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Implication des enzymes de déubiquitination USP14 et PSMD14 dans la 

pathogénie du mélanome 
 

 

Résumé  

Le mélanome cutané est un cancer très agressif, responsable de 80% des décès liés aux cancers de la 

peau. Le mélanome métastatique (MM) est souvent résistant à la radiothérapie et aux 

chimiothérapies. Sa progression est majoritairement initiée par des mutations oncogéniques des 

gènes BRAF et NRAS activant la voie de prolifération MEK/ERK. Le MM est difficile à traiter malgré le 

succès de nouveaux traitements (thérapies ciblant l’oncogène BRAFV600E et immunothérapies), qui 

sont cependant limités à certains patients. De plus l'émergence de résistances ne permet pas 

d’obtenir une réponse durable, ce qui incite à rechercher de nouvelles cibles tumorales. Dans les 

cellules cancéreuses, l’accumulation d’altérations génétiques et le fort index prolifératif accroissent 

leur addiction aux mécanismes de contrôle de la qualité du protéome, comme le système ubiquitine-

protéasome (UPS). L’UPS comprend une machinerie protéolytique (le protéasome 26S) et un réseau 

d’enzymes régulant l’ubiquitination de protéines cibles. La réaction enzymatique de retrait de 

l’ubiquitine est la déubiquitination, réalisés par de protéases spécifiques appelées DéUBiquitinases 

(DUBs). Malgré l’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 l’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 l’activité est augmentée dans nos lignées de 

mélanome par rapport aux mélanocytes. USP14 est associée physiquement au protéasome, avec un 

rôle important sur la protéostasie cellulaire en général. L’analyse de données bioinformatiques 

publiques confirme l’importance de USP14 dans le mélanome en associant l’expression du gène 

USP14 à la progression du mélanome et à un mauvais pronostic. Nous avons ensuite montré que 

cibler USP14 par des approches génétique (siRNA) ou pharmacologique (inhibiteurs de l’activité) a un 

effet anti-mélanome in vitro et in vivo, associé à une accumulation de protéines polyubiquitinées, 

générant un stress du réticulum endoplasmique, la dépolarisation de la mitochondrie et une 

production de ROS, aboutissant à 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 à identifier d'autres DUBs pouvant jouer un rôle 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 l’implication de 

USP14 dans la prolifération du mélanome, ce criblage génétique révèle 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 arrêt de 

prolifération suivi d’une mort cellulaire associée à des dommages à l’ADN in vitro et in vivo.   



Dans l’ensemble, mes travaux de thèse révèlent un rôle essentiel des DUBs associées au protéasome 

USP14 et PSMD14 dans la prolifération et la survie du mélanome, et ouvrent la piste à 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, I 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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4 Introduction 

Liste des abréviations  
 

8TQ      8-thioquinoline 
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AC Adenylate Cyclase 
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AKT RAC-alpha serine/threonine-protein 

kinase 
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ARN Acide RiboNucléique 

ARNm Acide RiboNucléique Messager 
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CCN Cellules de la Crête Neurale  
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CSF-1 Colony-stimulating factor 1  

CSD Chronically Sun Damaged  

CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 
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tautomérase/Tyrosinase-related protein 2 
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E1 Ubiquitin activating enzyme E1 

E2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2

  

E3 Ubiquitin ligase E3 

EGF Epidermal Growth Factor   

EMDR  Environmental-Mediated Drug 

Resistance 

ERAD  ER-Associated protein Degradation  

ERK Extracellular signal-Regulated Kinases 

FDA Food and Drug Administration  

GAP GTPase-activating protein 
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HECT Homologous to the E6AP Carboxyl 
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HIF Hypoxia Induced Factor  
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IC50 Concentration Inhibitrice médiane 
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IKK  inhibitor of κB kinase  

IL6 Interleukine 6 

IRF-3  Interferon regulatory factor-3 

JDE Jonction Dermo-Épidermique 

kDa kiloDalton 

LMM  Lentigo Maligna Melanoma 

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 

MCR1 Melanocortin 1 Receptor 

MDM2 Mouse Double Minute 2 

MEC Matrice ExtraCellulaire   

MINDY Motif interacting with Ub-containing 

novel DUB family  

MITF Microphthalmia-Associated 

Transcription Factor 

MJD Machado-Joseph Disease protease 

MM Mélanome Métastatique 
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MMP MétalloProtéinase Matricielle 

MPT Modification Post-Traductionnel 

α-MSH  α-Melanocyte-Stimulating Hormone  

MVB  MultiVesicular Bodies 

NF1 Neurofibromine 1 

NF-κB  Nuclear Factor-Kappa B 

NFRKB  Nuclear Factor Related to Kappa b 

Binding protein 

NK Natural Killer 

NM Nodular Melanoma 

OIS Oncogene-Induced Senescence 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

OTU Ovarian Tumour Protease 

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PD-1  Programmed cell death receptor 1 

PD-L1 Programmed cell death ligand 1 

PDGFRβ  Platelet-Derived Growth 

Factor Receptor 

PGPH  Peptidylglutamyl-Peptide Hydrolysing  

PH Plekstrin Homology 

PI3K Phosphoinositide-3 Kinase 

PIP2 Phosphatidylinositol-4, 5-

bisphosphate 

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-

trisphosphate 

PKA Protein kinase A 

PolyUb Polyubiquitine  

PR Particules Régulatrice 

PRC Phase Radiale de Croissance 

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  

Rb Retinoblastoma protein  

RBR RING-InBetweenRing-RING 

RING Really Interesting New Gene 

RTK Receptor Tyrosine Kinase 

SEER Surveillance, Epidemiology, and End 

Results Program 

SFM-DR Soluble Factors-Mediated 

Drug Resistance 

SPARC Secreted Protein Acidic and Rich in 

Cysteine  

Smurf1 Smad Ubiquitylation Regulatory Factor 

1  

SSM Superficial Spreading Melanoma 

SUMO Small Ubiquitin-Related Modifier  

SUP Système Ubiquitine Protéasome 

TAM Tumor-Associated Macrophages  

TEM Transition Épithélio-

Mésenchymateuse 

TGCA The Cancer Genome Atlas 

TGFβ Transforming Growth Factor-β 

TNFα Tumour Necrosis Factor-α 

mTOR mammalian Target Of Rapamycin  

TP53 Tumor Protein 53 

TYR Tyrosinase 

TYRP Tyrosinase-related protein  

Ub Ubiquitine 

UBA1 Ubiquitin-like modifier-activating 

enzyme 1 

UBA Ub-associated domain 

UBD ubiquitin binding domain  

UBL UBiquitin-Like protein    

UCH ubiquitin Carboxyl-terminal hydrolase 

UCHL5 Ubiquitin C-terminal hydrolase 

isozyme L5 

UIM  Ub-interacting motif 
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UPR Unfolded Protein Response  

USP  Ubiquitin-specific protease 

UV  Ultraviolet 

UVA/B Ultraviolet A/B 

VEGF-A  Vascular Endothelial Growth 

Factor A  

ZUFSP Zinc finger with UFM1-specific 

peptidase domain protein 

 

 

 

  



 
7 Introduction 

Liste des figures 
 

 

Figure 1 : Structure de la peau et composition de l’épiderme ________________________________________ 10 

Figure 2 : Voie de signalisation de la synthèse pigmentaire, la mélanomagénèse ________________________ 12 

Figure 3 : Incidence et mortalité du mélanome en France des années 1980 à 2010 _______________________ 18 

Figure 4 : Etapes et processus mis en jeu lors du développement du mélanome _________________________ 25 

Figure 5 : Voie de signalisation des MAPK RAS/RAF/MEK/ERK _______________________________________ 27 

Figure 6 : Voie de signalisation PI3K/AKT ________________________________________________________ 32 

Figure 7 : Mécanismes de résistance intrinsèques et extrinsèques dans le mélanome _____________________ 40 

Figure 8 : Mécanisme moléculaire de l’ubiquitination et de la déubiquitination _________________________ 44 

Figure 9 : Représentation schématique de l'organisation hiérarchique du système d'ubiquitine. ____________ 46 

Figure 10 : Différents mécanismes de transfert de l’ubiquitine aux substrats par les E3 ligases _____________ 48 

Figure 11 : Représentation de la structure 3D d’une molécule d’ubiquitine ou des ubiquitine-like protein _____ 50 

Figure 12 : Principaux types de liaisons de l’ubiquitine _____________________________________________ 52 

Figure 13 : Structure détaillée du protéasome ____________________________________________________ 59 

Figure 14 : Structure du cœur protéolytique de l’immunoprotéasome et des diverses particules régulatrices 

associées à l’immunoprotéasome ______________________________________________________________ 61 

Figure 15 : Structure 3D des domaines catalytiques de chaque famille de déubiquitinases _________________ 63 

Figure 16 : Multiplicité de fonction des déubiquitinases ____________________________________________ 65 

Figure 17 : Réactions chimiques détaillés de la déubiquitination _____________________________________ 67 

Figure 18 : Diagramme représentatif de la grande famille des déubiquitinases et la structures des 3 DUBs actives 

associées au protéasome_____________________________________________________________________ 70 

Figure 19:  Fréquence des altérations génétiques retrouvées chez USP14 dans divers cancers ______________ 76 

 
Tableau 1 : Descriptif des différents phototypes cutanés ..................................................................................... 15 

Tableau 2 : Classification des mélanomes selon la norme TNM et correspondance avec les stades du mélanome

 .............................................................................................................................................................................. 37 

Tableau 3 : Diversité fonctionnelle et structurelle des domaines de liaison à l'ubiquitine .................................... 57 

Tableau 4 : Liste des DUBs impliquées dans divers cancers .................................................................................. 73 

  

file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279582
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279583
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279584
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279585
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279586
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279587
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279588
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279589
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279590
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279591
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279592
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279593
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279594
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279595
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279595
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279596
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279597
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279598
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279599
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279599
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279600
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279601
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279602
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279602
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279603
file:///C:/Users/Robin/Desktop/These_DIDIER%20+.docx%23_Toc531279604


 
8 Introduction 

  

Introduction 



 
9 Introduction 

Partie 1 : La peau : transition du mélanocyte au mélanome 

I. La peau : un organe stratifié 

I.1. Les différentes couches de la peau 

La peau représente chez l’être humain le plus large organe avec une surface d’environ 2m². Etant 

donné ses origines développementales diverses, la peau est un organe complexe, dont le principal 

rôle est de délimiter une barrière physique entre l’organisme et l’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 rôle sensoriel (le sens du toucher), un rôle de 

régulateur thermique ainsi qu’un rôle énergétique (organe de réserve). 

Ces fonctions sont remplies par les trois couches de la peau, qui sont, de la plus profonde vers la 

surface, l’hypoderme, le derme et l’épiderme (Figure 1). 

- L’hypoderme est un tissu conjonctif très vascularisé, composé majoritairement d’adipocytes, qui 

assurent le rôle de réserve énergétique et permettent une isolation thermique. Longtemps 

cantonnées à ce rôle, il semble désormais que ces adipocytes régulent aussi l’homéostasie de la 

peau, par leur fonction endocrine (adipokines), et qu’ils participent activement à la cicatrisation 

(Rivera-Gonzalez, Shook et al. 2014). Ce tissu très 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 à l’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 collagène de type I 

et III, incorporé dans un gel de protéoglycans, formant ainsi la matrice extracellulaire (MEC) 

(Prost-Squarcioni, Fraitag et al. 2008). Cette matrice assure à ce tissu à 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 l’épiderme. 

Cette région, communément appelé membrane basale régule l’adhésion dermo-épidermique par 

le biais d’un réseau de fibres de collagène IV et de laminine, ce qui en fait une interface 

stabilisante, bien que dynamique, et une barrière de diffusion. Elle permet en effet le contrôle du 

trafic cellulaire et la diffusion de molécules bioactives. En outre, une variété de cytokines et de 

facteurs de croissance sont lié à la JDE, servant de réservoir pour leur libération contrôlée. Leur 

relargage joue un rôle crucial lors des processus de réparation de la peau après 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 l’épiderme 

La peau est composée de 3 couches dont l’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 protège entres autres de la déshydratation, du stress 

mécanique, chimique et des pathogènes. En ce qui nous concerne, c’est son rôle photoprotecteur 

et les cellules associées à ce rôle qui vont nous intéresser. Ces fonctions sont possibles grâce à 

quatre types cellulaires différents.  

I.2. Les types cellulaires présents dans l’épiderme 

- Les kératinocytes (≈ 85% des cellules de l’épiderme) sont en constante renouvellement et 

maturation au sein de l’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), à 

la couche épineuse, puis à la couche granuleuse et enfin à la couche cornée (desquamante). Au 

cours de ce processus, les kératinocytes vont perdre leur fonction mitotique et changer de 

morphologie jusqu’à former l’enveloppe cornée. 

-  Les cellules de Langherans (2 à 5% des cellules de l’épiderme) sont des cellules dendritiques 

présentatrices d’antigène pouvant orienter la réponse immunitaire ou la tolérance allergène. Ces 

cellules, se développant à partir des cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse, 

constituent la première barrière immunitaire pour les agents pathogènes envahissants. Elles vont 

phagocyter les pathogènes, capter leurs antigènes et les présenter soit aux lymphocytes T 

mémoire résidant dans la peau, soit migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques régionaux où elles 

les présenteront aux lymphocytes T naïfs. 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 à 5% des cellules de l’épiderme) se situent près 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 rôle de mécanorécepteur, d’où leur abondance vers les 

zones sensibles tels que les doigts, les lèvres ou les pieds par exemple. (Boulais and Misery 2007) 

- Les mélanocytes (2 à 5% des cellules de l’épiderme), situés vers la JDE, sont responsables de la 

pigmentation. Les mélanocytes dérivent des mélanoblastes, eux-mêmes originaire des cellules 

embryonnaires pluripotentes transitoires hautement migratrices, les cellules de la crête neurale 

(CCN). Seuls les CCNs migrant selon l’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 synthèse pigmentaire, la mélanomagénèse 

À la suite de la fixation de l’αMSH à MCR1, une cascade de signaux va mener à l’activation de MITF, 

qui va permettre l’expression des gènes de la mélanogénèse. Les enzymes ainsi synthétisées vont 

transloquer dans les mélanosomes et transformer la tyrosine en pigment : l’eumélanine et la 

phéomélanine. 

αMSH,α-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. 

II.1. Mélanocyte et mélanogénèse 

Du fait de leur lignage embryonnaire, les mélanocytes sont retrouvés au niveau l’oreille interne 

(cochlée, strie vasculaire) où ils joueraient un rôle dans l’audition, au niveau de la pie-mère où ils 

joueraient un rôle neuroendocrine (Plonka, Passeron et al. 2009). Ce n’est cependant qu’au niveau 

du poil (follicule et bulge) et de la choroïde de l’œil qu’ils assurent leur rôle pigmentaire, par la 

production de pigments photoprotecteurs, la mélanine. La pigmentation est un processus qui 

commence au sein même des mélanocytes, dans des organites intracytoplasmiques appelés 

mélanosomes où a lieu la synthèse des pigments mélaniques, c’est ce que l’on appelle la 

mélanogénèse (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 : l’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 : 

l’eumélanogenèse et le phéomélanomagénèse. La première implique les enzymes DCT/TYRP2 puis 

TYRP1 pour donner de l’eumélanine tandis que la deuxième 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 l’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 synthèse pigmentaire va être stimulée par l’exposition au soleil, et plus précisément aux UV. 

Cette réponse est possible grâce à un dialogue entre mélanocytes et kératinocytes. Les dommages à 

l'ADN induits par le rayonnement UV sur les kératinocytes vont induire, via un mécanisme p53-

dépendant, une sécrétion de la « α-melanocyte-stimulating hormone » (αMSH). La fixation de cette 

hormone au récepteur de la mélanocortine 1 (MC1R), exprimée à la surface des mélanocytes, va 

permettre l’expression du facteur de transcription Microphthalmia-Associated Transcription Factor 

(MITF), « master regulator » de la mélanogénèse (Shain and Bastian 2016). De plus, il est clairement 

établi que les kératinocytes ne sont pas seulement impliqués dans la stimulation de la synthèse de 

mélanine mais contrôle aussi la nature du pigment produit (Duval, Smit et al. 2002). 

II.2. Rôle 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, à l’intérieur des kératinocytes, vers une position périnucléaire pour assurer un rôle 

photoprotecteur pour l’ADN nucléaire.  
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En effet, en plus d'être 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 l'eumélanine est généralement reconnue comme un 

polymère 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 à 

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 possède le même nombre de mélanocyte qu’une personne à peau claire, mais va produire 

de l’eumélanine en plus grande quantité et celle-ci va être mieux réparti au sein des kératinocytes 

(Iozumi, Hoganson et al. 1993, Slominski, Tobin et al. 2004). Plus le rapport 

eumélanine/phéomélanine est élevé, meilleur est la photoprotection. Les personnes à  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 gène Tyr, pouvant 

conduire aux albinismes oculo-cutanés, par des défauts ou une absence complète 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). 
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Peau Cheveux Taches de rousseur Réaction au soleil Bronzage

I Laiteuse Roux Nombreuses
Coups de soleil 

systématiques
Pas de bronzage

II
Très 

claire
Blonds Fréquentes

Coups de soleil très 

fréquents
Hâle léger

III Claire Châtains Rares
Coups de soleil  

fréquents
Hâle moyen

IV Mate Bruns Aucune
Coups de soleil peu 

fréquents
Bronzage foncé

V
Très 

foncée
Foncés Aucune Coups de soleil rares

Bronzage très 

foncé

VI Noire Noirs Aucune
Coups de soleil très 

rares
Bronzage noir

Phototype

Tableau 1 : Descriptif des différents phototypes cutanés 
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III. Du mélanocyte au mélanome cutané 

En temps normal, les effets des UV sont bien régulés et l’homéostasie de la peau et des mélanocytes 

est sous contrôle. Il arrive cependant que, suite à une exposition prolongée au soleil ou d’autres 

facteurs de risques, cette homéostasie soit dérégulée et que les cellules de la peau mutent et 

dégénèrent, formant ainsi divers cancers cutanés dont le mélanome. 

III.1. Les cancers cutanés 

La peau est un organe hétérogène, composés de différents types cellulaires pouvant tous subir une 

transformation cancéreuse. Ces cancers peuvent être 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 l’épiderme (couche profonde germinative). C’est le moins grave des cancers de la peau, 

mais nonobstant son potentiel métastatique quasi-nul, une exérèse chirurgicale est nécessaire. Il 

représente environ 75% des cancers cutanées et environ 15% des cancers en France (tout type 

confondus). 

- Les carcinomes épidermoïdes ou spînocelullaires à pour origines les kératinocytes présents dans 

la couche épineuse de l’épiderme. Bien que moins fréquent (20% des cancers de la peau) et à 

croissance lente, il nécessite une attention particulière car il peut développer un potentiel 

métastatique. 

- Il existe enfin quelques cancers non mélanocytaires très 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-à-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 décès des cancers cutanée. Dans seulement 20% des cas, le mélanome 

apparait à parti d’un naevus mais le plus souvent, il apparait de novo. Le mélanome évolue ensuite 

rapidement et se propage dans l’organisme via le système lymphatique et/ou sanguin, colonise 

d’abord les ganglions lymphatiques et métastases ensuite essentiellement dans les poumons, dans le 

foie et le système nerveux centrale. 

On distingue plusieurs types de mélanomes, avec du plus fréquent au moins fréquent, le mélanome 

à extension superficielle , le mélanome nodulaire, le mélanome de Dubreuilh ou lentigo maligna et 

le mélanome acro-lentigineux. 

 

Le système 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 dû à une forte exposition chronique au soleil (« chronically 

sun damaged » (CSD)) ou non (non-CSD). 

 

http://www.syndicatdermatos.org/le-dermato-soigne/cancers-de-la-peau/melanome-ssm/
http://www.syndicatdermatos.org/le-dermato-soigne/cancers-de-la-peau/melanome-ssm/
http://www.syndicatdermatos.org/le-dermato-soigne/cancers-de-la-peau/melanome-nodulaire/
http://www.syndicatdermatos.org/le-dermato-soigne/cancers-de-la-peau/melanome-dubreuilh/
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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 irrégulière plane à croissance lente. Il appartient à la 

famille des mélanomes « non-CSD », car il survient suites à des expositions intermittentes et 

intenses ainsi que suites à des coups de soleil survenus dans le passé, en particulier au cours de 

l'enfance. Ce mélanome peut être trouvé presque n'importe où 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 (Ibrahim 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 âgées, 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 manière prépondérante les 

personnes à phototype élevé (peaux brunes à noires). 

- Là encore, il existe enfin quelques cancers mélanocytaires très rares, représentant moins d’1% 

des cancers cutanées, tel que le mélanome uvéal et le mélanome des muqueuses. 

III.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 révèle 

que 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 l’Organisation Mondiale de la Santé, a recensé 232 000 

nouveaux cas de mélanome et 55 000 décès dans le monde, plaçant le mélanome au 22e rang des 

cancers les plus répandus dans le monde. 

En France, l’Institut National pour le Cancer a estimé le nombre de mélanomes pour 2017 à 15 404 

nouveaux cas, avec là encore, une incidence en augmentation (Figure 3). Ce cancer représente donc 

3,7 % de l’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 l’âge, passant d’environ 10 cas pour 100 000 pour les moins de 30 ans à 

environ 380 cas pour les plus de 60 ans. L’âge médian au diagnostic est de 64 ans chez l’homme et 61 

ans chez la femme.  

http://www.syndicatdermatos.org/le-dermato-soigne/cancers-de-la-peau/melanome-dubreuilh/
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Figure 3 : Incidence et mortalité du mélanome en France des années 1980 à 2010 

D’après : Incidence et mortalité en 2012 par classe d'âge et sexe pour les 

tumeurs solides- HCL/Francim/Invs/INCa/lesdonnees.e-cancer.fr/2016 
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L’évolution de la mortalité suivait celle de l’incidence, mais l’on observe depuis 2005 une 

stabilisation du taux de mortalité chez l’homme (+ 0,1 %) et une légère 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, même si la population caucasienne est plus sujette au mélanome, leur survie à 5 

ans avoisine les 91% contre 60% pour les personnes à peau foncé. 

Du fait de l’estimation de 1783 décès pour l’année 2017, le mélanome représente donc 1,2 % des 

décès par cancer, tous sexes confondus.  

III.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 à l’environnement et aux modes et conditions de vie, et les facteurs 

de risque internes, c’est-à-dire constitutifs des individus. 

III.3.a. Facteurs constitutionnels et génétiques 

Le mélanome étant une transformation anormale des mélanocytes, il est normal de penser que le 

naevus peut être un facteur de risque. Le nombre de nævi ou grains de beauté (cf.III.4.a) constitue 

en effet un facteur de risque. Ainsi, on estime que la présence d’une cinquantaine de nævi ou plus, 

ou la présence d’au moins cinq nævi atypiques de grande taille (supérieur à 5mm de diamètre, à 

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 nævi congénitaux de grande taille semble être 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 à phototypes faibles sont plus sujettes aux érythèmes actiniques (coups de soleil). Ces 

personnes sont plus sensibles aux effets délétères 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 siège 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 même famille. Certains gènes transmis de manière héréditaire, qui 

confère un risque élevé, dit de prédisposition à forte pénétrance, ont été identifiés à 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 gènes présentent un 

risque à pénétrance moyenne tel que le gène MC1R (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 gènes MITF, amplifié dans environ 15% des mélanomes, et MC1R, quant à eux, comme dit dans la 

section II.1, sont des gènes liés à la mélanogénèse.  

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 

l'apparition de zones dépigmentées blanches sur la peau et en particulier les pieds, les mains, le 
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visage, les lèvres. 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). 

III.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 à une 

exposition excessive au soleil, cette proportion étant plus élevée encore chez les personnes à la peau 

claire (Gandini, Sera et al. 2005, Leiter and Garbe 2008). 

Des études épidémiologiques ont lié l’apparition du mélanome aux érythèmes actiniques (coups de 

soleil), durant la petite enfance mais aussi au cours de l’âge adulte (Dennis, Vanbeek et al. 2008). 

La pénétration des UV dans la peau est liée à leur longueur d’onde, les UVA pénétrant donc plus 

profondément dans la peau, jusqu’à atteindre le derme (OMS, série régionale européenne n°25) 

tandis que les UVB s’arrêtent au niveau de l’épiderme. Ces absorptions s’accompagnent des lésions 

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 δ/ε et de l’ARN polymérase II. Les UVA, moins énergétiques que les UVB, vont plutôt 

exciter des molécules photosensibles et être à l’origine de la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène (Ridley, Whiteside et al. 2009). Malgré cela, les données suggèrent 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. Ils ont montré que les l'irradiation aux UVA augmentait l’absorption du 

glucose et la production de lactate, qui favorise l'invasion des cellules de mélanome à travers la 

régulation positive de métalloprotéinases matricielles (Kamenisch, Baban et al. 2016). 

Le rôle prépondérant du rayonnement UV dans l’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 à 

l'exposition aux UV (Pleasance, Cheetham et al. 2010). 

Les antécédents personnels du mélanome sont des critères 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 épidermoïdes (van der Leest, Flohil et al. 2015). Cela pourrait s’expliquer par le fait 

qu’une tumeur primaire de mélanome peut induire la formation à distance de niche prémétastatique 

favorable au développement tumoral. Des facteurs solubles ou insolubles sécrétés par la tumeur 

dans la circulation induisent à 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-β » (TGFβ) et le « tumour necrosis factor-α » (TNFα) qui vont induire 

l'expression des protéines inflammatoires, comme S100A8 et S100A9 de manière 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 l’ADN et des miARN qui contribuent probablement à la formation de niche pré-

métastatique via le remodelage de la matrice ou l’éducation des cellules cibles (Peinado, Lavotshkin 

et al. 2011, Peinado, Aleckovic et al. 2012).  

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

III.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 mélanomagénèse, le mélanocyte malin 

va accumuler une série de mutations génétiques, nécessaire à l’acquisition des facultés 

tumorigéniques, tels que la prolifération ou l’évasion face au système immunitaire (Hanahan and 

Weinberg 2011). 

Qu’il provienne de la dégénérescence de nævi préexistants ou qu’ils apparaissent de novo, 

l’évolution du mélanome peut être segmenté en plusieurs étapes, comme décrit dans le modèle de 

Clark (Clark, Elder et al. 1984, Gandini, Sera et al. 2005).  

Selon ce modèle, le mélanocyte peut passer par cinq phases (Figure 4). Elles ne sont pas toutes 

nécessaires à 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). 

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

Les mélanocytes, comme précédemment mentionnées, sont dispersés au niveau de la JDE. Ils 

prolifèrent peu et ils utilisent principalement leur machinerie cellulaire pour la synthèse pigmentaire. 

Cependant, certains mélanocytes peuvent échapper à ce contrôle via l’acquisition de mutations qui 

vont entrainer leur prolifération locale et donner naissance à un regroupement pigmentaire bénins 

appelé naevus (ou grain de beauté dans le langage courant). La mutation qui va être retrouvé au sein 

de ces nævi affecte la protéine BRAF, mutant la valine 600 en en acide glutamique : BRAFV600E (Shain 

and Bastian 2016). Cette mutation va avoir pour conséquence l’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 manière 

moins fréquente (15% sont muté NRASQ61K contre 52 pour BRAFV600E) (Tschandl, Berghoff et al. 

2013).  Je revendrai sur les mécanismes et facteurs moléculaires impliqués dans le mélanome dans la 

Partie 1-III-5. Ces nævi, 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 nævi sont bénins car les néomélanocytes regroupés subissent une sortie 

permanente du cycle cellulaire, qui les empêche de progresser en cancer, et entrent dans un 

programme de sénescence, programme d’arrêt de la prolifération cellulaire (Clark, Elder et al. 1984). 

Cette senescence, activé par un oncogène, déclenche l'induction de suppresseurs de tumeurs, et en 

particulier le gène CDKN2A (Michaloglou, Vredeveld et al. 2005, Gray-Schopfer, Cheong et al. 2006). 

Cet arrêt de prolifération est très efficace, et permet ainsi un contrôle durable des mélanocytes. C’est 

la perte de cette sénescence, induite par l’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, même s’il a été montré que près de 90% des mélanomes extensifs superficielles 

avaient pour origine les naevi (Shitara, Nascimento et al. 2014). 

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

mélanome 

Les grains de beauté atypiques (aussi appelés nævi dysplasiques) présentent certaines 

caractéristiques qui diffère d’un naevus commun. Ce naevus précancéreux est en général plus grand 

que la forme commune (avec un diamètre entre 5 et 1 mm). Il se rapproche de l’aspect des 

mélanomes primaires avec une forme le plus souvent asymétrique, des bords irréguliers et une 

couleur non homogène. 

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

bénins n'étaient généralement porteurs que d’une seule mutation, BRAFV600E, alors que les lésions 

intermédiaires, comme les nævi dysplasiques, ont plusieurs mutations différentes, incluant celles 

activant la voie MAPK (BRAFnonV600E et NRAS, décrites dans la partie III.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 à celles des lésions malignes (Tschandl, Berghoff et al. 2013, Shain, Yeh et al. 

2015). 

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

Lorsque que les mélanocytes se transforment, suites à plusieurs altérations géniques, ils développent 

le moyen de contourner la senescence, ils rentrent alors en phase radiale de croissance (PRC). Les 

mélanocytes transformés acquièrent la capacité à proliférer et se développent dans l’épiderme 

parallèlement à la membrane basale, sans jamais envahir la lame basale. Les quelques lignées en PRC 

étudiées sont décrites comme non tumorigéniques, c’est-à-dire qu’elles ne permettent pas 

l’établissement de tumeurs chez la souris (Elder 2006). 

Les mélanomes en PRC n’ont en effet pas acquis la capacité à 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 à 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 exérèse chirurgical élargie suffit 

généralement à éliminer les cellules tumorales. 

III.4.d. Le mélanome en phase verticale de croissance : l’invasion commence 

Le passage des cellules de mélanome à 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 grâce à l’acquisition de la faculté de digérer la lame basale, ces mélanocytes 

transformés envahissent du derme jusqu’à l’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 contrôle des kératinocytes (Caramel, Papadogeorgakis et al. 2013). De 

nouvelles interactions vont alors être 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 à l’invasion et la dissémination des cellules. 

Ces mélanomes en PVC s’affranchissent du contrôle des kératinocytes par cinq mécanismes 

principaux:  

   (1) la régulation négative des récepteurs importants pour la communication avec les kératinocytes 

tels que l'E-cadhérine (Hsu, Wheelock et al. 1996) 

   (2) la régulation à 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 morphogènes 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 à la membrane basale à cause d'une altération de l'expression des molécules 

d'adhésion cellule-matrice tel que l’intégrine αVβ3 

   (5) l’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 

mélanonagénèse est décrites plus amplement section III.6 

Les données suggèrent qu’environ 45% des cas de mélanome sont entièrement 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). 

III.4.e.  La phase métastatique, victoire du mélanome 

Dans ce dernier stade de la maladie, la tumeur primaire a atteint un niveau de développement tel 

que l’oxygène et les nutriments nécessaires à sa croissance ne sont plus accessibles en quantités 

suffisantes. Elles vont alors induire le processus de d’angiogenèse tumorale pour subvenir à ses 

besoins. Le mélanome va entrainer la production d’IL6 (Interleukine 6) et de VEGF pour promouvoir 

cet angiogenèse (Tang, Bhandaru et al. 2015). Lorsque le mélanome atteint les vaisseaux, par 

angiogenèse 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 

système 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 être 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 rôle 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 à distance. Ainsi, la protéine matricellulaire SPARC produite par le 

mélanome a été décrite pour modifier la perméabilité de l’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-là, la survie à 5 ans d’un mélanome ne dépasse pas le 20%. Le MM est en effet très 

agressif et résistant aux thérapies (cf. III.8.b) 

 

Cependant, tous les mélanomes ne s’accordent avec le modèle de Clark. Depuis l’acceptation de ce 

modèle en 1984, des travaux ont pu mettre en évidence des alternatives à la progression classique 

du mélanome. Des mélanocytes isolés peuvent directement passer en PRC ou PVC sans passer par 

l’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’après Miller and Mihm (2006) et Shain and Bastian (2016) 
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III.5. Les modifications géniques au cœur du mélanome 

Dû à 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 l’ai déjà dit, ont un rôle 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, l’invasion… 

Les principaux gènes touchés par ces mutations sont des oncogènes ou des gènes suppresseurs de 

tumeurs. 

III.5.a. Suractivation de la voie des MAP-Kinases par les oncogènes BRAF et 

NRAS 

Comme dit précédemment, la première altération que nous retrouvons dans l’évolution du 

mélanocyte est une augmentation de la prolifération, menant le plus souvent à 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 mitogènes 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, l'apoptose et la survie.  

Une large gamme de stimuli extracellulaires comprenant des mitogènes (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’à 

l'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, ß, y et δ)  

- 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 à 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 à 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). Brièvement, 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 

déjà 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 
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Au sein du mélanome, des mutations affectant les gènes BRAF ou NRAS vont induire de manière 

constitutive l’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 à double mutation NRAS/BRAF ont déjà été rapportées, elles 

représentent très certainement des mélanges hétérogènes de cellules de mélanome à 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 manière 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 à une classification génomique du mélanome, proposée par le réseau Cancer 

Genome Atlas (TCGA). Les quatre sous-types ont été définis sur la base du modèle 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 rôle 

au sein du mélanome (Figure 5). 

 

1) NRAS 

 

Les protéines RAS appartiennent à 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 à la libération d'une diversité de facteurs de transcription, conduisant ainsi à 

l'expression de gènes impliqués dans la mitogenèse, l'organisation du cytosquelette, la régulation 

métabolique et l'apoptose.  

Les protéines Ras, localisées à la membrane, ont une activité GTPase intrinsèque et passent d'une 

forme inactive liée au GDP à une forme active liée au GTP, fonctionnant ainsi comme un 

commutateur moléculaire pour la transmission des signaux de régulation (Barbacid 1987). Trois 

proto-oncogènes 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 intrinsèque réduite (Trahey, Milley et al. 1987). Les premières observations sur la présence 

de gènes RAS activés dans le mélanome humain ont été publiées en 1984. La séquence nucléotidique 

du gène 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 cinq. 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 gène RAS semblent être spécifique du type de tumeur puisque les carcinomes du 

pancréas, du côlon et du poumon présentent tous des fréquences élevées de mutations KRAS alors 

que les mutations NRAS sont fréquentes dans les leucémies myéloïdes et parmi les mélanomes 

cutanés (Bos 1989).  
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Dans l'ensemble, l'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 à des substitutions de la glutamine à l'arginine ou à la lysine, conduisant à l’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 l’oncogène 

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 oncogènes (OIS pour « Oncogene-Induced Senescence »). Elle induit entre autres 

l'accumulation de TP53, p16 et ARF et provoque l’arrêt 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 être régulées indépendamment. L’invalidation 

génétique (ou Knock-out en anglais) des différentes formes de RAF révèle eux aussi des rôles 

différents pour ces isoformes. Les souris qui sont ARAF -/- survivent à la naissance, mais meurent 

après 7 à 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-coït. 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 à 80%) (Platz, Egyhazi et al. 2008), le cancer de la thyroïde 

(30-50%), le cancer colorectal (5-20%) et le cancer de l'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 l’altération la plus fréquemment 

observée est la substitution d'un résidu de valine à 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 à la signature UV. Cette signature est caractérisée par des mutations CC/TT ou C/T associées à la 

formation de dimères de pyrimidine survenant suite à exposition aux UV, comme fréquemment 

observé, par exemple, dans le gène 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/S602 puisqu'il a été montré que le mutant 

BRAFV600E a une activité kinase plus élevée que BRAF de type sauvage. Deux autres substitutions à 

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 nævi (Pollock, Harper et al. 2003). 

Comme pour la mutation de NRAS, BRAFV600E n’est pas suffisante à elle seule pour induire la 
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transformation tumorale, car cette oncogène 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 télomères ont atteint une taille critique. Les nævi ne semblent pas souffrir 

de la réduction des télomères, arguant d'un processus de sénescence activé par un oncogène actif, 

plutôt qu'une perte de potentiel réplicatif. Ce n’est que l’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 à l’activité de la petite protéine G. 

Les mutations de perte de fonction de NF1 mènent à la neurofibromatose familiale de type I, 

caractérisée par le développement d'une variété de symptômes tumorigènes et non tumorigènes 

(Courtois-Cox, Genther Williams et al. 2006).  

NF1 est donc un régulateur négatif des protéines RAS et ainsi contrôle les voies de signalisation 

MAPK et PI3K/AKT (Nissan, Pratilas et al. 2014), mais aussi la voie de signalisation de l'adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) (Kiuru and Busam 2017). 

Plusieurs équipes ont déjà 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, l’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 rôle dans le mélanome. 

Des altérations de NF1 entraînant l'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 rétrocontrôle négatif en amont qui 

entraîne la suppression de l'activation de RAS dans les cellules portant la mutation BRAFV600E. 

D’autre part, des altérations concomitantes des gènes NF1 et RAS ont également été observés dans 

deux études récentes de séquençage 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 gènes les plus communément co-altérés dans les lignées et tumeurs de mélanome 

délétées pour NF1, suggérant que ces gènes peuvent coopérer avec la perte de NF1 dans la 

promotion de la mélanomagenèse (Andersen, Fountain et al. 1993, Nissan, Pratilas et al. 2014).  
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III.5.b. Autres dérégulations affectant la mélanomagénèse  

Le réseau TCGA, via la caractérisation systématique effectuée sur 333 mélanomes cutanés à l’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 être 

quantifiés. Je vais vous présenter de manière non-exhaustive quelques voies de signalisation 

affectées avec les altérations en causes.  

 

1) La voie PI3K/AKT 

 

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR (« mammalian target of rapamycin ») joue un rôle central 

dans la physiologie cellulaire, coordonnant la signalisation de l'insuline pendant la croissance des 

organismes et favorisant les processus cellulaires critiques tels que l'homéostasie du glucose, la 

synthèse protéique, la prolifération cellulaire et la survie (Lien, Dibble et al. 2017) (Figure 6). 

Cette voie de croissance commence avec les récepteurs à tyrosine kinases de facteurs de croissance 

(RTK) ou avec les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) qui activent PI3K par phosphorylation. 

Cela conduit à son hétérodimérisation, lui permettant de phosphoryler le phosphatidylinositol-4, 5-

bisphosphate (PIP2) pour générer le phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). PIP3 recrute à la 

membrane cellulaire AKT. AKT est phosphorylée par PDK1 et mTORC2 et va ensuite activer 

directement et indirectement de nombreuses protéines en aval, entrainant l’expression de gènes 

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 où 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 rôle important dans le mélanome (Wu, Goel et al. 2003, Dong, Richards et al. 

2014). 

Les altérations menant à la perte de fonction de PTEN sont retrouvées de manière 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 l’apoptose entres autres. 

GPCR, G protein-coupled receptor ; FT, facteur de transcription 
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qu’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, dû soit à une amplification génique ou à une surexpression de l’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, à de taux de 40%, 30% et 20% 

respectivement. 

 

2) La voie du cycle cellulaire 

 

Le gène CDKN2A, a forte pénétrance dans le mélanome, est un gène suppresseur de tumeur régulant 

principalement le cycle cellulaire, mais aussi la sénescence, comme dit partie III.3.a. Ce locus code 

pour deux protéines distinctes, p16INK4a  et p14ARF. 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 p16INK4a participe à la voie Rb pour « retinoblastoma protein », p14ARF est 

impliqué dans la voie p53.  

Concernant, p16INK4a se lie à 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 p16INK4a maintient les 

membres de la famille Rb dans un état hypophosphorylé, ce qui favorise leur liaison à E2F1 et 

conduit à l'arrêt du cycle cellulaire en G1 (Serrano 1997). p16INK4a est un régulateur négatif de la 

prolifération cellulaire, et donc joue un rôle de suppresseur de tumeurs. Près de 50% de tous les 

cancers humains montrent une inactivation de p16INK4a ; qu’ils soient solides comme le cancer de la 

tête 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 p14ARF, elle se lie au complexe MDM2-TP53, empêchant l’ubiquitination 

et la dégradation de p53. La stabilisation de p53 va entrainer l’expression de p21, qui va arrêter 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 être responsable de l’inactivation du gène 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 

très 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) La voie de réponse aux dommages à l’ADN et processus de mort 

 

p53 codant pour la protéine tumoral 53 (TP53) est l'un des gènes suppresseur de tumeur le plus 

étudié. Il est connu que TP53 est impliqué dans l'arrêt du cycle cellulaire, l'apoptose ou la sénescence 

et participe à la réparation de l'ADN. TP53, dont les cibles sont estimées à 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 sûr, la prévalence varie entre les types de tumeurs. En effet, p53 s'avère être le gène le plus 

fréquemment muté dans certains des cancers les plus difficiles à 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 

l'œsophage. 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 lésions primaires mais il est inactivé dans 

environ 20% des mélanomes à 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 p14ARF ou p16INK4a. 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 être observé dans le mélanome. Mouse Double Minute 2 

(MDM2) est l’ubiquitine ligase E3 de TP53 (cf. Partie 2.II.3). MDM2 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 collagène et la vitronectine, et par son 

abrogation des adhérences focales, empêche l’adhésion cellulaire (Brekken and Sage 2000). SPARC 

active aussi AKT, activant à 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 grâce à 

la suppression des voies apoptotiques TP53-dépendante (Fenouille, Puissant et al. 2011).  

III.6. Le microenvironnement, facteur extrinsèque, favorise lui aussi la 

mélanomagénèse 

Dans tous tissus sains, les cellules sont maintenues dans un environnement favorable à 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 à des récepteurs spécifiques tels que les intégrines, syndécans et récepteurs 

à domaine discoïdine. 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 contrôler le devenir et la 

fonction de chaque cellule et de manière réciproque, chaque cellule va pouvoir modifier ce 

microenvironnement. 

Le rôle du microenvironnement est depuis longtemps étudié, que ce soit dans l’homéostasie 

cellulaire mais aussi dans son implication dans les cancers. Les premières données sur le rôle du 

microenvironnement tumoral remontent à 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 à 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. Ils se disséminent le plus souvent vers la peau, les 

tissus sous-cutanés et les ganglions lymphatiques (50% à 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 

synthèse par les fibroblastes activés d’une MEC protumorale, ou suite à 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 l'agressivité des mélanomes 

(Massi, Franchi et al. 1999). L’activité de SPARC, autocrine, paracrine ou interne, modifie différentes 

voies cellulaires, la différenciation, l'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 MDM2 

(Fenouille, Puissant et al. 2011, Fenouille, Robert et al. 2011).   

- SPARC entraine l’expression du facteur de transcription Slug et la répression de l’E-

cadherine, nécessaire à la TEM des mélanomes, améliorant leurs propriétés invasives (Robert, 

Gaggioli et al. 2006, Fenouille, Tichet et al. 2012). 

- SPARC stimule la perméabilité vasculaire et l'extravasation par la voie de signalisation 

endothéliale VCAM1 pour promouvoir l’évolution métastatique (Tichet, Prod'Homme et al. 2015). 

 

Ce n’est qu’un exemple parmi tant d’autres de l’importance et du rôle 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 l’évasion tumorale peut être obtenue par l’augmentation de la rigidité de la MEC 

tumorale, typiquement observé dans les cancers. Grâce à une accumulation de protéines matricielles 

comme la fibronectine et le collagène, l'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 à 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 être obtenue grâce à des cellules 

régulatrices de la tumorigenèse, les macrophages associés aux tumeurs (« Tumor-associated 

macrophages » ou TAMs). Les TAMs participent à 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).  

III.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 l’on peut dire, est qu’il est visible sur la peau. La 

première ligne de défense est donc l’auto-surveillance vient ensuite l’examen pratiqué par un 

dermatologue pour un suivi de l’évolution des lésions mélanocytaires. Afin de faciliter la détection 

des mélanomes, la règle ABCDE a été mise en place (Abbasi, Shaw et al. 2004). A chaque lettre 

correspond un signe caractéristique d’une lésion à risque : 

- A pour Asymétrie 

- B pour Bords irréguliers 

- C pour Couleurs (apparition de différentes couleurs) 

- D pour Diamètre (supérieur à 6mm) 

- E pour Evolution (de la taille, de la forme, des symptômes (démangeaisons, sensibilité) et des 

nuances de couleur) 

Lorsque ces critères mettent en évidence une lésion pigmentaire susceptible d’évoluer vers un 

mélanome, des critères immunohistochimiques et histopathologiques/ anatomopathologiques 

permettent de valider ou non l’hypothèse d’un mélanome. 

Parmi les marqueurs immunohistochimiques, S-100 reste le marqueur le plus sensible pour les 

lésions mélanocytaires, avec une sensibilité de 97–100%. D’autres marqueurs légèrement 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 critères anatomopathologiques vont permettre quant à eux à classifier les mélanomes selon un 

grade de développement. Le principale facteur pronostic est l’indice de Breslow, qui correspond à 

l’épaisseur maximale de la tumeur (exprimé en mm). La survie à 5 ans va être dépendante de la 

profondeur de la lésion, avec un faible risque (≈95%) à moins d’1mm et un risque élevé (≈50%) au-

delà de 4mm (Balch, Gershenwald et al. 2009). Couplé avec l’ulcération des lésions et la présence de 

micro ou macrométastases (détectées avec ou sans biopsie des ganglions lymphatiques 

respectivement), l’American Joint Committee on Cancer a proposé une classification TNM (Tumeurs / 

« Node » ou ganglions / Métastase) reprenant ces différent paramètres, résumé dans le Tableau 2 . 

De cette classification TNM va découler une gradation de la pathologie allant des grades I à IV, qui 

vont correspondre à la gravité de la maladie. Plus le grade est élevé, plus le pourcentage de survie à 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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Tableau 2 : Classification des mélanomes selon la norme TNM et correspondance avec les 
stades du mélanome 
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III.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 II), une exérèse chirurgicale est effectuée le plus souvent par les dermatologues avec des 

marges appropriées selon le type de mélanome, avec de très 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 III, 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 à 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 l’ADN (Fotémustine, Dacarbazine 

Témozolomide entre autres) ou l’utilisation d'interleukine-2 à haute dose. Le taux de réponse était 

malheureusement très faible (≈15%) et n’entrainait que peu d’augmentation de la survie globale 

(Yang and Chapman 2009). 

III.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, à l’origine de l’émergence récente de 

traitements personnalisés. Historiquement, les premières 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 myéloïde 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 l'angiogenèse. 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 myéloïde 

chronique, la leucémie aiguë 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 l’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 I, antagonistes 

compétitifs de la liaison de l’ATP. Les premières études en 2010 sur le PLX4032 ont montré des 

résultats très 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 l’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 à 

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 être observés 6 à 8 

mois après le début du traitement. (Wagle, Emery et al. 2011, Finn, Markovic et al. 2012).   
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III.8.b. Mécanismes de résistance ou comment passer outre les traitements 

Les cellules de mélanome sont hautement hétérogènes, 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 à cycle lent, type cellules souches, et les cellules 

ayant réalisé leur TEM. Les cellules de mélanome acquièrent 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 intrinsèques (ou primaires) va faire qu’ils ne 

seront pas répondeurs aux traitements. Les autres patients vont développer des résistances dites 

extrinsèques (ou secondaires), induisant des rechutes agressives (Manzano, Layos et al. 2016). La 

frontière 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 BRAFV600E a été observée chez les patients traités par les inhibiteurs de 

BRAF (BRAFi) (Shi, Moriceau et al. 2012). Cela est dû à un gain de copie de l'allèle mutant de BRAF, 

entraînant sa surexpression et conduisant à 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 être induite par les inhibiteurs de MEK (Villanueva, Infante et al. 2013). 

Une autre altération de BRAFV600E, son épissage alternatif, permet à la cellule de résister aux 

traitements (Poulikakos, Persaud et al. 2011). Les cellules résistantes au vémurafénib expriment un 

variant de 61 kDa du BRAFV600E, dépourvu des exons 4 à 8, une région englobant le domaine de 

liaison à RAS. p61 BRAFV600E 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 est exprimé, la signalisation ERK est résistante aux BRAFi. 

La résistance acquise aux BRAFi se développe aussi par la régulation à la hausse de récepteurs 

tyrosine kinases (RTKs) comme PDGFRβ (« 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 PDGFRβ ont de faibles taux de RAS activé et, lorsqu'elles sont traitées, ne réactivent pas de 

manière significative la voie MAPK. Dans d’autres cas, des taux élevés de NRAS activé résultant de 

mutations entraînent 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 être à l’origine de 

résistance à 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, l'expression de la COT est 

associée à une résistance de novo dans les lignées cellulaires BRAFV600E et à une résistance acquise 

dans des cellules de mélanome de patients en rechute après un traitement par inhibition de MEK ou 

de RAF.  
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Figure 7 : Mécanismes de résistance intrinsèques et extrinsèques 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 mènent à l’activation de 

cette voie et participe à 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 l’environnement (ou 

EMDR pour « environmental-mediated drug resistance ») est une forme de résistance de novo qui 

protège 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 

être subdivisée en deux catégories non exclusives. D’une part, la pharmacorésistance induite par les 

facteurs soluble (SFM-DR pour l’acronyme anglais), comme les cytokines, les chimiokines et les 

facteurs de croissance sécrétés par les cellules du stroma tumoral. On citera l’exemple de l’action du 

facteur de croissance hépatocytaire (HGF) produit par les cellules stromales qui entraîne via son 

récepteur MET la réactivation des voies MAPK et PI3K–AKT, et la résistance à l'inhibition de BRAF 

muté (Straussman, Morikawa et al. 2012). D’autre part, la pharmacorésistance médiée par l'adhésion 

cellulaire (CAM-DR pour l’acronyme anglais), qui est induite par l'adhésion des cellules tumorales à 

des fibroblastes stromaux ou à des composants de la MEC, tels que la fibronectine, la laminine et le 

collagène (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, génère un 

microenvironnement permettant la réactivation de la voie ERK dans les cellules de mélanome via la 

signalisation Intégrine 1-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 à l’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). À la suite de cela, et toujours dans le but d’améliorer l’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 première intention en clinique. 

Très 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). 

III.8.c. Stimuler le système immunitaire : l’avènement des immunothérapies 

Une des caractéristiques spécifiques des cancers est d’échapper au système immunitaire (Hanahan 

and Weinberg 2011). Cela a pu être confirmé chez des sujets immunodéprimés, qui suite à une 

transplantation d’organe, étaient plus sujets à développer des cancers (Vajdic and van Leeuwen 

2009). Le système immunitaire est donc essentiel à la surveillance tumorale. Les cancers vont alors 

mettre en place des mécanismes d’échappement pour éviter la reconnaissance du système 

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 

antigènes, modifier la production de médiateurs immunosuppresseurs etc. (Vinay, Ryan et al. 2015). 

C’est ainsi qu’a vu le jour l’immunothérapie. Elle vise à stimuler le système immunitaire d'une 

personne pour lui permettre de mieux reconnaître les cellules cancéreuses et de les détruire plus 



 
42 Introduction 

efficacement. Plusieurs types d’immunothérapies ont été conçu, 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 contrôles 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 rôle inhibiteur de 

l’activité cytotoxique. L'approbation est venue suite à un essai clinique de phase III montrant une 

amélioration de la survie globale de 10,1 mois, contre 6,4 mois dans le groupe de contrôle, avec un 

taux de réponse faible (≈10%). Le suivi à long terme des patients ayant reçu l'ipilimumab a montré 

qu'un fort pourcentage était encore en vie à deux et cinq ans (Hodi, O'Day et al. 2010). 

Deux nouveaux inhibiteurs ont reçu 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'antigène telles que les macrophages et les 

cellules dendritiques, mais peuvent également être exprimées par les cellules tumorales. La 

formation du complexe PD-L1/2 - PD-1 va inhiber l’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 l’utilisation du pembrolizumab et du nivolumab en tant que 

traitement de première intention du mélanome non résécable ou métastatique, quel que soit le 

statut mutationnel. L'ipilimumab est quant à lui relégué comme traitement de deuxième intention, 

ainsi qu'en traitement adjuvant chez les patients atteints d'un mélanome complètement réséqué. 

La combinaison des deux anticorps est en phase clinique, et laisse à 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 très prometteurs et donnent de l’espoir quant à 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 I ont montré la non toxicité de la combinaison, et des études 

de phase II 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 très résistant, entrainant de nombreuses impasses 

thérapeutiques. Une compréhension plus approfondie du mélanome permettra le développement de 

thérapies innovantes, pour le traiter ou empêcher l’apparition de résistances aux thérapies ciblées. 

Notre équipe s’intéresse à la protéostasie cellulaire au sein du mélanome comme nouvelle cible 

thérapeutique.  
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Partie 2 : Le Système Ubiquitine-Protéasome  
 

Au sein de chaque organisme, les cellules vont développer des programmes biologiques complexes 

en fonction de leur matériel génétique et en réponse à 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 synthèse protéique étant un processus très énergétique (la transcription, la maturation, l’export et 

traduction étant nécessaires à la synthèse), des mécanismes de régulation de l’activité, de la stabilité, 

ou de la localisation par exemple sont mis en place afin de réguler le protéome, sans avoir à 

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 déjà existantes. On parle 

alors de Modifications Post-Traductionnels (MPT). Ces modifications covalentes, souvent réalisées 

par des enzymes, peuvent être 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 l’exemple le plus 

commun. Cette phosphorylation, qui active généralement une protéine, est essentielle à une grande 

partie des processus biologiques, du cycle cellulaire et la transduction de signaux, tel que la voie des 

MAPK (cf. Partie 1 III.5.a). 

La dégradation des protéines est nécessaire à l’homéostasie protéique, en permettant l’élimination 

des protéines endommagées, inutiles ou à 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 synthèse protéique. Les cellules eucaryotes présentent plusieurs systèmes protéolytiques : les 

lysosomes, l’autophagie et le système 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 système Ubiquitine-Protéasome 

voit le jour, et ces travaux ont même débouché sur le prix Nobel de Chimie de 2004. 

Le SUP est désormais reconnu comme le système 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 très fine, joue donc un rôle 

majeur dans de très 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 l’ubiquitination et de la déubiquitination 

L’ubiquitination passe par 3 étapes : activation, conjugation et ligation. L’ubiquitine ainsi ajouté peut 

être soit reconnu par des UBD et induire un effet cellulaire ou soit par des DUB qui vont l’enlever du 

substrat. 

Ub, ubiquitin ; E1, ubiquitin activating enzyme ; E2, ubiquitin-conjugating enzyme ; E3, ubiquitin ligase ; 

UBD, protéine à 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 à la lyse protéique. La liaison de manière 

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 l’ubiquitine (Ub). La fixation 

covalente de l’Ub aux protéines implique une cascade de trois classes d'enzymes (Figure 8 et Figure 

9) : 

- En premier lieu, l'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 l'E1 à la cystéine catalytique de l'enzyme de conjugaison 

E2 (ubiquitin-conjugating enzyme), formant une nouvelle liaison thioester. 

- L’enzyme E2 coopère alors avec un enzyme de liaison E3 (ubiquitin ligase) pour transférer 

l’Ub sur le substrat. Deux mécanismes sont possibles pour le transfert de l’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 l’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’à la suite de travaux spécifiques réalisés dans un ordre précis. De la même manière, 

l'ubiquitination spécifique de substrats ne sera possible qu’à la suite de réactions séquentielles par 

des enzymes spécifiques à chaque fonction (Figure 9). 

II.1. L’activation par les E1 

L’étape d’activation étant extrêmement spécifique à l’Ub, seulement deux enzymes E1, UBA1 ou 

UBA6 (« Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ») sont nécessaires (Pelzer, Kassner et al. 2007, 

Schulman and Harper 2009). Il existe cependant des protéines similaires à l’ubiquitine, appelé 

« ubiquitin-like proteins » ou Ubls, qui vont suivre le même type de cascade d’activation, élargissant 

ainsi le code de l’ubiquitination. Sept autres enzymes E1 sont nécessaires pour l’activation de ces 

Ubls (Schulman and Harper 2009). Une spécificité de fonction peut apparaitre dès l’activation, par 

exemple, l’E1 ATG7 fonctionne au sommet d'un système de signalisation nécessaire à l'autophagie. 

ATG7 reconnaît des Ubls spécifiques (ATG8 et ATG12), essentielle à la régulation de l’autophagie. 
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Figure 9 : Représentation schématique de l'organisation hiérarchique du système 
d'ubiquitine.  

Une de deux enzymes d’activation E1 est capable de d’activer l'ubiquitine et de la transférer à 
l'une des quelconques 40 enzymes de conjugaison E2. Ces enzymes E2 ont une spécificité pour 
certaines enzymes E3, elles-même ubiquitinant un ou plusieurs substrats selon leur propre 
spécificité. 
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II.2. La liaison sur les E2 

Bien plus qu’un simple transporteur d’Ub, l’enzyme E2 joue un rôle prépondérant dans la sélection 

de l’E3 et donc du résultat de l’ubiquitination. Elles constituent le centre de tri qui va mener à un 

substrat spécifique ou à un type d’ubiquitination particulier. Toutes les E2 interagissent avec une 

enzyme E1 et une ou plusieurs E3 (Figure 9). 

On dénombre 38 gènes codant pour environ 40 enzymes E2. Toutes ces enzymes partagent un 

domaine central catalytique conservé d'environ 150 acides aminés, suffisant pour l'activité 

enzymatique. Ce domaine est connu sous le nom de « Ubiquitin Conjugation domain »  et contient la 

cystéine catalytique, qui forme une liaison thioester avec l’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 l’activité de la DUB OTUB1. La formation du complexe DUB-E2 

stabilise le repliement de l'hélice de liaison à l'Ub d’OTUB1 et stimule sa fonction de déubiquitination 

(Wiener, DiBello et al. 2013).  

II.3. Le transfert final de l’ubiquitine sur le substrat par les E3 

Dernière étape de l’ubiquitination, les E3 ligases vont conférer la spécificité à l'ubiquitination en 

reconnaissant les substrats cibles et en médiant le transfert de l'Ub de l’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 l’Ub. Les HECT et les 

RBR, de manière similaire, vont capter l’Ub de l’enzyme E2 et former un intermédiaire catalytique 

avec l’Ub, avant de la transférer sur le substrat. Les RING E3 quant à elles servent uniquement 

d’entremetteur entre de l’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, très 

conservé, dont la partie N-terminal permet l’interaction avec l'E2 et une partie C-terminal qui 

contient la cystéine du site actif qui forme le thioester avec l'ubiquitine. Parmi leurs nombreuses 

fonctions, les HECT E3 sont reconnus pour leur rôle 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 possèdent un « RING zinc finger », domaine qui ne forme pas de liaison avec l’Ub mais 

dont le rôle est de rapprocher l’E2 et son substrat, facilitant le transfert direct de l’Ub. MDM2, l’E3 

responsable de l’ubiquitination de TP53, fait partie de cette famille, qui regroupe à elle seule plus de 

600 enzymes potentielles (Metzger, Hristova et al. 2012). 
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Figure 10 : Différents mécanismes de transfert de l’ubiquitine aux substrats par les E3 ligases 
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3) Les RBR E3 ligases 

 

Contrairement aux ligases E3 classiques de type RING ou HECT, toutes les ligases RBR E3 identifiées à 

ce jour sont des protéines à multidomaines complexes (Spratt, Walden et al. 2014). Elles contiennent 

deux domaines grossièrement conformes à la séquence consensus des RING E3 ligase, RING1 et 

RING2. RING1, domaine canonique, permet la reconnaissance de l’enzyme E2 tandis que le domaine 

RING2, comprenant un domaine catalytique à cystéine, va permettre la formation d’un complexe E3-

Ub, similaire aux HECT E3. Un troisième domaine central, situé entre les séquences de RING 

proposées, est nommé à juste titre IBR (« InBetweenRING »). Ainsi, la nomenclature RBR est née. Le 

domaine IBR adopte la même 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 rôle structural (Wenzel and Klevit 2012).  

III. Le code ubiquitine 

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

L'ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés et 8,5 kDa, hautement stable et conservée 

dans l’évolution, d’où 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 à 

l'ubiquitine, les UBDs (cf. III.4). Cependant, les résidus les plus importants de l’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 l’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 

l’ubiquitination, qui peut voir l’ajout d’une molécule ou la formation de chaine d’Ub. J’y reviendrai 

dans la section III.3. 

III.2. Ubiquitin – like proteins, ou comment élargir le domaine de l’ubiquitine 

Tout comme l’Ub, les « UBiquitin-Like proteins » (UBL) sont des protéines composées d’un « β-grasp 

fold », structure tertiaire dans laquelle une hélice alpha est maintenue entre 5 feuillets béta (Figure 

11). Une dizaines d’UBLs différentes ont à 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 manière covalente à leurs substrats via une cascade enzymatique analogue à 

l'ubiquitination des protéines. 

Ces UBLs, bien que structurellement apparentées, ne présentent que peu d’homologie de séquence 

avec l’Ub, avec un maximum de 55% d’homologie pour la protéine NEDD8 (Hochstrasser 2009). La 

voie NEDD8 par exemple joue un rôle essentiel dans l'activation de l'activité ubiquitine ligase E3 des 

cullin-RING ligases, elles-mêmes responsables de l'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’ubiquitine 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 à l'ubiquitine 

de ≈10 kDa. Comme l’ubiquitylation, la SUMOylation est une modification protéique dynamique et 

réversible. Au niveau moléculaire, la modification SUMO crée ou perturbe fréquemment 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 l'activité transcriptionnelle 

de MITF sur certains de ces promoteurs (Murakami and Arnheiter 2005).   

III.3. Le type de liaison à l’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 à une ou plusieurs lysines de son substrat cible, ou bien sur elle-même à 

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 à l’Ub, permettant des réponses 

cellulaires nombreuses et variées (Komander and Rape 2012) (Figure 11 et Figure 12). 

III.3.a. La monoubiquitination 

La monoubiquitination est la modification la plus simple possible, consistant en l’ajout d’une seule 

molécule d’Ub sur une lysine du substrat cible. De nombreux rôles 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 

premières étapes de l'initiation de la transcription et de l'élongation (Weake and Workman 2008).  

Chez les levures ou les mammifères, la monoubiquitination est suffisante pour déclencher 

l'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 à l’Ub (« ubiquitin-interacting motifs », UIM) soit activée à la suite de la liaison à 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 à l’ADN sont aussi pris en charge via la monoubiquitination. Le recrutement de 

TP53BP1 sur le site du dommage se fait via l’histone H2A ubiquitinée sur la lysine 15 (Fradet-

Turcotte, Canny et al. 2013, Uckelmann and Sixma 2017). 

III.3.a. La multi-monoubiquitination 

Lorsqu’un même 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 l’endocytose des RTK. EGFR et PDGFR sont monoubiquitinés sur plusieurs sites après 

leur activation induite par le ligand, suffisant à 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 l’ubiquitine 

De nombreuses architecture de l’ubiquitine sur les substrats (en vert) sont connues, chacune jouant 

un rôle spécifique. 



 
53 Introduction 

III.3.b. La polyubiquitination, principal signal pour la dégradation des 

protéines par le protéasome 

Le code ubiquitine, lorsque nécessaire, peut transmettre un signal via l’ajout d’une chaîne d’Ub. On 

parle alors de polyubiquitination. En effet, la molécule d’Ub possède elle-même des sites de liaison à 

l’Ub : 7 sites de liaisons ε-aminé via 7 lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63) et 1 site liaison α-

aminé (M1) sont capable de former une liaison isopeptidique avec la G76 d’une autre molécule d’Ub 

(Figure 12).  Si l’on prend en compte le nombre de molécules ajoutées, ainsi que les divers choix de 

liaison, qu’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 possède une géométrie spécifique, exposant différentes régions de l’Ub, permettant 

sa reconnaissance et sa différenciation vis-à vis des autres chaines (Komander and Rape 2012). 

Ce sont les enzymes E3 et/ou les E2 qui vont être responsables de la formation de ces chaines d’Ub. 

En effet, les différentes enzymes ou complexes E2/E3 vont adopter une conformation particulière 

limitant l’addition des chaines d’Ub à un certain type de liaison. Par exemple, chez la levure, bien que 

l’enzyme E2 Rad6 soit capable de promouvoir l’ajout d’une chaine de polyubiquitine (polyUb), 

lorsqu’elle est associée à l’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 chaînes d’ubiquitine servent de signal de dégradation. Ces chaines ciblent les 

protéines au protéasome 26S, un complexe protéolytique nécessaire à la division cellulaire chez tous 

les eucaryotes (Chau, Tobias et al. 1989). Grâce à une étude utilisant différentes Ub mutées, il a été 

montré que le ciblage au protéasome par l’Ub se fait à la suite d’une liaison à la lysine 48 (K48) 

(Chau, Tobias et al. 1989). Des chaînes 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 à l’inhibition du protéasome a 

confirmé que les chaines K48 étaient les plus abondantes (Xu, Duong et al. 2009). 

Cependant, cette même étude a aussi mis en évidence l’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 chaînes K11 présentent une 

affinité à la sous-unité 5 du protéasome humain, comparable à 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 être 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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III.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 manière non exhaustive les fonctions cellulaires non-

dégradatives connues à ce jour : 

 

1) Les chaines K6 

 

Les fonctions cellulaires des chaînes d'ubiquitine liées en K6 ne sont actuellement peu 

claires. Cependant, les liaisons K6 ont été indirectement associées aux mécanismes de réparation de 

l'ADN par l’E3 ligase BRCA1-BARD1 (Morris and Solomon 2004).  

Les chaînes K6 assemblées par Parkin, une RBR E3 ligase se sont également avérées importantes pour 

la mitophagie, recyclage sélective de mitochondries endommagées ou en excès, 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 chaînes K11 sont fortement 

régulées à la hausse dans les cellules humaines mitotiques (Matsumoto, Wickliffe et al. 2010).  

En plus de leur rôle dans le contrôle du cycle cellulaire humain, des chaînes d'ubiquitine liées en K11 

ont été impliquées dans l'adaptation cellulaire à l'hypoxie. Il a été montré qu’elles régulent la 

stabilité du facteur de transcription HIF-1α et le niveau d'expression de HIF-2α (Akutsu, Dikic et al. 

2016). 

 

3) Les chaines K27 

 

Concernant les chaines de polyubiquitynation en K27, elles sont associées aux dommages à l’ADN et 

à la réponse immunitaire. Cette liaison représente le type de chaîne principale retrouvée sur la 

chromatine lors de dommages à l'ADN. Les médiateurs cruciaux de cette réponse (53BP1 par 

exemple) reconnaissent ces chaînes K27 sur les histones H2A et H2A.X et l’incapacité d’une cellule à 

former des liaisons K27 empêche l’activation de la réponse aux dommages à l’ADN (Gatti, Pinato et 

al. 2015). Suite à la détection d'ADN microbien, les voies de signalisation IRF-3 (« interferon 

regulatory factor-3 ») et/ou NF-κB (« nuclear factor-kappa B ») sont activées et mènent à 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 l'E3 ligase Smurf1 (« Smad ubiquitylation regulatory factor 1 »), 

régulant normalement la voie BMP (« bone morphogenetic protein »), pouvait catalyser l’ajout de 

chaines d’Ub en K29, conduisant à la répression de la signalisation Wnt / β-caténine, voie de 

signalisation elle aussi essentiel à l'embryogenèse (Fei, Li et al. 2013, Akutsu, Dikic et al. 2016). 
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5) Les chaines K33 

 

Certaines E3 ligases fixent des chaînes d'Ub liées à 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 à l'actine fibrillaire et 

empêche sa dépolymérisation. Cette action contribue à 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 à 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 

l'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 être dégradée. Il s'avère que le facteur de transcription lui-même contient un domaine 

de liaison à l'ubiquitine qui interagit avec ses propres chaînes d'ubiquitine pour limiter la longueur de 

la chaîne au-dessous du seuil requis pour la reconnaissance par le protéasome. Bien que l'on ne 

sache toujours pas comment la polyubiquitination régit l'activité transcriptionnelle de Met4, ces 

résultats démontrent clairement que la polyubiquitination liée à Lys48 peut inactiver une protéine 

modifiée sans la cibler sur le protéasome pour le dégrader sous certaines conditions. 

 

7) Les chaines en K63 

 

Les chaînes liées à K63 sont maintenant connues pour signaler trois voies: la voie de réparation des 

dommages à l'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 ») 

l’engagerait vers un mode de réparation de l’ADN (Hoege, Pfander et al. 2002).  

Le rôle de la polyubiquitination en K63 dans l’inflammation est de stimuler l’activité de la voie NF-κB. 

L’ubiquitine ligase TRAF6 (« TNF-receptor associated factor 6»), suite à son auto-polyubiquitination, 

active la kinase IKK (« inhibitor of κB kinase »), conduisant à l’activation de NF-κB dans les 

lymphocytes T par un mécanisme mal connu (Pickart and Fushman 2004, Sun and Chen 2004, 

Komander and Rape 2012).  

Mais le rôle le plus notoire de la polyub K63 est celui du trafic intracellulaire des protéines. Les 

chaînes 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 chaînes 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 chaînes linéaires d’Ub en M1 jouent un rôle essentiel dans les réponses inflammatoires et 

immunitaires en régulant l'activation du facteur de transcription NF-κB. NEMO, une sous-unité du 
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complexe IKK, est modifiée avec des chaînes liées à M1 et participe à la prévention de l'inflammation 

et la régulation de la signalisation immunitaire (Tokunaga, Sakata et al. 2009) 

III.4. Mécanisme de reconnaissance des substrats 

La diversité du code Ubiquitine indique l'existence de protéines capables de lire ce code et de 

l’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 être répartis selon leur spécificité structurelle en cinq grandes familles : 

- les UBD à hélice α (comprenant entres autres les UBA (Ub-associated domain) ou les UIM (Ub-

interacting motif)) 

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

- les UBD à domaine Plekstrin homology (PH) 

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

- et les UBD à 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 l'ubiquitylation ou la déubiquitination, ou dans les 

récepteurs de l'Ub.  

La reconnaissance de l’Ub se fait en partie grâce à deux régions hydrophobiques (Ile44 et Ile36) mais 

cela ne suffit pas à 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 être capable de reconnaitre la distance entre deux lysines liées en K63 (Sims and Cohen 

2009). Certaines vont aussi mettre à profit la conformation (plus ou moins compacte ou même 

linéaire des chaines) pour reconnaitre spécifiquement le type de modification. 

Plus particulièrement, les domaines UBA et UIM jouent un rôle important dans le ciblage au 

protéasome. RAD26 est une protéine dont le rôle est de délivrer des protéines ubiquitinées au 

protéasome. Elle présente un domaine UBL capable de se lier au protéasome 26S et de manière 

simultanée se lie aux substrats polyubiquitinés grâce à deux domaines UBA (Mueller and Feigon 

2003).  
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Tableau 3 : Diversité fonctionnelle et structurelle des domaines de liaison à l'ubiquitine 

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

Les raisons qui conduisent à 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 l’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 être divisée en deux sous-complexes majeurs : le cœur catalytique 20S 

qui contient les sous-unités à 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 diffère 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. 

Après 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 cœur 20S. 

IV.1.a. Le cœur catalytique 20S 

La protéasome 20S, en forme de tonneau, est composée de quatre anneaux hétéroheptamériques 

identiques deux à deux. Les deux anneaux internes β, composés de sept sous unités (β1 à 7), 

concentrent les activités protéolytiques catalytiques avec β1, 2 et 5 tandis que les deux anneaux α 

externes (α1 à 7) agissent comme régulateur dans l’entrée des protéines dans le cœur (Figure 13).  

La structure cristalline du protéasome 20S révèle que l’ouverture des anneaux α est presque 

complètement fermée, empêchant les protéines de pénétrer dans la chambre catalytique des 

anneaux β. De plus, les extrémités N-terminales des sous-unités α constituent une barrière physique 

supplémentaire pour l’accès aux sites actifs (Tanaka 2009). Les anneaux α externes servent aussi 

d'interface pour la liaison de particules régulatrices (PR), qui permettront l’ouverture des anneaux α 

et l’accès des protéines au cœur protéolytique (CP). Parmi les 7 sous-unités du cœur, seules β1, β2 et 

β5 sont associées à des activités de type caspase (ou PGPH pour « peptidylglutamyl-peptide 

hydrolysing »), de type trypsine et de chymotrypsine, respectivement. Ainsi, β1, β2 et β5 ont la 

capacité de cliver les liaisons peptidiques du côté C-terminal d’un résidu acide, basique et 

hydrophobe, respectivement. Le protéasome 20S dégrade de manière processive les protéines, 

générant des oligopeptides dont la longueur varie de 3 à 15 résidus d'acides aminés (Tanaka 2009). 

Le CP mesure, à son maximum, 53 Å  de largeur, bien que l'entrée soit étroite de 13 Å, suggérant que 

les protéines du substrat doivent être au moins partiellement dépliés pour entrer (Nandi, Tahiliani et 

al. 2006).  
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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 à 

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 l'ubiquitine, RPN10 et RPN13. La base du 19S a trois rôles 

fonctionnels : capturer les protéines à dégrader via la reconnaissance de l'ubiquitine, favoriser le 

dépliement du substrat et ouvrir le canal dans l'anneau α.  

Les six sous-unités RPT 1 à 6, de la famille des AAA+ ATPase, forment un anneau hétérohexamérique 

en contact direct avec l’anneau α du CP 20S et qui est responsable du déploiement et de la 

translocation du substrat dans la chambre de manière 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, Ddi1 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 UCHL5 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.  
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Figure 14 : Structure du cœur protéolytique de l’immunoprotéasome et des diverses particules régulatrices 
associées à l’immunoprotéasome 

Une stimulation par l’IFNγ va induire le remplacement de β1, β2 et β5 par β1i, β2i et β5i, pour former 

l’immunoprotéasome. 

IFNγ, interféron γ 
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IV.2. L’immunoprotéasome, un cousin de 26S à visée immunitaire 

Au cours d’une infection virale, les protéasomes jouent un rôle 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 manière constitutive dans les cellules hématopoïétiques et induit lors d'une infection 

virale dans les cellules non immunes par l’interféron γ (IFNγ), et potentiellement le TNFα (Figure 14) 

(McCarthy and Weinberg 2015). 

L’immunoprotéasome diffère du protéasome classique par ses sous-unités catalytiques du CP ainsi 

que par différents PR. Il a pour rôle de dégrader les protéines étrangères de manière spécifique afin 

d’obtenir des antigènes à présenter aux cellules immunitaires. Ainsi, un stimulus inflammatoire va 

entrainer l’expression de sous-unités protéolytiques spécifiques, nommées β1i, β2i et β5i, qui vont 

alors remplacer leurs homologues classiques. Je ne rentrerai pas dans les détails mais des 

combinaisons entre sous-unités β classiques et immuns peuvent exister, et il existe aussi un 

protéasome retrouvé spécifiquement dans le thymus composé des sous-unités β1i, β2i et d’une sous-

unité spéciale β5t (pour review : Vigneron and Van den Eynde 2014).  

Ces protéases vont générer des peptides de 8 à 11 acides aminés, qui sont ensuite transloqués dans 

le RE, couplées aux protéines CMH-I et exporter à la membrane. Pour réguler cet 

immunoprotéasome 20S, la cellule va synthétiser des PR alternatifs : le régulateur PA28αβ (ou 

régulateur 11S), le régulateur PA28γ et la PR PA200. 

PA28αβ, connu pour sa participation à la voie de dégradation et présentation des antigènes, est 

composé de deux sous-unités, α et β, formant un complexe hétéroheptamèrique en forme d'anneau 

avec une conformation 3α4β. Lui aussi induit après une exposition à l'IFNγ, il va pouvoir, comme son 

homologue la PR 19S, interagir avec l’anneau α du CP 20S. 

Son homologue, PA28γ, est lui associé aux protéasomes 20S, mais principalement dans le noyau et, 

contrairement au PA28α β, il n'est pas induit par l'IFNγ. Son rôle serait spécialisé dans le contrôle des 

niveaux de peptides biologiquement actifs dans le noyau (Wilk, Chen et al. 2000). 

Enfin, PA200 est un PR n'utilisant pas l'ATP et fonctionnant de manière ubiquitine-indépendante. On 

pense généralement qu'il stimule l’hydrolyse des peptides mais pas des protéines car sa structure 

crystalline reflète une architecture fermée, peu propice à la dégradation (Stadtmueller and Hill 

2011). 

V. Autres mécanismes de régulation de l’homéostasie protéique 

Le protéasome est donc une entité enzymatique complexe dont le rôle dans la régulation de 

l’homéostasie protéique n’est plus à 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 contrôle 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 empêcher la formation d’agrégats protéiques. 
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Figure 15 : Structure 3D des domaines catalytiques de chaque famille de déubiquitinases 

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 rôle enzymatique, leur permettant de déplier les protéines mal repliées afin 

qu’elles reprennent spontanément un repliement correct (Mattoo and Goloubinoff 2014). Les 

chaperonnes jouent aussi un rôle dans un processus de contrôle qualité des protéines au sein du RE. 

Jusqu'à 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 l'UPR. L'activation de ATF6, IRE1 et PERK produit un facteur de transcription 

(ATF6(N), XBP1 et ATF4, respectivement) qui active des gènes pour contrecarrer ces stresses. La 

synthèse de chaperonnes ou l’augmentation de la taille du RE sont permettre l’amélioration de la 

capacité de repliement des protéines dans le RE. IRE1 (via RIDD) et PERK (via la phosphorylation de 

eIF2a) 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). Brièvement, les chaperonnes vont 

reconnaitre les substrats pour la dégradation, qui vont être retro-transloqués du RE vers le cytosol, 

polyubiquitinés et dégradés par le protéasome. Mais lorsque le stress du RE est trop important, l’UPR 

va alors activer des gènes de mort apoptotique, tels que CHOP. 

Enfin, pour en citer un dernier, l’autophagie est un processus qui peut entre autres participer à la 

régulation de l’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 rôle dans l'élimination des protéines mal repliées ou agrégées ainsi que l'élimination 

des organelles endommagés. L'autophagie est un processus sélectif en ce qui concerne l'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 

enlèvent l’Ub sont appelés des déubiquitinases ou DUBs.  

VI.1. La grande 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 l’heure actuelle, les DUBs connues sont des protéases à 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 

(UCHs), ubiquitin-specific proteases (USPs), ovarian tumour proteases (OTUs), Machado-Joseph 

disease protease (MJD), monocyte chemotactic protein–induced protein 1 (MCPIP1) et les 

metalloprotéases JAB1/MPN/MOV34 (JAMM/MPN+) (Fraile, Quesada et al. 2012).  
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Figure 16 : Multiplicité de fonction des déubiquitinases 

Adapté de Komander et al. (2006) 
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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, MJD, MCPIP, MINDY et ZUFSP sont des protéases à cystéine, 

les membres de la famille JAMM/MPN sont des métalloprotéases à zinc. 

Ces enzymes présentent souvent des UBDs, tels que les UBA (Ub-associated domain), les UIM (Ub-

interacting motif) ou les UBD à 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 à 3 grands processus (Figure 16): 

- Prendre en charge les précurseurs de l’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 entièrement les mono et polyUb des protéines pour inverser les signaux, qu’ils 

soient dégradatifs ou non, ou bien pour recycler l’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 

l’Ub se déroule en plusieurs étapes, pour les DUB à cystéine en tout cas. Un intermédiaire acyl, dans 

lequel le groupe carboxyle est lié de manière covalente à la cystéine catalytique après clivage du 

groupe amine. Par la suite, une molécule d’eau hydrolyse l’acyl-cystéine pour compléter le cycle 

catalytique. Cela est possible grâce à la présence d’une triade catalytique formée par l’histidine, 

l’asparagine et la cystéine, pour les DUBs à cystéine tout du moins. Le mécanisme des DUB de type 

JAMM est différent et va lui utiliser l’acide glutamique et le zinc pour cliver l’Ub (Figure 17).  

Le clivage de l’Ub, bien qu’avec une mécanistique similaire, peut prendre différents visages. En effet, 

comme dit dans la partie 2.III.3, le code ubiquitine est très hétérogène 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 chaînes 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 l'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 à un type de chaines 

polyUb. AMSH, une DUB à domaine JAMM est connue pour son rôle dans l’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 à eux une spécificité envers 

les liaisons K48. Cependant, à 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 à l’Ub se trouvant en aval du site catalytique, à une distance équivalente à 2 Ub. 

Le deuxième niveau de spécificité des DUBs porte sur le type de clivage que va effectuer l’enzyme. 
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Figure 17 : Réactions chimiques détaillés de la déubiquitination 

Réaction de déubiquitination des cystéines protéases (à gauche) et des métalloprotéases (à 
droite) 
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 Il peut être de type endo-déubiquitinase, clivant au sein d’une chaine ou de type exo-déubiquitinase, 

raccourcissant par l’extrémité la chaine polyUb. Pour rester avec les mêmes exemples, alors que 

OTUB1 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’à laisser 2 molécules fixées au 

substrat. Son rôle 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 à 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 à l’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 l’activité catalytique (Hu, Li et al. 2002, Sahtoe and Sixma 2015).  

Des MPTs sur les DUBs elles-mêmes peuvent aussi être 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 rôle important dans le système immunitaire, régulant 

négativement le production d’interféron de type 1. DUBA n'est actif que lorsqu'il est phosphorylé à 

Ser177 et les structures cristallines ont démontré que la phosphorylation réarrange une partie de la 

protéine contenant un domaine de liaison de l'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 rôle 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 rôle dans l’homéostasie protéique. On dénombre 4 DUBs 

associées au protéasome : USP14, UCHL5 (UCH37), PSMD14 (RPN11/POH1) et PSMD7 (RPN8). 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 Rpn1 du protéasome à 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 l’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 révèle 

que l'accès aux résidus catalytique par l'ubiquitine est restreint. Deux boucles de surface sont 

positionnées près du site de liaison prévu pour l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine. Ces boucles 

bloqueraient probablement l'accès de l'extrémité C-terminale de l'ubiquitine au site actif de USP14. 
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La fixation au protéasome déplacerait ces boucles et améliorerait l’activité déubiquitinase (Hu, Li et 

al. 2005, Nijman, Luna-Vargas et al. 2005). En plus d’augmenter l’activité DUB d’USP14, la fixation au 

protéasome va aussi stimuler l’activité protéolytique du protéasome lui-même. L'ouverture du cœur 

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 à leur 

dégradation (Peth, Besche et al. 2009). De manière surprenante, il existe une fraction significative 

d’USP14 libre dans le cytoplasme, dont le rôle n’est à ce jour pas connu.  

Concernant son activité, USP14 a d’abord été montré pour désassembler l’Ub une par une et ainsi 

permettre le recyclage de l’Ub monomérique (Hu, Li et al. 2005). Cependant, des dernières 

recherches indique qu’USP14 hydrolyse la liaison isopeptidique entre le substrat et la première 

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 à l'ubiquitine, inhibe la déubiquitination 

du substrat par Rpn11, stabilise la conformation du protéasome avec son substrat et interfère de 

manière allostérique avec l'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 rôle dans le sauvetage de la dégradation de certaines protéines 

par la suppression de l’étiquette de dégradation polyUb (Kirkpatrick, Hathaway et al. 2006, Boselli, 

Lee et al. 2017).  

Ces données nous indiquent qu’USP14 joue un rôle majeur en tant que régulateur de l’activité du 

protéasome et donc de la dégradation des protéines. 

Ce rôle d’USP14 est primordial dans le système nerveux central. Une mutation récessive spontanée, 

la mutation de l'ataxie (axJ) entraîne une réduction de l'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 axJ sont fonctionnels et possèdent encore une activité de déubiquitination, 

probablement via une augmentation de l’activité et/ou l’expression d’UCHL5. Cependant, les taux 

d'ubiquitine monomère sont réduits d'environ 35% dans la plupart des tissus examinés (Anderson, 

Crimmins et al. 2005).   
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Figure 18 : Diagramme représentatif de la grande famille des déubiquitinases et la structures des 3 
DUBs actives associées au protéasome 



 
71 Introduction 

VI.1.b. PSMD14 

PSMD14 pour « 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 » est une déubiquitinase de 310 

aa codée par le chromosome 2q24.2. 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 à zinc possède un domaine JAMM/MPN en N-terminal. Situé sur le couvercle du 

protéasome, dans la PR 19S, PSMD14 forme un dimère avec PSMD7/RPN8 (Beck, Unverdorben et al. 

2012, Pathare, Nagy et al. 2014). Tout comme USP14, l’activité de PSMD14 est en étroite relation 

avec l’activité du protéasome. L’activité DUB de PSMD14 s’avère dépendre de l’hydrolyse de l’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 précèdant 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 l’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 à éliminer l'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 à la déubiquitination du substrat lors de la dégradation du 

protéasome et pourrait également jouer un rôle dans l’édition des substrats polyubiquitinés, 

permettant  un contrôle plus fin de la dégradation, et ce éventuellement de manière indépendante 

du protéasome (Luise, Capra et al. 2011).  

Jusqu'à 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 à PSMD14 de 

réguler de multiples processus biologiques, tels que la viabilité cellulaire, la sénescence, la 

pluripotence, la différenciation, l’autophagie et la réponse aux dommages de l'ADN (Suresh, Lee et al. 

2016). 

VI.1.c. UCHL5 

UCHL5 (Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5 ou UCH37, car son poids est de 37 kDa) est 

la deuxième DUB s’associant à la PR 19S du protéasome. Cette DUB de 329 aa, appartenant à la 

famille UCH, est codée sur le chromosome 1q31.2. UCHL5 se lie au protéasome par une association 

réversible avec la sous-unité de la PR 19S ADRM1/Rpn13, mais également à 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 
bloque le site de liaison à l'ubiquitine et perturbe le site actif de l'enzyme (Sahtoe and Sixma 2015, 

Vander Linden, Hemmis et al. 2015). Concernant sa liaison au protéasome, RPN13 possède une 

extension C-terminale contenant un faisceau de neuf hélices qui permet la liaison à UCHL5 

(Hamazaki, Iemura et al. 2006, Huang, Luan et al. 2016). UCHL5 à une activité de rognage de l’Ub. 

Elle désassemble la chaine polyUb par son Ub distale, suggérant un rôle d’édition des chaines d’Ub, 

modifiant et affinant le signal associé à l’ubiquitination (Lam, Xu et al. 1997).  

Son activité DUB semble être essentielle au protéasome. Son inactivation affecte plus profondément 

l’activité DUB du protéasome que la perte d’USP14, ce qui indique qu’UCHL5 est la DUB dominante 

https://www.uniprot.org/uniprot/Q16186
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du protéasome par rapport à USP14, bien qu’elles semblent avoir toutes deux une activité 

redondante, centrée sur les chaines K48 et K63 (Hamazaki, Iemura et al. 2006).  

UCHL5 aurait un double rôle, dépendant des substrats. Elle préviendrait la dégradation des protéines 

en raccourcissant les chaînes de substrats à 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-α (Mazumdar, Gorgun et al. 2010, D'Arcy, Wang et al. 2015)  

VI.1.d. PSMD7 

PSMD7, ou RPN8, 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 à PSMD14 comme dit 

précédemment. Cependant à l’heure actuelle, l’activité DUB de PSMD7 n’a jamais été démontrée 

(Sowa, Bennett et al. 2009). On pense qu’elle aurait un rôle sur l’activité du protéasome mais ces 

résultats restent à confirmer (Shi, Zhang et al. 2018). 

 

 

Comme vous avez pu le voir, les DUBs associées au protéasome ont toutes un rôle majeur dans la 

régulation de la dégradation des protéines et donc dans l’homéostasie protéique. Leur dérégulation 

entraine de lourdes conséquences sur la cellule. 

  



 
73 Introduction 

 

 

   

Anémie de Fanconi USP1, UAF1 

Cerveau 

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

USP22, USP33, USP39, USP44, CYLD, AMSH-LP, MYSM, 

PSMD14, UCHL1, UCHL5, OUTB1, TRABID, A20 

Colon 
USP2, USP5, USP7, USP9X, USP14, USP21, USP22, AMSH, 

BRCC36, PSMD14, UCHL1 

Estomac USP1, USP44, UCHL1, UCHL5 

Foie 
USP1, USP4, USP5, USP15, USP21, AMSH, AMSH-LP, 

CEZANNE, TRABD, PSMD14 

Sang 
USP1, USP3, USP5, USP8, USP9X, USP20, USP21, USP33, 

USP42, USP44, USP50, CYLD, AMSH, PSMD14 

Ovaire USP1, USP5, USP18, USP39, CYLD, BAP1, UCHL1, UCHL5, A20 

Pancréas USP11, USP39 

Poumons 
USP2, USP4, USP5, USP8, USP9X, USP14, USP18, USP22, 

Ataxin-3, A20, USP33, CYLD, OTUB1 

Prostate USP1, USP2a, USP7, USP9X, USP14, USP19, USP33, BRCC36 

Rein BAP1, CYLD, USP10 

Sein 
USP7, USP15, USP19, USP25, USP32, USP33, PSMD14, UCHL1, 

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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VII. Le Système Ubiquitine-Protéasome comme nouvelle cible thérapeutique du 

mélanome 

VII.1. DUBs et cancer 

Qu’elles soient liées ou non au protéasome, les DUBs, en régulant les signaux majeurs relayés par 

l’Ub, sont des acteurs essentiels au bon fonctionnement cellulaire. En particulier, elles régulent 

certaines modifications épigénétiques. Les changements épigénétiques comprennent la méthylation 

de l'ADN, les modifications des histones et les modifications de l'activité des répresseurs et des 

facteurs de transcription. Certaines DUBs contrôlent par exemple la liaison des histones à leurs 

partenaires. Tous ces processus entraînent une altération du transcriptome et affectent la 

croissance, la survie et l'homéostasie cellulaires (McClurg and Robson 2015). Les DUBs participent 

aussi aux mécanismes de régulation du cycle cellulaire ou de la réponse aux dommages à l’ADN, 

souvent via la régulation de voies oncogéniques comme le voie p53, NF-κB, c-Myc etc (Pinto-

Fernandez and Kessler 2016).   

L’éventail des DUBs et de leurs actions joue donc un rôle 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). 

VII.2. DUB et mélanome 

Le lien entre DUB et cancer n’est maintenant plus à faire. Aucun organe n’est épargné, car comme 

son nom l’indique l’Ub est ubiquitaire et on la retrouve avec ses DUB dans tout l’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 à 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 gène de prédisposition au mélanome. USP13 via son activité de déubiquitination, 

stabilise et régule à la hausse le taux de protéines MITF, et module ainsi l'expression des gènes cibles 

en aval de MITF. USP13 est de ce fait essentiel pour le développement du mélanome (Zhao, Fiske et 

al. 2011).  

USP5 a quant à elle été montrée pour être activé par BRAF afin de supprimer les points de contrôle 

du cycle cellulaire et l'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 gène de prédisposition à forte pénétrance 

pour le mélanome, son inactivation étant retrouvé dans la majeur partie des mélanomes de l’uvée et 

sa mutation contribue aussi bien au développement du mélanome qu’à 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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VII.3. Les DUBs du protéasome et cancer 

VII.3.a. USP14 et cancer 

Les DUBS associées au protéasome n’échappent pas à la règle. 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-tumorigène, quel 

que 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 œsophagiens (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 à l’aspect protumorigénique d’USP14 sont à l’heure 

actuelle mal connus. Elle pourrait par exemple inhiber la dégradation de la cycline B1 ou de la β-

caténine et améliorer l’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 

l’inhibition de l’autophagie ou de l’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 rôle 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 à 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 à la 

métastase du carcinome épidermoïde oesophagien à la fois in vitro et in vivo (Zhu, Liu et al. 2018). 

On sait aussi que MITF peut être 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. UCHL5 et cancer 

Mis à part un groupe ayant montré un effet direct d’UCHL5 comme agent anti-apoptotique dans 

l’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 l’ovaire (Chen, 

Niu et al. 2011, Wang, Chen et al. 2014, Arpalahti, Hagstrom et al. 2017).  
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VII.4. Les DUBs associées au protéasome comme cibles thérapeutiques 

L’idée de cibler le SUP n’est pas nouvelle. L’instabilité génomique est l’une des caractéristiques du 

cancer (Hanahan and Weinberg 2011). La plupart des cellules cancéreuses sont aneuploïdes et les 

variations du nombre de copies de gènes 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 l’un des acteurs majeurs. 

Des inhibiteurs de l'activité du protéasome ont donc vu le jour afin de cibler l’activité du protéasome 

et entrainer une dérégulation massive et fatale de l’homéostasie 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 l’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 l’inhibition des activités DUBs associées 

au protéasome, dans le but de déstabiliser l’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 UCHL5. Cependant, et ce très certainement via l’inhibition d’USP14 et d’UCHL5, il 

induit une accumulation rapide et marquée de conjugués ubiquitinés, entraînant la formation 

d'agrésomes et l'apoptose des cellules tumorales (myélome multiple et lymphome du manteau). Ces 

activités sont décrites comme distinctes par rapport aux autres composés qui affectent 

l’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 entraîne une 

accumulation de protéines polyubiquitinés et l’apoptose des cellules tumorales, indépendamment du 

statut de TP53. C’est la première 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 à 

l'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 même 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 arrêtée 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 l’inhibiteur de PSMD14, l’O-phenanthroline (OPA), est cytotoxique pour les 

cellules tumorales, résistantes ou non au BTZ (Yan Song 2015). Les auteurs exposent que l’OPA induit 

une apoptose dépendante des caspases et indépendante du statut p53. Ils 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 l’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 

bibliothèque de pharmacophores liant les métaux (Perez, Li et al. 2017). Ce composé, avec une IC50 

de 2,5µM, a été dérivé par la même équipe pour conduire à 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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Mes recherches s’inscrivent dans un contexte où 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 à 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 très marqué, le mélanome est certainement une forme de cancer qui présente une très 

forte addiction aux mécanismes de maintien de la protéostasie cellulaire, parmi lesquels le SUP joue 

un rôle essentiel. Dans ce contexte, nous avons étudié le rôle 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 à étudier deux de ces DUBS, USP14 et PSMD14. 

Les résultats sur USP14 sont présentés à travers un article publié en 2018. Les travaux préliminaires 

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

Contexte 
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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 à 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 à l'exposition UV et un indice de prolifération élevé 

augmente l’addiction aux mécanismes aux mécanismes de contrôle du protéome, parmi lesquels le 

système ubiquitine-protéasome (SUP) joue un rôle essentiel. Cibler le SUP représente donc une 

stratégie prometteuse contre les mélanomes réfractaires. 

Les enzymes de déubiquitination ou déubiquitinases (DUBs), jouent un rôle majeur dans le contrôle 

de l’ubiquitination et donc du SUP, et plusieurs d’entre elles ont été associées à des situations 

pathologiques, notamment le cancer. Dans le mélanome, certaines DUBs ont été reliées à la 

progression de la maladie, comme USP13 (Zhao, Fiske et al. 2011) ou USP9X (Potu, Peterson et al. 

2017). Cependant, l’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 à la protéostasie cellulaire du mélanome, 

présentant un fort impact sur la prolifération et la viabilité du mélanome. 

En utilisant un test de piège 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 l’expression des gènes 

nous indique qu’une expression élevée de USP14 est corrélée à la progression du mélanome et à un 

taux de survie plus faible chez les patients atteints d’un mélanome métastatique.  

Le ‘’knockdown’’ par siRNA ou l'inhibition pharmacologique d’USP14 altère 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 à une mort 

cellulaire indépendante des caspases. 

 

Nos résultats démontrent l’intérêt de cibler la DUB USP14 associée au protéasome pour traiter et 

combattre les mélanomes métastatiques. 



 

 

  



 

  



 

  



 

  



 

  



 

  



 

 

  



 

  



 

  



 

  



 

  



 

  



 

  



 

 

 

 

 

 

  



 

  

Supplementary Figure 1  

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 α 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 UCHL5. The active forms of USP14 and UCHL5 are indicated (USP14-Ub-HA and UCHL5-Ub-HA).  



 

  

Supplementary Figure 2  

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 μM, 12h) (EVOS® FL microscope, magnification x20). (B) Growth curve of 501Mel 

cells treated with 2µM b-AP15, 2 µM VLX1570 or 1µM 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 µM) 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. 



 

  

Supplementary Figure 3  

Supplementary Figure 3. USP14 overexpression reduces the cytotoxic effect of b-AP15 on melanoma cell. 

A375 cells were infected with an USP14-Flag adenovirus or control adenovirus (Ad-CMV) for 24h, then 

treated with or without b-AP15 (2µM, 24h). Lysates were analyzed by anti-cleaved PARP, anti-USP14 and 

anti-ERK2 immunoblots.  



 

  

Supplementary Figure 4  

Supplementary Figure 4. siRNA-mediated depletion of USP14 reduces melanoma cell growth and focus 

formation. (A) Growth curve of 501Mel transfected with 50 nM of control (siCtrl) or USP14 (siUSP14 #2) 

siRNAs. The growth rate of the cells determined in triplicate for 3 days using the IncuCyte instrument. (B) 

and (C) Clonogenic assays performed on A375 and 501Mel cells transfected with control siRNA or a pool of 

four USP14-targeting siRNAs (50 nM), re-seeded at 2,000 and 4,000 cells/well respectively and grown for 7 

days. Colonies were labeled with crystal violet. Immunoblots against USP14 and tubulin are shown as 

controls.  



 

Supplementary Figure 5  

Supplementary Figure 5. USP14 targeting induces caspase-independent and ROS-dependent cell death. (A) 

Microphotographs showing the change in the morphology of A375 cells treated with b-AP15 (1 μM, 24h) in 

the presence or not of 20µM QVD-Oph (Microscope EVOS® FL microscope, magnification x10). Scale bar = 

400µm. (B) A375 cells were treated or not with b-AP15 (2µM) in the presence or not of NAC (5µM) for 24 h. 

Cell viability were then assessed with crystal violet staining.  



 

  

Supplementary Figure 6  

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 µM 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 0.5µM b-AP15 for 6h. Nuclei were labeled with DAPI 

and HSP70 expression was visualized following FITC-conjugated anti-HSP70 staining. Scale bar, 25µM.  
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Résultats complémentaires : 

 

Implication de l’enzyme de déubiquitinase PSMD14 dans la pathologie 

du mélanome. 
 

 

À la suite de nos premiers travaux sur l’implication de USP14 dans le mélanome, nous avons cherché 

à identifier d’autres DUBs pouvant jouer un rôle 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 à une moyenne de siRNA 

contrôle à l’aide du système d’imagerie en temps réel Incucyte ZOOM (Fig. 1 A). Après 72h, les 

résultats révèlent 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 l’effet antiprolifératif suite à 

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 

à déterminer l’implication de PSMD14 dans la pathogénie du mélanome. Une analyse in silico des 

bases de données publiques bioinformatique (GEO/GSE8401) de l'expression du gène PSMD14 nous 

montre que PSMD14 est statistiquement augmentée sur une cohorte de mélanomes pris au stade 

métastatique (MM, n=31), comparée à 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 rôle 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, dès 36h après 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 à un 

arrêt de prolifération comme la baisse du niveau de cycline D1, de la phosphorylation de Rb et 

l’augmentation de p21CIP1 (Fig. 2 C). Il apparait par ailleurs que la déplétion de PSMD14 induit un 

stress protéotoxique associé à l’accumulation de protéines polyubiquitinées, à la surexpression de 

protéines chaperonnes comme BIP/GRP78 et HSP7, ainsi que l’activation de la voie p38. Ces résultats 

indiquent un rôle de PSMD14 essentiel dans les processus liés à 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 l’apparition de cellules résistantes 

« persisters » 

Nous avons ensuite cherché à 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 à 1µM, quel que soit la lignée (Fig. 3 

A). Il est par ailleurs autant efficace sur la lignée A375R de mélanome résistant à la thérapie ciblant 

BRAFV600E utilisé en clinique (PLX4032). La caractérisation des effets biochimiques du 8TQ montre des 

effets similaires à 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 légère activation de la voie p38 (Fig. 3 B). Ce stress protéique est 

concomitant avec un stress oxydatif. En effet, des cellules A375 soumises à des doses croissantes de 

8TQ vont produire des espèces réactives de l’oxygène (ROS), et cela de manière 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 l’apparition de clones résistants, dès les premières semaines de traitement 

(pour revue (Arozarena and Wellbrock 2017). Ces clones, appelées cellules persistantes (ou 

« persister » en anglais) sont très certainement à l’origine des rechutes cliniques. Afin de déterminer 

si le ciblage pharmacologique de PSMD14 peut prévenir l’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 à la bithérapie apparaissent en comparaison avec les cellules non traitées (Fig. 3 D, 

panneau du haut). De façon remarquable, l’ajout de 8TQ à la combinaison BRAFi/MEKi prévient 

totalement l’apparition de ces clones « persister » (Fig. 3 D, panneau du bas), suggérant que 

l’inhibition pharmacologique de PSMD14 pourrait être prévenir la résistance innée des cellules de 

mélanome aux thérapies ciblées. . 

 

PSMD14/RPN11 contrôle la réponse de dommage à l’ADN des cellules de mélanome  

Nous avons ensuite cherché à préciser les mécanismes contrôlés par PSMD14 qui pourraient 

expliquer la cytotoxicité induite par sa déplétion et son inhibition. Nous avons évalué si l'expression 

de PSMD14 peut être liée à une signature transcriptionnelle particulière dans le mélanome. Une 

analyse TCGA (cancergenome.nih.gov) sur la cohorte de patients atteints de mélanome combinée à 

une étude d'enrichissement (GSEA, software.broadinstitute) révèle que l'expression de PSMD14 est 

corrélée de manière significative à l'expression de gènes contrôlés par la voie E2F et des gènes 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 être un 

modulateur de la réponse aux dommages à l’ADN, nous y avons porté notre attention. Ainsi, la 

déplétion de PSMD14 se traduit par une augmentation de p53 et de la phosphorylation de l’histone 

H2AX (γH2Ax) , qui sont induits par les dommages à  l’ADN (Fig. 4 B). De manière importante, 

l’inhibition de PSMD14 par des doses croissantes de 8TQ induit également l’expression de p53 et de 

γH2Ax (Fig. 4 C). La protéine CHK2, impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire et la réparation de 
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l’ADN, est aussi activée lors de l’inhibition de PSMD14. Enfin, le clivage de la protéine PARP semble 

confirmer une réponse apoptotique en cours (Fig. 4 C). La présence de dommage à l’ADN est validée 

par l’observation de foci nucléaires enrichis en histone γH2Ax apparaissant après 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 à l’ADN irréversibles, entrainant la cellule vers un processus de mort. 

  

L’inhibition de PSMD14 a un effet anti-mélanome dans un modèle tumoral syngénique chez la 

souris 

Finalement, nous avons évalué l’efficacité anti-mélanome du ciblage de PSMD14 par le 8TQ in vivo. 

Pour étudier le rôle des DUBs dans le développement et la réponse thérapeutique des mélanomes, 

nous avons mis en place dans le laboratoire des modèles de mélanome se développant dans des 

souris immunocompétentes C57BL/6. Un de ces modèles est basé sur la greffe orthotopique de 

cellules de mélanome murin syngénique YUMM1.7 (génotype BrafV600Ex Pten null x cdkn2a null) 

(Homet Moreno, Zaretsky et al. 2016).  

Après 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 façon 

intéressante, la croissance des tumeurs est fortement ralentie par le traitement au 8TQ en 

comparaison avec le groupe contrôle (véhicule), avec un volume tumoral moyen environ 3 fois plus 

faible et une masse tumorale réduite après 17 jours de traitement (Fig. 5 A). Confirmant nos 

observations in vitro, l’analyse immunohistochimique de coupes de tumeurs prélevées à la fin du 

traitement révèle que, par rapport au traitement contrôle, le traitement par le 8TQ réduit 

l’expression du marqueur nucléaire de cycle cellulaire Ki67, augmente l’expression du marqueur de 

dommage à l’ADN γH2Ax et induit la forme clivée de la caspase 3, un marqueur de l’apoptose (Fig. 5 

B). 

 

Dans l’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 à l’ADN conduisant à 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 après 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 l'expression du gène 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 l’effet de 

deux siRNA contre PSMD14 sur l’expression ou l’activité de protéines du cycle cellulaire, du stress protéotoxique et 

de l’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 siContrôle (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 l’apparition de cellules résistantes 

« persisters ». (A) Analyse de la viabilité cellulaire et détermination de l’IC50 (50% de cytotoxité cellulaire) suite à 

un effet dose de l’inhibiteur de PSMD14, le 8TQ (log base2 descendant en partant de 10µM/ 3 jours) sur diverses 

lignées de mélanome (A375 R: A375 résistante à l’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 l’inhibiteur de PSMD14, le 8TQ (1µM/ 24h). (C) Augmentation de la quantité de ROS intracellulaire, de 

manière 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 l’apparition de cellules persistantes et résistantes, dont le traitement par le 8TQ prévient l’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 à 

l’ADN in vitro. (A) L’expression de PSMD14 est corrélée de manière significative à l'expression de gènes contrôlés par 

la voie E2F (cycle cellulaire, réparation de l’ADN…) et des gènes du checkpoint G2/M du cycle cellulaire. Analyse du 

TCGA (cancergenome) sur la cohorte de patients atteints de mélanome combinée à une étude d'enrichissement 

(GSEA.) (B) Augmentation des protéines liées au cycle et à l’ADN, p53 et gH2Ax suite à la déplétion de PSMD14 par 

siRNA dans des A375 (48h après transfection). (C) Augmentation des protéines liées au cycle et à l’ADN, p53, P-CHK2 et 

gH2Ax concomitant avec le clivage de PARP, marqueur apoptotique, suite à l’inhibition de PSMD14 par dose croissante 

de 8TQ dans des A375 (48h, 0,1 à 10 µM). (D) Phosphorylation de gH2Ax temps et dose dépendante sous 8TQ. (E) 

Analyse par immunofluorescence du marqueur du dommage à l’ADN (gH2Ax) sur des cellules de mélanomes A375 

après dépletion de PSMD14 (siPSMD14, 48h) ou inhibition de PSMD14 (8TQ, 5µM, 24h) 
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Figure 5: Le ciblage de PSMD14/RPN11 a un effet anti-mélanome dans un modèle tumoral syngènique 

chez la souris. (A) Analyse du volume et de la masse tumorale en fonction des jours après 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 à la fin de l’expérience. (B) Analyse immuno-histochimique de marqueurs de la prolifération cellulaire 

(Ki67), du dommage à l’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 l’incidence a augmenté de façon 

spectaculaire depuis les trente dernières années. Le mélanome se développe à partir des 

mélanocytes, cellules originaires de la crête neurale localisées au niveau de la membrane basale de 

l’épiderme (Miller and Mihm 2006). Lors d’un diagnostic précoce, le seul traitement efficace est 

l’exérèse de la tumeur primaire. Cependant, dans les phases métastatiques, le mélanome reste à 

l’heure actuelle un cancer très agressif, dont les chances d’en réchapper sont faibles. Malgré de 

récentes avancées dans le domaine, du fait de son hétérogénéité et de sa très forte adaptabilité, ce 

cancer surmonte très 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 même 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 l’ADN, bien trop 

généralistes, ont échoué. Leur spécificité étant trop faible, les dommages collatéraux étaient 

importants et donc la réponse générale était très limitée.  

Le développement du mélanome est accompagné par des mutations ‘’driver’’ touchant les gènes 

BRAF et NRAS, et conduisant à l’activation constitutive de la voie MEK/ERK (Flaherty, Hodi et al. 2012, 

Cancer Genome Atlas Network 2015). L’identification de la mutation BRAFV600E a 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 à ces thérapies ciblées et l'émergence rapide de résistances secondaires, associées à des 

mutations secondaires de NRAS ou de MEK1, à l’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 contrôle 

immunologique CTLA4 et PD1 ont été développées avec une très bonne efficacité à long terme, mais 

avec des taux de réponses hétérogènes et des effets secondaires importants (Eggermont, Maio et al. 

2015).  

Plusieurs pistes de recherche sont à l’essai afin de contourner ces différents problèmes. Certaines 

approches tentent d’empêcher l’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 l’efficacité d’une double 

inhibition de la voie des MAPK combiné à 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 l’impact du ciblage 

du Système 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, l’accumulation d’altérations 

génétiques et le fort index prolifératif accroissent de façon considérable la synthèse protéique et 

l’addiction aux mécanismes de contrôle de la qualité du protéome, incluant l’autophagie, le système 

endo-lysosomial, les protéines chaperonnes et le système ubiquitine-protéasome (SUP) (Balch, 

Morimoto et al. 2008, Deshaies 2014). Comprendre les mécanismes de l'addiction cellulaire au stress 

protéotoxique est particulièrement 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 à l'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 à deux complexes régulateurs 19S et une 

cascade d'enzymes (E1, E2 et E3) ajoutant des résidus d'ubiquitine à des protéines vouée à la 

destruction par le protéasome (Finley 2009). Malgré l’intérêt clinique du ciblage de l’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 à 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 

à 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 l’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 rôle majeur joué par les DUBs associées au protéasome 

USP14 et PSMD14/RPN11 dans le maintien de la protéostasie tumorale et les voies contrôlant la 

prolifération et la survie des cellules de mélanome et leur réponse aux thérapies ciblées. Dans un 

premier temps, pour identifier des DUBs dont l’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 l’activité est 

augmentée dans plusieurs lignées de mélanome par rapport aux mélanocytes, cellules normales de la 

peau. USP14 clive les chaînes de poly-ubiquitine des protéines arrivant au protéasome pour être 

dégradées (Lee, Lu et al. 2016). De façon intéressante, il a été montré que l’activité de USP14 peut 

être contrôlée 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 être 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 l’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 l’activité et/ou l’expression de USP14. De 

même, on peut se demander comment les voies de signalisation du microenvironnement tumoral 

(RTK/SPARC/PI3K/AKT) influencent l’activité de USP14. De façon générale, l’activité accrue de USP14 

ou l’augmentation de son expression semble reposer sur le fait que les cellules cancéreuses, au profil 

chaotique et à la prolifération incontrôlée, 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 l’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 particulièrement 

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 

l’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 l’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 l’équipe de Linder qui consistait en une simple mesure de l’activité 

DUB sous inhibiteur de protéase à 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 » suggère 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 deuxième 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 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 arrêt de prolifération suivi d’une mort cellulaire associée à des dommages 

à l’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 à zinc de PSMD14 (Li, Yakushi et al. 2017). Cet inhibiteur n’est pas entièrement sélectif 

pour PSMD14. Il inhibe aussi une deuxième DUB à domaine JAMM, CSN5, avec cependant 3 fois plus 

d’affinité pour PSMD14 (IC50 de 3µM contre 10µM pour CSN5) (Perez, Li et al. 2017). Nous devons 

être prudent sur nos résultats avec l’inhibition pharmacologique de PSMD14 induite par le 8TQ. CSN5 

est une sous-unité du signalosome COP9 (CSN), complexe protéique à activité de déubiquitinase, de 

de-neddylation (le retrait de l’Ubl NEDD8) et à une activité de protéine kinase capable de 

phosphoryler des régulateurs de signalisation importants comme p53, c-jun ou IκBα.  Cependant, les 

doses auxquelles nous utilisons le 8TQ ne dépassant pas les 2µM et les IC50 déterminées sur la 

viabilité des cellules de mélanome étant inférieure à 1µM, 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-à-vis des métalloenzymes (Li, Yakushi et al. 2017). Il 

serait donc intéressant de tester dans nos modèles l’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-
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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 à invasifs. Les 

effets observés sont particulièrement 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 problème majeur dans la prise en charge thérapeutique du mélanome 

est l’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 manière 

comparable aux lignées sensibles. Dans le cas de PSMD14, nous avons de plus montré in vitro que 

son inhibition est en mesure de prévenir l’apparition de clones résistants à une combinaison 

BRAFi/MEKi, La capacité à surmonter les résistances est aussi visible in vivo, l’inhibition de USP14 

étant capable de ralentir la croissance tumorale de cellules de mélanome humaines résistantes au 

Vémurafenib chez des souris immunodéprimées. De façon intéressante, des résultats comparables 

ont été obtenus sur la macroglobulinemia de Waldenstrom (WM) dont les formes résistantes à 

l’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 manière intéressante, il a été montré que le b-AP15 permet de 

sensibiliser des cellules tumorales à l'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 à elles compatibles avec l’induction d’un processus de mort 

immunogénique capable de stimuler la réponse immune antitumorale de l’hôte. Une autre 

métalloprotéase à domaine JAMM, CSN5, stabilise PD-L1, un des points de contrôle 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 l’ensemble, ces observations suggèrent que le ciblage de USP14 et de 

PSMD14 puisse améliorer les immunothérapies anti-mélanome.   

 

Les mécanismes contrôlés par USP14 et PSMD14 dans les cellules cancéreuses restent encore à 

l’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 à la destruction et de recycler les résidus d’ubiquitine. De plus, certaines études ont montré 

qu’en plus de ce rôle de tri moléculaire, les DUBs du protéasome sont capables de moduler l’activité 

même 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 l’activité et/ou 
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l’expression de USP14 et de PSMD14 ont été inhibées. De façon intéressante, j’ai pu observer que 

l’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 l’activité 

du protéasome dans les cellules de mélanome est quant à 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 

manière similaire aux drogues ciblant l’activité catalytique du protéasome comme le bortézomib 

(Brnjic, Mazurkiewicz et al. 2014). Ainsi, une accumulation d’espèces réactives de l’oxygène est 

observée après 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’empêcher 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, l’accumulation de protéines polyubiquitinées induite par le blocage 

des fonctions de USP14 et de PSMD14 est également suivi par l’activation de kinases de stress 

comme p38 et JNK, l’accumulation de protéines de choc comme HSP70 et l’apparition de marques de 

stress du RE parmi lesquelles la surexpression de BIP/GRP78 et de CHOP. Dans tous les cas, 

l’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 

l’inhibition de USP14 et de PSMD14 reste toutefois à définir.  

De manière intéressante, nos résultats suggérent des rôles différents, bien que partiellement 

redondants, pour USP14 et PSMD14 dans le contrôle de l’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 rôle essentiel dans la réponse de dommage à l’ADN 

dans les cellules de mélanome. PSMD14 a été décrite pour être présente au niveau des cassures de 

l’ADN afin de limiter l'accumulation d'Ub sur les sites de dommages à l'ADN. Elle régule aussi 53BP1, 

facteur de réponse aux dommages de l'ADN bien connu et promeut la réparation de l’ADN par 

jonction homologue (Butler, Densham et al. 2012). Nos résultats montrent que l’inhibition ou la 

déplétion de PSMD14 entraine l’activation de p53 et l’accumulation de l’histone H2AX phosphorylée 

(H2AX) sur des foci nucléaires. Suite à des cassures de l’ADN, cette histone est phosphorylée au 

niveau des dommages à l’ADN (Kuo and Yang 2008). Si la machinerie de réponse aux dommages à 

l’ADN est clairement activée par l’inhibition de PSMD14, l’origine de ce phénomène est inconnue. On 

peut se demander si l’augmentation de ROS à la suite de l’inhibition de PSMD14 pourrait suffire à 

induire ces dommages. Une autre hypothèse serait que la diminution de la protéine E2F1 observée 

dans les cellules déplétées de PSMD14 soit responsable de cette réponse de dommage à l’ADN.  

 

Dans l’ensemble, nos résultats soulignent le rôle 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 l’homéostasie protéique du mélanome.  
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Conclusion 
 

Le mélanome métastatique reste encore à l’heure actuelle le cancer de la peau le plus agressif et le 

plus mortel, étant responsable de 80% des décès liés à un cancer de la peau. Les nouvelles thérapies 

(ciblées et immunothérapies), bien que prometteuses, sont limitées à des groupes de patients et 

sont globalement suivies de rechutes conduisant à l’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 à la régulation de l’homéostasie protéique des cellules de 

mélanome et plus particulièrement à 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 l’homéostasie 

protéique des cellules de mélanome. J’ai pu montrer que leur inhibition conduit à une profonde 

dérégulation de processus cellulaires comme la prolifération et la survie cellulaire, associée à 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  

 

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 ß1-

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. 
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