 (fraction containing
mainly BMP9) and then to 2 (fraction containing
BMP9-10 heterodimer) (supp. Fig.3). The mature
BMP9-10 heterodimer was carefully quantified by
western blotting using known quantities of commer-
cial BMP9 and BMP10 as standards under reduced
(BMP9) or unreduced (BMP10) conditions (see Fig.
2A). The activity of BMP9-10 heterodimer was then
determined on human umbilical venous endothe-
lial cells (HUVECsS) transfected with the BRE-luc
reporter plasmid. The BMP9-10 heterodimer dis-

810T ‘1€ 1290150 uo DIN dd AINNTAd OI'TdId e /3105 mam//:dny woly papeo[umocg



played a similar stimulation pattern than BMP9 or
BMPI10 homodimer: induction started with low
doses of ligand (25 pg/ml) and a plateau was ob-
tained at doses higher than 250 pg/mL (Fig. 2B).
We next addressed whether the activity of the BMP9-
10 heterodimer was mediated by ALK signaling.
To do this, we knocked down ALK expression by
transfecting HUVECSs with two different siRNA spe-
cific for ACVLRI. The activity of BMP9, BMP10,
and BMP9-10 was then evaluated as above, using
the BRE-Iuc reporter. The activities of BMP9,
BMP10 and BMP9-10 were completely (siRNA#1)
or severely (siRNA#2) abolished compared to trans-
fection with scramble siRNA (Fig. 2C). The loss of
activity was correlated with the level of ACVLRI
gene extinction (supp. Fig. 4A). Moreover, we also
found that BMP9, BMP10 and BMP9-10 lost their
ability to induce the phosphorylation of Smad]-5,
indicating that ALK is necessary for activating the
Smad pathway in a similar way for the 3 ligands
(supp. Fig. 4B).

BMPY9-10 heterodimer is present in mouse plasma
and is the main active circulating form

In order to quantify BMP9-10 heterodimers, we
set-up a cross ELISA, using a capture anti-BMP9
antibody and a detection anti-BMP10 antibody, or
the other way round, i.e. a capture anti-BMP10
antibody and a detection anti-BMP9 antibody. We
compared their immune reactivities with those of
standard BMP9 (12) and BMP10 ELISAs (R&D
Systems). BMP9 and BMP10 ELISAs both specif-
ically recognized homodimeric BMP9 or BMP10,
respectively but also allowed the detection of pu-
rified BMP9-10 heterodimer (supp. Fig.5A, 5B).
On the contrary, cross BMP9-10 or cross BMP10-9
ELISAs specifically only detected purified BMP9-
10 heterodimers but not BMP9 or BMP10 homod-
imers (supp. Fig.5C, 5D). Moreover, CM con-
taining a mixture of BMP9 and BMPI10 gave no
signal, demonstrating that only disulfide-bonded
heterodimer is recognized by these cross ELISAs.
Standard curves using purified BMP9-10 could
be established and showed a sensitivity threshold
around 30 pg/mL for both cross ELISAs (supp. Fig.
SE, 5F).

We then sought for the presence of heterodimeric
BMP9-10 in mouse plasma. We took advantage
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of comparing WT and KO mice in which Bmp9
(19) or BmplI0 have been genetically invalidated.
As Bmpl0-KO is embryonic lethal, we generated
conditional KO mice by crossing Bmpl0-floxed
mice with Rosa26-CreERT? mice (28). Deletion of
Bmp10 was performed in 3-week-old mice by daily
injection of tamoxifen for five days. BmpI0 knock-
down efficiency was evaluated by RT-qPCR on the
right atria, 6 weeks after tamoxifen injection. A very
strong, although not complete reduction in BMP10
levels was observed (supp. Fig. 6A). Bmpl0 dele-
tion was also checked by measuring the ALK1-BRE
activity from protein extracts of the right atria. In
accordance with the mRNA levels, only 10% of
ALKI1-BRE activity remained 3 weeks after tamox-
ifen injections (supp. Fig. 6B). Following Bmpl0
deletion, mice were viable and did not display any
obvious phenotype. We next measured the homo-
and heterodimeric BMP9/10 species by ELISA. The
results are presented as the immune reactivity as
it is difficult to give the accurate concentrations of
circulating BMP using ELISA: we are using mature
recombinant proteins as standards but BMPs circu-
late under different forms (uncleaved, processed and
complexed) and we know that the antibodies might
not recognize the different forms of BMPs with the
same affinity (12, 29).

As expected, BMP9 and BMP10 were detected in
WT plasma (Fig.3A and B), but very interestingly,
using a cross BMP9-10 ELISA, we also found the
presence of BMP9-10 heterodimers in WT plasma
(Fig.3C). Furthermore, BMP9-10 heterodimer was
no more detected in the plasma of Bmp9-KO mice,
and its level was also strongly reduced in Bmpl0-
cKO versus WT mice (Fig.3C). This slight remain-
ing level of heterodimer in Bmpl0-cKO plasma
is likely due to the incomplete knock-down of
Bmpli0 expression (supp. Fig.5A and B) as cir-
culating BMP10, measured by ELISA, was also
not completely suppressed (10% residual immune-
reactivity) (Fig.3B). Interestingly, we also observed
a strong decrease in BMP9 levels in the plasma of
Bmp10-cKO mice, (Fig.3A), supporting that a large
part of BMP9 immune-reactivity can be attributed
to BMP9-10 heterodimer. Similarly, we found a
significant decrease in BMP10 levels in the plasma
of Bmp9-KO mice (Fig.3B), likely due to the loss
of BMP9-10 heterodimers. It is worth noting that
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the BMP10 ELISA detected much lower levels of
circulating BMP10 than BMP9-10 heterodimers
suggesting an epitope detection problem for BMP10
from blood with the BMP10 ELISA (Fig.3B and C).
We next evaluated the ALK1 stimulating activity
of these plasma using the ALKI-BRE assay. As
previously described (19), no ALK1-BRE activity
could be detected in Bmp9-KO plasma but interest-
ingly, 90% of ALKI1-stimulating activity was also
lost in the plasma of Bmpl0-cKO mice (Fig.3D).
To confirm the loss of activity from these plasma,
we analyzed their ability to activate Smad1-5 phos-
phorylation in human endothelial cells. This was
done either on human microvascular endothelial
cells from the dermis (HMVECds) (Fig.3E) or
HUVECs (Fig.3F). WT plasma induced a strong
Smadl-5 phosphorylation in both endothelial cell
types, while plasma from both KO mice were hardly
able to induce Smad1-5 phosphorylation. These re-
sults confirm that most of the circulating stimulating
activity is lost when either Bmp9 or Bmp10 expres-
sion is knocked-down. It is worth noting that the
right atria of Bmp9-KO mice still expressed active
BMP10 ligand, as shown by the high specific activ-
ity of protein extracts from the right atria similar to
that of WT mice and that this activity could be fully
inhibited by anti-BMP10 antibodies (supp. Fig 6C).
Therefore, cardiac BMP10 is normally synthesized
and active, even in the absence of BMP9 expression.
Taken together these data show for the first time
the presence of a BMP9-10 heterodimer in mouse
plasma. The loss of plasmatic activity both in
Bmp9-KO mice and Bmpl0-cKO mice strongly
supports that this activity is due to the BMP9-10
heterodimeric form as otherwise we would have
been able to detect the BMP10 activity in Bmp9-KO
plasma and vice versa a BMP9 activity in Bmpl0-
c¢KO plasma.

BMP9-10 heterodimer circulates as an active lig-
and in human plasma

We then tried to detect BMP9-10 heterodimers in
human plasma using the BMP9-10 crossed ELISA
that we have set-up (supp. Fig. SE, 5F). 19 plas-
mas from healthy individuals were measured. Very
interestingly, we found circulating BMP9-10 het-
erodimers in human plasma (Fig. 4A).

To further support our data, we undertook the char-
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acterization of BMP9-10 heterodimers from human
plasma by affinity chromatography on anti-BMP10
antibodies. For this, we passed a pool of human
plasma (10 mL) through an affinity chromatogra-
phy column grafted with anti-BMP10 antibodies
and eluted bound BMPs by acidic pH. ELISAs and
ALKI1- BRE assays were then performed on the
flow through (FT) and elution fractions. The data
are expressed as the quantity of each BMP recov-
ered in each fraction. The FT fraction contained
mostly BMP9 homodimers (Fig.4B) and low lev-
els of BMP10 homodimers (Fig.4C) as nearly no
BMP9-10 was detected (Fig. 4D). Interestingly,
BMP9-10 was highly recovered in the elution frac-
tion, as measured by the BMP9-10 crossed ELISA
further supporting the presence of a BMP9-10 het-
erodimer in human plasma (Fig. 4D). Surprisingly,
more BMP10 epitopes could be detected in the
FT and elution fractions than in the whole plasma
(Fig.4D), suggesting the presence of masking pro-
teins in plasma impending BMP10 measurement as
already suggested in murine plasma (Fig. 3B). As
a similar amount of immune reactive BMP10 and
BMP9-10 is detected in the eluate, this suggests that
BMP10 ELISA can detect BMP9-10 heterodimer in
this fraction, whereas it could not in plasma.

Interestingly, most of the ALK1-BRE activity was
detected in the elution fraction that contained the
BMP9-10 heterodimer (Fig.4E). The FT, containing
mostly homodimeric BMP9, was not very active.
Altogether, these data demonstrate that, similarly to
mouse plasma, BMP9-10 heterodimer is the major
ALK1 activator circulating in human plasma.

Hepatic stellate cells synthesize BMP9 and BMP10
Heterodimeric BMP9-10 bonding implies that
BMP9 and BMP10 are produced by a common
cell type. We previously described, using mR-
NAs from 20 human tissues (Clontech), that BMP9
mRNA is mostly expressed by the liver (12). Using
the same samples, we measured BMP10 mRNA ex-
pression. We found that BMP10 was, as expected,
mostly expressed in the heart but also, though at a
lower level, in liver (Fig.5A). We thus hypothesized
that liver could be the organ responsible for the ex-
pression of circulating BMP9-10 heterodimer. We
used the RNAscope technology to identify BMP9-
and BMP10-producing cells in mouse liver sec-
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tions. The BMPI10 probe was first validated on
mouse adult heart cross sections. As expected, a
strong pink labeling was specifically observed in
the right atria, while the ventricle was completely
negative (Fig.5B). No BMP9 mRNA expression
could be detected in the heart (Fig.5B). On the
contrary, liver sections showed BMP9-positive cells
throughout the liver lobules (Fig.5C). Higher magni-
fication indicated that positive cells were triangular-
stellate-shaped cells. spread between hepatocytes
and sinusoids, having a typical morphology of hep-
atic stellate cells (HSCs). No staining was observed
in other hepatic cells i.e. hepatocytes, sinusoidal
endothelial cells, or Kupffer cells (Fig.5C). Interest-
ingly, BMP10 staining, albeit weaker than BMP9
staining, was also specifically observed in HSCs
(Fig.5C). As expected, BMP9 and BMP10 staining
were lost in the respective Bmp9-KO, and Bmp10-
cKO liver sections (supp. Fig.7), demonstrating the
specificity of the labeling. BMP10 staining was still
observed in liver from Bmp9-KO, and vice versa,
supporting that BMP9 and BMP10 do not regulate
the expression of each other’s. From this, we con-
clude that HSCs can synthesize both BMP9 and
BMPI10 and could be the physiological source of
BMP9-10 heterodimer.

DISCUSSION

Our work demonstrates for the first time that
BMP9 and BMP10, two BMPs from the same sub-
family, which share 65% protein sequence identity,
can heterodimerize by disulfide bonding in the C-
terminal mature domain to produce an active BMP9-
10 heterodimer. It also shows that this heterodimer
is present in both human and mouse plasma, and
that this circulating form is the main entity capable
of activating the endothelial receptor ALK1 both
in 3T3-transfected cells and in primary endothelial
cells.
Most TGFBs and BMPs have been described as ho-
modimeric proteins, but several reports demonstrate
that they can also, to some extent, heterodimerize
(1). The recently established structures of pro-
TGRB1, pro-activin A and pro-BMP9 support that
arm domain-growth factor domain swapping could
provide a mechanism for preferential formation of
heterodimers over homodimers when a cell synthe-
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sizes monomers of two different TGF- family mem-
bers (30). Heterodimeric BMPs, including BMP2-
BMP7, BMP4-BMP7 and BMP2-BMP6, have been
shown to play critical roles in embryonic devel-
opment in various organisms including Drosophila
(31, 32), zebrafish (33), xenopus (34) and mam-
mals (35). Nodal-GDF1 heterodimers have also
been shown to be involved in left-right patterning
(36, 37). There is however only little evidence of
the expression of these heterodimers in adults. One
example is illustrated by the discovery of cumulin,
a GDF9-BMPI5 heterodimer, which is an oocyte-
specific growth factor involved in granulosa cell dif-
ferentiation and a key regulator of ovarian function
(38, 39). In the present work, we identify a new
heterodimeric BMP ligand, BMP9-10, which is cir-
culating in adult blood and is likely a key factor
for blood vessel homeostasis. To measure its cir-
culating levels, we have set-up a cross ELISA that
specifically recognizes heterodimeric BMP9-10 and
does not cross-react with the homodimeric forms.
To our knowledge, this is the first time that BMP
heterodimers can be quantified from in vivo sources.
This original approach of cross ELISA could be de-
veloped in the future for other BMPs to more gener-
ally assess the occurrence of BMP heterodimers in
tissues.

Our previous work on Bmp9-KO mice showed no
ALKI1-stimulating activity in the plasma of these
mice. We therefore proposed that circulating BMP9
was the main active ALK1 ligand in blood (19).
In the present report, we show that Bmpi0-cKO
mice have also lost most of their circulating ALK1-
stimulating activity on 3T3-transfected cells. More
importantly, plasma devoid of BMP9 or BMP10
failed to activate P-Smad-1-5 on endothelial cells,
indicating that BMP9-10 is the only active ligand in
blood. It might thus be surprising that Bmp9-KO
mice are viable and healthy and that they do not
present any obvious blood vessel developmental de-
fects as well as Bmpl0-cKO when deleted in adult
mice. One hypothesis that would support our data is
that latent homodimeric BMP9 or 10 are still present,
albeit not detected in plasma, which can still be lo-
cally activated. Along this line, recent structural data
of the pro-BMP complex showed that pro-BMP9 can
adopt both cross-armed and open-armed conforma-
tions, which could correspond to latent and nonlatent
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states respectively (21). The transition between the
two states could be regulated through the binding
to ECM proteins, acting as BMP reservoir (22, 40).
Such ECM interactions have been recently demon-
strated for BMP7-prodomain complex, which when
bound to fibrillin-1 confers a “closed-arm™ confor-
mation and denies access of BMP receptors to the
growth factor (41). Since BMP10 prodomain has
been shown to also bind fibrillin (42), we can envi-
sion that such mechanism could also occur for BMP9
and BMP10 homodimers.

Most heterodimeric BMPs, when produced as re-
combinant proteins, usually show an increased ac-
tivity, as compared to their homodimeric counter-
parts (43—46). It is admitted that the high potency
of heterodimers is due to their increased versatility
regarding receptor binding. Indeed, heterodimers
often consist of the association of a member of the
BMP2/4 subgroup, having a high affinity to type I
receptor, but a low affinity to type Il receptors (47)
and a member of the BMP5/6/7/8/8b subgroup, hav-
ing a higher affinity to type Il receptors than to type I
receptors (48). The combination of both would then
enhance the global affinity for the receptor complex.
To this respect, BMP2-6 heterodimer displays high
affinity for both type I and type 1I receptors (44).
Moreover, heterodimeric association could induce
the recruitment of two different type I receptors in
the same signaling complex, thus inducing a stronger
and/or distinct downstream signaling (44), where the
signaling by BMP2-7 induces a synergistic activity
of ALK3 and ALK®6, which is required for dorsoven-
tral patterning (33).

In contrast to these studies, in our assays, the BMP9-
10 heterodimer did not display any higher activity
than its homodimeric counterparts. The BMP9-
10 heterodimer has however only been challenged
on endothelial cell expressing the ALK]1 receptor.
ALK1 is a type I receptor of very high affinity (Kd=2
pM), explained by a unique receptor orientation to-
ward its ligands that is distinct from the other type I
receptors (49, 50). ALKI has a similar affinity for
BMP9 and BMP10 and is stimulated with very low
concentrations of ligand (as low as 25 pg/mL). To
this regard, it might not be surprising that BMP9-10
heterodimer displays the same activation pattern as
BMP9 and BMP10 homodimers. It may be pos-
sible that this heterodimer differentially activates
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cells that do not express ALKI1. Indeed, BMP9
and BMP10 present differential affinities toward the
three type Il receptors (50) and the initial binding of
the BMP9-10 heterodimer to a given subset of type
IT receptors might allow the subsequent recruitment
of a lower affinity type I receptor such as ALK?2 or
ALK3. BMP9 has been shown to signal through
ALK2 (51, 52) and BMPI10 through ALK3 (53) in
non-endothelial cell types. It is tempting to specu-
late that BMP9-10 heterodimer could drive a specific
signal through this receptor set and further work is
needed to characterize ALK1-independent cellular
responses. However, one has to keep in mind that not
all heterodimers produce a synergistic signal due to
the recruitment of different receptors. In Drosophila,
the Dpp/Gbb heterodimer does not lead to a stronger
signal but its more effective signaling is attributed to
its better transport (54). Hence, specific binding and
cleavage play essential roles in spatial regulation of
the BMPs activity, as shown in embryonic patterning
and vein development with Dpp/Scw heterodimer
in Drosophilia (1, 31, 32). Heterodimerization of
BMP9 and BMP10 could lead to a differential local-
ization than homodimers.

Biosynthesis of disulfide-bonded heterodimeric
BMPs supposes a common production site for both
BMPs. Analysis of BMP10 mRNA expression in
twenty different tissues confirmed that BMP10 was
mostly expressed by the heart but that some BMP10
expression could also be found in liver (Fig.5A). Us-
ing the powerful RNAscope technology, we found
that BMP9 and to a lower extent BMP10 mRNAs
are present in hepatic stellate cells (HSCs). The
source of BMP9 expression has been debated for a
long time (12, 55), but HSCs have been recently de-
scribed as the cellular source for BMP9 protein (56),
in agreement with mRNA detection in the present
work (Fig.5C). We propose that HSCs could be the
cells that produce the BMP9-10 heterodimer but fur-
ther experiments with isolated primary HSCs are
needed to confirm this hypothesis.

The ALKI-stimulating activity in the right atria is
significantly decreased in Bmp10-cKO mice but not
in Bmp9-KO mice (supp. Fig.5). This supports
the hypothesis that the heart only produces BMP10
homodimer and that this homodimer is not secreted
into the circulation, or its activity negatively regu-
lated since no circulating activity is found in Bmp9-
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KO mice.

Taken together, our results open a new field of inves-
tigation for BMP heterodimers, as we show for the
first time the presence of a BMP9-10 heterodimer
in the plasma of adult humans and mice. Which
additional functions are triggered by this circulating
heterodimer that its homodimeric counterparts do
not fulfill is still an open question and will require
further studies in cellular contexts where various
combinations of type I and type II receptors are ex-
pressed. Which mechanisms control the differential
synthesis and bioavailability of BMP9 and BMP10
homo- and heterodimers in liver and heart is also an
intriguing question to be addressed in the future.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

BMP9 and BMPI10 recombinant expression and
purification

Human full-length BMP9 and BMP10 were re-
spectively cloned into pCEP4 vector or pcDNA3.1
zeo vector (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA). An additional sequence was inserted
between the prodomain and the mature region for
specific tagging of each BMP: a 6-histidine motif
for BMP9 or a myc epitope for BMP10. BMP9 and
BMP10 were also generated without tags and used
as templates to create mutants in the furin cleavage
site of each BMP through site-directed mutagene-
sis using the Stratagene QuickChange kit (BMP9:
R37Q, K318A, K31PA; BMP10: R319A, R310A). All
vectors and mutants were verified by DNA sequenc-
ing.

Constructs were transfected in HEK 293-EBNA
cells using lipofectamine 2000. Transfected cells
were selected using the appropriate antibiotics (300
pg/mL of hygromycin for PCEP4-BMP9, 200 pg/mL
of zeocin for pcDNA3-BMP10) and screened for
protein expression by western blotting of serum-free
conditioned medium (CM) using anti-BMP9 (kind
gift of Dr Yan, Genentech, South San Francisco, CA,
USA) or anti-BMP10 (MAB2926, R&D Systems,
Abingdon, UK).

For purification of BMP9-10 heterodimer, 200-
500 mL of CM were dialyzed against 50 mmol/L
sodium phosphate buffer, pH 8.0 and applied onto a
HisTrapTM column (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK). Columns were washed with 10 and 20 mmol/L
imidazole and eluted with 200 mmol/L. imidazole
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in phosphate buffer. In some cases, CM was first
denaturated by dialysis against 8 mol/L urea, or alter-
natively by 1% SDS, followed by 20 minutes heating
at 65°C. CM could even undergo a further reduction
step with 10 mmol/L DTT followed by alkylation
of reduced cysteines by 25 mmol/L. iodoacetamide.
DTT was then removed by dialysis before loading
CM onto the column.

HisTrap™ eluates were further purified by affin-
ity chromatography on anti-c-myc-agarose (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Samples
were loaded in PBS Tween 20 0.1%, extensively
washed with the same buffer and sequentially eluted
by glycine 0.1 mol/LL pH 3 then pH 2. BMP9 and
BMP10 were quantified in all fractions by western
blot with anti-mature BMP9 (kind gift of Genentech,
san Francisco, USA) and BMPI10 (clone 13Cl1,
home-made monoclonal antibody previously used
in (18) using commercial recombinant BMP9 or -10
(R&D Systems, Abingdon, UK) as standard (1-10
ng/lane). The quantity of purified BMP9-10 het-
erodimer was calculated from the 23 kDa (BMP10,
unreduced) or 14 kDa (BMP9, reduced) immune-
reactive bands. Band intensities were quantified
using Image Lab software (Biorad, Hercules, CA,
USA).

Anti-BMP10 Ab-affinity purification of human
plasma

Anti-BMP10 antibody (clone 13C11, see above) was
coupled to NHS-activated Sepharose (2mg/mL of
resin) using standard protocols (GE Healthcare). 10-
30 mL of human plasma (Biopredic International,
pool of donors) was diluted 1:1 in PBS and applied
to the column using an Akta chromatography sys-
tem. The column was washed with phosphate buffer
containing 0.5 mol/L. NaCl, and eluted by glycine-
HCl pH 2.7.

Bmp9- and Bmp10-KO mice

The generation of Bmp9-KO mice was described
previously (19). To circumvent the early embry-
onic lethality of Bmpl0-KO mice (14), the Institut
Clinique de la Souris (Illkirch, France) generated
for us a Bmpl10'*'°* mouse by flanking loxP sites
around exon 2. These mice were then crossed with
the Rosa26-CreER™ mice provided by Pr. P. Cham-
bon (IGBMC, lllkirch, France) (28) to generate
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conditional KO of Bmpl0 (Bmp10-cKO mice). In-
traperitoneal injections of tamoxifen (I mg) were
performed for five days in 3-week-old mice. Blood
was collected 6 weeks later on EDTA tubes. Plasma
were obtained by centrifugation at 2000 x g for 10
min. All animal studies were approved by the in-
stitutional guidelines and those formulated by the
European Community for the Use of Experimental
Animals. Bmp9-KO and Bmpl0-cKO mice were
viable. They were maintained in the C57/BL/6
background.

Right atria extracts

Right atria were retrieved from 1-2-month-old mice.
Tissues were homogenized in 50 mmol/L Tris-HCI
pH 7.4, 0.5 mol/LL. NaCl in presence of a cocktail of
proteases inhibitors (Sigma) with a MagNA Lyser
(Roche Diagnostics, Meylan, France).

Cell culture, transfection and dual luciferase ac-
tivity assay

NIH-3T3 cells were transfected with a mixture of
the reporter plasmid pGL3(BRE)2-luc encoding
firefly luciferase downstream of a BMP response el-
ement, pRL-TK luc encoding Renilla luciferase and
a plasmid encoding human ALKI, as previously
described (7). HUVECs were grown in EGM-
2 (Lonza, Basel, Switzerland) and transfected by
pGL3(BRE)2-luc and pRL-TK luc in the absence
of serum with lipofectamine 3000 accordingly to
recommended protocols (Thermo Fischer Scien-
tific, Waltham, MA, USA). Cells were stimulated 2
hours after transfection and lysed after 6 hours for
luciferase assay measurement.

To analyze Smad 1-5 phosporylation, HUVEC or
HMVEC-d cells (Lonza, Basel) were starved for
90 minutes in EBM-2 without serum and supple-
ments, and stimulated for 20 or 30 minutes with
the indicated ligands. Cells were then lyzed and
phospho-Smads were detected by immunoblotting
with rabbit anti- P-Smad1-5 (Cell Signaling, Dan-
vers, MA, USA) (57).

HUVECs were transfected with Silencer® Select
siRNA (5986, s987, scramble, Thermofisher scien-
tific) with RNAi max lipofectamine using recom-
mended protocols. Cells were used 48 hours later
and transfected by pGL3(BRE)2-luc and pRL-TK
luc as above. The extinction efficiency of ALKI
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expression was evaluated by quantitative RT-PCR.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
BMP10 ELISA was performed with a commercially
available assay (R&D Systems) that recognizes both
human and mouse mature BMP10. This ELISA
was different from the one previously used (19), and
gave more reliable results. BMP9 and heterodimeric
BMPY-10 ELISA measurements were performed as
follows. 96-well microplate were coated with the
capture antibody: MAB3209 (R&D Systems) for
BMPY, 13C11 for BMP10 and incubated overnight
at room temperature. After blocking with 5% BSA
in PBS, all samples except plasmas were diluted in
PBS containing 1% BSA, 0.1% Tween-20, added
into the wells and incubated for 2 hours at room
temperature. Plasma samples were diluted in PBS,
0.05% Tween-20, 0.5% Triton X-100. Biotinylated
detection antibodies (anti mature BMP9: BAF32009,
R&D Systems or anti mature BMP10: DuoSet
R&D Systems, DY2926) were incubated for 2 hours
at room temperature. Plates were then revealed and
read at 450 nm. Standard curves (15-1000 pg/mL)
were obtained with recombinant BMP9 and BMP10
(R&D Systems) or purified BMP9-10 that had been
quantified by western blotting.

Quantitative RT-PCR

RNAs were extracted, reverse-transcribed as al-
ready described (19). Real-time PCR was per-
formed using Bio-Rad CFX with the specific
mouse BmplO primer : forward 5° TCCATGC-
CGTCTGCTAACATCATC 3’, reverse ACATCAT-
GCGATCTCTCTGCACCA and RPL13 : forward
5’ CCCTCCACCCTATGACAAGA 3, reverse 5’
TTCTCCTCC AGAGTGGCTGT 3.

In situ Hybridization by RNAscope

RNAscope® (Advanced Cell Diagnostics) was car-
ried out on fixed and paraffin-embedded tissues ac-
cording to the manufacturer instructions. Target re-
trieval was achieved by heating the slides at 100°C
for 18 minutes. RNAscope® probes (Mm-Gdf2,
Mm-Bmp10, negative Control Probe, positive Con-
trol Probe) were incubated for 2 hours at 40°C on
individual slides followed by hybridization amplifi-
cation and staining. Sections were counter-stained
for two minutes with hematoxylin.
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C.A. Girard, R. Ben Jouira, M. Lecacheur, I. Berestjuk, S. Diazzi, R. Didier, V.
Prod’homme, A. Mallavialle, C. Pandiani, F. Larbret, A. Pottier, M. Gesson,
S. Pisano, S. Audebert, B. Mari, C. Gaggioli, E. Leucci, J.C. Marine, M.
Deckert, S. Tartare-Deckert. MAPK-targeting therapies induce a cancer
cell-autonomous matrix reprogramming in tumor mechanics and drug
resistance

ABSTRACT

Resistance to targeted drugs in melanoma is a consequence of both acquisition of genetic alterations
and non-genetic events such as transcriptional reprogramming. De-differentiation into a
mesenchymal-like state, featuring an up-regulation of receptor tyrosine kinases, has been described
as an escape mechanism to BRAF inhibitors (BRAFi). Despite growing evidence that the tumor
microenvironment plays key roles in such transcriptional events, little is known about molecular
mechanisms involved. Here, we demonstrate that mesenchymal resistance endows melanoma cells
with elevated sensitivity to extracellular matrix (ECM) mechanical cues through activation of R1-
integrin/focal adhesion and YAP pathways. This subset of resistant cells also produces and contracts
its ECM that protects drug-naive cells from anti-proliferative responses to BRAF and MEK inhibition.
We find that melanoma cells rapidly adapt to targeted agents by inducing mechanical signaling and
ECM-dependent resistant program. Collagen remodeling and stiffening were also observed in vivo
upon exposure of xenografts and PDX tumors to BRAFi. Thus, targeted therapies can redirect
melanoma cells toward an ECM remodeling program that affects tumor mechanical features,
potentially contributing to non-genetic-driven drug resistance and disease relapse.

Article soumis



Annexes

Fin




