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Résumé 

Le mélanome dérive des mélanocytes qui sont responsables de la couleur de la peau. C’est la forme la 

plus mortelle de cancer de la peau, représentant seulement 5% de ces cancers mais entraînant plus de 

80% des décès par cancers cutanés. Le pronostic du mélanome métastatique reste sombre. En effet, 

ces dernières années les thérapies ciblées et immunothérapies ont émergées et ont permis d’augmenter 

pour la première fois la survie. Malgré tout, plus de 50% des patients ne répondent pas à ces 

traitements ou y deviennent résistants. Le facteur de transcription MITF (MIcrophthalmia-associated 

Transcription Factor) est un acteur clé de la plasticité phénotypique des cellules de mélanome qui est 

impliquée dans les mécanismes de résistance. C’est pourquoi, il est nécessaire de continuer à 

comprendre les mécanismes moléculaires du développement et de la progression du mélanome et 

notamment le fonctionnement de MITF. 

 

Les cellules cancéreuses présentent des dérégulations métaboliques, mais dans le mélanome, le 

métabolisme des lipides reste méconnu. Les sphingolipides représentent un groupe de lipides bioactifs 

qui exercent un rôle structurel, mais aussi de transduction du signal et de régulation de processus 

biologiques importants tels que l’apoptose, la sénescence, la survie, l’inflammation et la migration. Par 

conséquent, comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des sphingolipides 

et cibler les enzymes impliquées dans ce contrôle pourraient offrir de nouvelles cibles thérapeutiques.  

 

Une étude a montré que la céramidase acide ASAH1 (N-Acylsphingosine Amidohydrolase 1), une 

enzyme localisée aux lysosomes et jouant un rôle clé dans le métabolisme des sphingolipides, présente 

la plus forte expression dans le mélanome comparée à d’autres types de cancers. Au cours de ma 

thèse, je me suis intéressée à l’étude du rôle d’ASAH1 dans le mélanome. De façon intéressante, mes 

travaux ont identifié l’existence de deux groupes de cellules de mélanome, exprimant un fort ou un 

faible niveau d’ASAH1. De plus, l’analyse de bases de données publiques a montré que l’expression 

d’ASAH1 était corrélée avec celle de MITF. J’ai montré qu’ASAH1 agit comme un rhéostat du 

changement phénotypique des cellules de mélanome. La faible expression d’ASAH1 induit 

l’activation de la cascade de signalisation intégrines V-5-FAK et un comportement invasif. De plus, 

j’ai identifié ASAH1 comme une nouvelle cible de MITF, impliquant ainsi pour la première fois 

MITF dans la régulation du métabolisme des sphingolipides.  

 

D’autre part, afin de déterminer si l’axe SK1/S1P/S1PR pouvait jouer un rôle dans la résistance, nous 

avons étudié l’expression des S1PRs dans plusieurs lignées de mélanome sensibles ou résistantes au 

PLX4032, et modulé l’expression de deux enzymes (SK1 et SPL) de l’axe du métabolisme des 

sphingolipides. Nos résultats ont révélé que le traitement au PLX4032 induisait une forte diminution 

d’expression des S1PR1/3 dans les cellules sensibles uniquement. L’augmentation du ratio 
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céramide/S1P par approche génétique ou pharmacologique permet la diminution d’expression des 

S1PR ainsi que l’inhibition de la croissance tumorale. Cet effet est associé à une diminution 

d’expression de MITF et BCL2. De plus, l’ABT-737 potentialise l’activité anti-tumorale observée 

lorsqu’on bloque les enzymes produisant la S1P dans les cellules de mélanome résistantes. Nos 

résultats indiquent que le ciblage de l’axe S1P/S1PR apporte de nouvelles options thérapeutiques pour 

les patients atteints de mélanome métastatique en récidive après un traitement par l’inhibiteur de 

BRAF. 

En conclusion, mes résultats offrent de nouveaux indices concernant l'implication du métabolisme des 

sphingolipides dans la transition phénotypique et la résistance des cellules de mélanome à des 

thérapies ciblées. 

 

Mots clés : Mélanome, MITF, Métabolisme, Sphingolipides, ASAH1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

Abstract 

Melanoma derives from melanocytes that are responsible for skin pigmentation. It’s the deadliest form 

of skin cancer, as it accounts for more than 80% of total deaths by cutaneous cancer despite 

representing only 5% of them. The prognosis of metastatic melanoma remains poor. Indeed, targeted 

therapies and immunotherapies were developed over the last few years, allowing an increase of 

patient’s survival for the first time. However, more than 50% of patients are unresponsive or become 

resistant to these treatments. The transcription factor MITF (MIcrophthalmia-associated Transcription 

Factor) is a key actor of the phenotypic plasticity of melanoma cells that is involved in resistance 

mechanisms. Therefore, it is necessary to better understand the molecular mechanisms involved in the 

development and progression of melanoma, and especially which role MITF is playing in those 

mechanisms. 

Cancer cells present metabolic alterations, but in melanoma the role of lipid metabolism remains 

poorly investigated. Sphingolipids represent a group of bioactive lipids that exert a structural role but 

also allow signal transduction and regulation of important biological processes such as apoptosis, 

senescence, survival, inflammation and migration. Therefore, understanding the molecular 

mechanisms involved in sphingolipids regulation and targeting enzymes playing a role in this control 

might offer new therapeutic targets for melanoma. 

A study showed that acid ceramidase ASAH1 (N-Acylsphingosine Amidohydrolase 1), an enzyme 

localized in lysosomes and playing a key role in sphingolipid metabolism, is highly expressed in 

melanoma compared to other types of cancers. During my PhD, I focused my work on the role of 

ASAH1 in melanoma. Interestingly, I identified two types of melanoma cells, expressing high or low 

levels of ASAH1. Moreover, analysis of public databases showed that ASAH1 expression is correlated 

to MITF expression. I demonstrated that ASAH1 acts as a rheostat of the phenotypic switch in 

melanoma cells. Low expression of ASAH1 induces activation of integrin V-5-FAK signaling 

cascade and triggers an invasive phenotype. Furthermore, I identified ASAH1 as a new target of 

MITF, involving for the first time MITF in regulation of sphingolipid metabolism.  

On the other hand, in order to determine if SK1/S1P/S1PR axis could play a role in resistance, we 

studied S1PRs expression in several PLX4032-sensitive or resistant melanoma cell lines, then we 

modulated expression of two key enzymes (SK1 and SPL) of this metabolic axis. Our results showed 

that PLX4032 treatment induces a strong decrease of S1PR1/3 expression in sensitive cells only. 

Increasing ceramide/S1P ratio by genetic or pharmacological approach triggers the decrease of S1PR 

expression and inhibition of tumor growth. This effect is associated with a decrease of both MITF and 

BCL2 expressions. Moreover, ABT-737 potentiates the anti-tumoral activity seen when S1P-
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producing enzymes are blocked in resistant melanoma cells. Our results indicate that targeting the 

S1P/S1PR axis brings new therapeutics options to patient with a recurrent metastatic melanoma after 

BRAF-inhibitor treatment. 

To conclude, my results offer new clues regarding the involvement of the sphingolipid metabolism in 

the phenotypic switch and resistance of melanoma cells to targeted therapies. 

Keywords : Melanoma, MITF, Metabolism, Sphingolipids, ASAH1 
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Chapitre 1. Le mélanome : des mélanocytes à leur 
transformation 

A. LA PEAU ET LES MELANOCYTES 

A.1. La structure de la peau 

La peau est le plus vaste organe du corps humain puisqu’elle en est le revêtement (Crickx, 2005). Sa 

structure complexe lui permet d’assurer l’intégrité de l’organisme contre divers types d’agressions 

extérieures (chimiques, physiques et biologiques). Sa superficie oscille entre 1,5 et 2,2m² pour environ 

4kg (soit environ 7% de la masse corporelle). C’est une barrière physiologique entre l’organisme et 

l’environnement dont l’épaisseur varie entre 1,5 et 4mm. L’un de ses rôles est de protéger l’organisme 

des rayons ultraviolets provenant du spectre solaire, grâce à des cellules spécialisées produisant la 

mélanine, les mélanocytes.  

La peau est composée de quatre régions différentes dont la plus superficielle est l’épiderme, suivie de 

la jonction dermo-épidermique, le derme et la plus profonde l’hypoderme (Cf. Figure 1) (McLafferty, 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : La structure de la peau 
La peau est une superposition de trois couches distinctes, de la plus externe à la plus interne : 
l’épiderme, le derme et l’hypoderme. Le derme est un tissu conjonctif permettant l’acheminement des 
nutriments à l’épiderme grâce aux vaisseaux sanguins et lymphatiques. Le derme contient également 
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les terminaisons nerveuses. L’hypoderme quant à lui est un tissu adipeux vascularisé qui sert 
d’interface entre le derme et les structures mobiles comme les muscles et les tendons. 

Adapté de https://ghr.nlm.nih.gov/ 
 
L’hypoderme, d’origine mésoblastique, est un tissu conjonctif lâche richement vascularisé contenant 

les glandes sudoripares et le tissu adipeux sous-cutané ce qui lui permet d’assurer un rôle de réserve 

énergétique, d’isolant thermique et d’amortisseur mécanique contre les chocs. Il constitue le lien entre 

le derme et les structures sous-jacentes comme les muscles et tendons.  

Le derme, tissu conjonctif dense d’origine mésoblastique, est constitué principalement de fibroblastes 

produisant la matrice extracellulaire contenant des fibrilles de collagène lui conférant son élasticité et 

sa solidité. Le derme héberge également les vaisseaux sanguins et lymphatiques permettant 

l’acheminement des nutriments à l’épiderme, des nerfs et des terminaisons nerveuses comprenant les 

récepteurs nerveux sensitifs et mécaniques responsables de la perception de la douleur et du toucher.  

La jonction dermo-épidermique (JDE) constituée à la fois de kératinocytes et de fibroblastes est un 

support mécanique pour l’adhésion de l’épiderme. Elle permet aussi les échanges moléculaires entre 

les deux couches qui l’entourent. 

Enfin, l’épiderme d’origine ectoblastique, majoritairement composé de kératinocytes, est un 

épithélium stratifié prépondérant puisqu’assurant la plupart des fonctions protectrices de la peau. C’est 

une barrière hydrique, physique, anti-oxydante, photo-protectrice mais également anti-microbienne 

(Madison, 2003).  

On y distingue dans un ordre croissant de différenciation (Cf. Figure 2): 

- la couche basale, représentant une seule épaisseur de cellules dont les kératinocytes les moins 

différenciés, quelques cellules de Merkel, et les mélanocytes (10 à 25% de la couche basale). 

- la couche épineuse contenant les filaments intermédiaires de prékératine. Cette couche est composée 

de kératinocytes avec granules de mélanine et des cellules de Langerhans. 

- la couche granuleuse où les kératinocytes changent de morphologie. Ils deviennent progressivement 

aplatis, anucléés et dépourvus d’organites accumulant la kératine afin de créer la matrice externe. 

- la couche claire où les kératinocytes sont denses et contiennent la kératohyaline qui leur donne cet 

aspect translucide et est une barrière hydrophobe prévenant les pertes d’eau. 

- la couche cornée composée de cornéocytes. C’est la plus superficielle et elle constitue une barrière 

de kératinocytes remplis de kératine uniquement, protégeant l’organisme des agressions extérieures. 

 

https://ghr.nlm.nih.gov/
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Figure 2 : La structure de l’épiderme 
L’épiderme est une succession de cinq couches différentes enrichies en kératinocytes se différenciant 
progressivement de la couche la plus interne à la plus externe. 
Adapté de https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/5-1-layers-of-the-skin/ 

A.2. Les cellules de l’épiderme 

Les kératinocytes produisant la kératine, sont les cellules les plus abondantes de l’épiderme (90 à 

95%), elles se différencient et s’étalent progressivement de la couche basale à la couche cornée 

devenant des cornéocytes. La cohésion intercornéocytaire est assurée par un ciment lipidique constitué 

en majorité par des céramides (40 à 50%) ainsi que de cholestérol et d’acides gras polyinsaturés en 

quantités égales (25% chacun). Cette caractéristique joue un rôle de barrière entre le milieu extérieur 

et l’organisme. De plus, les kératinocytes contiennent la mélanine transférée par les mélanocytes 

assurant la protection contre les radiations lumineuses. 

Les mélanocytes (5% des cellules épidermiques), dont le rôle sera développé par la suite, sont des 

cellules dendritiques situées à la JDE mais également au niveau des follicules pileux. On les retrouve 

également dans l’oreille interne, les méninges, les yeux et le cœur (Thomas and Erickson, 2008). Ces 

cellules de forme dendritique, sont responsables de la pigmentation de la peau, leurs dendrites 
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permettent le transfert des mélanosomes de stade IV aux kératinocytes environnants conférant leur 

couleur à la peau, aux yeux et aux poils (Quevedo et al., 1975).  

Les cellules de Langerhans, troisième population cellulaire de l’épiderme, constituent 3 à 5% des 

cellules épidermiques. Ce sont des cellules dendritiques présentatrices d’antigènes produites dans la 

moelle osseuse et migrant dans l’épiderme. On les retrouve au niveau de la couche basale et, 

lorsqu’elles sont activées, elles franchissent la JDE et migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques afin 

d’activer le système immunitaire (Lappin et al., 1996). 

Les cellules de Merkel sont des cellules neuro-épithéliales ayant un rôle de mécanoception très 

abondantes au niveau des lèvres, des paumes et de la pulpe des doigts et des pieds. Elles se trouvent 

dans la couche basale de l’épiderme en contact direct avec des neurones sensitifs. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Les cellules de l’épiderme 
De gauche à droite on retrouve les cellules les plus abondantes dans l’épiderme, les kératinocytes, les 
mélanocytes et celles que l’on retrouve en minorité comme les cellules de Langerhans et de Merkel. 
Adapté de www.vdsciences.com et http://chemyunion.siteoficial.ws 

A.3 Origine, localisations et rôles physiologiques des mélanocytes 

Les mélanocytes, qui représentent le deuxième type de cellules les plus abondantes de l’épiderme, sont 

responsables de la couleur de notre peau. Ils proviennent de la différenciation de cellules progénitrices 

provenant de la crête neurale nommées mélanoblastes. Les cellules de la crête neurale (CCN) sont 

produites lors de la gastrulation, on les retrouve au niveau dorsal du tube neural. Ces cellules vont 

migrer et coloniser différentes parties de l’organisme grâce à la transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM) et pourront donner différents types de cellules différenciées comme des cellules musculaires 

lisses, des adipocytes, des chondrocytes, des ostéoblastes mais aussi les mélanocytes, les cellules de 

Schwann et les neurones. C’est la trajectoire de migration des CCN qui est déterminante dans leur 

http://www.vdsciences.com/
http://chemyunion.siteoficial.ws/
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devenir cellulaire (Bronner and LeDouarin, 2012). Deux types de migrations s’offrent à elles (Cf. 

Figure 4): 

- La migration dorso-ventrale, entre les somites et le tube neural. 

- La migration dorso-latérale, entre le dermomyotome et l’épiderme. 

Les mélanoblastes subissent ce deuxième type de migration, le premier étant réservé aux cellules 

neuronales et gliales, notamment les cellules de Schwann (Le Douarin et al., 2004). Les mélanoblastes 

qui ont effectué une migration dorso-latérale vont ensuite atteindre l’épiderme afin de se différencier 

en mélanocytes et de produire la mélanine (Larue et al., 2013). 

Des études ont montré qu'une fraction des mélanocytes de la peau provient également des cellules de 

la crête neurale migrant ventralement. Les précurseurs des cellules de Schwann, sont des cellules 

généralement présentes dans les gaines nerveuses. Ces cellules multipotentes précurseurs des nerfs 

innervant la peau peuvent donner soit des cellules de Schwann formant la gaine de myéline soit des 

mélanocytes. Ainsi, les mélanocytes cutanés proviennent directement des cellules de la crête neurale 

migrant par la voie dorso-latérale ou des précurseurs de cellules de Schwann migrant par la voie 

ventrale (Adameyko et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Migrations des mélanoblastes durant l’embryogenèse 
Les CCN précurseurs des mélanocytes empruntent soit une voie dorso-latérale directe, soit une voie 
ventrale indirecte. Dans ce second cas, les mélanocytes proviennent alors de la différenciation de 
précurseurs des cellules de Schwann qui migrent le long des nerfs (représentés par un trait bleu clair). 

S =  somite; dm =  dermomyotome; N =  notochorde; TN =  tube neural; GRD =  ganglion de la racine 
dorsale. Adapté de Mort et al. 2015. 
 
A l’âge adulte, on retrouve également des mélanocytes dans l’œil à l’origine de la pigmentation de 

l’iris et dans la cochlée de l’oreille interne où ils produisent l’endolymphe et permettent les échanges 

ioniques essentiels pour l’audition. Enfin, les mélanocytes sont présents au niveau de la pie-mère 

(leptoméninges) et du cœur où ils joueraient respectivement un rôle de cellules neuroendocrines, et de 

maintien du fonctionnement des valves cardiaques. 
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caractéristiques communes comme un environnement acide, les LAMP (Lysosome-associated 

membrane protein) et des hydrolases acides. Ces vésicules d’origine endoplasmique suivent un 

processus de maturation à quatre étapes pour finir en organites striés riches en mélanine (Cf. Figure 6) 

(Basrur et al., 2003; Seiji et al., 1961). 

- Stade I : le pré-mélanosome est une vésicule endosomale de forme quasi-sphérique. 

- Stade II : le pré-mélanosome subit un changement de morphologie en devenant de forme 

ellipsoïdale due à la présence de fibres protéiques de nature amyloïde (constituées de la 

protéine PMEL17) sur lesquelles va se déposer la mélanine. Des vésicules recouvertes de 

clathrine issues du trans-Golgi et contenant la machinerie essentielle à la mélanogenèse vont 

fusionner avec les pré-mélanosomes pour former les mélanosomes matures de stade III/IV 

(Jimbow et al., 2000). 

- Stade III : la mélanine synthétisée par des enzymes de la famille tyrosinase (TYR, TRP1 et 

TRP2) est déposée sur ces structures fibrillaires. 

- Stade IV : l’accumulation de mélanine est à son apogée, on ne distingue plus les structures 

internes, le mélanosome apparaît très dense aux électrons en microscopie électronique à 

transmission (Raposo and Marks, 2007). A ce stade les mélanosomes sont acheminés à 

l’extrémité des dendrites mélanocytaires afin que la mélanine soit transférée aux 40 

kératinocytes environnants.  
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Figure 6 : Maturation et structure des mélanosomes 
Les différents stades de maturation des mélanosomes (du stade I au IV). Les mélanosomes immatures 

émergent de domaines vacuolaires des endosomes précoces et sont maturés par le relargage de 
cargos provenant de domaines tubulovésiculaires recouverts des protéines AP1 ou AP3. Les domaines 
associés à KIF13A et AP1 migrent le long des microtubules pour délivrer certaines protéines (TYRP1, 
OCA2 et Tyr), les protéines BLOC-1 et BLOC-2 facilitent ce transport. TYRP1 et TYR sont acheminés 

via des vésicules provenant des endosomes précoces. TYRP2 et MART1 proviennent du réseau 
Golgien (Patwardhan et al. 2017). Les protéines contenues dans le mélanosome sont Pmel17 qui est le 
constituant majeur des fibres (en bleues), OA1 (ocularalbinism type 1) impliqué dans la biogenèse du 
mélanosome, MART1 (aussi appelé MelanA) dont le rôle est méconnu mais a été identifié comme un 
antigène tumoral. Enfin OCA2, MATP (OCA4), NCKX5 (SLC24A5) sont des transporteurs d’ions et 
régulent le pH intra-mélanosome. D’après Marks et al.2013 et Delevoye et al. 2011. 
 

Le transport des mélanosomes est actif et effectué via le cytosquelette, à l’aide des microtubules 

depuis l’espace périnucléaire jusqu’aux dendrites,  puis jusqu’à la pointe de ces derniers à l’aide des 

filaments d’actine (Passeron et al., 2004). La kinésine et la dynéine permettent respectivement le 

transport antérograde et rétrograde des mélanosomes dans le corps des dendrites. Une fois arrivés à la 

partie distale de ces derniers, les mélanosomes se lient à la myosine Va assurant via le réseau d’actine 

l’acheminement jusqu’à la pointe des dendrites (Wu et al., 2002). La petite protéine G RAB27A, 

régulée par Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) (Chiaverini et al., 2008), est 

impliquée dans le transport des mélanosomes notamment au niveau de la liaison entre la myosine Va 

et les mélanosomes à l’extrémité des dendrites. 

Quatre hypothèses sur le transfert des mélanosomes aux kératinocytes sont probables. Le premier 

mécanisme est une cytophagocytose où le kératinocyte phagocyterait l’extrémité dendritique du 

mélanocyte remplie de mélanosomes. Le second impliquerait la génération d’un nanotube entre le 

kératinocyte et le mélanocyte (à l’aide d’une fusion des membranes plasmiques) permettant le transfert 

des vésicules pigmentées. Le troisième mécanisme implique une fission de la membrane plasmique 

des mélanocytes contenant des mélanosomes qui sera par la suite phagocytée par le kératinocyte. Pour 

finir, le dernier mécanisme implique une exocytose des pigments nus de toute membrane qu’on 

appelle des mélanocores issus des mélanosomes dans le milieu extracellulaire, suivi d’une 

internalisation de ces « mélanocores » par les kératinocytes (Wu and Hammer, 2014). 

A.5 Régulation de la mélanogenèse 

In vivo, les rayonnements UVA et UVB sont les principaux stimulateurs de la mélanogenèse (Park et 

al., 2009), ils induisent également la prolifération des mélanocytes et l’augmentation de la dendricité 

de ces derniers. Les UVB entraînent des dommages à l’ADN capables de stimuler l’activité de la 

tyrosinase dans les mélanocytes. 

 

Les sécrétions des kératinocytes (pouvant être augmentées par les UV) agissent de façon paracrine sur 

les mélanocytes et stimulent la pigmentation. Les principales molécules agissant ainsi sont les deux 



31 

 

peptides dérivés de la pro-opiomélanocortine (POMC), l’MSH (alpha melanocytestimulating 

hormone) et l’hormone adrénocorticotrope (ACTH), l’endothéline-1 (ET-1), le stem cell factor (SCF), 

le monoxyde d’azote (NO) et l’agouti signaling protein (ASP) (Cui et al., 2007). 

 

D’un point de vue fondamental, les UV induisent un clivage de POMC produisant l’ACTH et l’MSH 

qui vont aller se fixer sur MC1R (un récepteur à 7 hélices transmembranaires couplé aux protéines G), 

ceci entraîne une activation de l’adénylate cyclase produisant de l’AMPc et une activation de la 

protéine kinase A (PKA). Cette dernière peut aller phosphoryler CREB (cAMP responsive element 

binding protein) lui-même capable d’activer la transcription de gènes dont le promoteur présente un 

motif CRE (5’-TGACCTCA-3’), notamment MITF (Bertolotto et al., 1998a). MITF va ensuite se fixer 

sur les promoteurs de ses gènes cibles régulant la mélanogenèse tels que la TYR, DCT, TRP1 ce qui 

augmentera la synthèse de mélanine (Bertolotto et al., 1996; Bertolotto et al., 1998b). 

 

La régulation du facteur de transcription MITF peut également se produire via l’induction de la voie 

des MAPK/ERK (Mitogen Activated Protein Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinases) par 

l’AMPc. La voie MAPK/ERK peut phosphoryler MITF qui conduit à sa dégradation par le protéasome 

et donc à une inhibition de mélanogenèse. Cette régulation fine permet d’éviter l’accumulation de 

mélanine dans les mélanocytes qui peut être toxique pour la cellule (Wick et al., 1977). 

 

D’autre part, la production de l’AMPc inhibe la voie PI3K (Phosphatidyl Inositol-3-Kinase)/AKT 

bloquant par conséquent les Rho-GTPases impliquées dans le remodelage du cytosquelette d’actine. 

Ceci va empêcher la génération de fibres de stress et permettre une augmentation de dendricité 

mélanocytaire (Busca and Ballotti, 2000). 

A.6 Rôle de la pigmentation 

L’exposition de la peau humaine aux radiations solaires ou aux UV de source artificielle entraîne une 

altération du métabolisme, de la structure et de la fonction des mélanocytes. En effet, la conséquence 

directe est une augmentation de la pigmentation de la peau, communément appelée bronzage. Les 

mélanosomes vont se regrouper autour du matériel génétique contenu dans les kératinocytes c’est ce 

qu’on appelle le  « capping » (Kobayashi et al., 1993). La plus protectrice des mélanines produites est 

l’eumélanine limitant la quantité des rayons UV atteignant l’épiderme et évitant la production 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). L’eumélanine est environ 1000 fois plus photoprotectrice que 

la phéomélanine, photolabile et toxique pour la cellule puisque générant des dommages oxydatifs à 

l’ADN. C’est le ratio eumélanines/phéomélanines qui est prépondérant dans la photoprotection, plus il 

est grand plus cette dernière est élevée. Ce sont les personnes de phototype 1, dont la peau est claire et 

leurs cheveux roux, synthétisant peu d’eumélanines qui présentent le plus de risque de développer des 

cancers de la peau photo-induits (Valverde et al., 1995; Valverde et al., 1996). 
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A.7 Genèse d’un nævus  

Les mélanocytes se divisent moins de deux fois par an, cependant, on retrouve des néoplasmes 

mélanocytaires qui peuvent être des lésions bénignes communément appelées nævi ou des lésions 

malignes appelées mélanomes. 

Les nævi ou « grains de beauté » résultent de la prolifération bénigne des mélanocytes. Les caucasiens 

possèdent en moyenne 25 nævi de 2mm de diamètre qui apparaissent dans les deux premières 

décennies de la vie de l’individu. La grosse majorité des nævi ne progressent pas en mélanomes 

(seulement 26% des mélanomes dérivent de nævi pré-existants). Cependant, des études récentes ont 

prouvé que tous les mélanocytes contenus dans un nævus portent la mutation BRAFV600E, indiquant 

que cette mutation est un évènement initiant la lésion bénigne (Shain et al., 2015).  

Après l’acquisition de cette mutation initiatrice, le mélanocyte va proliférer de façon limitée dans le 

temps pour former un nævus avant d’entrer en sénescence. 

Certaines cellules peuvent occasionnellement rentrer en mitose et se diviser pendant cet état de 

sénescence, mais ceci est contre-balancé par l’apoptose qui se produit à cause des stress oncogéniques. 

Ceci créé un certain équilibre justifiant que cliniquement la plupart des nævi n’évoluent pas en taille 

au cours des années.  

B. LE MÉLANOME CUTANÉ 

Le mélanome cutané est la forme la plus mortelle de cancer de la peau. Il représente 5% des cancers 

cutanés mais entraîne 80% des décès. Ceci est dû au fait qu’il possède un fort potentiel métastatique 

au niveau des ganglions lymphatiques, du foie, des poumons mais également du système nerveux 

central. S’il est diagnostiqué précocement il pourra être retiré par exérèse chirurgicale, à l’inverse à un 

stade métastatique, le pronostic vital devient très mauvais. 

B.1 Épidémiologie 

L’incidence du mélanome a dramatiquement augmenté dans les populations caucasiennes ces trois 

dernières décennies et a atteint 230 000 nouveaux cas par an dans le monde chaque année 

(Organisation Mondiale de la Santé). En France, on en dénombrait 11100 nouveaux cas en 2012 

associés à 1600 décès. Ce cancer est diagnostiqué chez des patients âgés de 55 à 60 ans en moyenne et 

la survie moyenne à 5 ans des patients a augmenté ces dernières années grâce  au développement des 

thérapies ciblées et de l’immunothérapie (INCa). 

B.2 Classification 
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Les mélanomes sont classés selon deux indices : l’indice de Clark et l’indice de Breslow (Cf. Figure 7) 

(Breslow, 1970; Mihm et al., 1971). L’indice de Clark traduit le niveau d’infiltration en profondeur de 

la lésion : 

- Clark I : intra-épidermique (mélanome in situ). 

- Clark II : quelques cellules mélanocytaires atypiques infiltrent le derme papillaire. 

- Clark III : tout le derme papillaire est envahi. 

- Clark IV : envahissement du derme réticulaire. 

- Clark V : atteinte de l’hypoderme. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Représentation schématique des indices de Clark et Breslow. 
Adapté de www.med-ars.it 
 

L’indice de Breslow (en mm) correspond à l’épaisseur de la tumeur et indique la distance maximum 

entre les cellules superficielles de la tumeur et la cellule maligne la plus profondément détectée. Le 

pronostic vital d’un patient est inversement corrélé à l’épaisseur de la tumeur. 

 

Actuellement, la classification des mélanomes se fonde sur le site primaire du mélanome et la phase de 

croissance radiale pour distinguer les différents types de mélanomes (Clark et al., 1969): 



34 

 

- le mélanome à extension superficielle ou Superficial Spreading Melanoma (SSM), est la forme la 

plus fréquente (70%), il évolue tout d’abord en extension horizontale pendant 2 à 5 ans en moyenne 

puis s’ensuit une extension verticale en direction du derme où le pronostic s’aggravera rapidement. 

Son développement est dû à des expositions solaires intermittentes et aux coups de soleil survenus au 

cours de la vie du patient. On le retrouve particulièrement chez les individus de phototype I et II. 

- le mélanome nodulaire ou Nodular Malignant Melanoma (NMM) représente 20% des 

mélanomes. Il a une progression beaucoup plus rapide que le SSM, agressif, il infiltrera le derme puis 

les ganglions lymphatiques. On le retrouve sur des zones non photo-exposées. 

- le mélanome du Dubreuilh ou Lentigo Malignant Melanoma (LMM) concerne 5% à 10% des 

mélanomes et est lié à une photo-exposition chronique. Il survient de façon quasi exclusive chez les 

personnes âgées (>60ans), à évolution lente (5 à 15 ans). Il se situe sur des zones exposées telles que la 

tête et le cou. 

- le mélanome acral-lentigineux ou Acral Lentiginous Malignant Melanoma (ALMM) (2 à 10%), 

atteint préférentiellement les individus de phototype V et VI au niveau des paumes de main, de la 

voute plantaire et au niveau unguéal. Ce type de mélanome n’est pas lié à une exposition chronique  

mais est très agressif ce qui lui confère un mauvais pronostic. 

- le mélanome des muqueuses (1%), se localise au niveau buccal, nasal ou génital et n’est pas lié à la 

photo-exposition. 

 

Enfin, il est à noter qu’on retrouve également des mélanomes au niveau de l’uvée ou de la conjonctive 

(500 nouveaux cas/an en France) qu’on appelle mélanomes oculaires (Pandiani et al., 2017). 

B.3 Les facteurs de risques environnementaux 

L’exposition aux rayonnements ultraviolets (UVA ou UVB), qu’ils soient naturels ou artificiels est 

associée à un risque accru de développer un mélanome. Notamment les expositions intenses et 

ponctuelles pendant l’enfance, qui constituent un risque élevé de développer un SSM à l’âge adulte. 

Récemment, il a été mis en évidence que l’obésite était un facteur de risque augmentant de 1,17 à 1,31 

le risque de développer un mélanome chez l’homme (Clement et al., 2017). 

B.4 Les facteurs de risques constitutionnels 

Le premier facteur de risque visible est la couleur de notre peau et notre aptitude à bronzer 

correspondant au phototype (de I à VI) (Fitzpatrick, 1988) (Tableau 1). Ce sont les sujets de 

phototypes I et II qui ont le risque le plus élevé de développer un mélanome. En effet, leurs 

mélanocytes produisent moins de mélanine, ils ne bronzent pas et ne peuvent donc pas se protéger des 

effets délétères des rayonnements UV. La prise de coup de soleil augmente le risque de développer un 

mélanome. Selon une étude américaine, cinq coups de soleil à l’adolescence suffiraient à augmenter 

de 80% les risques de développer un mélanome. 
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 Réaction au soleil Description du type de peau 

Phototype I Ne bronze pas, attrape 

systématiquement des coups de 

soleil. 

Peau très claire associée à des 

taches de rousseur. 

 

Cheveux blonds ou roux. 

Phototype II Bronze difficilement. 

 

Attrape souvent des coups de 

soleil. 

Peau très claire. 

 

Cheveux blonds ou châtains. 

 

Taches de rousseur apparaissent 

au soleil. 

 

Yeux clairs. 

Phototype III A parfois des coups de soleil. 

 

Bronze progressivement. 

Peau claire. 

 

Cheveux blonds ou châtains. 

Phototype IV Attrape peu de coups de soleil. 

 

Bronze bien. 

Peau mate. 

 

Cheveux châtains ou bruns. 

 

Yeux foncés. 

Phototype V A rarement des coups de soleil. 

 

Bronze facilement. 

Peau foncée. 

 

Yeux foncés. 

Phototype VI Peau foncée. 

 

N’a jamais de coups de soleil. 

Peau noire. 

Tableau 1: Description des différents phototypes selon Fitzpatrick et al. 1988. 
 

Comme dit dans le sous-chapitre précédent, le nombre de nævi constitue également un risque lorsque 

leur nombre est supérieur à 50. De plus, la présence de nævi congénitaux de grande taille est 

également un facteur de risque du mélanome (Krengel et al., 2006). 

 

Environ 10% des mélanomes sont héréditaires, les gènes de prédisposition identifiés confèrent un 

risque élevé (CDKN2A, CDK4, RB1, POT1, ACD, TERT, TERF2IP), un risque intermédiaire (MC1R 

et MITF) ou un faible risque (TYR, TRP1, ASP) de développer un mélanome (Potrony et al., 2015). 

Des mutations ou délétions peuvent se produire au locus 9p21 sur le gène CDKN2A (Cyclin-
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Dependent Kinase iNhibitor 2A) codant pour les suppresseurs de tumeurs p16INK4A et p14ARF. On peut 

retrouver des mutations activatrices de CDK4 en moindre proportion. Enfin des mutations activatrices 

de RB1 entraînent un grand risque de développer non seulement un rétinoblastome mais également un 

mélanome. Des variants de MC1R sont susceptibles d’augmenter le risque de mélanome tout comme 

l’identification de la mutation MITFE318K dans le mélanome qui augmente de quatre fois le risque de 

développer un mélanome (Bertolotto et al., 2011).   

Concernant les gènes de faible susceptibilité, ils sont en général associés à la pigmentation. Seuls, ils 

n’augmentent pas plus de deux fois le risque de développer un mélanome mais peuvent augmenter la 

pénétrance d’autres gènes de susceptibilité. Cependant, il reste de très nombreux mélanomes 

héréditaires à la génétique méconnue à ce jour. 

B.5 La formation d’un mélanome et son évolution 

La transformation d’un mélanocyte en mélanome est liée à l’accumulation d’altérations génétiques 

permettant l’expansion clonale. Ce phénomène nécessite l’activation d’oncogènes et l’inhibition de 

gènes suppresseurs de tumeur. Il est associé à l’activation des voies de prolifération, à l’inhibition des 

voies de sénescence et d’apoptose. Néanmoins, la dégénérescence d’un nævus préexistant en 

mélanome ne se produit que dans 25% des cas. Le modèle de Clark est communément admis et retrace 

les différentes étapes que peut subir un mélanome qu’il soit généré de novo ou dérivant d’un nævus. 

L’évolution de chaque mélanome est variable selon le patient et est même propre à chaque tumeur. 

Dans le cas d’un nævus préexistant, les cellules contenues peuvent échapper au processus de 

sénescence et proliférer pour donner un mélanome. La première phase radiale de croissance permet la 

prolifération des cellules de façon horizontale sans franchir la lame basale. La phase verticale de 

croissance est importante puisqu’on y distingue une transition épithélio-mésenchymateuse des cellules 

permettant progressivement l’invasion du derme, avant d’acquérir leur pouvoir métastatique 

permettant l’intravasation dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques puis leur extravasation vers 

des sites secondaires (tissus et organes). 

B.6 Les altérations génétiques prépondérantes dans le développement du 
mélanome 

Le mélanome est le cancer présentant le plus fort taux de mutations somatiques par rapport aux autres 

tumeurs solides (Alexandrov et al., 2013). Certaines de ces mutations présentent des signatures UV 

induisant des substitutions cytosine à thymidine, démontrant le rôle de l’exposition solaire dans le 

développement du mélanome. L’analyse d’exomes et de génomes de centaines de mélanomes a permis 

de mettre en évidence des altérations génétiques redondantes permettant de classer les mélanomes en 

différents sous-groupes (Hayward et al., 2017; Hodis et al., 2012; Krauthammer et al., 2012). Les 
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quatre sous-groupes sont basés sur les mutations les plus fréquemment retrouvées : BRAF, NRAS, 

NF1 et les triple sauvage (enrichis en mutations KIT). 

B.6.1 Les altérations somatiques 

La voie de signalisation MAPK 

La voie de signalisation MAPK/ERK transmet les réponses cellulaires en réponse aux facteurs de 

croissance qui se lient aux RTKs. Environ 90% des mélanomes présentent des mutations activatrices 

dans au moins un des gènes impliqués dans cette voie de signalisation. La famille des sérine/thréonine 

kinases RAF composée de trois isoformes ARAF, BRAF et CRAF est activée par les petites GTPases 

RAS. En effet, suite à la liaison de facteurs de croissances, hormones ou cytokines aux RTKs, il y aura 

une activation de la protéine RAS avec recrutement de la famille RAF entraînant la phosphorylation 

de MEK1/2 puis d’ERK1/2. Les kinases ERK activeront des substrats cytoplasmiques qui seront 

transloqués dans le noyau afin de phosphoryler des facteurs de transcription impliqués dans la 

prolifération et la survie. 

La sérine/thréonine protéine kinase BRAF est la plus mutée dans les mélanomes (50 à 60% des cas). 

La mutation BRAFV600E découverte en 2002 (Davies et al., 2002) a permis l’émergence des thérapies 

ciblées pour traiter les mélanomes. La mutation sur la valine 600 active constitutivement la kinase et la 

voie de signalisation associée. L’oncogène BRAF a un rôle prépondérant dans la transformation 

tumorale en régulant des gènes comme la cycline D, HIF1, le VEGF, certaines métalloprotéases 

(MMPs) et certaines intégrines. Cependant, un modèle murin possédant un allèle conditionnel 

BRAFV600E inductible dans les mélanocytes a confirmé que cette mutation n’est pas suffisante pour 

induire la transformation maligne des mélanocytes, créant uniquement des lésions naeviques (Dankort 

et al., 2009; Dhomen et al., 2009). Afin de permettre la formation d’un mélanome la mutation 

BRAFV600E doit être associée à d’autres évènements mutationnels. En effet, dans 44% des cas de 

mélanomes mutés BRAFV600E, une mutation inactivatrice ou une délétion de PTEN (phosphatase and 

tensin homolog) est retrouvée. On retrouve également des mutations des gènes CDKN2A ou TP53. 

La famille des protéines RAS sont des petites GTPases qui font partie de la famille des protéines G 

monomériques. On retrouve les isoformes HRAS, NRAS et KRAS dont NRAS est la deuxième 

protéine la plus mutée dans les mélanomes cutanés (entre 10 à 30%). La mutation oncogénique se 

produit à la glutamine 61 (Q61L et Q61R sont les plus fréquentes) et elle est également souvent 

retrouvée dans les nævi congénitaux. Cette mutation oncogénique rend la protéine constitutivement 

active puisque l’hydrolyse du GTP en GDP est empêchée. RAS régule les voies RAF/MAPK/ERK 

ainsi que la voie PI3K et est donc également impliquée dans la survie, la prolifération mais aussi la 

migration cellulaire. Tout comme la mutation BRAF elle n’est pas suffisante pour induire un 
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mélanome (Denoyelle et al., 2006). A noter que les mutations NRAS et BRAF sont en général 

mutuellement exclusives. 

Enfin, dans cette voie de signalisation, on retrouve la protéine NF1 (neurofibromin 1) qui est une 

GTPase régulant négativement la voie RAS/RAF en accélérant l’hydrolyse du GTP lié à RAS. Une 

mutation perte de fonction est retrouvée dans 14% des cas de mélanomes, ce qui a pour conséquence 

d’activer les voies en aval telles que ERK et PI3K (Lau et al., 2000). 

La voie de signalisation des récepteurs à tyrosine kinase (RTKs) 

Plusieurs récepteurs à tyrosine kinase peuvent stimuler anormalement la voie MAPK dans le 

mélanome (Easty et al., 2011). La protéine KIT par exemple, est un RTK jouant un rôle dans le 

développement des mélanocytes (Nishikawa et al., 1991). Des mutations activatrices ou des 

amplifications de KIT ont été identifiées dans 5% des mélanomes chroniquement exposés au soleil. C-

MET est également un RTK augmenté dans les mélanomes jouant plutôt un rôle dans la migration des 

cellules. D’autres exemples de RTK impliqués dans la mélanomagenèse sont des récepteurs à 

l’Epidermal Growth Factor (EGFR), comme l’ephrin receptor 2 (EPHA1), ERBB4 et PDGFR 

également important dans le processus de résistance. 

TP53 

Contrairement à la plupart des cancers, le mélanome est rarement associé à des mutations du gène 

TP53. Muté dans environ 1 à 5% des cas, la fonction apoptotique de p53 semble déficiente dans le cas 

du mélanome (Viros et al., 2014). Ceci serait lié à la perte germinale de p14ARF qui interagit 

directement avec p53 pour empêcher la liaison avec MDM2 (Mouse Double Minute 2) qui ubiquitine 

p53 pour permettre sa dégradation. L’absence de p14ARF ajoutée à la surexpression fréquente de 

MDM2 dans le mélanome (Muthusamy et al., 2006) expliquerait le défaut d’apoptose dépendante de 

p53 dans cette pathologie. De plus, APAF-1 qui est une cible de p53 et agit dans la cascade 

apoptotique induite par p53, est méthylé dans le mélanome entraînant sa perte d’expression et donc 

l’incapacité pour la cellule de répondre normalement aux signaux d’apoptose suite à l’activation de 

p53 (Yu et al., 2009). 

Cycline D1 

La cycline D1 (CCND1) code pour la protéine majeure du contrôle du cycle cellulaire. La cycline D1 

contrôle la prolifération cellulaire à travers la liaison et stimulation de CDK4 et CDK6, qui résulte en 

la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome nécessaire à la progression du cycle cellulaire de 

la phase G1 à la phase S. CCND1 est amplifiée dans environ 50% des cas de mélanome. De plus, 

l’amplification de CCND1 a été démontrée comme impliquée dans le développement de la résistance 

aux inhibiteurs de BRAF (Smalley et al., 2008). 
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La voie Wnt/-caténine 

La voie Wnt/-caténine est importante durant le développement des mélanocytes (Dorsky et al., 

1998). Cette voie de signalisation est activée dans 1/3 des mélanomes se traduisant par la présence 

intra-nucléaire de la -caténine. Mutée dans 1 à 2% des cas de mélanome CTNNB1 code pour la 

protéine -caténine qui régule l’expression de MITF, cycline D1, c-MYC, et BRN2. Ces mutations 

sont exclusivement retrouvées dans des contextes BRAF ou NRAS mutés confirmant l’interaction 

fonctionnelle entre la voie-caténine et la voie des MAPK. Plus récemment, il semble que cette voie 

de signalisation soit reliée à un statut hypo-méthylé, un infiltrat de cellules T réduit, une condition 

d’échappement au système immunitaire et une faible immunogénicité (Massi et al., 2017; Nsengimana 

et al., 2018; Spranger et al., 2015). 

La voie PI3K/AKT 

La PI3K catalyse la phosphorylation du phosphatidylinositol (PI) et produit des PIP3 qui sont 

impliquées dans l’activation de la kinase AKT. Les PIP3 servent d’ancrage pour les protéines kinases 

PDK1 et AKT, la première phosphorylant et activant la deuxième sur la thréonine 308. Ainsi activée, 

AKT pourra moduler des substrats contrôlant la progression de la cellule dans le cycle, le métabolisme 

ou les capacités migratoires. Les mutations de BRAF sont très souvent associées à la stimulation de la 

voie PI3K (Tsao et al., 2004). La perte de PTEN (soit par mutation dans 12% des cas soit par délétion 

dans 20% des mélanomes), un inhibiteur de la voie PI3K est un évènement majeur permettant la 

stimulation aberrante de cette voie de signalisation. Dans des mélanocytes murins, la mutation 

oncogénique BRAFV600E associée à la perte de PTEN entraîne le développement d’un mélanome avec 

une pénétrance de 100%, une courte latence et l’invasion à des tissus distants (Dankort et al., 2009). 

La voie PI3K peut également être activée par des mutations de gènes impliqués dans la voie. Bien que 

la PI3K elle-même soit rarement mutée, des mutations activatrices d’AKT3 ont été rapportées dans 

20% des cas de mélanomes (Stahl et al., 2004). Pour finir, la résistance au vémurafénib est médiée par 

l’activation de la voie IGF1R/PI3K (Villanueva et al., 2010) ou via l’activation de la voie 

PDGFR/PI3K (Sun et al., 2014a). 

RAC1 

Des résultats récents provenant d’un séquençage d’exomes ont permis l’identification d’une mutation 

récurrente de proline à sérine P29S sur RAC1 rendant la protéine constitutivement active. Cette 

mutation concerne 5 à 9% des mélanomes et est la troisième plus fréquente dans les mélanomes 

exposés au soleil après les mutations BRAF et NRAS. La mutation P29S est en effet induite par une 

substitution C>T qui est une signature UV. Cette mutation confère une augmentation de l’épaisseur de 

la tumeur, une augmentation du taux de mitoses, des ulcérations et souvent des invasions des 

ganglions lymphatiques au moment du diagnostic. Elle serait également responsable de la résistance 
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aux thérapies ciblées avec les inhibiteurs de RAF/MEK (Watson et al., 2014). De plus, cette mutation 

augmente également l’expression de PD-L1, un traitement anti-PD1 ou anti-PD-L1 pourrait donc être 

bénéfique aux patients porteurs de cette mutation. 

MITF 

MITF est amplifié dans 10% des mélanomes primaires et dans 15% des mélanomes métastatiques 

(Garraway et al., 2005). Plusieurs mutations ponctuelles ont été retrouvées dans 2% des mélanomes 

métastatiques qui pourraient altérer les modifications post-traductionnelles de MITF mais aussi son 

activité transcriptionnelle (Cronin et al., 2009). Récemment, la mutation somatique MITFE87R a été 

démontrée comme favorisant la progression tumorale via la protéine S100A4 (Nordlinger et al., 2018). 

B.6.2 Les altérations germinales 

Comme expliqué dans la partie « Facteurs de risques constitutionnels », 10% des mélanomes sont 

héréditaires. Certains gènes impliqués dans cette hérédité confèrent des risques élevés on parle de forte 

pénétrance et à l’inverse de faible pénétrance. 

Gènes à forte pénétrance 

Les mutations germinales de CDKN2A (35% des cas) et CDK4 (très rares cas) sont associées à un 

risque élevé de développer un mélanome. Le gène suppresseur de tumeur CDKN2A code pour p16INK4a 

et P14ARF.  

- La protéine p16INK4A inhibe l’activité de cyclineD1/CDK4 et CDK6, par conséquent les mutations 

inactivatrices sur p16INK4A induiront une augmentation de ces protéines qui résultera en une 

hyperphosphorylation de RB, la libération du facteur de transcription E2F et la progression du cycle 

cellulaire en G1/S. Ceci correspond physiologiquement à un échappement du processus de sénescence 

induit par les mutations oncogéniques (OIS pour « Oncogene Induced Senescence »). 

- La protéine p14ARF stabilise p53 en inhibant la dégradation induite par l’ubiquitine ligase MDM2. La 

stabilisation de p53 conduit à l’arrêt du cycle cellulaire et à l’entrée en sénescence ou bien à l’apoptose 

des cellules. 

- Le faible pourcentage de mutation retrouvé dans la protéine CDK4 confirme son rôle prépondérant 

dans la prolifération, la progression du cycle cellulaire. Néanmoins, la mutation retrouvée qui est 

CDK4R24C rend la protéine insensible à la régulation par p16INK4A permettant l’activation constitutive 

du complexe CDK4/cycline D1. 

Gènes à pénétrance modérée 

La mutation germinale de MITF  qui change la glutamine 318 en lysine (MITFE318K) prédispose les 

porteurs au mélanome. Celle-ci est également associée à de multiples mélanomes primaires ainsi 
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qu’au mélanome nodulaire et pourrait donc jouer un rôle dans l’agressivité du mélanome. 

Mécanistiquement, cette mutation altère son activité transcriptionnelle et retarde l’apparition de la 

sénescence dans les mélanocytes (Bonet et al., 2017). 

Gènes à faible pénétrance 

La plupart des gènes à faible pénétrance sont impliqués dans la pigmentation. En effet, les variants de 

MC1R associés à un phototype I (V60L, R151C, R160W, D294H) augmentent de 2 à 4 fois le risque 

de développer un mélanome. La voie MC1R induit la phosphorylation des protéines de réparation de 

dommages à l’ADN. Des mutations de MC1R compromettent leur activation et donc la stabilité 

génomique. De plus, MC1R interagit avec PTEN et stabilise son expression, certains variants de 

MC1R empêchent cette interaction, favorisant l’activation de la voie PI3K (Cao et al., 2013). 

B.7 Comment traiter le mélanome métastatique? 

Une grande majorité des mélanomes sont diagnostiqués précocement ce qui permet de les retirer par 

exérèse chirurgicale. Dès lors qu’un ganglion est atteint, un curage chirurgical est effectué (lorsque 

l’épaisseur de Breslow est >0.8mm). A un stade métastatique le pronostic devient très mauvais car 

l’efficacité des traitements n’est malheureusement pas encore optimale, avec un problème majeur : les 

résistances primaires et acquises aux traitements. En effet, malgré les avancées thérapeutiques 

spectaculaires de ces dernières années, la plupart des patients atteints de mélanome métastatique 

succombent encore à la maladie (Grob et al., 2015). 

B.7.1 Les traitements traditionnels 

La chimiothérapie a été l’un des premiers traitements pour les mélanomes métastatiques. De 1974 à 

2011, la dacarbazine était utilisée pour améliorer les réponses cliniques mais aucune amélioration de la 

survie globale n’était observée. La résistance à l’apoptose des cellules de mélanome et le fait que ce 

type de traitement touche principalement les cellules à prolifération accrue (épargnant donc les 

cellules à caractère souche ou initiatrices de mélanomes qui sont quiescentes) sont les raisons 

principales de résistances à ce traitement. Actuellement, ce traitement a été remplacé par des 

approches ciblées mais la chimiothérapie reste le traitement palliatif des mélanomes réfractaires et en 

rechute suite à une résistance à d’autres traitements. 

B.7.2 Les thérapies ciblées 

La caractérisation des altérations génétiques le plus souvent retrouvées dans les mélanomes a permis 

l’émergence des thérapies ciblées pour cibler spécifiquement la forme oncogénique BRAFV600E qui est 

détectée dans 50% des mélanomes. Les inhibiteurs spécifiques de BRAFV600E, comme le PLX4032 

(Vemurafenib ou Zelboraf®), le GSK2118436 (Dabrafenib ou Tafinlar®) agissent comme des 

inhibiteurs compétitifs de la liaison de l'ATP sur la kinase. Ils ont reçu une autorisation de mise sur le 
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marché (AMM) en 2011. Néanmoins, 25% des patients présentent une résistance primaire au 

traitement et n’y répondent pas. Le reste des patients présentent une augmentation de survie globale de 

5 mois sans progression du mélanome. Malheureusement, dans la plupart des cas une résistance 

secondaire apparaît, avec une rechute très agressive après 6 à 9 mois de traitement (Johannessen et al., 

2010; Nazarian et al., 2010; Wagle et al., 2011). 

Face aux échecs de la monothérapie ciblée à cause des résistances acquises ou intrinsèques, les 

patients porteurs d’un mélanome avec une mutation BRAFV600E/V/D seront systématiquement traités par 

combinaison d’un inhibiteur de BRAF et d’un inhibiteur de MEK (Vémurafénib + Cobimétinib ou 

Dabrafénib + Tramétinib). Ce combo permet de limiter ces résistances. En effet, le taux de réponse est 

augmenté avec une survie globale passant de 5 mois à 12 mois avec des effets secondaires moindres. 

B.7.3 Comment émergent les résistances aux thérapies ciblées? 

On distingue deux types de résistances : les résistances acquises et les résistances intrinsèques. Les 

résistances acquises concernent les patients traitées par les inhibiteurs de BRAF, qui montrent une 

réponse initiale au traitement puis rechutent par mécanisme de résistance. Les résistances intrinsèques 

concernent les patients d’emblée non-répondeurs aux inhibiteurs de BRAF. 

Les résistances acquises 

La plupart des rechutes observées à la suite d’un traitement par thérapie ciblée sont dues à la 

réactivation de la voie des MAPK et/ou de la voie PI3K (Shi et al., 2012). Parmi les multiples 

mécanismes de résistance, on observe une augmentation d’expression des kinases CRAF et COT1, des 

mutations activatrices de NRAS, MEK1 ou AKT1, des épissages aberrants de BRAF, l’activation de la 

PI3K par la perte de PTEN et une activation constitutionnelle des RTKs. Une autre manière d’activer 

la voie PI3K a été identifiée, en activant le récepteur à l’insuline IGF-1R. Court-circuiter cette 

activation par un inhibiteur de la PI3K ou de l’IGF-1R en combinaison d’un inhibiteur de MEK 

pourrait venir à bout de cette résistance (Villanueva et al., 2010). 

Concrètement, les cellules devenues résistantes à la thérapie ciblée présentent une transition 

métabolique vers la phosphorylation oxydative alors que les cellules cancéreuses sont davantage 

glycolytiques. L’inhibition de BRAF induit la biogenèse mitochondriale grâce à une augmentation de 

PGC1 qui est régulé par MITF, rendant les cellules dépendantes des mitochondries pour leur survie 

(Zhang et al., 2016).  

Suite au traitement au vémurafenib on note également des changements d’expression de plusieurs 

protéines telles que MITF, NGFR/CD271, AXL et des récepteurs EGFR et PDGFR. 
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Très récemment, le récepteur d’aryl hydrocarbone a été impliqué dans l’émergence de populations 

résistantes suggérant l’utilisation d’antagonistes de ce récepteur comme le resveratrol à utiliser en 

combinaison avec les inhibiteurs de BRAF (Corre et al., 2018). De plus, l’activation de la voie PI3K a 

été démontrée comme activant les enzymes U34 (jouant un rôle dans la synthèse de protéines) ce qui 

promeut la glycolyse des cellules de mélanomes en augmentant la traduction de la protéine 

HIF1(Rapino et al., 2018). L’haploinsuffisance de l’histone déacétylase SIRT6 permet la survie des 

cellules de mélanomes traitées au vémurafénib. Cette perte partielle de SIRT6 permet l’expression 

d’IGFBP2 grâce à une accessibilité de la chromatine accrue. IGFBP2 permet l’activation de la voie 

IGF1R/PI3K/AKT. Cette étude démontre que la combinaison d’un inhibiteur du récepteur IGF-1R 

avec le vémurafénib entraîne la mort des cellules de mélanomes haploinsuffisantes pour SIRT6 in 

vitro et in vivo (Strub et al., 2018). 

Les résistances intrinsèques 

Les différentes altérations à l’origine d’une absence de réponse aux inhibiteurs de BRAF sont la perte 

du suppresseur de tumeur PTEN, la surexpression d’HGF et MET, l’amplification de CCND1, 

l’inactivation de NF1 ou des mutations de MEK1. 

Pour résumer, la détermination du statut PTEN a été montrée comme essentielle avant un traitement 

aux inhibiteurs puisque son absence est associée non seulement à l’inefficacité du vémurafenib mais 

aussi à une plus courte survie sans progression. Le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) et son 

récepteur MET interviennent dans la résistance en rendant les cellules moins sensibles au 

vémurafénib. Les cellules du stroma sécrètent ce facteur agissant de façon paracrine sur les cellules 

tumorales. Ce phénomène démontre l’importance du microenvironnement tumoral dans les 

mécanismes de résistance. L’amplification de CCND1 retrouvée dans 17% des cas de mélanomes 

facilite la progression tumorale. Enfin, l’inactivation de NF1 et les mutations retrouvées dans MEK1 

entraînent pas ou peu de réponse à la thérapie ciblée (Charles and Rehm, 2014). 

L’hétérogénéité intra et inter-tumorale 

L’un des problèmes majeurs des thérapies citées ci-dessus et de celles évoquées par la suite sont 

l’hétérogénéité inter-tumorale évidemment, mais également intra-tumorale. De façon surprenante les 

inhibiteurs de BRAF utilisés en clinique augmentent la prolifération des cellules tumorales de 

génotype BRAF sauvage. En effet, ces dernières forment des homodimères CRAF-CRAF ou 

hétérodimères BRAF-CRAF capables d’activer les MAPK. Ce mécanisme de résistance favorise au 

sein d’une tumeur l’émergence de sous-clones BRAF sauvages insensibles au traitement par pression 

de sélection.  

On peut également noter des gènes aux expressions oscillatoires suivant la progression tumorale 

comme le très connu MITF mais aussi AXL, ZEB1, GLI2, BRN2, CD271…Ces gènes ont des 
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expressions variables et sont souvent reconnus comme ayant un rôle dans la transition phénotypique 

des cellules de mélanome. En effet, les cellules de mélanome sont identifiées par un statut prolifératif 

ou invasif, chacun étant associé à des expressions spécifiques de gènes essentiels dans ces processus. 

B.7.4 L’immunothérapie 

Une meilleure connaissance de l’immunologie des tumeurs a conduit au développement des 

inhibiteurs de points de contrôle immunitaires qui ont révolutionné le traitement des mélanomes ces 

dernières années (Franklin et al., 2017). Ces travaux ont d’ailleurs permis l’obtention du prix Nobel de 

Médecine 2018 aux équipes de Allison et Honjo (Ishida et al., 1992; Leach et al., 1996). 

Les lymphocytes T (LyT) jouent un rôle central dans les réponses anti-tumorales. Ils utilisent un 

récepteur, le TCR, pour reconnaître les antigènes tumoraux à la surface des cellules tumorales. Le 

TCR fonctionne de concert avec de nombreuses molécules capables de moduler son activité de 

manière positive (molécules dites de co-stimulation telles que CD28) ou de manière négative pour 

empêcher une activation excessive du système immunitaire (molécules dites co-inhibitrices telles que 

CTLA-4 et PD1).  

Brièvement, CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) exprimé après activation lymphocytaire 

va entrer en compétition avec CD28 pour se fixer sur les molécules de surface B7 situées sur les 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA). L’affinité de CTLA-4 pour B7 est supérieure à celle de 

CD28 et empêche la fonction de co-stimulation de CD28. 

En 2010, un anticorps anti-CTLA-4 a été développé et a obtenu l’AMM, l’ipilimumab qui prévient ce 

mécanisme restaurant l’activation des cellules T et la destruction des cellules tumorales. Cette thérapie 

est prescrite chez les patients BRAF sauvage et démontre pour la première fois une augmentation de la 

survie globale des patients (20% de réponse et une survie prolongée à 3 ans). Dorénavant, cette 

thérapie est également utilisée en première ligne pour les patients BRAF mutés. Malgré tout, une 

majorité des patients ne répondent pas à ce traitement. 

De même, la liaison de PD-1 à son ligand PDL1 régule négativement l’activité de la voie de 

signalisation CD28 et TCR entraînant une diminution des fonctions T effectrices. En 2012, des 

anticorps développés contre le récepteur PD1, le nivolumab et le pembrolizumab, annulent cet effet et 

potentialisent les effets anti-tumoraux du système immunitaire. Ces traitements présentent un taux de 

réponse de 43% avec une survie supérieure à 2 ans. Cette immunothérapie est prescrite en première 

ligne chez les patients BRAF sauvage ou après un échec par traitement à l’ipilimumab ou aux 

thérapies ciblées. A noter qu’il existe également des anticorps anti-PDL1 (Avelumab et Atezolizumab) 

qui ont reçu une AMM pour les carcinomes à cellules de Merkel et une autorisation temporaire 

d’utilisation (ATU) pour d’autres types de cancers. 
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Des études récentes sur les traitements combinés entre le nivolumab et l’ipilimumab démontrent une 

plus forte efficacité avec un taux de réponse objective de 59% versus 11% en monothérapie 

ipilimumab (Postow et al., 2015). 

Pour terminer, l’ensemble de ces thérapies (thérapies ciblées et immunothérapies) sont envisagées en 

thérapies néo-adjuvantes et/ou thérapies adjuvantes. Le premier cas signifiant une thérapie administrée 

avant le traitement principal (en général l’exérèse de la tumeur), une thérapie adjuvante est quant à elle 

administrée après le premier traitement. Pour le moment, très peu de résultats sont disponibles quant 

aux thérapies néo-adjuvantes mais elles semblent avoir un effet bénéfique. Quant aux thérapies 

adjuvantes elles sont couramment utilisées pour traiter les mélanomes métastatiques comme expliqué 

dans cette partie. Cependant, l’avenir de ces traitements serait peut-être de combiner les thérapies néo-

adjuvantes et adjuvantes (Robert, 2018). 

B.7.5 Comment émergent les résistances aux immunothérapies? 

La première raison qui expliquerait une résistance aux immunothérapies est l’absence d’antigènes 

tumoraux (Gubin et al., 2014), ou le développement de mécanismes évitant la présentation de ces 

antigènes sur les MHC par les cellules tumorales. La deuxième possibilité est l’exclusion tumorale 

rendant l’infiltrat lymphocytaire incapable d’atteindre la tumeur et enfin une troisième possibilité peut 

être l’existence de systèmes d’inhibition des lymphocytes T bien que les tumeurs soient infiltrées. Des 

mutations touchant principalement la voie de l’INF (mutation JAK1/JAK2 et B2M) ont été retrouvées 

et rendent les cellules tumorales insensibles aux IFN-. L’activation oncogénique de la voie MAPK 

entraîne la production de VEGF et d’IL-8 qui ont des effets inhibiteurs sur le recrutement et la 

fonction des cellules T. L’activation de la voie PI3K semble également problématique pour 

l’activation de la réponse immunitaire. La délétion de PTEN empêchant fortement l’expression de 

l’IFN-, du granzyme B et l’infiltration des CD8+ dans la tumeur. C’est pourquoi les patients porteurs 

d’une délétion PTEN ne sont pas susceptibles de recevoir une thérapie de transfert de cellules T 

(décrite dans la partie suivante) (Sharma et al., 2017). 

B.7.6 Thérapies émergentes 

Ayant reçu une AMM en 2015, la thérapie par virus oncolytique semble être une nouvelle opportunité 

pour les patients atteints de mélanome métastatique. Talimogene laherparepvec (T-VEC), est un 

herpès simplex virus de type 1 modifié. Il est directement injecté dans un nodule métastatique et même 

s’il pénètre à la fois les cellules saines et tumorales, il ne se réplique que dans les cellules de 

mélanome. Ceci entraîne la lyse des cellules tumorales avec relargage d’antigènes spécifiques à la 

tumeur reconnus par les CPA et activant les réponses T. Le taux de réponse objective est d’environ 

28% (Domingues et al., 2018). Des études cliniques sont toujours en cours pour savoir si cette thérapie 
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apporte un bénéfice cumulé avec les thérapies conventionnelles, avec les thérapies ciblées ou avec les 

immunothérapies. 

Une approche encore en cours d’étude est prometteuse, il s’agit du transfert adoptif de cellules T. Très 

chronophage, il s’agit de récolter des lymphocytes T de patients et de les rendre spécifiques à des 

antigènes du mélanome du patient. La stratégie la plus efficiente semblant être de produire des 

lymphocytes T mémoires plutôt qu’effecteurs car ils améliorent la fonction anti-tumorale. Enfin, une 

des dernières approches thérapeutiques est un transfert adoptif de cellules T avec un récepteur 

chimérique d’antigènes (CAR). Les CARs sont constitués d’un domaine extracellulaire qui est un 

anticorps à fragment variable reconnaissant un lipide, une protéine ou un carbohydrate, d’un domaine 

transmembranaire et d’un domaine intracellulaire stimulant la cellule T pour détruire la cellule 

tumorale. Des plasmides ou des rétrovirus permettent des générer ces cellules CAR-T dans lesquelles 

il faut placer un CAR contre un antigène ayant le maximum d’effet contre les cellules tumorales. Il 

existe encore peu d’études dans le mélanome mais les antigènes proposés sont le ganglioside GD2, 

VEGFR2, c-MET, CD70 qui sont tous en phase 1 d’étude clinique (Simon and Uslu, 2018). 

Pour finir, des études cliniques en phase 3 sont en cours sur l’utilisation du combo vémurafénib et 

tramétinib en combinaison avec le pembrolizumab (anti-PD1) ou avec l’atezolizumab (anti-PDL1) 

(Ascierto et al., 2018). Les résultats semblent prometteurs sans toxicité supplémentaire par rapport aux 

traitements seuls. Le taux de réponse est de 67% (cohorte de 15 patients) avec une médiane de survie 

de 20 mois environ sans progression tumorale. 
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Chapitre 2. MITF : un facteur de transcription pour le 
meilleur et pour le pire 

A. GÉNÉRALITÉS SUR LA FAMILLE DES FACTEURS DE 
TRANSCRIPTION MiT/TFE 

Le locus microphthalmia a été identifié en 1942 (Hertwig et al. 1942), son nom provient du fait que 

les souris avec des mutations dans ce locus présentent de petits yeux, des défauts de pigmentation, de 

la surdité et des défauts de développement dans les mastocytes et ostéoclastes. 50 ans plus tard le gène 

qui correspond à ce locus a été cloné (Hodgkinson et al., 1993; Tachibana et al., 1994) et son produit, 

appelé MITF (MIcrophthalmia associated Transcription Factor), identifié comme un facteur de 

transcription à motif hélice-boucle-hélice-glissière à leucine (ou bHLH-LZ) qui fonctionne en dimère. 

La glissière à leucine confère la stabilité et la spécificité des dimères de la famille MiT/TFE. MITF est 

un membre de la famille MiT/TFE qui est très conservé chez toutes les espèces de vertébrés. 11 

isoformes ont été décrits dans la littérature chez l’homme, ces derniers sont dus à des promoteurs 

alternatifs et dans la majorité des cas la séquence codante est partagée (de l’exon 2 à 9) seul le N-

terminus de la protéine diffère (Levy et al., 2006). MITF-M est l’isoforme majoritairement exprimé 

dans les mélanocytes, son premier exon est unique en comparaison aux autres isoformes et autres 

membres de la famille MiT/TFE dû à l’absence de l’exon 1b (Fuse et al., 1999). MITF  est très bien 

conservé dans l’évolution de l’homme au poisson-zèbre et les mutations sur ce locus entraînent des 

défauts pigmentaires chez l’homme, les souris, les rats, les poissons-zèbres et d’autres espèces. 

MITF possède quatre domaines de transactivation. AD1 possédant une région très conservée dans les 

différents membres de la famille TFE responsable de l’interaction avec CBP/p300. AD2 qui est 

important pour l’activité de MITF dans les ostéoclastes (Takeda et al., 2000b), AD3 semble avoir un 

faible pouvoir transactivateur et AD4 se retrouve uniquement dans l’exon 1a de l’isoforme MITF-A 

(Cf. Figure 8). 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Représentation schématique de la protéine MITF 
MITF est un facteur de transcription à motif hélice-boucle-hélice. Les différents domaines 
fonctionnels ont été caractérisés et sont représentés sur ce schéma de l’isoforme MITF-A avec 
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certaines modifications post-traductionnelles. Certaines protéines interagissant avec MITF sont 
également représentées. Adapté de (Steingrimsson et al., 1994). 

Les facteurs de transcription à motif hélice-boucle-hélice se lient à des motifs particuliers dits E-box 

(5’-CANNTG-3’) présents dans les gènes cibles de ces facteurs de transcription. La première hélice a 

été démontrée comme essentielle pour la liaison à l’ADN tandis que la deuxième joue son rôle au 

niveau de la dimérisation de la protéine (Ferre-D'Amare et al., 1994). La spécificité de liaison de ces 

facteurs de transcription réside dans la séquence centrale de la boîte E et dans les nucléotides 

flanquants cette séquence. MITF se lie à l’ADN sous forme de dimères qui peuvent être des 

hétérodimères ou des homodimères. En effet, les membres de la famille TFE comme le facteur de 

transcription EB (TFEB), TFE3, TFEC peuvent dimériser avec MITF. Cette caractéristique permet 

une variété d’opportunités de régulation de gènes cibles. Il est à noter que la spécificité des cibles peut 

être également modulée par la formation d’homodimères qui se révèlent être des hétérodimères car des 

modifications post-traductionnelles différentes peuvent se produire sur chaque monomère. 

Certaines modifications post-traductionnelles sont très conservées entre les membres de cette famille. 

Par exemple, la SUMOylation et la phosphorylation apparaissent toutes deux sur des résidus 

homologues de plusieurs membres de cette famille. En effet, le résidu S211 dans la protéine TFEB 

(qui peut être phosphorylé) est conservé dans chaque membre de la famille MiT/TFE (Puertollano et 

al., 2018). Dans la suite de ce chapitre, lorsque je mentionnerai MITF cela correspondra à l’isoforme 

MITF-M sauf indication contraire. 

B. HOMÉOSTASIE DES MÉLANOCYTES 

Comment MITF régule l’homéostasie des mélanocytes ? 

L’implication de ce facteur de transcription décrit comme le « master gene » de la pigmentation a pu 

être mis en évidence grâce à différentes approches de perte de fonction. Chez la souris, à un stade 

embryonnaire l’invalidation de MITF va entraîner la naissance d’une souris totalement blanche ainsi 

qu’une dépigmentation des yeux, une microphthalmie et une surdité. Ce phénotype étant dû à 

l’absence totale de mélanocytes dans ces souris. 

 

Chez l’homme, des mutations hétérozygotes de MITF entraînent le syndrome de Waardenburg de type 

IIA dont la transmission est autosomique dominante, caractérisé par une hypopigmentation hétérogène 

de la peau, des cheveux, une hétérochromie et une surdité (Read and Newton, 1997). Ces mutations 

sont pour la plupart non-sens induisant une protéine tronquée ou causant des modifications d’épissage 

de MITF résultant en des protéines non fonctionnelles dans tous les cas. Chez l’homme on ne retrouve 

que des mutations hétérozygotes de MITF  probablement car l’invalidation totale de ce gène est létale. 

Le piébaldisme caractérisé par une achromie triangulaire (souvent associé à une mèche de cheveux 
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blancs frontale) est un trouble autosomique dominant dû à des mutations du gène c-Kit (plus de 60 

mutations reportées). Le stem-cell factor stimule la voie du récepteur tyrosine kinase KIT qui régule 

MITF d’où les défauts pigmentaires observés chez ces patients (Fleischman et al., 1991; Kasamatsu et 

al., 2008; Tachibana, 1999). 

En régulant des gènes cibles essentiels au niveau embryonnaire… 

Les sites de liaison de MITF sur les promoteurs des gènes impliqués dans la pigmentation sont définis 

par une séquence plus large que le motif E-box, appelée M-box (5’-AGTCATGTGCT-3’) (Lowings et 

al., 1992). L’isoforme MITF-M va spécifiquement activer des gènes essentiels à la différenciation du 

mélanocyte, DCT, TYR, TRP1 tout en inhibant des gènes exprimés dans les CCN comme les facteurs 

SOX9 (SRY-related high mobility group box 9), SNAIL2 et FOXD3 (forkhead-box transcription factor 

D3) (Adameyko et al., 2012; Goding, 2000; Mort et al., 2015). L’expression ectopique de MITF-M 

dans des CCN chez le poisson-zèbre est suffisante à établir un destin mélanocytaire (Lister et al., 

1999). Le gène SLUG est régulé par MITF et est essentielle pour une migration efficace des CCN afin 

d’éviter tout défaut pigmentaire. En effet, certains patients possédant des mutations de SLUG 

présentent un syndrome de Waardenburg de type 2. 

En régulant des gènes cibles essentiels à la synthèse de mélanine… 

Concernant les gènes directement impliqués dans la synthèse de pigments, MITF est capable d’induire 

l’expression de MC1R, MLANA, PMEL17, RAB27A, MYOVA. MLANA permet la maturation des 

mélanosomes et la biosynthèse des mélanines, Pmel17 compose les fibres permettant d’accumuler la 

mélanine, Rab27a et Myosine Va servent à ancrer le mélanosome à l’actine sous corticale et par 

conséquent, aident à l’acheminement des mélanosomes à l’extrémité des dendrites. 

En régulant des gènes cibles essentiels à la survie des mélanocytes… 

L’absence de mélanocytes dans les souris déficientes pour MITF suggère un rôle de MITF dans les 

processus de prolifération et de survie. En effet, MITF régule les gènes suivants :  

- BCL2 qui est un facteur anti-apoptotique, des mutations dans ce gène chez la souris induisent la mort 

par apoptose des mélanoblastes contenus dans les follicules pileux. 

- CDK2 (cyclin-dependent kinase 2), le promoteur de ce gène chevauche les régions régulatrices de 

PMEL17 qui est aussi régulé par MITF jouant un rôle dans la mélanogenèse comme mentionné 

précédemment (Du et al., 2004). 

- BIRC7 un autre facteur anti-apoptotique, MET qui est un RTK, APEX1 et HIF1 qui protègent la 

cellule des stimuli pro-apoptotiques (Cheli et al., 2010). 

- FANCD2 agit en aval de MITF. FANCD2 joue un rôle dans la prolifération et la survie des cellules 

de mélanomes (Bourseguin et al., 2016). 
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MITF en se fixant à des séquences dans son promoteur, de plus PAX3 est capable de réguler 

négativement MITF via l’action de POU3F2/BRN2 dans les mélanomes (Watanabe et al., 1998). 

-MSH/MC1R/CREB 

L’-MSH se lie à son récepteur MC1R, ceci entraîne l’activation de l’adénylate cyclase et résulte en 

une augmentation d’AMP cyclique ce qui stimule la phosphorylation de la protéine liant l’élément de 

réponse à l’AMPc (CREB) par la PKA. Cette protéine peut se lier à des éléments de réponses à 

l’AMPc (CRE), c’est ainsi que P-CREB va se fixer sur le promoteur de MITF  et réguler sa 

transcription. Il a été montré que cette régulation nécessite la coopération de SOX10 qui doit se lier 

100pb en amont de CREB (Huber et al., 2003). 

La voie Wnt/-caténine 

Lorsque la voie Wnt est activée, la protéine -caténine s’accumule en intracellulaire et pourra ensuite 

activer ses gènes cibles grâce à sa liaison avec un membre de la famille des facteurs de transcription 

LEF-1/TCF (Lymphoid Enhancer Factor/ T Cell Factor) possédant un domaine HMG. L’ajout 

exogène de Wnt-3a induit l’expression de MITF-M dans des mélanocytes (Takeda et al., 2000b). De 

plus, le site de liaison de LEF1 à MITF a été identifié et démontre une liaison du tandem -

caténine/LEF-1 activant la transcription de MITF . De façon intéressante, on a également pu observer 

une boucle de rétrocontrôle positif via un complexe MITF/-caténine qui peut se fixer sur le 

promoteur MITF et stimuler sa transcription. 

ONECUT2 

Onecut-2 appartient aux facteurs de transcription ONECUT qui possèdent un homéodomaine. Il est 

exprimé dans les mélanocytes et semble essentiel à leur homéostasie mais aucune mutation spontanée 

de ce gène n’a été retrouvée à ce jour. Néanmoins, son inactivation entraîne des défauts du 

développement de la rétine chez la souris (Goetz et al., 2014). Onecut-2 régule MITF en se fixant à 

son promoteur (Jacquemin et al., 2001). 

Régulateurs négatifs de MITF 

FOXD3 

Les CCN expriment FOXD3 bien avant d’exprimer MITF et de se différencier en mélanocytes. 

FOXD3 a été montré comme réprimant l’expression de MITF dans le développement embryonnaire 

des poissons-zèbres, des poulets et dans des B16-F10 qui sont des cellules murines de mélanomes 

(Curran et al., 2009; Thomas and Erickson, 2009). Cependant, le mécanisme de répression de FOXD3 

sur MITF reste méconnu. 
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POU3F2 ou BRN2 

Le facteur de transcription BRN2 possède un domaine POU qui lui permet de se lier au promoteur de 

MITF  et d’entraîner sa répression. BRN2 est régulé par la -caténine et par BRAF (Goodall et al., 

2004a; Goodall et al., 2004b). BRN2 a également été montré comme un régulateur positif de MITF 

mais uniquement dans le contexte de la mutation oncogénique BRAF (Goodall et al., 2008). BRN2 et 

MITF sont co-exprimés dans les cellules de mélanome mais leur expression est inversement corrélée. 

Ceci est permis grâce à une régulation très fine médiée par le microRNA miR-211 dont la 

transcription est induite par MITF et qui réprime celle de Brn2 (Boyle et al., 2011). 

La voie TGF 

Le transforming growth factor  (TGF-) réprime l’expression de MITF et semble maintenir les 

mélanocytes dans un état souche et quiescent. Le TGF- réprime l’activité de la PKA ce qui réduit la 

phosphorylation de CREB dont dépend l’expression de MITF. D’un autre côté, une des cibles de la 

voie TGF-/SMAD est GLI2 un facteur de transcription Kruppel-like qui agit dans la voie de 

signalisation Hedgehog. Un site de fixation de GLI2 a été identifié sur la région promotrice de MITF 

et ce facteur a été démontré comme inhibant également l’expression de MITF (Pierrat et al., 2012). 

La voie TNF 

Des approches perte de fonction ont permis de prouver que le nuclear factor of activated T cells 2 

(NFATC2) est un facteur essentiel dans la dé-différenciation des mélanomes. Cette étude a également 

prouvé un lien entre le tumor necrosis factor alpha (TNF-) lié à la membrane et NFATC2. En effet, 

NFATC2 contrôle la dé-différenciation en induisant du TNF- lié à la membrane, ce dernier régule 

l’axe c-myc/BRN2 permettant la régulation de MITF par extension. Il a été montré que les cellules 

exprimant fortement NFATC2 mais faiblement MITF étaient moins immunogènes, impliquant MITF 

dans les mécanismes d’échappement du système immunitaire (Perotti et al., 2016). 

L’hypoxie 

Dans des conditions hypoxiques, il a été observé une activation de DEC1 par le facteur inductible par 

l’hypoxie (HIF1) qui a pour conséquence de réprimer MITF. Ce mécanisme pourrait contribuer à la 

variabilité intra-tumorale entre des zones hypoxiques avec une faible expression de MITF 

intracellulaire et les zones oxygénées avec une plus forte expression de MITF (Cheli et al., 2012). 

Autres 

Dans une espèce africaine de souris Rhabdomys pumilio qui possède des motifs à rayures, il a été 

montré que la génération des bandes claires étaient dues à une répression de MITF par le facteur de 
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transcription aristaless-like homeobox 3 (ALX3). Les auteurs de cette étude pensent que ce 

mécanisme est sûrement étendu à d’autres mammifères mais cette hypothèse reste à prouver 

(Mallarino et al., 2016). 

Ci-après quelques mécanismes encore méconnus seront résumés. 

Un mécanisme de répression intéressant a été reporté dans des cellules de mélanomes exprimant 

l’interleukin-1-receptor (IL-1R). La stimulation des cellules de mélanomes avec de l’IL-1a ou IL-1b 

entraîne une réduction de l’expression de MITF et ce processus pourrait nécessiter l’action de la voie 

NF-B (Kholmanskikh et al., 2010). En accord avec ce papier, un rôle répresseur de la voie NF-kB sur 

l’expression de MITF a également été rapporté (Konieczkowski et al., 2014). 

Une corrélation inverse a été observée entre les gains du nombre de copies chromosomiques liées à 

MYC en 8q24 et l'expression de MITF (Pouryazdanparast et al., 2012).  

Une corrélation positive entre les expressions de PDE4D et MITF a été observée, l’expression de 

PDE4D est augmentée dans le mélanome en comparaison aux nævi, enfin lorsque PDE4D est inhibé 

dans des cellules de mélanomes cela diminue fortement le niveau d’ARNm de MITF. PDE4D semble 

donc réguler MITF mais on ne sait pas si ce mécanisme est direct (Lin et al., 2013). 

Ces dernières années la découverte des ARN non-codants a permis de révéler des mécanismes de 

régulations méconnus jusqu’alors et le rôle prépondérant de micro acteurs comme les miRNA mais 

aussi de plus gros comme les long non-coding RNA (lncRNA). Ci-après je vais tacher de résumer les 

ARN non-codants les plus connus dans la régulation de MITF, cette liste étant non-exhaustive mais 

permettant de comprendre que la régulation de MITF est un sujet vaste dont tous les aspects n’ont pas 

encore été découverts. 

miR-211 est induit par MITF et aurait un rôle suppresseur de tumeur. Il a très récemment été 

démontré que cet axe est aussi un inducteur d’autophagie dans des conditions de stress (Ozturk et al., 

2018). En effet, miR-211 inhibe RICTOR ce qui permet la translocation de MITF dans le noyau pour 

transcrire ses gènes cibles reliés à l’autophagie. De plus, comme expliqué ci-dessus, le miR-211 inhibe 

BRN2, cette boucle permettant une régulation très fine des niveaux d’expression de MITF et BRN2 

(Boyle et al., 2011). A noter que les miR-204 et miR-211 sont les deux miRNA les plus induits par un 

traitement au vémurafenib. Bien que de la même famille de miRNA, ils possèdent deux rôles distincts. 

Le premier miRNA est sous le contrôle de STAT3 et cible AP1S2 ce qui inhibe la migration. Le 

deuxième miRNA cible EDEM1 et empêche la dégradation de la tyrosinase par la voie de 

signalisation ERAD (ER-associated degradation), ce qui lui confère un rôle dans la pigmentation 

observée sous vémurafenib (Vitiello et al., 2017). 



55 

 

La surexpression du miR-143-5p diminue l’expression de la TGFactivated kinase (TAK1) ce qui 

augmente la prolifération et la migration des mélanocytes tout en diminuant MITF (Ji et al., 2018). 

Le miR-26a se fixe en 3’-UTR de MITF et inhibe donc son expression, dans des cellules de 

mélanome cela permet une inhibition de prolifération, un arrêt en G0/G1 et une réduction de 

l’invasion in vitro et in vivo (Qian et al., 2017). 

Le miR-340 inhibe la différenciation des ostéoclastes en inhibant MITF (Zhao et al., 2017). 

Il a été démontré que les hommes atteints de mélanome ont moins de chances de survie que les 

femmes. Ceci semble lié à la présence du récepteur aux androgènes dans les tumeurs, qui augmenterait 

la migration des cellules de mélanome en modulant l’axe MITF-AXL. Cet axe altèrerait la 

signalisation miRNA-539-3-p/USP13 ce qui augmente la dégradation de MITF en inhibant la dé-

ubiquitinase USP13. En restaurant l’expression de MITF les auteurs ont pu inverser le phénotype 

migratoire de ces cellules (Wang et al., 2017). 

Enfin les miR-137, miR-148, miR-155 et miR-182 inhibent l’expression de MITF (Arts et al., 2015; 

Bemis et al., 2008; Haflidadottir et al., 2010; Segura et al., 2009). 

Ces dernières années les recherches se sont concentrées sur ces micro ARN d’où cette multitude 

d’études répertoriées ci-dessus mais ce panel pourra sûrement être étoffé dans les années à venir de 

nouveaux régulateurs parmi les lncRNA, les ARNsn et autres… A noter la très récente étude du 

lncRNA SAMMSON, qui est co-amplifié avec MITF dans les mélanomes, se situant également sur le 

chromosome 3p, 30kb après la séquence de MITF . Ce lncRNA n’est pas retrouvé dans les mélanocytes 

et dans les phases précédant la phase verticale de croissance des mélanomes. De plus, on ne retrouve 

pas de différence de son niveau d’expression dans les cellules MITFhigh et MITFlow. Les cellules de 

mélanomes sont dépendantes de ce lncRNA indépendamment du statut mutationnel. Il constitue donc 

une nouvelle vulnérabilité à exploiter pour des approches thérapeutiques (Leucci et al., 2016). 

C.2 Régulations post-traductionnelles de MITF 

MITF est également soumis à de nombreuses régulations post-traductionnelles qui permettent de 

réguler très finement son expression pour permettre une multitude de signaux intracellulaires allant de 

la différenciation des mélanocytes à la tumorigenèse (Cf. Figure 11).  
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ajout de BRAFV600E exogène réprime l’expression de MITF. De plus, les inhibiteurs de BRAF et MEK 

augmentent l’expression de MITF et ses cibles dans des lignées de mélanomes. Ces données suggèrent 

une régulation de MITF au niveau de la stabilité de la protéine (via une dégradation dépendante de 

l’ubiquitination) ainsi qu’à un niveau transcriptionnel. 

L’AMPc est capable d’inhiber la voie PI3K/AKT ce qui active la kinase GSK3. MITF est phosphorylé 

par la glycogen synthase kinase 3 (GSK3) sur plusieurs résidus, dont le premier identifié était le S298. 

L’effet de cette phosphorylation reste méconnu car deux études se contredisent l’une démontrant une 

transactivation de la tyrosinase et l’autre ne montrant aucun effet (Grill et al., 2013; Takeda et al., 

2000a). Récemment, des phosphorylations au niveau du C-terminus ont été identifiées et semblent 

altérer la stabilité de la protéine MITF (Ploper et al., 2015). Les résidus phosphorylés en C-term sont 

S397, S401 et S405, et ne sont possibles qu’après la phosphorylation sur la sérine 409 par la RSK1 qui 

serait un élément déclencheur de ces autres phosphorylations. 

Indépendamment de la kinase GSK3, des essais kinases in vitro et in vivo ont démontré que AKT 

pouvait phosphoryler MITF sur sa S510 ce qui conduit à la dégradation de MITF par le protéasome. 

Cette phosphorylation entraîne une augmentation d’affinité entre MITF et p53 qui forment un 

complexe régulant l’expression de CDKN1A, la phosphorylation S510 augmente de façon transitoire 

son expression (Wang et al., 2016). 

Dans le cadre de la mutation oncogénique KITD816V, un complexe se forme entre les kinases KIT, SRC 

et le facteur de transcription MITF ce qui entraînera sa phosphorylation et changera complètement le 

profil transcriptionnel de ces cellules. Les phosphorylations sont retrouvées sur les tyrosines Y22, Y35 

et Y90 et entraînent une activation des voies de signalisation en faveur de la prolifération, de la 

suppression de la sénescence, de la survie et de l’invasion. En prévenant cette phosphorylation par 

inhibition du complexe, les cellules de mélanomes deviennent sensibles aux inhibiteurs de SRC 

(Phung et al., 2017). 

Phosphorylations spécifiques aux ostéoclastes 

Des évènements de phosphorylations se produisant dans les ostéoclastes et leurs précurseurs restent à 

démontrer dans les cellules de la lignée mélanocytaire. La Cdc25c-associated protein kinase (C-

TAK1) peut phosphoryler MITF sur sa sérine 173 promouvant sa séquestration dans le cytoplasme en 

complexe avec les protéines 14-3-3 (Bronisz et al., 2006). Ceci empêche MITF d’aller réguler des 

gènes essentiels à la différenciation des ostéoclastes. 

L’oncogène fused in sarcoma (FUS) a été identifié comme un co-facteur partenaire de MITF. Sa 

liaison à MITF est dépendante de la phosphorylation Ser-307 par la p38 MAPK en réponse à RANKL 

(Receptor Activator of NF-KB Ligand). FUS est également capable d’augmenter la liaison de BRG1 

avec MITF permettant un remodelage de la chromatine et la régulation de gènes cibles importants 
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pour le lignage des ostéoclastes (Bronisz et al., 2014). Dans des cellules de mélanomes il a également 

été démontré la formation de complexes entre MITF-BRG1 (Keenen et al., 2010), que je décris dans 

un prochain sous-chapitre « remodelage de la chromatine par MITF ». Ce complexe est également 

requis pour l’activation de gènes mélanocytaires (de la Serna et al., 2006).  

 

Figure 12 : Représentation schématique des voies de signalisation induisant des 
phosphorylations régulant l’expression de MITF 
La régulation de MITF est complexe avec de multiples régulateurs en amont impliquant de multiples 
voies de signalisation. Cette régulation s’effectue dans des mélanocytes normaux et pathologiques. 
Adapté de (Hsiao and Fisher, 2014). 
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Acétylations 

MITF pourrait également être activé par acétylation sur les lysines 206 et 243 mais ceci n’a jamais été 

démontré (Cheli et al., 2010). Des expériences de mutagenèse ont démontré qu’une mutation sur K206 

diminuait fortement l’activité de MITF et que la seconde K243 entraînait une forme hyperactive 

augmentant la prolifération des cellules de mélanomes (Grill et al., 2013). 

Ubiquitinations 

MITF peut être ubiquitiné sur la lysine K201 par la E2 ligase UBC9, une mutation sur ce site ou une 

inhibition du protéasome résultent en une stabilisation et une accumulation de MITF (Xu et al., 2000) 

indiquant que l’ubiquitination induit la dégradation de MITF. Quand on utilise de la cycloheximide 

pour bloquer la synthèse protéique, la demi-vie basale de MITF est de 30min dans des cellules 

HEK293T (Zhao et al., 2011) et de 2,5h dans des mélanocytes non stimulés. A l’inverse lorsqu’il y a 

une surexpression de la déubiquitinase USP13 (qui a été démontrée comme un régulateur majeur du 

renouvellement de la protéine MITF), la demi-vie se retrouve augmentée jusqu’à 4h. Ceci suggère un 

renouvellement rapide de MITF qui est finement régulé. Ce processus ne peut se produire sans la 

présence des phosphorylations S73 et S409 sur MITF. 

SUMOylations 

Les SUMOylations sont des processus réversibles et labiles induisant des processus biologiques 

différents suivant le substrat. MITF peut subir des modifications par des small ubiquitin-like modifier 

(SUMO). Des études in vitro, ont montré que ces modifications se produisent sur les K182 et K316 et 

sont dépendantes des enzymes SUMO E1 et E2. De façon intéressante, la double mutation de ces 

lysines en arginines démontre une liaison à l’ADN normale, une stabilité et une localisation nucléaire 

maintenues ainsi qu’une augmentation de transcription des promoteurs contenant de multiples sites de 

fixation de MITF (E-box) et non pas de ceux n’en contenant qu’un. Cette double mutation permet 

également une plus forte coopération SOX10-MITF sur le promoteur DCT (Murakami and Arnheiter, 

2005). 

Récemment, une mutation germinale E318K a été découverte sur MITF qui interfère avec la 

sumoylation en K316 et qui pré-dispose au mélanome et au carcinome rénal (Bertolotto et al., 2011). 

Au niveau fonctionnel, la mutation augmente la liaison de MITF à certaines cibles changeant le profil 

transcriptionnel induit. Notre papier récemment publié, démontre que la mutation MITFE318K retarde le 

programme de sénescence dans des mélanocytes et qu’elle favorise la progression tumorale dans un 

modèle murin BRAFV600E/+ ;Pten-/- (Bonet et al., 2017). Il est à noter que dans les ostéoclastes, la 

sumoylation en E316 réprime l’interaction MITF-FUS-BRG1 ce qui inhibe l’activité transcriptionnelle 

de MITF (Bronisz et al., 2014). 
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Autres régulations 

En 2005, mon équipe a également pu démontrer que MITF peut être un substrat des caspases et ont 

identifié un site de clivage au niveau de l’asparagine 345 au niveau du C-term. Le fragment C-term 

ainsi généré sensibilise les cellules aux signaux apoptotiques. Une forme non clivable de MITF rend 

les cellules de mélanomes résistantes aux stimuli apoptotiques (Larribere et al., 2005). 

Ci-après quelques mécanismes encore méconnus seront résumés. 

La suppression d’ETV1 (E twenty-six variant 1) a été associée à une diminution d’expression 

protéique de MITF. De plus, l’oncogène ETV1 est amplifié (>6copies/cellules) dans 13% des 

mélanomes primaires et 18% des mélanomes métastatiques ce qui augmente l’expression de MITF et 

est nécessaire pour la transformation de mélanocytes immortalisés par NRASG12D et ETV1 (Jane-

Valbuena et al., 2010).  

PRMT5 (protein arginine methyltransferase 5) est une enzyme impliquée dans les modifications post-

traductionnelles de protéines. L’expression de PRMT5 est augmentée dans les mélanomes et la 

déplétion de cette protéine entraîne une forte diminution d’expression protéique de MITF indiquant 

que PRMT5 semble réguler positivement MITF (Nicholas et al., 2013). 

D. RÔLE TUMORIGENE DE MITF 

D.1 Amplification 

MITF joue un rôle dans la mélanomagénèse, mais contrairement au rôle de MITF durant le 

développement, -dans lequel on retrouve des phénotypes bien définis d’absence de protéine 

fonctionnelle entraînant des défauts pigmentaires- le rôle de MITF dans la tumorigenèse est plus 

complexe. La première étude qui a démontré le rôle de MITF comme un oncogène a montré qu’il était 

amplifié dans 10 à 20% des mélanomes (Garraway et al., 2005). Cette amplification semble reliée à la 

progression de la maladie puisque les tumeurs métastatiques présentent une plus fréquente 

amplification de MITF que des tumeurs primeurs ou des nævi. L’amplification de MITF est corrélée 

avec une diminution de la survie globale des patients. Cependant, le niveau d’expression de MITF 

reste très variable de façon inter-tumorale et intra-tumorale et on ne peut vraiment définir si MITF 

fonctionne comme un suppresseur de tumeur ou un oncogène. 

D.2 Coopération avec la voie MAPK 

Plusieurs études démontrent son rôle oncogénique médié par différents acteurs, en effet, MITF 

coopère avec BRAFV600E pour transformer des mélanocytes primaires humains. Cette mutation réprime 

l’expression de MITF dans les mélanomes ce qui a pour conséquence une prolifération anarchique. 

Une réintroduction exogène de MITF rétablissant un niveau normal de prolifération dans des cellules 
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mutées BRAFV600E (Wellbrock and Marais, 2005). Ceci suggère que MITF a un rôle anti-prolifératif, 

réprimé par la signalisation BRAF, qui est un évènement majeur pour la progression tumorale des 

tumeurs présentant la mutation oncogénique BRAF. Trois ans plus tard les mêmes auteurs définissent 

un modèle expliquant comment avoir suffisamment d’expression de MITF pour induire l’expression 

de ses gènes cibles CDK2, CDK4 et BCL2 permettant la prolifération des cellules de mélanomes. 

D’un côté la voie de signalisation BRAF va phosphoryler MITF et induire sa dégradation par le 

protéasome, de l’autre cette même voie induit l’expression du facteur de transcription BRN2 qui 

stimule l’expression de MITF. Cet équilibre d’expression, -pas assez élevé pour induire une 

différenciation et pas assez faible pour entraîner la sénescence ou l’apoptose- permet la prolifération et 

la survie des cellules (Wellbrock et al., 2008). Néanmoins, des résultats opposés ont été obtenus par le 

groupe de C. Goding montrant que BRN2 réprime l’expression de MITF (Goodall et al., 2008). Ceci 

pourrait s’expliquer par le contexte cellulaire et notamment par le microenvironnement influençant les 

niveaux d’expression de certains facteurs de transcription et de co-facteurs régulant MITF (Vance and 

Goding, 2004) ce qui jouerait sur le rôle activateur/répresseur de BRN2. 

Une étude sur l’interaction entre MITF et l’oncogène BRAF a récemment été effectuée in vivo, dans 

laquelle le mutant BRAF a été couplé avec un mutant de MITF hypomorphe et sensible à la 

température dans le modèle du poisson-zèbre (Johnson et al., 2011). Quand les poissons-zèbres sont 

cultivés à une faible température les niveaux d’expression de MITF sont faibles, à l’inverse, à haute 

température il n’y a plus suffisamment d’expression de MITF pour permettre le développement des 

mélanocytes. Trois ans plus tard, la même équipe a réutilisé ce modèle de faible niveau d’expression 

de MITF inductible avec l’oncogène BRAF. Ils ont pu constater que ni la coexpression de BRAFV600E 

et de MITFWT ni la corexpression de BRAFV600E avec la version hypomorphe de MITF cultivé à une 

haute température n’induisaient la formation de tumeurs. Cependant, la combinaison de BRAFV600E 

avec le mutant hypomorphe de MITF résulte en la formation de nævi et de tumeurs quand les poissons 

sont cultivés à une faible température, indiquant que le faible niveau d’expression de MITF à cette 

température suffit pour interagir avec BRAF oncogénique et facilite le développement du mélanome in 

vivo (Lister et al., 2014). Par la suite, ils ont laissé les tumeurs se développer et ont observé qu’en 

passant à haute température les tumeurs régressaient indiquant que la présence de MITF même à un 

faible niveau est nécessaire non seulement pour le développement mais aussi pour la maintenance de 

la tumeur. Pour finir, s’ils effectuaient la même expérience puis permettaient la réexpression de MITF 

les tumeurs revenaient aux mêmes endroits indiquant qu’une population de cellules est capable de 

persister à l’endroit de la tumeur et que la ré-expression de MITF est suffisante pour permettre à 

nouveau la progression d’une tumeur. 
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D.3 Coopération d’autres voies de signalisation 

Comme dit précédemment MITF est une cible de la voie Wnt, la -caténine se fixe sur le promoteur 

de MITF et l’active. L’induction de prolifération cellulaire par la voie Wnt dans des lignées de 

mélanome humain est dépendante de l’induction de l’expression de MITF. La suppression de la 

croissance clonogénique des cellules de mélanomes par la perturbation de l’axe LEF1/TCF est 

restaurée par l’expression de MITF (Widlund et al., 2002).  

 

La croissance indépendante de l’ancrage est permise grâce aux cibles de MITF telles que PGC1, c-

MET et CDK2 (Du et al., 2004). Durant ce processus, des espèces réactives à l’oxygène (ROS) sont 

produites par le détachement des cellules tumorales à la matrice extracellulaire (MEC), ces ROS 

peuvent être réduites grâce aux cibles de PGC1. C-MET a également un rôle prépondérant dans la 

croissance indépendante de l’ancrage dépendante de KRAS dans les cancers mutés KRAS (De Luca et 

al., 2015; Fisher et al., 2011; Haq et al., 2013). 

 

Le RTK TYRO3 est surexprimé dans les lignées de mélanomes et dans les mélanomes primaires, ce 

récepteur est capable via SOX10 de réguler l’expression de MITF. TYRO3 empêche la mise en place 

de la sénescence induite par l’oncogène BRAF et transforme ainsi les mélanocytes immortalisés (Zhu 

et al., 2009). 

 

MITF supprime l’invasion médiée par la voie RHO/ROCK à travers la régulation de DIA1 (Carreira et 

al., 2006). En effet, diaphanous-related formin (DIAPH1 ou DIA1), promeut la polymérisation de 

l’actine et coordonne le cytosquelette d’actine et le réseau de microtubules à la périphérie de la cellule. 

L’inhibition de MITF réduit l’expression de DIA1, cause la réorganisation du cytosquelette et 

l’augmentation de l’invasion dépendante de ROCK, à l’inverse lorsque MITF est fortement exprimé 

l’invasion est réduite. De plus, la régulation de DIA1 par MITF contrôle la dégradation de p27(Kip1) 

de façon à ce que lorsque MITF est inhibé, le cycle cellulaire est arrêté en G1 via p27(Kip1). 

 
D.4 Mutations 

Des mutations somatiques de MITF ont été identifiées dans 14% des mélanomes primaires et dans 

22% des mélanomes métastatiques et altèrent son activité transcriptionnelle (Cronin et al., 2009). Une 

de ces altérations a plus précisément été étudiée, la mutation MITFE87R a été démontrée comme 

favorisant la progression tumorale via la protéine S100A4 (Nordlinger et al., 2018). Comme dit dans 

les sous chapitres précédents la mutation germinale MITFE318K inhibe la sumoylation au site K316 ce 

qui stimule l’activité transcriptionnelle de MITF, prédispose au mélanome, retarde la sénescence et 

promeut la progression tumorale (Bertolotto et al., 2011; Bonet et al., 2017). 
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D.5 Oscillations du niveau d’expression de MITF : un interrupteur permettant 
de réguler les différents processus de la tumorigenèse  

Comme on a pu le voir, il est très difficile de définir quel niveau d’expression exact de MITF est 

requis pour échapper à la tumorigenèse ou la provoquer. Le paramètre qui n’a pas été mentionné 

jusqu’ici et qui permet en partie de mieux comprendre ces phénomènes c’est le temps. Les gènes 

cibles de MITF ne doivent pas être exprimés en même temps. Des modèles ont été définis et revus au 

cours des années pour concilier les différents rôles de MITF suivant son niveau d’expression et son 

niveau d’activité régulé par des co-facteurs et modifications post-traductionnelles (Carreira et al., 

2006). Ainsi de forts niveaux d’expressions de MITF sont associés à la différenciation des 

mélanocytes et inversement la très faible expression de MITF est associée au processus de sénescence 

(Giuliano et al., 2010). Des niveaux intermédiaires permettent plutôt la prolifération des cellules de 

mélanomes. L’expression de MITF peut donc être considérée comme le rhéostat entre ces deux 

phénomènes. 

Un groupe a donc défini deux phénotypes distincts suivant l’expression de MITF, les cellules MITF-

high (exprimant de forts niveaux d’expression de MITF) possèdent un phénotype prolifératif plutôt 

contrôlé par la voie Wnt et les cellules MITF-low (exprimant de faibles niveaux d’expression de 

MITF) possèdent un phénotype invasif en partie contrôlé par la voie TGF(Hoek et al., 2008). Les 

cellules tumorales sont capables de passer d’un phénotype à l’autre durant la progression tumorale. 

L’expression de BRN2 a été associée à ces phénotypes, en effet, les cellules BRN2high/MITFlow sont 

peu pigmentées et invasives, à l’inverse les cellules BRN2low/MITFhigh seront pigmentées et 

prolifératives. Il a été montré que lorsque les cellules effectuent une TEM, les cellules qui se dé-

différencient sont BRN2high/MITFlow puis une fois leur site secondaire atteint afin d’établir une tumeur 

secondaire elles deviennent BRN2low/MITFhigh. Ces changements sont donc réversibles indiquant que 

les cellules de mélanomes sont plastiques (Pinner et al., 2009). On retrouve ces mêmes caractéristiques 

pour les cellules AXLhigh/MITFlow et inversement AXLlow-MITFhigh (Muller et al., 2014). 

Il est évident que dans une grande majorité d’études nous observons un phénomène à un temps t et on 

ne peut actuellement définir un historique exact des niveaux d’expression de MITF très précis, même 

si celui-ci se précise au cours du temps.  

Ces dernières années des expériences de RT-qPCR de cellules uniques ont révélé une expression de 

MITF hétérogène dans la lignée de cellules de mélanomes 501mel confirmant les observations 

précédentes (Ennen et al., 2015). Ceci a également été observé sur des tumeurs de patients où une 

sous-population MITFlow et AXLhigh a été retrouvée (Tirosh et al., 2016). La sous-population 

MITFlow/AXLhigh a été démontrée comme résistante aux thérapies ciblées c’est pourquoi on doit 
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continuer à mieux comprendre cette alternance de phénotype pour pouvoir cibler au mieux ces 

cellules. 

L’inhibition transitoire de MITF augmente le nombre de cellules initiatrices de mélanomes. En effet, 

l’inhibition de MITF induit l’expression d’OCT4 et de NANOG, deux marqueurs de cellules souches 

(Cheli et al., 2011). Cette population MITFlow est associée à une division très lente au sein de la 

tumeur, elle possède un fort potentiel tumorigénique in vivo et est capable de reformer une tumeur 

hétérogène dans des souris immunocompétentes. Ces cellules sont considérées comme quiescentes. 

D.6 Remodelage de la chromatine par MITF  

MITF est impliqué dans le remodelage de la chromatine ce qui lui permet de réguler une partie de ses 

gènes cibles. MITF peut recruter les histones acétyltransférases p300 et CBP pour activer la 

transcription de gènes. MITF peut s’associer à BRG1 qui est un composant du complexe SWI/SNF 

avec BAF et PBAF pour réguler des gènes impliqués dans la pigmentation. Des analyses de chip-seq 

ont révélé d’autres combinaisons possibles avec MITF, SOX10, TFAP2A et YY1 pour recruter BRG1 

et moduler l’expression de gènes de la pigmentation et du développement des mélanocytes. 

 

L’inhibition de BRG1 par approche siRNA dans des cellules de mélanome entraîne un phénotype très 

similaire à l’inhibition de MITF, les cellules ont une morphologie et un profil de cellules sénescentes, 

avec une réduction d’expression des gènes cibles de MITF. L’inhibition de MITF induit une 

sénescence associée à un phénotype sécrétoire (SASP) avec une expression accrue de CCL2, CTGF, 

SERPINE1 et plusieurs autres facteurs sécrétés parmi lesquels 15 d’entre eux sont retrouvés lorsque 

l’on inhibe BRG1. Des données supplémentaires ont permis de conclure que BRG1 est essentiel pour 

l’expression de MITF et qu’il agit comme un co-facteur de MITF puisque l’expression ectopique de 

MITF dans des cellules BRG1-invalidées ne suffit pas à rétablir le profil transcriptionnel attendu. De 

plus, BRG1 est recruté par plusieurs facteurs de transcriptions sur différents sites dans le génome des 

cellules 501mel démontrant le rôle prépondérant du remodelage de la chromatine (Laurette et al., 

2015). En effet, une inhibition de BRG1 cause une inhibition d’ostéopontine, de l’IGF1, TGF2 et de 

la survivine, des facteurs associés à la progression tumorale et à un rôle anti-apoptotique. BRG1 régule 

donc d’autres gènes indépendamment de MITF qui sont impliqués dans la tumorigenèse (Ondrusova et 

al., 2013). 

Des expériences de séquençage à haut débit (chip-seq) ont permis la détection d’un site de liaison de 

BRN2 sur le promoteur du nuclear factor one b (NFIB) dans des cellules 501mel (Kobi et al., 2010). 

NFIB est un facteur de transcription de la famille NFI qui joue un rôle dans le développement de 

nombreux organes dont les poumons et le cerveau. L’inhibition de MITF augmente l’expression de 

NFIB et EZH2 mais il ne semble pas exister une interaction directe entre ces gènes. Néanmoins, 

l’inhibition de MITF augmente l’expression de BRN2 et la régulation de NFIB et EZH2 (enhancer of 



65 

 

zeste homolog 2) pourrait s’effectuer par ce biais. EZH2 est une enzyme histone lysine N-

methyltransferase impliquée dans la méthylation des histones et donc la répression transcriptionnelle. 

L’équipe de Smith a pu démontrer que NFIB régulait MITF via une augmentation d’expression 

d’EZH2. EZH2 serait donc capable de réprimer l’expression de MITF en méthylant la chromatine 

démontrant que la régulation NFIB-MITF est dynamique et réversible et peut donc être impliquée 

dans les changements phénotypiques (prolifératif/invasif) (Fane et al., 2017). 

E. SÉNESCENCE 

La senescence cellulaire a été identifiée en 1961, elle se définit par un processus d’arrêt définitif de la 

prolifération en réponse au vieillissement cellulaire (Hayflick and Moorhead, 1961). Au cours des 

mitoses, les extrémités des télomères se raccourcissent progressivement. La télomérase permet de 

prévenir ce raccourcissement, or, dans les cellules somatiques l’activité de cette enzyme est rare voire 

inexistante. Dans ce cas, quand la taille des télomères devient critique, un signal anti-prolifératif est 

activé et cela conduit à un arrêt permanent du cycle cellulaire par un processus appelé sénescence 

réplicative. La sénescence est associée à un changement phénotypique et morphologique particulier. 

Les cellules s’élargissent, on observe une augmentation de la granulosité, une expression élevée de 

l’activité SA--galactosidase, un remaniement de la chromatine avec des foyers d’hétérochromatine 

SAHF (Senescence-Associated Heterochromatin Foci) enrichis en méthylations empêchant 

l’expression des gènes de la famille E2F impliqués dans la progression du cycle cellulaire (Rastogi et 

al., 2006). 

La sénescence peut survenir précocement à la suite de plusieurs stimuli comme l’activation 

d’oncogènes, un stress oxydatif, des dommages à l’ADN ou l’ajout de drogues pharmaceutiques. On 

parle de sénescence prématurée présentant les mêmes caractéristiques que la sénescence traditionnelle. 

Les mélanocytes sont également soumis à la sénescence (Schwahn et al., 2005), celle-ci dépend de 

p16INK4a puisque son inactivation augmente le nombre de mitoses dans les mélanocytes 

(Sviderskaya et al., 2002), mais aussi à l’inhibition de CDK2, CDK4 et à la déphosphorylation de Rb 

réprimant les gènes sous le contrôle de E2F. L’image de la sénescence dans les mélanocytes étant la 

formation de nævi suite aux mutations oncogéniques BRAFV600E,  NRASQ61R ou HRASG12V. On parle 

d’oncogene-induced senescence (OIS). 

Dans les mélanocytes sénescents MITF est très faiblement exprimé voire absent, de plus, dans des 

lignées de mélanomes l’inhibition de MITF déclenche l’entrée en sénescence de ces cellules. MITF 

peut donc être considéré comme un facteur anti-sénescence. La sénescence induite par l’absence de 

MITF semble indépendante de p16INK4a mais nécessiterait p53. Le stress oxydatif peut également 

causer des dommages à l’ADN et la sénescence via p53 (Lewis et al., 2008). Pour éviter 

l’accumulation de ROS, des enzymes de détoxification existent et transforment les ROS en H2O2. 
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MITF régule l’expression du complexe APE1/REF1 détoxifiant et p53 le réprime (Liu et al., 2009; 

Zaky et al., 2008). La diminution de ce complexe provoque la sénescence dans des cellules souches 

mésenchymateuses (Heo et al., 2009). Enfin, T-box transcription factor 2 (TBX2) est une autre cible 

de MITF, ce facteur de transcription réprime CDKN2A (p16INK4A). MITF active TBX2 et joue donc 

un rôle dans le maintien de la prolifération et la suppression de la sénescence dans le mélanome 

(Vance et al., 2005). Rappelons que MITF régule positivement CDKN2A, WAF1 (p21Cip1) et CCND1 

qui sont mutés dans les mélanomes ou amplifié dans 25% des cas de mélanome pour CCND1. 

Pour finir, MITFE318K empêche le programme de sénescence dans des mélanocytes primaires humains. 

L’étude des tumeurs MITFWT et des tumeurs MITFE318K a montré une répression de CDKN2B et 

CDKN2A dans les tumeurs MITFE318K (Bonet et al., 2017). L’échappement au processus de 

sénescence des mélanocytes ayant une mutation oncogénique BRAF permettra le développement du 

mélanome. 

F. IMPLICATIONS DANS LE CYTOSOL 

Récemment, MITF, TFEB et TFE3 ont été décrits comme des régulateurs de la fonction lysosomale et 

du métabolisme. De nombreux gènes reliés aux lysosomes ou à l’autophagie possèdent un ou des 

motifs à 10 paires de bases 5’-GTCACGTGAC-3’ nommés « Coordinated Lysosomal Expression and 

Regulation » elements (CLEAR elements). Les éléments CLEAR sont reconnus par la famille MITF et 

permettent la transcription des gènes contenant ces éléments dans leur promoteur (Martina et al., 

2014a; Sardiello et al., 2009). Une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine sur l’ensemble 

du génome a révélé une liaison de TFEB aux éléments CLEAR avec une augmentation d’expression 

des protéines lysosomales (Palmieri et al., 2011). 471 cibles directes de TFEB ont été identifiées, 

comprenant des protéines impliquées dans l’acidification des lysosomes, des enzymes de dégradation 

ainsi que des protéines impliquées dans l’autophagie et l’endo/exo phagocytose. D’une façon 

comparable, TFE3 et MITF peuvent se lier aux motifs CLEAR et induire la biogenèse lysosomale et 

l’autophagie (Martina et al., 2014b; Ploper et al., 2015). Le système d’autophagie est un processus 

catabolique des agrégats protéiques et autres macromolécules. Ce processus est très important dans la 

cellule saine mais aussi dans les cellules cancéreuses qui utilisent l’autophagie comme mécanisme de 

survie. L’autophagie a des propriétés cytoprotectrices et oncoprotectrices puisqu’elle permet d’éviter 

les stress oxydatifs, de prévenir les dommages à l’ADN et de maintenir le métabolisme même en 

conditions de déplétions d’acides aminés (AA) (Kenific and Debnath, 2015; White, 2012). 
 

Actuellement, on sait que les cellules cancéreuses subissent une reprogrammation adaptative de leur 

métabolisme pour utiliser différents substrats pour maintenir leur besoin de proliférer. L’effet Warburg 

fait également partie de cette reprogrammation métabolique, les cellules passant de la phosphorylation 

oxydative pour leur besoin en ATP à la glycolyse (Warburg, 1956). L’autophagie participe à cette 
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reprogrammation en dégradant les lipides et protéines dans les lysosomes pour que ces substrats 

participent à la biosynthèse des membranes et des acides nucléiques. 

 

F.1 Mécanisme de régulation des motifs CLEAR 

TFEB et TFE3 sont recrutés à la membrane externe des lysosomes en interagissant via leurs 30 

premiers résidus N-terminaux avec les Rag guanosine triphosphatases (GTPases). En condition riche 

en nutriments, mTORC1 actif est recruté à la surface des lysosomes où il pourra phosphoryler en 

Ser142 TFEB (possiblement en Ser211 également et en Ser 321 pour TFE3), ce qui déclenche la 

liaison de ces facteurs de transcription aux chaperones cytosoliques 14-3-3. Ceci occasionne la 

séquestration cytoplasmique de TFEB et TFE3 empêchant ces facteurs de transcription d’aller réguler 

leurs gènes cibles. A l’inverse, quand la cellule se retrouve en restriction nutritionnelle ou qu’il y a un 

stress lysosomal (par un traitement à la chloroquine par exemple), l’activité mTORC est inhibée, 

TFEB et TFE3 non-phosphorylés seront transloqués dans le noyau, se lient aux motifs CLEAR et 

régulent leurs gènes cibles pour restaurer une homéostasie nutritionnelle grâce à une augmentation de 

production de lysosomes, d’autophagosomes et d’exocytose (Martina et al., 2014b). 

 

F.2 L’expression de MITF est corrélée avec beaucoup de gènes endolysosomaux 

Une analyse GSEA (Gene Set EnrichmentAnalysis) d’une puce à ADN effectuée sur 51 lignées de 

mélanomes différentes a été effectuée et a permis de corréler l’expression de MITF à tous les gènes 

lysosomaux contenant des motifs CLEAR dans leur promoteur/enhancer (Ploper et al., 2015). De 

façon intéressante, ceci n’a pas été le cas avec TFEB. De plus, la surexpression de MITF a permis de 

confirmer ces résultats en montrant l’activation de ces gènes lysosomaux. Néanmoins, malgré cette 

augmentation significative d’endolysosomes/MVB (multivesicular body), ces derniers ne sont pas 

complètement fonctionnels puisqu’ils ne peuvent pas dégrader des protéines endocytées.  
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Figure 13 : Représentation schématique du réseau de gènes à motifs CLEAR régulés par MITF 
Dans les lignées de mélanomes MITF corrèle avec l’expression de beaucoup de gènes lysosomaux 
contenant des motifs CLEAR. Cette analyse de puce ADN a utilisé 51 lignées de mélanomes divisées 
en sous-groupes : MITF-low, MITF-high. Cette puce a démontré que les lignées de mélanomes 
exprimant fortement MITF présentaient également une forte expression des gènes lysosomaux 
contenant un ou plusieurs motifs CLEAR. Cette figure montre l’ensemble de ces gènes répertoriés 
dont l’expression corrèle à celle de MITF dans cette étude. Adapté de Ploper et al, 2015. 

D’autres études démontrent que certains isoformes de MITF peuvent jouer le même rôle que TFEB et 

TFE3, MITF-A semble se localiser à la membrane lysosomale, se lier aux Rag GTPases et transloquer 

dans le noyau lorsque mTOR est inhibé de façon similaire à ce qu’on observe pour TFEB et TFE3. 

Dans le cas de TFEB, les sérines 142 et 211 sont requises pour la séquestration cytoplasmique. Pour 

MITF, la sérine 173 a été démontrée comme analogue à la S211 et est requise pour la séquestration 

cytoplasmique de MITF-A par les protéines 14-3-3 (Martina and Puertollano, 2013). Il est donc 

important de rappeler que les activités de TFEB, TFE3 et des isoformes MITF-A et MITF-D sont 

régulées par l’homéostasie nutritionnelle qui détermine la localisation sub-cellulaire de ces protéines 

selon la phosphorylation par mTOR. Cependant, l’isoforme MITF-M échappe à cette régulation car on 

ne retrouve pas la même homologie que ces protéines en N-term (les 30 résidus de liaison à la 

membrane lysosomale étant absents), la partie N-term de MITF-M étant unique et spécifique à cet 

isoforme. C’est pourquoi MITF-M est un facteur de transcription constitutif. La même observation a 

été réalisée dans le modèle de la drosophile, les auteurs ont démontré que MITF régulait l’expression 

de gènes codant pour des sous-unités de V-ATPases ainsi que plusieurs gènes impliqués dans l’axe 

lysosome-autophagie. L’inhibition de MITF conduit à des lysosomes anormaux et empêche la fusion 

des autophagosomes ainsi que la dégradation des lipides (Bouche et al., 2016). 

Pour finir, l’étude de Ploper et al. (Cf. Figure 13) a permis d’identifier que l’expression des gènes 

lysosomaux comme la céramidase acide (ASAH1), le GM2 ganglioside activator (GM2A), la 

phosphatase acide (ACP5), le chloride channel voltage-sensitive 7 (CLCN7), l’osteopetrosis-

associated transmembrane protein 1 (OSTM1), la cathepsine K et de multiples ATPases corrélait avec 

celle de MITF (Ploper et al. 2015). Leur hypothèse serait que MITF pourrait se lier au motif CLEAR 

tout comme TFEB et activer l’expression de ces gènes lysosomaux. 

F.3 L’expression de MITF est corrélée négativement avec des gènes clefs de la 
macroautophagie 

L’étude des gènes reliés aux autophagosomes a montré des gènes à l’expression positivement corrélée 

à celle de MITF (ATG3, UVRAG, VPS1, SNCA et AMBRA1) mais d’autres comme ATG7, ATG12 

et ATG5 étaient négativement corrélés avec MITF. Le profil est vraiment différent de celui observé 

avec les gènes lysosomaux tous positivement corrélés avec l’expression de MITF. Cette observation 

est surprenante puisque les gènes de l’autophagie possèdent également des motifs CLEAR dans leur 
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promoteur ainsi qu’un T flanquant en 5’ essentiel pour la liaison de MITF. De plus, dans des cellules 

RPE (Retinal Pigment Epithelium), MITF-A active l’autophagie mais pas les gènes lysosomaux. 

Une étude très récente a pour la première fois démontré un rôle spécifique de MITF dans l’autophagie 

impliquant la surexpression du miR-211. Dans des conditions de stress incluant des restrictions de 

nutriments et une inhibition de mTOR, l’axe MITF-miR211 constitue une nouvelle boucle de 

régulation contrôlant l’activité autophagique dans les cellules. Le miR-211 inhibe RICTOR en se liant 

à son ARNm ce qui cause une inhibition de la voie de signalisation mTORC1 stimulant la 

translocation nucléaire de MITF et l’activation des gènes d’autophagie. Ce mécanisme est ubiquitaire 

puisque MITF et le miR-211 ont été co-exprimés dans plusieurs lignées cellulaires provenant de 

différents tissus (y compris une lignée de cellules de mélanome), et ces effets étaient tissu-indépendant 

(Ozturk et al., 2018).  

Pour conclure, bien que MITF régule l’expression de nombreux gènes requis pour la biogenèse des 

mélanosomes et que ces organelles sont assimilées à des LRO, les mélanosomes sont très différents 

des endosomes et lysosomes et représentent un lignage d’organelles au profil protéomique unique 

(Raposo and Marks, 2007). C’est pourquoi on ne peut pas assimiler la régulation des gènes 

lysosomaux à une simple régulation de gènes reliés aux mélanosomes. Puisque la famille MiT peut 

dimériser avec les différents membres, il y a de multiples possibilités de « crosstalk » et de 

compensations entre les différents membres. Par exemple, dans les ostéoclastes TFE3 et MITF ont des 

fonctions redondantes. La contribution de chaque membre -voire de chaque isoforme dans le cas de 

MITF- dans la biogenèse des organelles pourrait dépendre de la présence de nutriments, du type 

cellulaire et des différents stimuli subis par la cellule. 
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Chapitre 3. Le métabolisme des sphingolipides 

A. GÉNÉRALITÉS SUR LES SPHINGOLIPIDES 

Les sphingolipides sont des lipides membranaires amphiphiles caractérisés par la présence d’une 

sphingosine, une longue chaîne amino et hydroxy-alkylique. Après plus d’un siècle d’études, on 

connait maintenant leur structure, leurs propriétés physico-chimiques, leur distribution et leur quantité 

dans les cellules et tissus de différentes espèces animales y compris l’homme (Sonnino et al., 2006). 

Le compartiment de destination finale des sphingolipides est la membrane plasmique. Cependant, ils 

doivent subir de nombreuses modifications intracellulaires, c’est pourquoi on en retrouve une portion 

non négligeable dans des organelles cytoplasmiques (Hannun and Obeid, 2018).  

A.1 Synthèse des sphingolipides 

Le métabolisme des sphingolipides possède une voie unique d’entrée via la serine palmitoyl 

transférase (SPT) qui forme le premier sphingolipide de novo. La voie de sortie passe par la 

sphingosine-1-phosphate lyase (SPL), qui permet la formation de métabolites simples qui seront 

réutilisés par la cellule. Les sphingolipides sont caractérisés par une longue chaîne carbonée 

sphingoïde (18 à 20 atomes de carbones) appelée également sphingosine (base insaturée) ou 

dihydrosphingosine (base saturée).  

A partir de cette base sphingoïde, l’ajout d’un phosphate sur le groupement hydroxyle en C1 aboutit à 

la formation de la sphingosine-1-phosphate molécule biologiquement active. Des acides gras (AG) 

peuvent se fixer par N-acylation sur la base sphingoïde pour former d’autres sphingolipides. Les AG 

peuvent être saturés ou monoinsaturés avec des longueurs de chaîne et des degrés d’hydroxylation 

variables. La sphingosine N-acylée est appelée céramide (Cer). Elle peut avoir différentes fonctions 

biologiques selon la nature de la chaîne acylée qui la compose. Le céramide est communément placé 

au centre du métabolisme des sphingolipides car il est à l’origine de la formation des sphingolipides 

plus complexes. 

Pour les sphingolipides les plus simples, l’ajout d’un phosphate par une céramide kinase (CerK) 

génère du céramide-1-phosphate (C1P) tandis que la condensation avec une phosphocholine conduit à 

la formation de la sphingomyéline (SM). Le céramide peut aussi donner du glucosylcéramide (GlcCer) 

ou du galactosylcéramide (GalCer) par addition respective d’un glucose ou d’un galactose.  

Puisqu’il s’agit de composés amphiphiles, les sphingolipides contiennent un groupement hydrophile 

en N-term, (on parle de tête polaire) suivi par exemple d’un saccharide, d’un oligosaccharide et une 

phosphocholine. On retrouve également une chaîne hydrophobe (ou queue apolaire) appelée céramide, 

dans laquelle la sphingosine est liée à un acide gras situé à la partie externe de la membrane 

plasmique. C’est pourquoi ces lipides sont des composés asymétriques de la membrane plasmique, 
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enrichis dans le feuillet externe de celle-ci. Cependant, il n’est pas exclu qu’une petite portion puisse 

de façon transitoire être insérée dans le feuillet interne grâce au groupement hydrophile faisant face au 

cytosol. Longtemps considérés comme des simples composants de la membrane plasmique, les 

sphingolipides sont désormais reconnus comme des lipides bioactifs jouant un rôle majeur dans de 

nombreux processus biologiques comme la prolifération, la différenciation, la migration, 

l’angiogenèse ou l’apoptose; pour revue : (Hannun and Obeid, 2008). 

A.2 Génération des sphingolipides 

La biosynthèse des sphingolipides débute dans le réticulum endoplasmique (RE) avec la condensation 

d’une sérine avec un palmitoyl coenzyme A (coA) par la sérine palmitoyltransférase (SPT) (Cf. Figure 

14 et 15). Le produit de cette réaction est la 3-keto-dihydrosphingosine qui est réduite en 

dihydrosphingosine par la 3-ketoreductase. Une acylation se produit sur la dihydrosphingosine par une 

(dihydro-)ceramide synthase (CerS) donnant un dihydroceramide. Cette synthèse de novo est achevée 

par une désaturase qui permet de générer le céramide à partir du dihydroceramide. 

 

Ces céramides nouvellement synthétisés peuvent ensuite être transformés en cinq lipides plus 

complexes : (1) en ceramide-1-phosphate (C1P) par la Cer kinase, (2) en sphingomyéline l’un des 

sphingolipides les plus abondant par la sphingomyéline synthase, (3) en ceramide 

phosphoéthanolamine par la sphingomyéline synthase 2, (4) en galactosylceramide par la 

galactosylceramide synthase et (5) en glucosylceramide (GlcCer) par la glucosylceramide synthase. 

Ces réactions se produisent dans le RE ou dans le Golgi  du côté cytosolique ou du côté du lumen. La 

sélection d’une de ces transformations s’effectue suivant l’expression des enzymes correspondantes. 

Une fois ces lipides complexes synthétisés, ils sont acheminés à la membrane plasmique via le trafic 

vésiculaire.  

 

Les céramides peuvent être transportés du RE au Golgi par un processus vésiculaire ou par un 

transporteur cytosolique, la ceramide transfert protein (CERT) (Funato and Riezman, 2001). En plus 

de toutes les enzymes générant ces différents sphingolipides, les transporteurs représentent des cibles 

supplémentaires permettant de moduler le métabolisme des sphingolipides et ses effets biologiques. 

En effet, réguler l’expression de la CERT semble modifier la sensibilité de cellules cancéreuses à la 

chimiothérapie (Lee et al., 2012a; Swanton et al., 2007). 
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Figure 14 : Vue d’ensemble du métabolisme des sphingolipides 
Les céramides, les sphingolipides les plus simples sont au centre de ce métabolisme. Aa|  La 
biosynthèse de novo est représentée ici et s’effectue dans le RE, les principaux substrats sont la sérine 
et le palmitoyl-CoA mais l’alanine ou la glycine et le stéarate ou myristate peuvent aussi être utilisés. 
Ab-Ad|  Les céramides sont la base des sphingolipides complexes qui sont produits essentiellement 
dans le Golgi à l’aide de modifications sur la position C-1. Ae|  Les céramides peuvent être acylés 
pour former des acyl-ceramides. Af|  Voie catabolique des sphingolipides, la SM, les C1P et 

glycosphingolipides sont hydrolysés pour donner des céramides. Les céramides pourront ensuite être 
déacylés pour générer des sphingosines qui pourront donner des S1P. Ag|  Sortie du métabolisme des 
sphingolipides initiée par la S1P lyase qui clive la S1P en phosphoéthanolamine et acide gras. SM : 
sphingomyéline, S1P : sphingosine-1-phosphate, C1P : ceramide-1-phosphate. Adapté de Hannun et 
Obeid, 2018. 
 
Les céramides peuvent également être synthétisés via la voie dite de recyclage (ou « salvage 

pathway ») dans les lysosomes. C’est-à-dire que la sphingosine et d’autres sphingolipides complexes 

vont être recyclés pour redonner des céramides à l’aide de plusieurs enzymes. 

 

Notamment, l'hydrolyse de la SM en céramide est catalysée par des sphingomyélinases (SMases). Les 

SMases sont caractérisées et classées en fonction de leur pH optimal d’action (neutre, acide, alcaline). 

La SMase alcaline s’exprime par exemple uniquement dans l’intestin et le foie tandis que les SMases 

neutre et acide sont ubiquitaires. Les glycosphingolipides (GSL) pourront redonner des céramides 

grâce à une acide--glucosylcéramidase. Enfin, la C1P phosphatase pourra convertir les C1P en 

céramides. 
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Quelle que soit la voie de synthèse du céramide, ce dernier peut subir une déacylation par des 

céramidases (CDases) qui possèdent une localisation subcellulaire différente selon leur pH optimal 

d’action (alcaline, neutre ou acide). Nous discuterons du rôle de la céramidase acide (ASAH1) dans le 

chapitre suivant. La dégradation du céramide donne de la sphingosine (Sph), un lipide bioactif qui 

inhibe la progression du cycle cellulaire et/ou favorise l’apoptose. La sphingosine peut être 

phosphorylée par les sphingosines kinases (SK) situées dans le cytosol ou sur la membrane plasmique 

et donner de la sphingosine 1-phosphate. La S1P peut être recyclée en sphingosine sous l’action d’une 

S1P phosphatase (S1PP) ou bien être dégradée au niveau du RE de manière irréversible par la S1P 

lyase (SPL), aboutissant à la formation d’hexadécénal (Hal) et de phosphoéthanolamine (EtP). Ces 

deux métabolites peuvent redonner des palmitates qui pourront être ré-utilisés pour une synthèse de 

novo de sphingolipides. 

 

Figure 15 : Représentation schématique des différentes voies de synthèse des sphingolipides 
Les céramides peuvent être générés de deux façons :- par la biosynthèse de novo s’effectuant dans le 

RE, les céramides générés pourront ensuite être modifiés en lipides plus complexes dans l’appareil de 
Golgi avant de rejoindre leur destination finale : la membrane plasmique. D’un autre côté, on 
retrouve la voie de recyclage dans les lysosomes afin de régénérer des céramides à partir des lipides 
complexes pouvant être à nouveau utilisés pour une synthèse de novo. De Hannun et Obeid, 2008. 

 
Dans la cellule, la concentration cellulaire en céramide est 30 fois supérieure à celle de la sphingosine, 

elle-même 100 fois supérieure à celle de la S1P (Alshaker et al., 2013). Les niveaux intracellulaires de 

S1P sont donc faibles par rapport aux niveaux de céramide. La concentration en S1P étant finement 
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régulée par trois familles d’enzyme mentionnées plus haut : les SKs, les S1PPs et la SPL qui 

maintiennent un équilibre entre la biosynthèse et la dégradation de la S1P. 

A.3 Catabolisme des sphingolipides dans les lysosomes 

La dégradation des sphingolipides membranaires se déroule dans les lysosomes, le trafic de la 

membrane aux lysosomes s’effectue via le trafic endosomal à l’aide d’endosomes précoces et tardifs. 

Durant leur trajet jusqu’aux lysosomes, les sphingolipides membranaires peuvent être détournés vers 

l’appareil de Golgi pour être glycosylés, former des sphingolipides plus complexes et retourner à la 

membrane plasmique. Ce processus semble plus fréquent dans certains tissus et notamment dans les 

neurones (Riboni et al., 1994). Après avoir atteint les lysosomes, les sphingolipides seront catalysés en 

plus simples molécules (Kolter and Sandhoff, 2005) mais quelques intermédiaires sous forme de 

glycolipides échappent aux lysosomes et atteignent l’appareil de Golgi pour être recyclés grâce à la 

voie de recyclage. Ces glycolipides sont les gangliosides, constitués d’un céramide lié par une liaison 

éther à un ou plusieurs ose(s) chargé(s). Malheureusement, ces mécanismes sont méconnus et on 

ignore comment s’effectue le transfert entre les lysosomes et le Golgi ni sur la régulation de ce 

phénomène. Néanmoins, la présence soluble de ganglioside en complexe avec des protéines dans le 

cytosol pourrait refléter le trafic relié au recyclage de ces intermédiaires. 

 
D’un autre côté, nous savons que les lysosomes interagissent avec de nombreuses organelles 

intracellulaires ainsi qu’avec la membrane plasmique. Des processus de fusions membranaires 

pourraient être responsables du transfert de certains lipides à d’autres compartiments cellulaires. 

 

Les produits de dégradation finaux de la sphingosine (l’héxadécenal et la phosphoéthanolamine) 

quittent les lysosomes grâce à des protéines membranaires spécifiques et peuvent à nouveau prendre 

part à la biosynthèse de novo des sphingolipides. Le recyclage de la sphingosine peut couvrir jusqu’à 

80% des besoins cellulaires dans certains types cellulaires. 

 

B. RÔLES DANS LA CELLULE 

B.1 Les sphingolipides sont des composants des radeaux lipidiques 

Les sphingolipides sont des composés retrouvés dans l’ensemble des membranes plasmiques des 

mammifères, et sont particulièrement abondants dans le système nerveux, notamment dans les 

neurones. L’insertion des sphingolipides à proximité du cholestérol dans la membrane entraîne la 

formation de domaines à la fluidité réduite maintenant connus sous le nom de « radeaux lipidiques » 

(Sonnino et al., 2006). Leur concentration est très élevée dans les radeaux lipidiques retrouvés dans les 

neurones. Les radeaux lipidiques contiennent peu de protéines, ils sont cependant impliqués dans de 

nombreux processus cellulaires qui sont modulés par des interactions spécifiques entre des 
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glycosphingolipides et des protéines ou à travers la réorganisation dynamique des sphingolipides 

(Prinetti et al., 2009). Des études ont prouvé que des changements d’organisation de la membrane 

plasmique causent systématiquement des changements au niveau des sphingolipides (en quantité ou en 

organisation), et ceci a pour conséquence de moduler les fonctions cellulaires. 

B.2 Les sphingolipides : acteurs de la transduction des signaux intracellulaires 

La première hypothèse reliant les sphingolipides à la transduction du signal a été énoncée lorsque les 

chercheurs ont découvert la sphingosine. Ils ont observé que ce lipide inhibait l’activité de la protéine 

kinase C (PKC) (Hannun et al., 1986). Par la suite, on a découvert qu’un ligand extracellulaire 

particulier pouvait en se liant à son récepteur activer une sphingomyélinase, générer des céramides et 

entraîner les effets intracellulaires reliés à ce ligand. 

L’activation de la signalisation reliée aux sphingolipides peut être effectuée par plusieurs types de 

stimuli dont des agents physiques (radiation ionisante, chaleur), par des molécules hydrophiles 

(cytokines, facteurs de croissance, antigènes, drogues, toxines) et par des molécules hydrophobes 

(stéroïdes) ainsi que des toxines et des microorganismes (bactéries et virus). Ces stimuli génèrent en 

majorité des céramides mais peuvent également former d’autres sphingolipides. Le contenu en 

sphingosine, S1P, C1P peut être augmenté après l’ajout de cytokines, de facteurs de croissance etc. 

Ces changements de concentration intracellulaires sont extrêmement hétérogènes variant de 20-30% à 

2000%. Cependant, ces variations sont reliées au type cellulaire étudié plutôt qu’à la nature du 

stimulus.  

De la même façon, les enzymes reliées au métabolisme des sphingolipides sont soumises aux stimuli 

extracellulaires qui peuvent être : 

- Une interaction spécifique entre des protéines se liant à des récepteurs membranaires après la 

formation du complexe récepteur-ligand. 

- L’action de protéases comme les ICE-like protéases (Pronk et al., 1996). 

- Des métabolites produits par une autre voie de signalisation. 

Par exemple, le diacylglycérol (DAG) est un inducteur de la SMase acide, l’acide arachidonique est un 

inducteur de la SMase neutre. Quant aux céramidases et SMases neutres, elles sont modulées 

respectivement par le PDGF et le NGF suite à une activation de l’activité tyrosine kinase. 

B.3 Cibles des sphingolipides 

Les céramides peuvent activer une protéine kinase liée à la membrane qui est la CAPK (catabolite 

activated protein kinase) également appelée KSR (kinase suppressor of Ras) (Jarvis et al., 1996; 

Zhang et al., 1997). Cette CAPK/KSR peut phosphoryler et activer la kinase RAF reliant la voie de 

recyclage à la voie de signalisation MAPK. Une cible directe des céramides est Vav, un facteur 

d’échange des nucléotides 
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guanyliques capable d’activer Ras, reliant d’une autre façon les céramides à la voie MAPK. Les 

céramides peuvent induire la PKC(Bourbon et al., 2002; Muller et al., 1995) qui a été impliquée 

dans la régulation du potentiel membranaire, l’inhibition d’AKT et qui aurait des fonctions pro-

apoptotiques. Les céramides stimulent l’activité de la cathepsine D (Heinrich et al., 2004) et la CAPP 

(ceramide-activated protein phosphatase) qui est une phosphatase de type 2a régulant différents 

processus cellulaires, par la suite identifiée comme étant la PP2A. PP2A entraîne l’inhibition de c-

Myc et de l’apoptose, la déphosphorylation de c-Jun, l’inactivation de la PKC, l’inhibition des effets 

de l’insuline sur la voie MAPK et l’activation de la protéine 14-3-3. Il est à noter également que les 

sphingolipides modulent la concentration en AMPc en modulant des protéines G ou en modulant des 

signaux intervenant en amont des adénylates cyclases. 

Des niveaux intracellulaires élevés de céramides semblent inhiber l’activation de la PLD. Ceci se 

produit notamment dans les cellules sénescentes qui augmentent leur concentration intracellulaire de 

céramide de façon considérable et spécifique (d’environ quatre fois) (Venable et al., 1995). En effet, 

l’addition de céramides exogènes (C6-céramides) induit un phénotype de sénescence caractérisé par 

l’inhibition de synthèse d’ADN et de la mitose. De plus, ceci induit une déphosphorylation de Rb et 

inhibe la protéine AP-1 régulant la prolifération, la différenciation et l’apoptose. 

Le rôle des céramides dans l’activation de la voie NF-B est encore méconnu. L’activation de cette 

voie peut se produire suite à l’activation des SMases grâce à une augmentation des céramides 

intracellulaires. Un modèle propose que le céramide est un second messager activant la voie NF-B 

via la stimulation de la PKC qui est capable de phosphoryler et d’inactiver I-B (Lozano et al., 

1994). Cette activation semble très similaire à une transactivation via TNF- ou PLC (activée par 

PKC) et elle nécessite la PKC puisqu’un mutant dominant négatif de cette protéine inhibe 

complètement cette régulation. 

Les SAPKs (stress-activated protein kinases) aussi connues sous le nom de JNKs (Jun nuclear 

kinases) peuvent être activées par la voie MAPK  mais sont stimulées préférentiellement par des stress 

cellulaires et par le TNF-. Le TNF- active les SAPKs permettant la phosphorylation et l’activation 

de c-Jun et ATF-2 (Kyriakis et al., 1994; Sanchez et al., 1994). Le TNF- est également capable 

d’activer l’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide et est considérée comme une phase précoce 

de l’activation des SAPKs conduisant à l’apoptose. En effet, l’ajout de céramides exogènes ou de 

SMases induit l’activité SAPK et augmente l’expression du gène C-JUN confirmant que les céramides 

agissent en amont des SAPK.  
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activer les voies de signalisation et donc entraîner différentes fonctions biologiques. Les S1P semblent 

également avoir des fonctions S1PR-indépendantes telle que l’induction de la sortie du calcium mais 

le mécanisme est encore méconnu (Chalfant and Spiegel, 2005).  

B.4 Sphingolipides et cavéoles 

Ces structures issues de l’invagination de la membrane plasmique sont structurellement similaires aux 

radeaux lipidiques et sont nommées cavéoles. Ce sont des structures de 50 à 100nm riches en 

cholestérol et sphingolipides très abondantes dans les cellules endothéliales, les adipocytes, cellules 

musculaires lisses et fibroblastes. Elles sont stabilisées par des protéines d’échaffaudage nommées les 

cavéolines (24 kDa) qui se lient à forte affinité au cholestérol via une séquence consensus de 

reconnaissance du cholestérol (CRAC). La cavéoline 1 est la principale composante de ces 

invaginations, qui se retrouve au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique possédant des 

sites de phosphorylation, ubiquitination et sumoylation. Les cavéolines 2 et 3 se retrouvent 

respectivement dans les poumons et dans les muscles, la cavéoline 2 ne pouvant former des cavéoles 

par elle seule et doit s’associer en hétérodimère avec la cavéoline 1 pour cela. 

La genèse des cavéoles débute dans le RE avec la traduction des cavéolines qui sont ensuite maturées 

dans le Golgi avant d’être transportées à la membrane plasmique via une voie de sécrétion nécessitant 

le ganglioside GM1 (qui est un glycosphingolipide) et des protéines liées aux 

glycosylphosphatidylinositols. Dans le Golgi, les cavéolines sont associées au cholestérol via le site 

CRAC. Avant d’arriver à la membrane plasmique les cavéolines subissent une palmitoylation, arrivées 

à la membrane plasmique elles peuvent s’assembler avec d’autres cavéolines pour former des cavéoles 

avec l’aide de protéines structurales nommées cavines (environ 50 kDa). Des complexes vont donc se 

former avec la cavine-1, la cavéoline 1 et des phospholipides (phosphatidylserine et 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), ceci a pour effet de façonner la cavéole et d’entraîner 

l’invagination de la membrane et la stabilisation du complexe. En plus de ces lipides, la composition 

des cavéoles est très similaire à celles des radeaux lipidiques, avec des quantités importantes de 

sphingolipides et de cholestérol. On retrouve également une concentration accrue de gangliosides 

(GM1 et GM3). 

Les cavéoles semblent être essentielles à la régulation des fonctions cellulaires via leur influence sur 

des récepteurs membranaires. Les cavéoles contiennent des protéines de signalisation spécifiques 

incluant les protéines Ras, les protéines G, les récepteurs de facteurs de croissance mais aussi les 

intégrines. Elles contrôlent le niveau de cholestérol libre dans les cellules affectant donc des processus 

de signalisation. Elles semblent aussi être des transporteurs de nutriments tels que le glucose et les AG 

pour leur permettre de traverser la membrane plasmique mais ce mécanisme est méconnu. Elles 

peuvent avoir un rôle de réparation de dommages membranaires en réponse à des stress physiques, 

étant en quelque sorte des réservoirs à composants qui peuvent s’évaginer sous l’action de stress 
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mécanique. La dissociation des cavéoles est un processus impliquant la restructuration des cavéolines, 

des ubiquitinations, des internalisations et finalement des dégradations (Martinez-Outschoorn et al., 

2015). 

Le rôle pro-tumoral ou tumeur suppresseur de la cavéoline 1 est complexe puisqu’il semble dépendre 

du type de la tumeur et de la progression tumorale ainsi que des partenaires de la cavéoline 1. Un 

exemple spécifique démontrant l’importance des partenaires d’interaction de la cavéoline 1 est 

l’interaction CAV1/E-cadherin à la membrane plasmique. Dans des cellules cancéreuses primaires où 

l’E-cadhérine est généralement exprimée, CAV1 a des fonctions anti-prolifératives et pro-apoptotiques 

en inhibant la survivine. A l’inverse dans des cellules à fort pouvoir métastatique de colon ou de 

mélanome, l’E-cadhérine est fortement inhibée, dans ce cas CAV1 perd sa capacité anti-tumorale 

(Parton and Simons, 2007). 

L’absence des cavéoles semble créer un microenvironnement catabolique dans les tumeurs, favorisant 

le métabolisme oxydatif et contribuant à une faible survie globale des patients (Martinez-Outschoorn 

et al., 2015). Un haut niveau d’expression de la cavéoline 1 semble essentiel pour la progression 

tumorale à un stade de mélanome primaire (Felicetti et al., 2009). Néanmoins, à un stade métastatique 

la perte de la cavéoline 1 est associée à une faible survie globale des patients atteints de mélanome et 

cancer du pancréas (Wu et al., 2011).   

C. SPHINGOLIPIDES ET MÉLANOME 

Le rôle du métabolisme des sphingolipides dans le cadre du mélanome est encore méconnu. Peu 

d’études sont référencées. Pourtant, des altérations de ce métabolisme sont associées aux mélanomes. 

Le ciblage de ces lipides ainsi que des enzymes permettant leur génération semble pertinent pour 

améliorer les traitements existants contre le mélanome cutané. 

C.1 Glucosylcéramidases 

La -glucocerebrosidase 2 (GBA2, aussi appelée -glucosidase acide) possède une activité 

glucosylcéramidase permettant la conversion de GlcCer en céramide. L’activité de cette enzyme est 

inhibée dans les mélanomes en comparaison aux mélanocytes. Ceci résulte en une accumulation du 

substrat GlcCer et une diminution des céramides dans les cellules tumorales. Cette observation est due 

à des mutations de la région promotrice de GBA2 chez des patients atteints de mélanome. De plus, des 

patients atteints de la maladie de Gaucher – due à la perte d’activité de GBA1 – ont un risque accru de 

développer un mélanome (Landgren et al., 2007; Sorli et al., 2013). La maladie de Parkinson a 

également été associée à des mutations de GBA1.Une étude a montré que les patients atteints de la 

maladie de Parkinson ont sept fois plus de risque de développer un mélanome (Pan et al., 2011).  
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C.2 Céramides synthases  

Il existe plusieurs types de céramides qui ont des fonctions biologiques différentes. Les CerS1 et 

CerS6 génèrent des C18-céramides et C16-céramides respectivement qui ont des rôles opposés 

concernant l’apoptose et la prolifération. En effet, l’axe CerS1/C18- ceramide conduit à l’apoptose et 

diminue la progression tumorale (Karahatay et al., 2007; Koybasi et al., 2004; Senkal et al., 2007). De 

leur côté, les C16-céramide promeuvent la prolifération des cellules tumorales et leur augmentation de 

concentration dans le sérum des patients est associée à des métastases ganglionnaires (Senkal et al., 

2010; Senkal et al., 2011). 

 

Le rôle des céramides synthases a été peu étudié dans le contexte du mélanome. Néanmoins, une étude 

démontre que l’inhibition de cette CerS6 induit l’expression du transporteur de glucose 1 (GLUT1) 

qui inhibe l’expression de WNT5A ce qui conduit à une prolifération et une invasion accrue ainsi qu’à 

une augmentation de la glycolyse (Tang et al., 2016). Ceci va à l’encontre de plusieurs études 

démontrant que WNT5A est un facteur de croissance stimulant la prolifération et l’invasion des 

cellules de mélanomes (Da Forno et al., 2008; Weeraratna et al., 2002). C’est pourquoi les auteurs 

pensent que cette augmentation d’invasion et de prolifération ne passe pas par la voie de signalisation 

WNT5A. Ainsi, la CerS6 pourrait agir tel un suppresseur de tumeur et sa surexpression pourrait être 

une option thérapeutique pour le traitement des mélanomes (Tang et al., 2016). 

La CerS2 permet la synthèse de céramides à longues chaînes (C22-C24). Cette céramide synthase 

semble être un gène de prédisposition au mélanome (Amos et al., 2011). 

C.3 Sphingomyélinases 

Dans les vaisseaux sanguins, les cellules de mélanomes peuvent s’agréger avec les plaquettes pour 

former des caillots, adhérer aux cellules endothéliales puis extravaser pour former des niches 

métastatiques. De façon intéressante, cette interaction entre les cellules de mélanomes et les plaquettes 

résulte en l’activation de la SMase acide et le relargage de céramides. La pré-incubation de cellules de 

mélanomes avec de la SMase acide recombinante permet la colonisation de ces cellules dans les 

poumons, démontrant la nécessité de cette enzyme dans la mise en place de métastases (Becker et al., 

2017). 

 

L’expression de la SMase acide est inversement corrélée avec la progression tumorale, c’est-à-dire 

que l’expression de la SMase acide est forte dans les nævi puis décroissante du stade mélanome 

primaire à métastatique. Ceci pourrait être en désaccord avec l’étude évoquée précédemment. 

Néanmoins, on peut imaginer qu’un certain niveau d’expression de SMase acide est requis pour 

l’établissement des métastases puis qu’une fois celles-ci installées, l’expression de cette enzyme 

décroit pour permettre la prolifération des tumeurs secondaires (Bizzozero et al., 2014). 
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Des faibles niveaux d’expression de la SMase acide sont corrélés avec une augmentation de la 

résistance des cellules à certains traitements comme la cisplatine, la gemcitabine et la doxorubicine 

(Cervia et al., 2016; Grammatikos et al., 2007; van Hell et al., 2017). La surexpression de la SMase ou 

l’ajout exogène de SMase recombinante agit en combinaison avec l’irradiation des cellules de 

mélanomes in vitro et in vivo et induit la mort cellulaire, suggérant que leur utilisation pourrait être 

envisagée en tant qu’agent anti-néoplasique (Smith and Schuchman, 2008). 

C.4 Céramides  

Les céramides sont considérés comme des lipides suppresseurs de tumeur. Il est maintenant établi que 

les céramides sont des molécules favorisant la mort cellulaire dans de nombreux cancers. Les 

céramides peuvent déclencher plusieurs mécanismes de mort cellulaire tels que l’apoptose, la 

nécroptose, la mort par autophagie ou mitophagie (Baran et al., 2011; Beckham et al., 2013c; Dany et 

al., 2016; Dany and Ogretmen, 2015; Saddoughi et al., 2013). 

 

Certains stress comme l’hypoxie, l’absence de facteurs de croissance ou des dommages de l’ADN 

induisent une augmentation des niveaux de céramide dans la cellule (Pettus et al., 2002). Ensuite, les 

céramides pourront s’associer à des protéines reliées à la mort cellulaire pour induire cette dernière. 

Concrètement, plusieurs mécanismes ont été étudiés (Cf. Figure 17) : 

- Les céramides se lient et inactivent l’inhibiteur de la protéine phosphatase 2A (I2PP2A). PP2A étant 

elle-même une protéine suppresseur de tumeur (Salas et al., 2011; Yeh et al., 2004). PP2A pourr a 

donc être active et inhiber des protéines anti-apoptotiques telles que BCL2 (Mukhopadhyay et al., 

2009). FTY720 peut également activer PP2A entraînant la nécroptose dépendante de RIPK1 dans des 

cellules cancéreuses de poumons (Saddoughi et al., 2013). 

- Les céramides peuvent aussi agir sur la télomérase en inactivant c-myc ce qui inhibe l’expression de 

la télomérase. Ceci aura pour conséquence d’empêcher l’élongation des télomères après chaque 

réplication entraînant l’entrée en sénescence ou la mort cellulaire (Kraveka et al., 2003; Ogretmen et 

al., 2001). 

- Les céramides s’accumulent dans la membrane mitochondriale ce qui permet le recrutement de BAX 

à la mitochondrie et conduit à la perméabilisation membranaire, l’activation des caspases et l’apoptose 

en réponse aux irradiations (Chipuk et al., 2012). 

- De plus, la régulation du transport des céramides depuis les organelles reliées aux endosomes tardifs 

grâce à la protéine transmembranaire associée au lysosome 4B (LAPTM4B) stabilise les membranes 

lysosomales et entraîne l’activation de la caspase 3 et l’apoptose médiée par les céramides en réponse 

à la chimiothérapie (Blom et al., 2015). 

- En réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase ou à la chimiothérapie, les céramides se localisent dans 

les mitochondries des cellules tumorales et servent de molécule d’ancrage à la protéine reliée à 
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l’autophagie LC3B-II permettant le recrutement des autophagosomes entraînant la mitophagie. Cette 

localisation des céramides aux mitochondries est permise par l’activation de la dynamin-related 

protein 1 (Drp1) entraînant la fission mitochondriale (Dany et al., 2016; Dany and Ogretmen, 2015). 

- L’autophagie des cellules tumorales est induite par les céramides du RE entraînant la 

perméabilisation des membranes autophagosomales et lysosomales permettant le relargage de la 

cathépsine et donc l’apoptose dans des gliomes (Hernandez-Tiedra et al., 2016). 

- L’hydrolyse des SM permettant la génération des céramides via la SMase acide promeut l’élongation 

et la maturation des membranes des autophagosomes via le recrutement d’ATG9A (autophagy-

relatedprotein 9A), suggérant un rôle des céramides dans l’initiation de la formation des 

autophagosomes (Corcelle-Termeau et al., 2016). 

- Pour finir, l’ajout de céramides à chaînes courtes (C6) entraîne la diminution d’expression des 

intégrines, 4 et V6 à la surface de la membrane plasmique (Morad et al., 2016). Ceci réduit 

l’adhérence, la migration et le pouvoir métastatique des cellules de mélanomes. 

 

Figure 17 : Signalisation intracellulaire des céramides dans des cellules cancéreuses et leur effet 
tumeur suppresseur 
En réponse aux stress cellulaires, le niveau de céramide intracellulaire augmente grâce aux CERS et 
aux SMases ce qui résulte en la mort cellulaire et la suppression tumorale régulée par de multiples 
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mécanismes impliquant des cibles directes et indirectes des céramides. Figure adaptée de (Ogretmen, 
2018). 

Dans le contexte du mélanome cutané, quelques études ont confirmé que l’augmentation de céramides 

est requise pour induire la mort cellulaire et une meilleure réponse aux traitements. L’ajout de C6-

céramide dans 5 lignées cellulaires de mélanome est cytotoxique et anti-prolifératif. En effet, les C6-

céramide induisent une apoptose dépendante des caspases en activant la protéine phosphatase 1 (PP1) 

(Jiang et al., 2016). Un court traitement (30 minutes) par ces mêmes céramides réduit l’expression des 

intégrines, active la PI3K et la PKCconduisant à la suppression de la migration cellulaire et la 

diminution de l’extravasation des cellules tumorales (Zhang et al., 2015). 

Concernant l’implication de la céramidase acide dans le mélanome je l’aborderais en détail dans le 

chapitre suivant. 

C.5 Sphingosines kinases, S1P et ses récepteurs 

Contrairement aux céramides, le traitement de cellules de mélanomes avec de la S1P inhibe la mort 

cellulaire induite après un traitement par une drogue. Cette protection est associée à une expression 

accrue de BCL2 et est due à une réduction de la perméabilisation de la membrane externe 

mitochondriale (Bektas et al., 2005). Cependant, cet effet peut être prévenu en pré-traitant les cellules 

de mélanomes avec des C6-céramides (Zou et al., 2016). Dans des stades avancés de mélanomes, on 

retrouve une activité élevée de sphingosine kinase 1 (SK1) liée à une augmentation des niveaux de 

S1P cellulaires. En inhibant la SK1 par une approche siRNA il est possible d’inhiber la prolifération et 

d’induire l’apoptose dans des cellules de mélanomes. Ce phénomène est permis grâce à la réduction de 

pAKT et de la cycline D1 et une augmentation d’expression de p21 et de la caspase-3 clivée 

(Madhunapantula et al., 2012). Il en est de même avec l’inhibiteur de la SK1 (SK1-I) qui diminue le 

niveau cellulaire de S1P, augmente celui des céramides, entraîne un blocage du cycle cellulaire en G2-

M et induit l’apoptose. De plus, une expérience d’allogreffe réalisée avec des B16F10 avec un 

traitement anticorps anti-S1P bloque la progression tumorale via l’inhibition de VEGF et bFGF qui ne 

peuvent donc stimuler les cellules endothéliales (Visentin et al., 2006). De façon intéressante, une 

étude a montré que les mutations oncogéniques BRAFV600E et NRASQ61L qui activent la voie MAPK 

conduisent également à l’augmentation d’expression et d’activité de la SK1 (Albinet et al., 2014). Ces 

résultats suggèrent que cibler la SK1 dans le mélanome pourrait être une thérapie à envisager.  

L’analogue de sphingosine FTY720 -qui agit en tant que puissant agoniste des récepteurs S1PR en 

induisant leur internalisation et leur dégradation-, provoque la mort cellulaire par nécrose et 

autophagie via un mécanisme semblant impliquer l’activité des V-ATPases (Tay et al., 2015). Il 

permet également de réduire la progression tumorale en inhibant l’angiogenèse (LaMontagne et al., 

2006). Enfin dans une autre étude, FTY720 réduit la viabilité et permet l’expression de marqueurs 
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apoptotiques dans des lignées cellulaires de mélanomes résistantes à la cisplatine (Ishitsuka et al., 

2014). 

 

Une étude récente a montré que l’alpinumisoflavone, un flavonoïde issu d’une plante nommée Derris 

eriocarpa a des effets anti-métastatiques sur les cellules de mélanome. L’ajout de ce composé va 

augmenter le miR-124 qui inhibe la SK1 et cela réduit l’expression de COX2. In vitro ceci conduit à 

une inhibition de l’adhérence cellulaire, la migration et l’invasion cellulaire. Dans un modèle de souris 

in vivo, cette drogue supprime les métastases pulmonaires (Gao et al., 2017). 

 

Les sphingosines kinases jouent d’autres rôles dans la pathologie du mélanome.  

Par exemple, l’inhibition de la SK1 induit la réponse immunitaire dans un mélanome. L’infiltrat de 

macrophages M2 est souvent de mauvais pronostic, or, lorsqu’on inhibe la SK1 cela réduit le 

pourcentage de ces derniers dans l’infiltrat immunitaire en faveur des M1. L’infiltration des 

macrophages M1 permet le recrutement des lymphocytes T et donc le rejet de la tumeur. Cette étude 

implique la SK1 dans le recrutement des macrophages dans la tumeur (Mrad et al., 2016). 

 

Le stroma ou microenvironnement tumoral est constitué de cellules normales d’origine 

mésenchymateuse, incluant des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules inflammatoires 

(macrophages, neutrophiles, lymphocytes), des cellules souches mésenchymateuses et des adipocytes 

qui sont inclus dans une matrice extracellulaire (MEC). Les fibroblastes associés à ce stroma sont 

appelés des fibroblastes associés aux cancers (CAFs ou encore myofibroblastes) qui sécrètent des 

facteurs de croissance, des composants de la MEC (collagène, fibronectine…) et des MMPs. La SK1 

facilite également les échanges entre les cellules de mélanomes et les CAFs dans une métastase. Une 

étude indique que le milieu conditionné de cellules de mélanomes invalidées pour SK1 ajouté sur des 

fibroblastes dermiques les convertit en CAFs entraînant l’augmentation d’expression de MMP-2, 

MMP-9 et de SK1 avec un relargage de protéases et de S1P. Cette conversion s’effectue via 

l’activation de la voie TGF- qui est un régulateur positif de la SK1 (Yamanaka et al., 2004). 

En effet, l’expression de la SK1 dans les CAFs promeut la dissémination des cellules de mélanomes 

de façon S1P-dépendante via le S1PR3 (Albinet et al., 2014). Néanmoins, une étude présente des 

résultats opposés où la S1P peut inhiber la migration de B16F10. Cette inhibition passe par le S1PR2 

puisque la surexpression de ce récepteur favorise le blocage de la migration (Arikawa et al., 2003). 

Une autre étude a confirmé ces résultats liés au S1PR2 puisqu’une inactivation totale de S1PR2 in vivo 

augmente la progression tumorale et l’angiogenèse (Du et al., 2010). Ces résultats démontrent que 

l’effet des S1P est dépendant du récepteur sur lequel elles se fixent (Cf. Figure 18), c’est pourquoi ces 

différents récepteurs méritent une étude approfondie pour comprendre comment les moduler afin de 

permettre un traitement efficace du mélanome. De façon intéressante, une expérience in vivo a prouvé 

que l’absence de S1P dans le microenvironnement tumoral empêche la prise tumorale en xénogreffes 
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et la colonisation pulmonaire suite à une injection dans la veine caudale. La S1P est donc nécessaire à 

l’exécution de ces processus tumoraux (Albinet et al., 2014; Ponnusamy et al., 2012). 

A noter que l’effet de la sphingosine kinase 2 (SK2), localisée principalement dans le noyau, est 

complètement méconnu dans le mélanome. 

 

Récemment, un criblage de plus de 810 lignées de souris mutées a été effectué afin de déterminer des 

nouveaux régulateurs du processus de colonisation métastatique. La plus grosse réduction de 

métastases pulmonaires a été constatée chez des souris mutantes pour le gène SPNS2 (S1P 

transporteur spinster homologue 2). SPNS2 est un transporteur de S1P permettant d’acheminer le S1P 

intracellulaire à l’extérieur de la cellule de façon S1PR-indépendante. La délétion de SPNS2 entraîne 

une lymphopénie circulante avec une accumulation des lymphocytes T et des lymphocytes NK 

(natural killer) dans les poumons. Ceci permet une élimination efficace des cellules tumorales et une 

diminution globale des métastases chez la souris (van der Weyden et al., 2017). 

 

En conclusion, mon travail de thèse réalisé en collaboration avec l’équipe du Pr. Levade et du Dr. 

Andrieu-Abadie, a permis de montrer que le traitement au vémurafénib induisait une forte diminution 

des S1PR1 et S1PR3 dans des cellules sensibles à ce traitement ce qui n’est pas le cas des cellules 

résistantes. L’augmentation du ratio céramide/S1P via un traitement au SK1-I ou la surexpression de 

la SPL permet une diminution des S1PR et une re-sensibilisation des cellules de mélanome résistantes 

au traitement (Garandeau et al., 2019). 
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et/ou dans le noyau des cellules cancéreuses (Dany et al., 2016). De plus, cela permet de cibler 

spécifiquement les mitochondries des cellules cancéreuses puisqu’elles sont chargées plus 

négativement que les mitochondries issues de cellules saines (Modica-Napolitano and Aprille, 2001). 

Les Pyr-Cer ciblent donc préférentiellement les cellules malignes avec une toxicité moindre dans les 

cellules saines. 

D’autres analogues ont été générés tels que le C16-sérinol, la 4,6-diene-ceramide, l’adamantyl-

ceramide, benzene-C4-céramide…Tous sont capables d’induire l’apoptose dans différents types de 

cellules cancéreuses. De plus, le traitement des cellules avec ces analogues résulte en la genèse de 

céramides endogènes à longues chaînes via la voie de recyclage ce qui rajoute des effets anti-

cancéreux post-traitement (Bieberich et al., 2000; Crawford et al., 2003; Struckhoff et al., 2004). 

Pour l’acheminement de ces analogues à la cellule, la génération de liposome permet de franchir la 

membrane plasmique plus aisément et permet donc une plus forte accumulation de céramides dans la 

cellule (Stover and Kester, 2003). L’ajout de ces liposomes sur les cellules empêche la 

phosphorylation d’AKT et stimule de l’activité caspase 3/7 de façon plus efficace qu’un ajout de 

céramides exogènes libres sur la cellule. Les liposomes sont également effectifs dans un modèle in 

vivo où ils permettent de réduire la croissance tumorale dans des modèles murins de cancer du sein 

(Stover et al., 2005). 

 

D’un autre côté des approches ont été développées pour cibler les enzymes SK et les S1P en tant 

qu’approche thérapeutique. Il existe des inhibiteurs non spécifiques comme : 

- le N, N-diméthylsphingosine (DMS) qui a des propriétés anti-tumorales dans des lignées de cellules 

cancéreuses et dans des souris immunodéficientes mais les effets secondaires sont la toxicité au niveau 

du foie et l’hémolyse.  

- la L-threodihydrosphingosine (Safingol) qui est en phase 1 d’essai clinique pour les cancers de la 

prostate et ovariens.  

Enfin, le SK1-II présente également des effets anti-tumoraux in vivo (De Luca et al., 2005; Gamble et 

al., 2006; Kedderis et al., 1995). 

 

Il existe un inhibiteur spécifique de SK1 qui est le SK1-I ayant des effets anti-tumoraux in vivo et in 

vitro via l’inhibition des niveaux de S1P (Nagahashi et al., 2012; Paugh et al., 2008). 

Pour finir, un anticorps monoclonal contre la S1P (Sphingomab) a été développé, il est efficace pour 

neutraliser les S1P et a des effets anti-cancéreux dans de nombreux modèles comme le cancer du sein, 

des ovaires, des poumons et les mélanomes (Ponnusamy et al., 2012). Le sphingomab peut neutraliser 

l’angiogenèse induite par le VEGF et est actuellement en phase 1 ou 2 d’essai clinique pour des 

maladies de dégénérescence maculaire et quelques types de cancers (Sabbadini, 2011).  
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Composé Cible/Mécanisme 

d’action 

Statut Type de cancer ciblé 

Pyridinium ceramides Accumulation 

mitochondriale 

In vitro Cancer des poumons, 

du sein et mélanome 

C16-serinol Analogue des 

céramides 

In vitro Cancer du sein 

4,6-diene-ceramide Analogue des 

céramides 

In vitro Neuroblastome 

Nanoparticules de 

céramides 

Liposomes favorisant 

la pénétration des 

céramides dans la 

cellule 

In vivo et in vitro Cancer du sein et 

leucémie 

D-MAPP Inhibiteur de 

céramidase 

In vitro Carcinome à cellules 

squameuses 

B-13 Inhibiteur de la 

céramidase acide 

In vitro Cancer de la prostate et 

du colon 

Diméthyl-sphingosine SK1, SK2 In vivo et in vitro Leucémie, cancer du 

colon, du sein et 

mélanome 

Safingol SK1, SK2 Phase 1 Tumeurs solides 

SK1-II SK1, SK2 In vivo et in vitro Cancer du sein 

Phenoxodiol SK1, SK2 In vivo et in vitro Cancer des ovaires et 

de la prostate 

SK1-I SK1 In vivo et in vitro Glioblastome, cancer 

du sein, la leucémie 

myéloïde aïgue et le 

mélanome 

FTY-720 S1PR1, I2PP2A In vivo et in vitro 

AMM pour la sclérose 

en plaques 

Cancer de la vessie, de 

la prostate, du sein, 

lymphome et 

mélanome 

VPC03090 S1PR1 et S1PR3 In vivo et in vitro Cancer du sein 

Sphingomab S1P Phase 1/2 Cancer des poumons, 

du sein, des ovaires et 

mélanome 

Tableau 2: Description des différents traitements ciblant des sphingolipides dans le traitement 
de plusieurs types de cancers. Adapté de Dany, 2017. 
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D. SPHINGOLIPIDES ET MITF 

D.1 Effets des S1P sur MITF 

Une expérience utilisant des B16F10 traitées avec des fractions riches en lipides provenant de 

placentas humains a démontré que cela conduit à la production de mélanine en induisant l’expression 

de la tyrosinase. Une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF a permis de confirmer la 

présence de sphingosine et S1P ainsi que d’acide palmitique (C16 :0) et de l’acide oléique (C18 :0). 

Cette fraction du placenta riche en lipides induit l’activation de la voie p38 MAPK aboutissant à la 

phosphorylation de CREB qui active MITF et ses gènes cibles (Saha et al., 2006; Singh et al., 2005). 

De façon intéressante, une application topique d’une fraction purifiée de sphingolipides sur des souris 

C57BL/6J âgées et grises présentant une forte diminution d’expression de MITF permet d’inverser le 

phénotype en conduisant à la repousse de poils noirs avec des mélanocytes différenciés présentant une 

forte expression de MITF (Saha et al., 2009). Cette observation suggère que certains sphingolipides 

seraient capables d’activer l’expression de MITF dans des cellules de mélanome. Cependant, 

l’addition de S1P sur des cellules murines immortalisées Mel-Ab cause une diminution de la synthèse 

de mélanine par une activation de la voie ERK, la phosphorylation de MITF sur sa S73 et sa 

dégradation au protéasome. Cet effet a été associé à la diminution d’expression de TYR et TRP1 

médiée par l’activation du S1PR3 (Kim et al., 2003). 

L’effet du FTY-720 a également été étudié dans le processus de pigmentation à l’aide des Mel-Ab. 

FTY-720 est capable de diminuer la pigmentation de façon dose dépendante et ce de façon 

indépendante de la signalisation S1P. En effet, l’ajout de FTY-720 diminue l’expression de MITF et 

ses cibles sans activation de la voie MAPK. Néanmoins, une diminution d’expression de -caténine 

(au niveau des ARNm et protéique) a été constatée indiquant que FTY-720 pourrait inhiber MITF via 

la voie Wnt (Lee et al., 2011). 

Enfin une étude récente réalisée avec mon laboratoire a permis de montrer l’implication des S1PR 

dans la résistance au vémurafénib. Lorsque les cellules de mélanomes sensibles sont traitées au 

vémurafénib l’expression des S1PR1 et S1PR3 diminue de même que l’expression de MITF et BCL2, 

ce n’est pas le cas dans les cellules résistantes. L’augmentation du ratio céramide/S1P via un 

traitement au SK1-I ou la surexpression de la SPL permet une diminution des S1PR et une re-

sensibilisation des cellules de mélanome résistantes au traitement (Garandeau et al., 2018). De plus, il 

a été mis en évidence un changement du contenu en sphingolipides plasmatiques chez des patients 

atteints de mélanome. Chez des patients répondeurs au vémurafénib on retrouve une augmentation des 

C24-céramides. Néanmoins, il n’existe pas d’étude suivie au cours de la progression du mélanome sur 

le contenu des SL et ceci mériterait d’être réalisé pour améliorer la compréhension du contenu des SL 

et de leur effet au cours de la tumorigenèse, et à terme améliorer la réponse aux thérapies actuelles.  
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D.2 Effet des céramides et enzymes associées sur MITF 

L’ajout de C2-céramides exogènes sur des mélanocytes diminue la synthèse de mélanine. Ceci est du à 

une inhibition de l’expression de MITF. Concrètement, l’ajout de C2-céramides entraîne un retard 

d’activation de la voie ERK (>1h) et une activation encore plus tardive de la voie AKT/PKB (>3h) 

(Kim et al., 2002). 

D’un autre côté, la SMase acide réprime l’expression de MITF. A des stades tardifs de progression du 

mélanome la SMase acide est inhibée et l’expression de MITF augmente. La SMase acide régule 

MITF via la voie MAPK grâce à la phosphorylation de MITF et son envoi au protéasome. La faible 

expression de la SMase acide et la forte expression de MITF ainsi que de ses cibles BCL2, CDK2, 

TYR et c-Met stimulent la prolifération des cellules de mélanome (Bizzozero et al., 2014). 

L’étude de Ploper évoquée dans le chapitre précédent a mis en évidence une corrélation entre 

l’expression d’ASAH1 (N-Acyl Sphingosine AmidoHydrolase 1), la céramidase acide catalysant les 

céramides en sphingosines et l’expression de MITF. Mon travail de thèse a permis de démontrer 

qu’ASAH1 est une cible de MITF, et qu’une inhibition par siRNA dirigé contre MITF diminue les 

niveaux intracellulaires de sphingosines. Ces résultats relient pour la première fois MITF au 

métabolisme des sphingolipides de façon directe. L’inhibition d’ASAH1 dans des cellules de 

mélanomes entraîne une diminution de la prolifération due à une entrée en sénescence ainsi qu’une 

augmentation de la migration des cellules via une augmentation d’expression des intégrines V5 et 

de la phosphorylation de FAK (Leclerc et al., 2018; Ploper et al., 2015) 
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Chapitre 4. ASAH1, la céramidase acide comme nouvelle 
approche thérapeutique 

A. GÉNÉRALITÉS 

L’Homme possède cinq céramidases différentes, classées selon leur pH optimal (alcaline, neutre et 

acide), leur localisation cellulaire, leur structure primaire et leur fonction. La céramidase neutre 

(nCDase/ASAH2) est importante pour le catabolisme et la digestion des sphingolipides intestinaux, 

elle régule les métabolites du tractus intestinal. Il existe trois céramidases alcalines (ACER1, ACER2, 

et ACER3) qui ont des rôles dans la différenciation cellulaire, l’apoptose résultant des dommages à 

l’ADN et la prolifération cellulaire. Quant à la céramidase acide (aCDase ; ASAH1), elle représente la 

céramidase la plus étudiée de cette famille et est localisée dans les lysosomes où elle régule le 

métabolisme des sphingolipides dans la membrane interne de ces organelles. 

 

La céramidase acide (aCDase) aussi appelée ASAH1 pour N-acyl sphingosine amidohydrolase 1 est la 

première céramidase découverte en 1966 (Gatt, 1966) dans des extraits de cerveau de rat. Cette 

découverte a défini que cette enzyme permettait l’hydrolyse de la liaison amide des céramides 

générant de la sphingosine et un acide gras (Cf. Figure 19). La céramidase acide possède un pH 

optimal de 4,5 ce qui permet de catalyser l’hydrolyse des céramides en sphingosines et acides gras 

(Mao and Obeid, 2008). L’enzyme a été purifiée 32 ans plus tard en 1995 et identifiée comme un 

hétérodimère composé d’une sous-unité  (13kDa) et d’une sous-unité  (40kDa) (Bernardo et al., 

1995). Le gène ASAH1 a été cloné en 1996 à partir de fibroblastes humains et de librairies d’ADNc 

hypophysaires donnant un ADNc de 2330 paires de bases (pb) et une protéine de 395 acides aminés 

(Li et al., 1999). Cinq ans plus tard, la même équipe a montré que la biosynthèse de l’aCDase débute 

par la production d’un précurseur de 53 kDa (Ferlinz et al., 2001). Cette étude a identifié la présence 

de sites de glycosylation sur la sous-unité . De façon intéressante, l’aCDase semble pouvoir catalyser 

la réaction inverse, suggérant l’utilisation d’AG (avec des chaînes en C12) et de sphingosine pour 

produire des céramides. Cette réaction a un pH optimal plus élevé de 6 au lieu de 4,5 (Okino et al., 

2003).  

La céramidase acide est localisée dans les lysosomes et est ubiquitaire même si son expression est 

beaucoup plus élevée dans le cœur, les reins et plus faiblement dans le placenta, les poumons et les 

muscles squelettiques (Li et al., 1999). Les enzymes lysosomales sont en général transloquées dans le 

lumen du RE puis transportées dans le Golgi et sont soumises à plusieurs modifications post-

traductionnelle. L’une d’entre elle permet la liaison d’un résidu mannose 6-phosphate (M6P) au 

précurseur de l’enzyme et est nécessaire pour l’adressage de ces enzymes aux endosomes/lysosomes. 

Cet adressage s’effectue via le récepteur au mannose 6-phosphate (M6PR). En effet, des résidus M6P 

se lient au M6PR dans le Golgi permettant l’adressage aux compartiments acides de la cellule. 
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B. RÉGULATION 

Lorsque la céramidase acide est une enzyme maturée il existe de nombreuses façons d’influencer son 

activité, via le pH, les ions, les lipides et d’autres protéines. 

B.1 Régulation transcriptionnelle 

Le gène de la céramidase acide humaine s’étend sur 30kb comprenant 14 exons et 13 introns et son 

locus se situe sur le chromosome 8 (8p21.3-22).L’ARNm quant à lui s’étend sur 2,4kb. Comme 

énoncé précédemment la région promotrice putative de l’aCDase humaine a été caractérisée grâce à 

son clonage par Li et al (Li et al., 1999).  

 

Il a été démontré qu’elle contient des séquences de liaison consensus de plusieurs facteurs de 

transcription incluant AP-2, SP-1 et NF-B (Park and Schuchman, 2006). Un essai luciférase effectué 

par cette même équipe, a permis de prouver que la région promotrice entre -297pb et -154pb est 

essentielle pour l’activité promotrice d’ASAH1 et qu’une région de 34pb riche en GC peut se lier à 

KLF6, SP-1 et AP-2. KLF6 fait partie de la famille KLF et est un facteur de transcription contenant 

trois domaines à doigt de zinc à la fin de son domaine C-terminal, ce qui lui permet de se lier aux 

régions riches en GC sur les promoteurs de ses gènes cibles. Cette famille de facteurs de transcription 

est impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire. KLF6 est un régulateur positif 

d’ASAH1 (Park and Schuchman, 2006). Ces expériences ont été réalisées dans des NIH3T3 qui sont 

des fibroblastes murins puis confirmés dans des cellules humaines de glioblastome et de cancer 

ovarien. 

 

Dans des cellules de carcinome surrénalien humain (H295R), une équipe a mis en évidence que 

l’activation de la voie de signalisation ACTH induit le recrutement de CREB sur de multiples régions 

du promoteur d’ASAH1. Ensuite, CREB promeut le recrutement des coactivateurs CBP et p300 sur 

ces régions permettant la régulation positive d’ASAH1. Cette activation transcriptionnelle est 

accompagnée d’une augmentation de la triméthylation de la lysine 4 sur l’histone H3 (H3K4) le long 

du promoteur d’ASAH1 (Lucki and Sewer, 2009). 

 

Dans un modèle de cancer du sein (lignée cellulaire MCF-7), les auteurs ont démontré que la 

génistéine – qui est un isoflavone présentant des effets agonistes et antagonistes sur la prolifération 

cellulaire des MCF-7 dépendantes aux oestrogènes – active GPR30 (une protéine couplée aux 

protéines G), qui conduit à la cascade de signalisation c-Src et MAPK via la Gi. L’activation de la 

voie MAPK permet la phosphorylation du récepteur à l’œstrogène  (ER) et son recrutement sur le 

promoteur d’ASAH1. Cette cascade permet l’induction de la transcription d’ASAH1 et une 



94 

 

augmentation d’expression protéique associée à une augmentation de la prolifération cellulaire de ces 

cellules cancéreuses (Lucki and Sewer, 2011). 

 

Dans des cellules de cancer du colon (HT29) la surexpression de la CerS6 induit une augmentation des 

C16-céramides associée à de l’apoptose. De plus, une augmentation de sphingosine intracellulaire 

associée à une augmentation d’expression d’ASAH1 a été observée. Cette augmentation d’expression 

et d’activité de l’enzyme peut être inhibée grâce à un inhibiteur pharmacologique de JNK. Un essai 

luciférase a permis de démontré que la CerS6 est bien capable d’induire la transcription d’ASAH1 de 

façon dépendante à la voie JNK (Tirodkar et al., 2015). 

 

Dans des cellules cancéreuses de colon (HCT 116), l’expression d’ASAH1 est inversement corrélée à 

l’activité de la protéine p53 suggérant qu’ASAH1 pourrait être régulée de façon p53-dépendante 

(Klobucar et al., 2018). Des observations similaires avaient déjà été faites par une équipe ayant 

démontré que l’inhibition pharmacologique d’ASAH1 par N-oléoylethanolamine (NOE) dans les 

carcinomes squameux de la tête et du cou (HNSCC) augmente l’expression de p-p53 et donc de son 

activité renforçant la possibilité d’une régulation d’ASAH1 par p53 (Roh et al., 2016). 

 

Pour finir, mon travail de thèse a permis de démontrer que dans plusieurs lignées cellulaires de 

mélanome, MITF est capable d’induire la transcription d’ASAH1 en se liant directement sur son 

promoteur permettant son expression et une augmentation de son activité enzymatique (Leclerc et al., 

2018). Ceci met en évidence une nouvelle régulation tissu-spécifique d’ASAH1 reliant pour la 

première fois MITF au métabolisme des sphingolipides de façon directe. 

B.2 Régulation post-traductionnelle 

Après la traduction de l’ARNm, l’aCDase néosynthétisée va subir plusieurs modifications nécessaires 

pour son adressage, sa stabilité et son activité. La maturation du précurseur depuis le RE jusqu’au 

Golgi implique l’acquisition de 5-6 N-glycosylations (ajoutant 2kDa par résidu Asparagine) 

augmentant le poids moléculaire de la protéine de 44 kDa à 53-55kDa (Ferlinz et al., 2001). La 

protéine maturée pourra ensuite procéder à un clivage auto-protéolytique donnant les deux sous-unités 

mentionnées précédemment. La sous-unité de 13kDa n’est pas glycosylée, c’est la sous-unité  qui 

possède toutes les N-glycosylations. Trois d’entre elles (les glysosylations en 173, 259  et 352) sont 

essentielles pour le clivage auto-protéolytique et l’activité de l’enzyme (Bernardo et al., 1995). Les 

deux sous-unités sont essentielles pour l’activité enzymatique puisque l’expression de la sous-unité  

seule n’entraîne aucune activité dans des cellules COS-1 (Li et al., 1999). De plus, une maladie 

associée à un déficit d’activité de l’aCDase, la maladie de Farber (dont j’expliciterais les symptômes 

dans un autre sous-chapitre), est due à des mutations d’ASAH1 qui se retrouvent sur les deux sous-

unités (Park and Schuchman, 2006).  
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Comme expliqué précédemment, l’ajout de résidus M6P sur l’enzyme dans le Golgi permet 

l’adressage correct aux vésicules acides permettant le bon fonctionnement de l’aCDase. Lorsque 

l’enzyme ne peut être maturée à cause de l’absence des résidus M6P par exemple, l’aCDase sera 

sécrétée, n’ira jamais dans les compartiments acides et gardera sa proforme en monomère de 44 kDa 

(Bernardo et al., 1995).  

A noter, qu’un des moyens de réguler l’activité d’ASAH1 est de moduler l’expression et la 

localisation de la saposine D qui est un cofacteur activateur d’ASAH1. 

B.3 Régulation de l’activité ASAH1  

De façon intéressante, une étude a identifié la cystatine SA comme un nouvel inhibiteur d’aCDase. La 

cystatine Sa est un inhibiteur de cystéines protéases. De multiples expériences ont permis de confirmer 

que cela n’était pas du à une inhibition de maturation de l’enzyme mais plutôt à un encombrement 

stérique. En effet,  la cystatine SA semble agir tel un inhibiteur compétitif avec les céramides, 

empêchant la liaison des céramides dans la poche active (Eliyahu et al., 2011). 

 

Le tamoxifène a de nombreux effets aspécifiques, l’un deux est d’inhiber l’activité d’ASAH1. L’ajout 

de tamoxifène induit une diminution du niveau de sphingosine intracellulaire mais pas de la S1P. Ceci 

semble être dû à une compensation par l’activité d’autres céramidases (neutres et alcalines). La 

première démonstration de l’inhibition d’ASAH1 par le tamoxifène a été effectuée dans une lignée 

cellulaire de cancer du sein mutée p53 (MDA-MB-468) (Morad et al., 2012). D’autres études ont 

confirmé cet effet dans un large panel de cellules cancéreuses provenant de cancer de la prostate, du 

sein, du pancréas, du colon et de leucémie (Morad et al., 2013; Morad et al., 2015). Des indices 

concernant le mécanisme d’action du tamoxifène ont été présentés dans une étude publiée en 2006 

(Elojeimy et al., 2006) dans laquelle ce groupe utilise la désipramine. Un anti-dépresseur  tricyclique, 

amphiphilique et agent lysosomotrope similaire à la chloroquine. Ce groupe a montré que l’inhibition 

de l’aCDase par la désipramine dans les cellules cancéreuses de la prostate (DU145) était due à une 

dégradation cathépsine B-dépendante des protéines ASAH1. Grâce à cette étude, Morad et al (Morad 

et al., 2013) ont pu mettre en évidence une perméabilisation membranaire accompagnée par une 

diminution dose dépendante des protéines ASAH1 lorsque les cellules cancéreuses sont traitées par du 

tamoxifène. L’inhibition de plusieurs protéases a confirmé que seule l’inhibition de la cathépsine B 

prévenait l’inhibition d’ASAH1 à la suite d’un traitement par le tamoxifène. 

 

C. RÔLE PHYSIOLOGIQUE 

Le clonage du gène ASAH1 a également permis la construction de modèles murins déficients en 

céramidase acide conduisant à une meilleure compréhension du rôle de cette enzyme. 
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C.1 Les réponses apportées par les modèles murins  

Invalidation génique d’ASAH1 

Le premier modèle murin étudié était invalidé pour le gène ASAH1 induisant une perte totale 

d’activité céramidase acide et conduisant à la létalité avant le stade embryonnaire 8.5 (Li et al., 2002). 

Cette létalité est induite par de l’apoptose des cellules (Eliyahu et al., 2007). L’ajout exogène  de S1P 

est capable de sauver le phénotype ASAH1 -/- et d’éviter la mort par apoptose. Des analyses 

d’embryons sauvages ont mis en évidence un début d’expression d’ASAH1 au stade 7 jusqu’au stade 

17 au moins. Puis grâce à des analyses de cellules uniques, on a pu définir qu’en réalité ASAH1 

s’exprime déjà au stade 2 cellules. De plus, l’ajout d’aCDase recombinante dans le milieu de culture 

est capable de réduire l’apoptose d’œufs non fertilisés de souris, bovins, et humains et augmente la 

production d’embryons durant une fécondation in vitro (FIV) (Eliyahu et al., 2010). 

Un modèle murin de délétion hétérozygote permet une espérance de vie normale avec une 

accumulation des céramides progressive et lente débutant à 4-6 mois. 

L’expression d’ASAH1 est donc essentielle dès les premiers stades embryonnaires. De façon 

intéressante, de l’aCDase recombinante pourrait être utilisée en supplément de culture pour améliorer 

la production d’embryons par approche de FIV. 

 

Invalidation conditionnelle d’ASAH1 

Les modèles d’invalidation totale d’ASAH1 n’apportent malheureusement que peu de réponses sur les 

rôles physiologiques d’ASAH1. C’est pourquoi un modèle d’invalidation inductible par le tamoxifène 

a été construit (Eliyahu et al., 2012). Les souris sont induites au tamoxifène à cinq semaines, 

l’expression d’ASAH1 est fortement diminuée dans les ovaires et particulièrement dans les cellules de 

la thèque ce qui prévient le développement des follicules du stade secondaire au stade follicule De 

Graaf. Ce phénotype est associé à une diminution d’expression de BCL2 et de l’hormone anti-

mullérienne qui expliquent le manque d’ovocytes matures. 

 

Modèle knock-in de déficit d’ASAH1 

Les études les plus récentes ont été effectuées dans des souris knock-in portant les mutations 

retrouvées dans les lipogranulomatoses, notamment dans la maladie de Farber (Alayoubi et al., 2013). 

Dans une souris homozygote mutée P362R (correspondant à une mutation retrouvée dans un 

phénotype de Farber sévère) on retrouve les caractéristiques de cette maladie : un retard de croissance 

évident à 3 semaines, une perte de poids progressive et la mort entre 7 et 13 semaines. La cause de la 

mort est inconnue mais plusieurs signes sont observés à ce stade tels qu’une léthargie, une dystrophie 

générale et une faible préhension des pattes antérieures qui s’aggrave avec l’âge. Le foie, le thymus et 

les ganglions lymphatiques sont pales et élargis, les ovaires sont plus petits et contiennent peu de 

follicules, enfin une augmentation systémique des niveaux de céramides est observée et une grosse 
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infiltration des macrophages dans les organes (Alayoubi et al., 2013; Dworski et al., 2015). 

Néanmoins, on  ne retrouve pas des nodules sous-cutanés et une inflammation des articulations 

comme chez les patients atteints de la maladie de Farber ce qui est sûrement dû à une mort précoce. 

Pour finir, une augmentation systémique de la protéine chimioattractante 1 (MCP-1) aussi appelée 

CCL2 a été constatée et qui pourrait être à l’origine de la réponse inflammatoire stimulant l’infiltration 

des macrophages dans les organes (Dworski et al., 2017). La réexpression d’ASAH1 par lentivirus 

durant les 3 premiers jours de vie de ces souris réduit considérablement les niveaux de CCL2 et 

permet un sauvetage partiel du phénotype. Ce modèle de souris récapitule la physiopathologie de la 

maladie de Farber et à ce titre, est prometteur pour le développement futur de thérapies ciblant les 

maladies lysosomales.  Récemment, un modèle portant une double inactivation d’ASAH1 et de CCL2 

a été généré et permet une réduction significative de l’inflammation et de l’accumulation des 

sphingolipides dans le foie et les poumons mais pas dans le cerveau. De même, on retrouve encore une 

infiltration de macrophages dans les tissus, probablement due à une compensation par d’autres forts 

niveaux de cytokines inflammatoires telles que MCP-3 et MCP-5 (Yu et al., 2018). 

C.2 Les maladies associées à un défaut d’activité de la céramidase acide : rôle 
dans l’inflammation 

La maladie de Farber 

La maladie de Farber est une maladie très rare, autosomale récessive entraînant une accumulation de 

sphingolipides dans les lysosomes (et plus particulièrement des céramides). 

En 1952 le premier cas de patient atteint de la maladie de Farber a été référencé, il s’agit d’une 

lipogranulomatose décrite chez un enfant de 14 mois (Farber, 1952). L’étiologie étant méconnue, 

Sidney Farber a établi que cette maladie était un mélange entre les troubles métaboliques lipidiques 

(maladies de Gaucher, Niemann-Pick et Tay-Sachs) et d’autres maladies inflammatoires caractérisées 

par des lésions granulomateuses et un stockage des lipides partiel (maladie de Schüller-Christian). 

D’autres cas ont été décrits chez de jeunes enfants (Schultze and Lang, 1960), les symptômes 

regroupent des lipogranulomatoses au niveau des articulations très douloureuses parfois associées à 

des érosions des os, une voix rauque, des perturbations de certains organes (poumons, foie, rate, 

ganglion, cœur). Les premiers cas décrits de malades atteints de cette pathologie sont décédés à 14, 13 

et 9 mois respectivement à cause d’insuffisance respiratoire. Les analyses histologiques suite aux 

autopsies ont révélé la présence de macrophages spumeux (macrophages remplis de lipides) dans la 

plupart des organes y compris les poumons, la plèvre, le péricarde, le foie, la rate, les ganglions 

lymphatiques, la synovie et le système nerveux central (SNC). En 1958, un cas a été reporté et a 

progressé très lentement permettant au patient de survivre jusqu’à l’âge de 16, son décès étant dû à 

une insuffisance respiratoire et une atélectasie du poumon gauche (Zetterstrom, 1958). Cependant, ce 

patient ne présentait aucun retard mental mais avait des nodules douloureux sur les articulations, 

paupières, nez, lèvres… Ce cas a permis de démontrer que la maladie possède un large spectre de 
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symptômes et peut être à progression lente dans certains cas, parfois sans atteinte du SNC (Cf. Figure 

21). Quelques années plus tard, l’accumulation de céramides dans les tissus des patients a été mise en 

évidence ainsi qu’une diminution de l’activité aCDase (Dulaney et al., 1976; Sugita et al., 1972). 

L’accumulation de la majorité des céramides dans les lysosomes ont confirmé la fonction de cette 

enzyme et ont défini la maladie de Farber comme étant une « lysosomal storage disorder » (LSD). 

Trois types généraux de la maladie ont été décrits :  

- une maladie de Farber se déclarant très tôt entre 1 et 3 ans avec atteinte du SNC et des symptômes 

sévères. 

- une maladie aux symptômes intermédiaires avec prédominance des nodules aux articulations et pas 

d’atteinte systématique du SNC. 

- une maladie atténuée avec des symptômes moins sévères sans atteinte du SNC dont les patients 

peuvent survivre jusqu’à l’adolescence voire l’âge adulte.  

Plus de 100 cas ont été décrits jusqu’à nos jours mais on ne connaît pas l’incidence de cette maladie 

car en plus d’être rare elle est souvent diagnostiquée tardivement du fait que les symptômes 

ressemblent à des maladies inflammatoires des articulations. 

 

L’amyotrophie spinale proximale avec épilepsie myoclonique progressive (SMA-PME) 

La SMA-PME est une forme rare d’atrophie spinale musculaire touchant les enfants. Elle est 

caractérisée par un déficit des neurones moteurs et une épilepsie myoclonique progressive parfois 

associée à une perte de l’audition, des dysfonctions cognitives et des atrophies cérebrales (Cf. Figure 

21). Il s’agit une nouvelle fois d’une maladie autosomale récessive touchant le gène ASAH1 (Zhou et 

al., 2012). L’activité d’ASAH1 est réduite d’environ 70%, les symptômes, moins sévères que ceux 

retrouvés chez les patients atteints de la maladie de Farber, permettent une survie jusqu’à 30 ans pour 

certains patients. L’activité résiduelle de l’enzyme varie selon les patients mais est d’environ 5 à 30% 

(Gan et al., 2015). Le début de la maladie est plus tardif que chez les patients atteints de la maladie de 

Farber, les premiers symptômes apparaissant entre 1 et 10 ans. Une question demeure, comment des 

mutations sur le même gène entraînant un déficit d’activité sur la même enzyme donnent des effets 

cliniques si distincts? Il se pourrait que cela soit dû au pourcentage de l’activité résiduelle d’ASAH1, 

qu’il y ait un seuil critique entraînant des symptômes plus sévères dans la maladie de Farber alors 

qu’une activité résiduelle plus élevée correspond plutôt à un SMA-PME.  





100 

 

C.4 Les cibles d’ASAH1 et leur effet biologique 

La PGE2 favorise l’inflammation et la progression tumorale via la voie PI3K/AKT et l’activation de la 

PKC. Une étude a démontré que l’usage de la désipramine inhibait l’induction de la cyclooxygénase 2 

par le TNF- ainsi que la production de prostaglandine E2 (PGE2). Des expériences ont permis de 

démontrer que la désipramine qui était connue comme étant un inhibiteur spécifique de l’aSMase, est 

également un inhibiteur de l’aCDase et que ces effets observés en aval étaient bien dus à une 

inhibition d’ASAH1 (Zeidan et al., 2006).  

ASAH1 est capable de réguler une chimiokine pro-inflammatoire CCL5 (aussi appelée RANTES) et 

ceci de façon S1P-indépendante. Cette régulation semble uniquement se produire via l’action de la 

sphingosine (Jenkins et al., 2011). Cette chimiokine occasionne le recrutement des leucocytes sur les 

sites inflammatoires et est essentielle à l’activation et la prolifération des cellules NK (Natural Killer). 

 

Dans des cellules de carcinome surrénalien (H295R), un modèle inductible de shRNA dirigé contre 

ASAH1 a mis en évidence que l’inhibition de cette enzyme augmente la transcription de multiples 

gènes tels que le cytochrome P450 monoxygenase (CYP)17A1, CYP11B1/2, CYP21A2, des lipases 

sensibles aux hormones, le récepteur à la mélanocortine 2…De plus, cette inhibition induit 

l’expression de membres de la famille des récepteurs nucléaires 4 (NR4A), du cortisol et la sécrétion 

de la déhydroépiandrostérone (Lucki et al., 2012a). Les auteurs ont démontré qu’ASAH1 est retrouvé 

dans les noyaux de ces cellules et supprime l’activité du facteur SF-1 (steroidogenic factor 1) en se 

liant aux promoteurs de ses gènes cibles expliquant toutes les régulations citées ci-dessus (Lucki et al., 

2012b). Néanmoins, ASAH1 ne contient aucun NLS (signal de localisation nucléaire) mais les auteurs 

suggèrent que son import nucléaire pourrait être effectué grâce à ses nombreuses N-glycosylations. En 

effet, un mécanisme indépendant des NLS a été décrit permettant l’import nucléaire de glycoprotéines 

via l’utilisation de protéines liant les glucides (comme la lectine) (Duverger et al., 1995). ASAH1 

semble donc être un co-répresseur qui pourrait agir en inhibant l’acétylation de l’histone H3 sur les 

promoteurs des gènes cibles de SF1 (Lucki et al., 2012b). De façon intéressante, une étude double-

hybride chez la levure a mis en évidence des interactions protéiques entre ASAH1 et TSC22D1, et 

entre ASAH1 et SETDB1 (Stelzl et al., 2005). TSC22D1 est un facteur de transcription possédant un 

domaine glissière à leucine considéré comme un répresseur. SETDB1 est une histone-lysine N-

méthyltransférase pouvant donc moduler la chromatine et réprimer l’expression de gènes. Il serait 

donc intéressant d’étudier le rôle de ces protéines dans la répression par ASAH1 décrite dans ces 

papiers. 

 

Dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, une corrélation a été établie entre l’expression 

d’ASAH1 et la phosphorylation d’AKT. Ceci est dû au fait qu’ASAH1 active la voie AKT via la SK1 

qui permet la génération de S1P à partir de la sphingosine produite par l’activité d’ASAH1. Ces S1P 
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peuvent ensuite procéder à l’activation de la PI3K via les S1PR2. C’est pourquoi les cellules 

cancéreuses exprimant fortement ASAH1 sont insensibles à la chimiothérapie mais sont à l’inverse 

sensibles aux inhibiteurs d’AKT (Beckham et al., 2013b). 

En conséquence, l’impact d’ASAH1 sur la localisation nucléaire de PTEN qui inhibe la voie 

AKT/PI3K a été étudié. Des analyses immunohistochimiques ont révélé une absence de PTEN 

nucléaire chez des tumeurs de la prostate de patients surexprimant ASAH1. Cette inhibition est 

accompagnée de l’activation d’AKT par la S1P. En effet, la S1P promeut la formation d’un complexe 

entre Crm1 (chromosomal maintenance 1 ou exportine 1) et PTEN suggérant que cette perte de 

localisation nucléaire est un évènement actif médié par l’exportine 1 (Beckham et al., 2013a). Ces 

deux études permettent de mieux comprendre le rôle pro-survie des cellules surexprimant ASAH1. 

Une étude propose une coopération entre AKT2 et ASAH1 conférant des propriétés invasives et une 

résistance à l’apoptose des cellules cancéreuses (Berndt et al., 2013). 

 

La pannexine 1 (Panx1) est un canal conduisant au relargage de l’ATP impliqué dans les 

inflammations tissulaires, l’obésité et plusieurs maladies dégénératives chroniques. L’adiponectine 

peut bloquer l’activité des canaux Panx1 dans les podocytes. L’inhibition d’ASAH1 peut prévenir la 

régulation négative de l’adiponectine sur ces canaux. Inversement, des ajouts exogènes de sphingosine 

ou S1P peuvent bloquer l’activité de Panx1 alors que l’augmentation des céramides ne module pas son 

activité. Ces résultats démontrent que l’adiponectine inhibe les canaux Panx1 dans les podocytes via 

l’activation de la céramidase acide et l’augmentation intracellulaire de S1P (Li et al., 2018a). 

 

D. RÔLE TUMORIGENE 

Un nombre croissant d’études démontre qu’ASAH1 est constitutivement surexprimé dans de 

nombreux cancers résultant en de faibles niveaux intracellulaires de céramides en faveur de la S1P 

(Schuchman, 2016). Ceci promeut la prolifération et la survie des cellules tumorales, c’est le cas dans 

les cancers de la prostate, du sein, des HNSCC, des mélanomes et autres (Realini et al., 2016; Roh et 

al., 2016; Vethakanraj et al., 2015). Ces données suggèrent que l’inhibition d’ASAH1 pourrait être une 

approche thérapeutique entraînant la mort cellulaire et permettant de s’affranchir des résistances aux 

chimiothérapies. Ces découvertes ont permis le développement rapide d’inhibiteurs dirigés contre 

ASAH1 et étudiés dans plusieurs modèles cellulaires et murins (Saied and Arenz, 2016). 

D.1 Inhibiteurs d’ASAH1 

Le premier inhibiteur d’aCDase décrit était la N-oleoylethanolamine (NOE) et représentait l’inhibiteur 

d’ASAH1 le plus utilisé in vitro. La génération d’analogues de structure de NOE ont permis de définir 

que ce dernier était peu efficace par son manque de spécificité, c’est pourquoi d’autres inhibiteurs ont 

été développés par la suite. Le B13 est un des inhibiteurs d’ASAH1 augmentant les céramides 



102 

 

intracellulaires, il semble très efficace in vitro mais n’a pas une action directe sur ASAH1, sa structure 

ne pouvant permettre son accumulation dans les lysosomes. Un autre inhibiteur d’ASAH1 est 

l’ARN14988 qui cible spécifiquement les cellules de mélanomes à faible dose, étant peu cytotoxique 

sur les cellules saines (IC50 : 87µM) et semble très spécifique d’ASAH1 (Realini et al., 2016). 

Le seul inhibiteur à avoir été utilisé en clinique est le carmofur. Il s’agit d’un analogue de la 

pyrimidine, dérivé du 5-fluorouracil. Il a été utilisé pour la première fois en 1981 au Japon pour le 

traitement des cancers du côlon (Sato et al., 1999; Watanabe et al., 2006). Le carmofur peut pénétrer la 

barrière hémato-encéphalique mais on ne sait pas si cela lui permet de cibler les tumeurs cérébrales 

(Realini et al., 2013). Le carmofur est hautement insoluble dans une solution aqueuse et aucune 

solution intraveineuse n’est donc disponible, c’est pourquoi de nombreux dérivés de ce composé ont 

été synthétisés et ont montré des résultats prometteurs (Realini et al., 2013). De plus, le carmofur 

entouré de nanogel augmente sa solubilité et inhibe plus efficacement la croissance tumorale dans des 

souris en comparaison au composé seul (Miyazaki and Tabata, 2009). Un inhibiteur d’ASAH1 ciblant 

spécifiquement le lysosome a été développé à partir de la liaison du B13 avec la N,N-dimethyl glycine 

(DMG) ce qui forme la drogue LCL521 qui permet une meilleure inhibition de la croissance tumorale 

grâce à sa spécificité accrue (Bai et al., 2017).  

 

A l’avenir une cristallographie d’ASAH1 pourrait permettre le développement d’inhibiteurs à l’aide de 

la structure du site actif de l’enzyme, l’étude de Gebai et al publiée cette année ouvre cette possibilité 

(Gebai et al., 2018). A noter que des inhibiteurs beaucoup plus efficaces ont vu le jour récemment 

(Realini et al., 2016), même si l’accès au lysosome par la drogue reste une problématique à résoudre. 

En effet, dans cette étude l’IC50 sur des cellules intactes est supérieur à celui observé in vitro qui peut 

être dû à un problème d’accessibilité de la drogue au lysosome ou de stabilité de la molécule. 

L’utilisation d’anticorps contre la protéine sécrétée ou les S1P est aussi une approche pertinente pour 

inhiber les effets d’ASAH1. 

D.2 Rôles dans différents types de cancers 

ASAH1 est surexprimé dans les carcinomes squameux de la tête et du cou (HNSCC) et son expression 

est inversement corrélée avec la sensibilité des lignées cellulaires HNSCC à l’apoptose induite par la 

voie Fas. L’inhibition d’ASAH1 re-sensibilise ces lignées à l’apoptose induite en réponse au ligand 

Fas (FasL), suggérant que l’activité aCDase module la PCD indépendante des caspases (Elojeimy et 

al., 2007). 

 

L’irradiation de cellules de glioblastome augmente l’expression d’ASAH1. Le traitement avec de la 

N-oléoylethanolamine (NOE), un agoniste de PPAR- prévient l’augmentation d’ASAH1 suite aux 

irradiations et entraîne une augmentation des niveaux de céramides intracellulaires permettant 
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l’apoptose cellulaire. NOE inhibe à la fois l’activité d’ASAH1 mais aussi le niveau de protéines, 

cependant, le mécanisme d’action est inconnu (Hara et al., 2004; Sugita et al., 1975). NOE augmente 

les céramides et accroît l’apoptose des cellules de fibrosarcomes murins L929 (Strelow et al., 2000) et 

des cellules dendritiques (Kanto et al., 2001). Dans des trophoblastes traités avec NOE pendant deux 

heures, l’inhibition d’ASAH1 est capable d’annuler les effets anti-apoptotiques du facteur de 

croissance épidermique (EGF), les céramides étant augmentés de 50% par rapport aux contrôles non-

traités (Payne et al., 1999). 

 

La daunorubicine (DNR) est un agent intercalant de l’ADN empêchant la réplication de l’ADN. 

Lorsqu’on traite des cellules d’hépatoblastome (HepG2) avec de la DNR ceci conduit à une 

augmentation d’expression d’ASAH1. A nouveau l’ajout de NOE ou une inhibition d’ASAH1 via un 

siRNA permettent de re-sensibiliser ces cellules à la DNR. A l’inverse l’ajout de S1P inhibe l’effet de 

la DNR (Morales et al., 2007). L’activation d’ASAH1 a donc un effet protecteur suite à l’ajout de 

NOE ou de DNR sur les cellules cancéreuses probablement en contre-balançant l’augmentation de 

céramides induite par ces traitements en les hydrolysant en S1P. De plus, l’ajout de NOE sur ces 

cellules d’hépatoblastomes avec un traitement vinblastine ou de la doxorubicine diminue 

significativement la survie cellulaire en comparaison à un traitement vinblastine ou doxorubicine 

seule. Ces résultats démontrent une potentialisation des chimiothérapies et de l’inhibition d’ASAH1 

sur la mort cellulaire (Strelow et al., 2000). 

 

L’hypoxie induit l’expression protéique d’ASAH1 et diminue la sensibilité de plusieurs lignées 

cellulaires cancéreuses à l’apoptose induite par la fenretinide qui est un agoniste des récepteurs à 

l’acide rétinoïque (RAR) causant une augmentation des ROS et des céramides intracellulaires. L’ajout 

de NOE sur des cellules en hypoxie re-sensibilise les cellules aux différentes chimiothérapies. De plus, 

l’inhibition d’ASAH1 par approche siRNA inhibe la prolifération des cellules tumorales in vivo et 

favorise la thérapie par DNR permettant de conclure que l’inhibition d’ASAH1 est requise pour 

l’efficacité des chimiothérapies (Batra et al., 2004). 

 

Dans des cellules cancéreuses de la prostate (DU145), la surexpression d’ASAH1 promeut la 

prolifération tumorale in vitro et in vivo ce qui se traduit par une prolifération plus rapide in vitro et 

des tumeurs plus grosses qui se développent plus vite chez la souris immunodéficiente. La 

surexpression d’ASAH1 prévient également l’augmentation intracellulaire de céramides et en 

conséquence l’apoptose induite par différents stimuli (comme la doxorubicine, la cisplatine, 

l’etoposide ou la gemcitabine) (Saad et al., 2007). En 2011, une équipe a démontré que la 

surexpression d’ASAH1 dans des cellules cancéreuses de la prostate accroît la densité lysosomale 

ainsi que l’autophagie. Par ailleurs, l’inhibition de l’autophagie par la 3-méthyladénine sensibilise les 

cellules à un traitement C6-céramide. Ils ont donc conclu que l’activité d’ASAH1 est importante pour 
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l’autophagie des cellules cancéreuses de la prostate et qu’une augmentation d’autophagie potentialise 

la résistance aux céramides (Turner et al., 2011). 

 

Les macrophages alvéolaires expriment fortement ASAH1 de façon constitutivece qui corrèle avec de 

forts niveaux de sphingosine intracellulaire. L’inhibition d’ASAH1 dans ces cellules par NOE est 

suffisante pour déclencher la mort cellulaire de ces macrophages soulignant l’importance de cette 

enzyme pour la survie des macrophages alvéolaires (Monick et al., 2004). De façon intéressante, lors 

d’un traitement NOE, l’ajout de sphingosine exogène ou de Safingol protège les cellules de l’apoptose 

en réactivant les voies de signalisation PI3K/AKT et ERK qui sont inhibées par le traitement NOE.  

 

Un autre inhibiteur d’ASAH1, le B13, induit l’apoptose dans des cellules cancéreuses de la prostate 

(Samsel et al., 2004). Cet inhibiteur utilisé en combinaison avec la thérapie conventionnelle par 

irradiation est beaucoup plus efficace sur des xénogreffes de ces cellules en comparaison à 

l’irradiation seule. Ces résultats démontrent les effets synergiques que peuvent avoir les inhibiteurs 

d’ASAH1 avec les thérapies conventionnelles. La céramidase acide contribue également  aux 

propriétés invasives des cellules tumorales. Les cellules de cancer de la prostate dans lesquelles 

ASAH1 a été surexprimé migrent trois fois plus rapidement que les cellules contrôles (Selzner et al., 

2001). Ces cellules surexprimant ASAH1 sont plus adhérentes au collagène et à la fibronectine que les 

cellules contrôles. Un pré-traitement avec du LCL204 et B13 qui sont des inhibiteurs d’ASAH1 

préviennent cette augmentation de migration. L’ajout de B13 sur des souris immunodéficientes avec 

des xénogreffes de cellules cancéreuses de colon prévient la progression tumorale et les métastases 

sans aucune toxicité sur les cellules saines (Selzner et al., 2001). 

 

Deux lignées cellulaires de cancer du côlon (SW403, et la lignée très métastatique Lovo) ont été 

injectées de façon intra-caudale dans des souris immunodéficientes. Des injections intra-péritonéales 

de B13 ont permis de réduire de façon significative la prise tumorale, 9/14 souris ne présentant aucune 

tumeur. Les souris ayant développé des tumeurs dans cette expérience ont tout de même eu une masse 

tumorale significativement diminuée par rapport au groupe contrôle (Szulc et al., 2008). 

 

Dans des cellules de cancer du sein MCF7, le Ceranib-2 (un inhibiteur d’ASAH1) réduit la viabilité 

cellulaire de façon dose et temps dépendante. Les auteurs suggèrent que cet effet est médié par une 

apoptose médiée par la modulation du potentiel membranaire mitochondrial (Vejselova et al., 2016). Il 

est néanmoins essentiel de mentionner quelques études relatives au cancer du sein qui présentent des 

résultats contradictoires. La première étude a démontré qu’une forte expression d’ASAH1 était 

associée à un meilleur pronostic dans les cancers du sein invasifs (Sanger et al., 2015). 

L’augmentation d’expression d’ASAH1 est également corrélée à un bon pronostic chez des patientes 

atteintes d’un cancer du sein hormono-dépendant (Ruckhaberle et al., 2009). Cependant, une autre 
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étude affirme que l’expression d’ASAH1 corrèle positivement avec une atteinte des ganglions 

lymphatiques chez des patientes atteintes de cancer du sein, l’étude proposant même de l’utiliser en 

tant que marqueur prédictif de ce statut (Li et al., 2018b). 

 

ASAH1 semble donc être une enzyme très importante dans de multiples processus tumoraux comme 

la prolifération, l’apoptose, la résistance, le pouvoir métastatique et la colonisation. Cette enzyme 

représente une balance entre la mort cellulaire et la survie, ceci constitue donc une opportunité 

thérapeutique à envisager dans les différents types de cancers mentionnés ci-dessus. Néanmoins, il est 

à noter que son expression pourrait varier au cours de la tumorigenèse et avoir des rôles opposés 

suivant le cancer observé. 

Comme dit précédemment, l’expression d’ASAH1 est corrélée à un bon pronostic dans les cancers du 

sein ER-positifs, indiquant ainsi qu’une expression élevée d’ASAH1 n’est pas nécessairement un 

indicateur tumoral défavorable et d’une survie plus faible (Ruckhaberle et al., 2009). 

D.3 Rôles dans le mélanome 

L’expression d’ASAH1 est également retrouvée dans les mélanocytes mais est particulièrement élevée 

dans des lignées cellulaires de mélanomes à phénotype prolifératif. L’expression d’ASAH1 est 

beaucoup plus forte dans les mélanomes en comparaison à d’autres types de cancers solides (Leclerc 

et al., 2018; Realini et al., 2016).  

Une autre étude a suggéré qu’ASAH1 a un rôle dans l’autophagie des cellules de mélanomes. En effet, 

la dacarbazine (DTIC, une drogue utilisée dans le traitement des mélanomes métastatiques jusqu’au 

développement des thérapies ciblées) diminue l’activité d’ASAH1 dans les cellules de mélanomes 

A375. Cet effet est médié par l’activation de la cathépsine B par les ROS. Ceci entraîne une 

diminution de l’autophagie. De plus, de la même façon que dans d’autres cancers mentionnés dans la 

partie précédente, la surexpression d’ASAH1 rend les cellules résistantes à la DTIC alors qu’une 

inhibition par approche siRNA les sensibilise à cette drogue (Bedia et al., 2011). 

Afin de définir de meilleurs outils pronostics et des marqueurs prédictifs de l’évolution du mélanome, 

un groupe a étudié les auto-anticorps retrouvés dans le sérum de patients atteints de mélanomes. Cette 

étude a mis en évidence qu’une élévation d’auto-anticorps dirigés contre ASAH1 dans le sérum est 

négativement corrélée avec une atteinte des ganglions métastatiques de façon très significative. Ces 

résultats suggèrent que l’augmentation de ces anticorps joue un rôle important pour la prévention des 

métastases de mélanomes. Les auteurs proposent d’utiliser ces résultats pour identifier les patients à 

haut risque de développer des métastases (Liu et al., 2010; Sabel et al., 2011). 

De plus, une méta-analyse de plusieurs types de cancers dont le mélanome, a mis en évidence que 

l’expression d’ASAH1 a une corrélation positive avec de nombreux gènes immunitaires chez des 
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patients répondeurs aux thérapies par rapport à ceux étant non-répondeurs. Cette étude suggère 

qu’ASAH1 pourrait avoir des capacités immunomodulatoires (Stoll et al., 2015).  

L’invalidation totale d’ASAH1 par système Crispr-Cas9 dans des cellules A375 réduit la prolifération 

cellulaire. Les clones ASAH1-null arborent une accumulation importante de céramides à longues 

chaînes et un blocage du cycle cellulaire avec une entrée en sénescence (cet effet étant comparable à 

l’ajout de céramides exogènes). Ces mêmes cellules perdent également leur capacité de cellules 

initiatrices de mélanomes et d’auto-renouvellement suggérant un rôle majeur d’ASAH1 dans la 

maintenance du potentiel tumorigène et de l’auto-renouvellement des cellules invasives (Lai et al., 

2017).  

Mon travail de thèse a permis de démontrer que l’inhibition d’ASAH1 dans des cellules de mélanomes 

entraîne une diminution de la prolifération due à une entrée en sénescence en accord avec les travaux 

précédents (Lai et al., 2017; Realini et al., 2016). De plus, nous avons observé qu’une augmentation de 

la migration des cellules via l’expression des intégrines V5 et de la phosphorylation de FAK 

(Leclerc et al., 2018). Ce phénotype invasif peut être sauvé par ajout exogène de sphingosine.  

Toutes ces études démontrent un rôle important d’ASAH1 dans la progression du mélanome et il est 

nécessaire de mieux comprendre comment varie l’expression de cette enzyme au cours des différents 

processus tumoraux afin de mieux cibler ASAH1 et d’éventuellement l’utiliser comme marqueur 

prédictif.  
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Malgré des avancées majeures dans le traitement du mélanome, plus de 50% des patients ne répondent 

pas aux traitements ou développent des résistances. Ces résistances primaires ou secondairement 

acquises peuvent être induites par des événements génétiques, mais la plasticité phénotypique sous-

jacente à des changements de l'expression génique dans des cellules génétiquement identiques est 

maintenant acceptée comme la principale source des résistances. Cette plasticité permet aux cellules 

de mélanome de s’adapter et d’échapper à l’effet cytotoxique des drogues. Plusieurs études ont montré 

que le facteur de transcription MITF joue un rôle clé dans la plasticité des cellules de mélanome. 

Il reste donc primordial de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le 

développement de cette tumeur et le rôle de MITF. 

 

Une analyse des données publiques et obtenues au laboratoire de profils transcriptomiques de cellules 

de mélanome montrait que l’expression de la céramidase acide ASAH1 (N-Acylsphingosine 

Amidohydrolase 1), une enzyme qui contrôle le métabolisme des sphingolipides, est élevée dans les 

cellules prolifératives et plus faible dans les cellules invasives, suggérant qu’ASAH1 peut jouer un 

rôle de rhéostat dans la transition phénotypique des cellules de mélanome. De plus, une autre analyse 

de données publiques indiquait une corrélation entre l’expression de MITF et d’ASAH1. Le rôle 

d’ASAH1 dans le mélanome n’était pas clairement élucidé. C’est pourquoi, au cours de ma thèse, mon 

objectif a été de déterminer, le rôle et la régulation d’ASAH1 dans les cellules de mélanome en 

utilisant des approches gain et perte de fonction. 

 

Dans ce but, j’ai étudié: 

- L’expression et l’activité d’ASAH1 dans différentes lignées humaines de mélanome 

- Les mécanismes impliqués dans la régulation d’ASAH1  

- Le rôle d’ASAH1 dans le mélanome  

 

Mon second travail de thèse a porté sur l’étude des effets de l’axe SK1/S1P/S1PRs sur la résistance 

thérapeutique dans le cadre du mélanome. Aucune étude ne s’est intéressée au rôle du métabolisme 

des sphingolipides dans la résistance aux thérapies ciblées dans le mélanome. L’objectif de cette 

deuxième étude était donc de déterminer si ce métabolisme et particulièrement celui de la S1P est 

impliqué dans la résistance au mélanome cutané au vémurafénib et d’identifier les voies de 

signalisation altérées par ces dérégulations métaboliques. Nous avons donc étudié l’expression des 

récepteurs S1PRs en fonction de la réponse de plusieurs lignées de mélanome humain à l’inhibiteur de 

BRAF et de MEK. Nous avons également utilisé des modèles de résistance acquise in vitro à 

l’inhibiteur de BRAF et enfin une approche in vivo chez la souris immunodéprimée. Pour finir, nous 

avons évalué l’impact de la dérégulation du ratio céramide/S1P sur l’expression de MITF. 
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Article 1: Lysosomal acid ceramidase ASAH1 controls the transition between invasive 

and proliferative phenotype in melanoma cells. 

Article 2: Targeting the sphingosine-1-phosphate axis exerts potent antitumor activity in 

BRAF-i resistant melanomas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

RÉSULTATS 

  



111 

 

Article 1: Lysosomal acid ceramidase ASAH1 controls the transition between invasive 

and proliferative phenotype in melanoma cells. 

 

La première partie de mon travail de thèse a porté sur l’étude de la céramidase acide ASAH1 dans le 

mélanome cutané. Il s’agit de mon travail principal de thèse réalisé au sein du laboratoire.  

 

La plasticité phénotypique et par conséquent la génération de l’hétérogénéité intra-tumorale sont 

responsables de la résistance aux traitements des mélanomes métastatiques. La plasticité des cellules 

de mélanome promeut la transition entre les phénotypes prolifératifs et invasifs caractérisés par 

différents programmes transcriptionnels dans lesquels MITF est un régulateur majeur. Dans ce cadre, 

nous avons montré qu’ASAH1, une enzyme contrôlant le métabolisme des sphingolipides agit tel un 

rhéostat de la transition phénotypique dans les cellules de mélanome. La faible expression d’ASAH1 

(constitutive ou induite par un siRNA) est associée à un phénotype invasif impliquant l’activation de 

la cascade de signalisation ITGV5/FAK. Inversement, la ré-expression d’ASAH1 (par infection 

lentivirale) dans des cellules invasives exprimant faiblement ASAH1 induit un phénotype prolifératif. 

En accord avec ce résultat, des biopsies humaines de mélanome ont révélé un marquage hétérogène 

d’ASAH1 et une faible expression d’ASAH1 au niveau du front invasif tumoral. Nous avons 

également pu identifier ASAH1 comme une nouvelle cible de MITF, impliquant pour la première fois 

MITF dans le métabolisme des sphingolipides. Nos résultats apportent de nouveaux indices sur les 

mécanismes sous-jacents à la plasticité phénotypique des cellules de mélanome et identifient de 

nouvelles cibles anti-métastatiques. 
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Abstract

Phenotypic plasticity and subsequent generation of intratumoral heterogeneity underly key traits in malignant melanoma

such as drug resistance and metastasis. Melanoma plasticity promotes a switch between proliferative and invasive

phenotypes characterized by different transcriptional programs of which MITF is a critical regulator. Here, we show that the

acid ceramidase ASAH1, which controls sphingolipid metabolism, acted as a rheostat of the phenotypic switch in melanoma

cells. Low ASAH1 expression was associated with an invasive behavior mediated by activation of the integrin alphavbeta5-

FAK signaling cascade. In line with that, human melanoma biopsies revealed heterogeneous staining of ASAH1 and low

ASAH1 expression at the melanoma invasive front. We also identified ASAH1 as a new target of MITF, thereby involving

MITF in the regulation of sphingolipid metabolism. Together, our findings provide new cues to the mechanisms underlying

the phenotypic plasticity of melanoma cells and identify new anti-metastatic targets.

Introduction

Cancer cells including melanoma cells display a high degree

of intertumoral heterogeneity as well as intratumoral het-

erogeneity (ITH) [1, 2]. ITH is dynamically controlled by

not only the tumor microenvironment but also the intrinsic

plastic capacity of the cells and is recognized as the main

therapy resistance mechanism. Therefore, the molecular

mechanisms behind the plastic capacity of cancer cells and

the underlying heterogeneity must be fully elucidated in

order to develop effective and lasting therapies.

Melanoma cells can be classified into at least two major

states, i.e., proliferative and invasive. A model derived from

these findings, the “phenotype-switching” model, predicts

that melanoma cells may switch between these two states

[3]. ITH can be, at least in part, understood by this phe-

notypic switch. Most importantly, melanoma phenotype

switching is associated with intrinsic and acquired resis-

tance to targeted therapies, which is the major cause for the

resultant mortality of patients with cancer [4–7]. It also

negatively impacts on immune checkpoint blockade and

impairs immunotherapy efficiency [8, 9]. The lineage-

specific transcription factor, microphthalmia-associated

transcription factor (MITF), which acts as a bona fide
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melanoma oncogene [10–13], is a key driver of the transi-

tion between the proliferative and the invasive state of

melanoma cells [14–17]. However, how MITF regulates the

phenotypic switch of melanoma cells is not fully elucidated.

Cancer cells rewire their metabolic pathways to satisfy

their abnormal demands for proliferation and survival [18].

In cancer cells, the most common metabolic change is the

use of glycolysis even in normoxic condition, a phenom-

enon called “Warburg effect” [19]. There are a number of

targets involved in glycolysis, which are currently exploited

for potential therapeutic drug strategies [20]. However, as

functionally plastic cells, malignant melanoma cells can

rewire their metabolism towards oxidative phosphorylation,

or glutaminolysis, two processes limiting drug efficacy [8,

21, 22]. Several lines of evidence indicate that cancer cells

also show alterations in other metabolic pathways such as

lipid metabolism [23, 24]. In melanoma, the role of lipid

metabolism is poorly elucidated.

Here, by comparing the transcriptomic profile of invasive

and proliferative melanoma cells, we found that the

expression of acid ceramidase ASAH1, a key enzyme of

sphingolipid metabolism [25], was among the top differ-

entially expressed genes, suggesting that ASAH1 might be

critical to the phenotypic switch. We performed a compre-

hensive characterization of ASAH1, function and regulation

in melanoma. We found that ASAH1 loss drove the tran-

scriptional reprogramming of proliferative melanoma cells

into an invasive cell subpopulation characterized by a

reduced expression of E-cadherin and activation of the

integrin alphavbeta5 (αVβ5)-focal adhesion kinase (FAK)

signaling cascade. Conversely, forced expression of

ASAH1 in invasive melanoma cells reduced their motile

features and rendered them more proliferative. We also

identified ASAH1 as a target of MITF, which is a key driver

in the phenotypic transition. These data also causally

involve for the first time MITF in the regulation of sphin-

golipid metabolism.

Together, our findings reveal that lysosomal ASAH1 and

the sphingolipid metabolism drive the transition between

the proliferative and the invasive phenotype in melanoma

cells, which is at the origin of intratumoral heterogeneity

and a source of therapy resistance.

Results

ASAH1 controls the phenotype switching of
melanoma cells

To identify genes differentially expressed between pro-

liferative and invasive melanoma cells, we performed

transcriptomic analysis. Using both melanoma cell lines and

melanoma cells freshly isolated from human biopsies we

found that the acid ceramidase ASAH1, which is located at

the lysosome and which controls the sphingolipid metabo-

lism, was among the genes most differentially expressed

between the two phenotypes (Fig. 1a). We confirmed this

observation using data from another source (Supplementary

Fig. 1a) [26]. Further, analysis of publicly available datasets

revealed significantly higher expression of ASAH1 in

melanoma cells compared to other human cancer cell lines,

strengthening the key role of ASAH1 in melanoma cells

(Fig. 1b).

Analysis of publicly available datasets showed a positive

correlation between ASAH1 and the transcription factor

MITF (Fig. 1c and Supplementary Fig. 1B).

ASAH1 expression was next studied by quantitative

polymerase chain reaction (Q-PCR) in another set of mela-

noma cell lines expressing MITF at different levels. Two

groups of melanoma cells were distinguished, one expressing

low to very low messenger RNA (mRNA) level of ASAH1

(ASAH1low) and the other expressing high mRNA level of

ASAH1 (ASAH1high) (Supplementary Fig. 1C). We next

assessed ASAH1 at the protein level. ASAH1 is a glyco-

protein processed from a 55 kDa precursor into an active

heterodimeric enzyme with α (14 kDa) and β (37 kDa) sub-

units [27]. Immunoblots with a homemade antibody [28]

easily detected the proform and the α and β active subunits

(lanes 4–6 and lanes 10–12) in melanoma cells with high

ASAH1 mRNA expression, whereas the different forms were

hardly detectable in cells with low ASAH1 mRNA (lanes 7–

9) (Fig. 1d). Because of homemade antibody restriction, we

also tested two commercially available antibodies. Only one

antibody gave positive results leading to the detection of the

proform and of the β-subunit (Supplementary Fig. 1D). The

different melanoma cell lines analyzed for MITF expression

resulted in the detection of two groups with low/absent MITF

expression (MITFlow) and high MITF expression (MITFhigh)

(Fig. 1e and Supplementary Fig. 1E).

Using the fluorogenic substrate Rbm14–12 [29], we

measured the activity of ASAH1, which varied accordingly

with the level of expression (Fig. 1f). We next performed a

comprehensive lipidomic analysis, using ultra-performance

liquid chromatography/mass spectrometry. Lipidomic ana-

lysis revealed higher sphingosine level in ASAH1high cells,

consistent with an ASAH1 activity, compared to ASAH1low

cells (Fig. 1g). Of note, we found no correlation between

expression of ASAH1 and the BRAF mutational status.

Together, our results indicate that ASAH1 is highly

expressed and active in about 60% of melanoma cells and

its expression correlates with that of MITF.

ASAH1 expression in human melanoma samples

Immunohistochemical staining of MITF and ASAH1 pro-

teins was performed in a series of human melanoma

J. Leclerc et al.
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Fig. 1 Acid ceramidase ASAH1 is expressed in melanoma cells. a

Heatmap showing the expression of genes in the invasive (red group)

and proliferative (blue group) cells. The data were analyzed using the

Morpheus software (https://software.broadinstitute.org/morpheus/). A

relative color scheme based on the minimum and maximum values in

each row was used to convert values to color. The relative levels are

indicated by varying color intensity (low, blue; high, red). b Box plots

showing the relative ASAH1 mRNA across the different tumor types,

extracted from in the NCI60 line datasets. c Co-expression of MITF

and ASAH1 in melanoma from the TCGA database. Gene expression

data were log2 transformed. Pearson’s correlation coefficient, used to

measure similarity between gene profiles, is shown. d Immunoblot to

ASAH1 of total cell extracts isolated from the indicated melanoma cell

lines with a non-commercial antibody showing the proform (55 kDa),

the β (40 kDa) and α (14 kDa) active subunits. Detection of

ERK2 serves as a loading control. e Immunoblot to MITF of total cell

extracts isolated from the indicated melanoma cell lines. MITF is

detected as a doublet of 55–72 kDa. Detection of ERK2 serves as a

loading control. f ASAH1 activity in a panel of melanoma cells.

Values represent mean+ SD of two independent experiments. g Cel-

lular lipids were extracted, and sphingolipid concentration was deter-

mined by LC/MS. Data represent the quantity of sphingosine (SPH) in

ng/mg proteins and are the means+ SD of two independent

determinations
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samples, including primary malignant melanoma and

metastatic samples. Areas of high and low MITF and

ASAH1 expression were observed in cutaneous metastasis

of melanoma (Fig. 2a, b). Thus, the correlation between

MITF and ASAH1 expression was also observed in vivo.

Interestingly, within thick primary melanomas, a distinct

gradient was observed, where nuclear MITF and cyto-

plasmic ASAH1 were strongly expressed in superficial sites

with weaker or absent staining at the invasive sites of the

lesion (Fig. 2c), strengthening the notion that ASAH1 loss

correlates with a loss of MITF and a gain of motile ability

and aggressiveness. In conclusion, our results confirm

in vivo the correlation between MITF and ASAH1.

MITF drives expression of ASAH1

Our previous observations suggested that ASAH1 was a

downstream target of MITF. To assess this hypothesis, we

silenced MITF with two different small interfering RNAs

(siRNAs). As expected, the siRNA reduced the expression of

mRNA for MITF and its target genes MLANA and TYR.

MITF inhibition also strongly decreased ASAH1 mRNA (Fig.

3a and Supplementary Fig. 2A-B). Similar observations were

obtained at the protein level showing that MITF inhibition

caused a reduction in the proform and the β-active subunit of

ASAH1 (Fig. 3b). Accordingly, MITF inhibition reduced

ASAH1 activity (Fig. 3c) and consequently the quantity of

sphingosine (SPH) (Supplementary Fig. 2C).

Conversely, we assessed whether MITF was sufficient to

drive the expression of ASAH1. Forced expression of MITF

in two different melanocyte cells, as shown by immunoblot

(Fig. 3d and Supplementary Fig. 2D), enhanced the

expression and activity of ASAH1 (Fig. 3e and Supple-

mentary Fig. 2E) compared with cells transduced with an

empty vector (Fig. 3f). MITF is a transcription factor that

binds to DNA to control the expression of its targets. Using

recently described MITF chromatin immunoprecipitation-

sequencing (ChIP-seq) dataset [30], we identified sig-

nificantly enriched MITF-binding sites in the genomic

region of ASAH1 (Fig. 3g). MITF binding at the promoter

region overlapped with the binding of H3K27ac and

H3K4me3, two histone marks associated with active tran-

scription [31], thereby indicating that MITF controlled the

expression of ASAH1 at the transcriptional level. In line

with that, MITF stimulated the activity of ASAH1 promoter

(Supplementary Fig. 2F).

Fig. 2 Expression of MITF and ASAH1 in human melanoma samples.

a, b IHC analyses of MITF and ASAH1 expression at superficial and

deep sites of primary melanoma sample. The images exemplify cor-

relation between MITF and ASAH1 expression within the lesions.

Magnification ×4, scale bar: 500 μm and magnification ×20, scale bar:

100 μm. c IHC analyses of MITF and ASAH1 expression in a cuta-

neous metastatic melanoma sample. Magnification ×4, scale bar: 500

μm and magnification ×20, scale bar: 100 μm

J. Leclerc et al.
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Fig. 3 ASAH1 is a direct target of the MITF transcription factor. a

mRNA expression of MITF and two of its target genes (Tyrosinase

and MLANA) and ASAH1 in 501mel melanoma cell lines determined

by qRT-PCR. Values represent mean+ SD of three independent

experiments performed in triplicate; ***p < 0.001. b Immunoblot to

MITF and ASAH1 of 501mel melanoma cells transfected with control

orMitf-specific siRNA. Detection of ERK2 serves as a loading control.

c ASAH1 activity of 501mel melanoma cells transfected with control

or Mitf-specific siRNA. Values represent mean+ SD of three inde-

pendent experiments; **p < 0.01. d Immunoblot to MITF of Mel-ST

melanocyte cells transduced with an empty adenoviral vector or a

vector encoding MITF. e mRNA expression of ASAH1 in Mel-ST

melanocyte cells transduced with an empty adenoviral vector or a

vector encoding MITF determined by qRT-PCR. Values represent

mean+ SD of three independent experiments performed in triplicate;

**p < 0.01. f ASAH1 activity in Mel-ST melanocyte cells transduced

with an empty adenoviral vector or a vector encoding MITF. Values

represent mean+ SD of three independent experiments performed in

triplicate; *p < 0.05. g ChIP-seq profile showing significant MITF-

binding peaks in the ASAH1 genomic region (black arrowheads). The

sequence under peak shows the presence of MITF-binding sites. The

scale bar indicates the size of the genomic region in kilobases (kB).

The H3K27ac and H3K4me3 tracks associated with active transcrip-

tion, and the H3K27me3 track associated with the repression of tran-

scription were obtained in control 501mel cells [31] and were aligned

with the ChiP-seq profile of MITF [30]. h,a Cell count of 501mel

melanoma cells infected with an empty vector or a vector encoding

ASAH1 and transfected with control or MITF siRNA. Representative

micrographs are shown. Values represent mean+ SD of three inde-

pendent experiments; ***p < 0.001. h,b Immunoblot of 501mel mel-

anoma cells infected with an empty vector or a vector encoding

ASAH1 and transfected with control or MITF siRNA
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We next addressed the functional importance of ASAH1

in MITF effects. Forced expression of ASAH1 rescued the

reduction of cell proliferation mediated by MITF inhibition.

Forced expression of ASAH1 also slightly enhanced the

number of cells compared to the control condition (Fig.

3ha). Further, an increase in expression in the cell cycle

inhibitor p27 was observed upon MITF inhibition by

siRNA, but did not occur in these cells when they were

transduced with ASAH1. Together, these results demon-

strate the causal role of ASAH1 in MITF proliferative

activity (Fig. 3hb). Almost no cell death was found in these

conditions (Supplementary Fig. 2G). Of note, immunoblot

also showed that forced expression of ASAH1 was asso-

ciated with an increase in MITF expression, thereby sug-

gesting a bidirectional regulation between MITF and

ASAH1.

Collectively, our findings identify ASAH1 as a new

MITF target gene and demonstrate for the first time the

involvement of MITF in the control of sphingolipid

metabolism.

Fig. 4 ASAH1 controls melanoma cell proliferation and motile fea-

tures. a ASAH1 mRNA expression in melanoma cells transfected with

control or two different ASAH1 (ASAH1#1 and ASAH1#2) or MITF

siRNAs. Values represent mean+ SD of three independent experi-

ments performed in triplicate; **p < 0.01; ***p < 0.001. b Boyden

chamber experiments of melanoma cells transfected with a control or

two different ASAH1 siRNAs (ASAH1#1 and ASAH1#2) or with a

MITF siRNA. Representative images are shown. Values represent

mean+ SD of three independent experiments; *p < 0.05, **p < 0.01

and ***p < 0.001. c Boyden chamber experiments. The 501mel mel-

anoma cells were transfected for 48 h with ASAH1 or MITF siRNA

before being exposed to 3 μM D-sphingosine (D-SPH) for 5 h. Values

represent mean+ SD of three independent experiments; **p < 0.01;

***p < 0.001. d Boyden chamber experiments. Invasive melanoma

cells were exposed to 3 μM D-SPH for 5 h. Values represent mean+

SD of three independent experiments; ***p < 0.001
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ASAH1 controls the switch between the proliferative
and invasive phenotype in melanoma cells

We next assessed the impact of ASAH1 knockdown in

ASAH1high cells on short-term cell growth, colony formation

assay and apoptosis detection in various melanoma lines

transfected with siRNA against ASAH1 versus a control

siRNA. To rule out non-specific effects, different siRNAs

were used. As expected, the siRNA triggered a strong

decrease in expression of mRNA and protein for ASAH1

(Fig. 4a and Supplementary Fig. 3A) and translated into a

decrease in ASAH1 activity (Supplementary Fig. 3B). Of

note, siASAH1#2 displayed stronger effect than siASAH1#1

and was used in the following experiments as siASAH1.

Electron microscopy revealed that ASAH1-inhibited mela-

noma cells compared to control cells were characterized by

an accumulation of intracellular vacuoles rich in sphingoli-

pid (Supplementary Fig. 3C) typically resembling the phe-

notype of cells from patients with lysosomal storage

disorders [32]. ASAH1 inhibition dramatically reduced the

number of cells in short-term cell growth (Supplementary

Fig. 3D) or in colony formation assays (Supplementary Fig.

3E). Remarkably, the growth arrest caused by ASAH1

reduction was comparable to that of MITF inhibition, in

agreement with ASAH1 being a target gene of MITF

(Supplementary Fig. 3D-E). Fluorescence-activated cell

sorting analysis of 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-

stained cells did not reveal a significant difference in cell

death between control cells or cells in which ASAH1 or

MITF were inhibited (Supplementary Fig. 3F).

Conversely, we investigated the effect of ASAH1 forced

expression in ASAH1low cells. ASAH1 upregulation in

WM3918 cells was confirmed by Q-PCR and immunoblot

(Supplementary Fig. 4A-B). Further, forced expression of

ASAH1 did not change its cellular localization (Supple-

mentary Fig. 4C) and it translated into more ASAH1

activity (Supplementary Fig. 4D). Melanoma cells with

forced expression of ASAH1 proliferated faster than native

parental control cells (Supplementary Fig. 4E) and dis-

played a reduced motility (Supplementary Fig. 4F). Ana-

lysis of The Cancer Genome Atlas–Skin Cutaneous

Melanoma (TCGA-SKCM) dataset revealed accordingly an

association of ASAH1 with the proliferative signature

described in Verfaillie et al. [33] (Supplementary Fig. 4G).

In addition, ASAH1-inhibited cells underwent morpho-

logical changes. They exhibited an increased dendritic

morphology (Supplementary Fig. 5a). Moreover, adherence

monitored either by microscopic observation after seeding

(Supplementary Fig. 5B-C) or monitored in real time using

the xCELLigence technology showed that cells with

reduced ASAH1 expression adhered faster than that with

high ASAH1 expression (Supplementary Fig. 5D). Similar

observations were obtained in cells transfected with MITF

siRNA (Supplementary Fig. 5D). These changes suggested

that ASAH1 controlled the motile ability of melanoma cells.

Boyden chamber motility studies and scratch wound

assays in different melanoma cell lines demonstrated that

ASAH1 reduction enhanced cell migration compared to

control cells (Fig. 4b and Supplementary Fig. 5E-F).

ASAH1 reduction stimulated cell migration to the same

extent as MITF inhibition. Conversely, melanoma cells with

forced expression of ASAH1 displayed reduced motile

ability (Supplementary Fig. 4F). In line with that, MITF and

ASAH1 low melanoma cells have higher invasive capacities

than MITF and ASAH1 high cells (Supplementary Fig. 5G).

To demonstrate that the observed effects were dependent on

ASAH1 activity, exogenous sphingosine was used to

restore functional ASAH1 metabolic cascade. Short-term

exposure to sphingosine at concentrations from 1 to 5 μM

had no effect on cell number (Supplementary figure 6A-B).

However, it dramatically reduced melanoma cell migration

induced by the loss of ASAH1 or MITF (Fig. 4c and

Supplementary figures 6C-D) and impaired migration of

ASAH1low melanoma cells (Fig. 4d).

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)-inducing

transcription factors enhance mesenchymal (loss of epithe-

lial characteristics such as E-cadherin expression) and

motile features. TWIST1 is an EMT-controlling factor

particularly important in melanoma [34]. Interestingly, we

observed that ASAH1 reduction in ASAH1high cells

enhanced TWIST1 expression (Supplementary figure 7A)

and caused a loss of E-cadherin expression (Supplementary

figure 7B), whereas ASAH1 forced expression in

ASAH1low cells had the opposite effect, reducing TWIST1

(Supplementary figure 7C) and stimulating E-cadherin

expression (Supplementary figure 7D). These features

translated into an enhanced sphere formation ability of

ASAH1-inhibited melanoma cells (Supplementary figure

7E). Thus, ASAH1 impacts on the mechanical and

mesenchymal features of melanoma cells. Collectively, our

findings demonstrate that ASAH1 acts as a rheostat to

control the switch between proliferative and invasive states

in melanoma cells.

ASAH1, through activation of the ITGαVβ5/FAK
signaling cascade, controls motility of melanoma
cells

To broadly dissect the molecular mechanisms by which

ASAH1 exerts its effect in melanoma cells, we performed a

gene expression profiling of ASAH1 knocked down cells

compared to control cells. Top canonical pathways of the

differentially expressed genes captured in the Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery

(DAVID) tool were related to cell migration and trafficking

such as “pathways in cancer”, “focal adhesion” and “ECM-
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receptor interaction” (Fig. 5a), thereby strengthening the

observation that ASAH1 loss is associated with an

enhanced motile capacity of melanoma cells. Of note, our

transcriptomic analysis also revealed a reduction in

expression of several MITF target genes. The expression in

MITF mRNA itself was slightly downregulated in the three

cell lines but did not reach the statistical threshold. Never-

theless, at the protein level, forced expression of ASAH1

enhanced MITF (Fig. 3hb) and ASAH1 siRNA reduced

MITF expression (Supplementary figure 7F).

We next focused our attention on FAK which is linked to

integrin signals to promote cell migration. Immunoblot

showed that ASAH1 silencing in different cell types

resulted in a significant increase in FAK phosphorylation

(Fig. 5b). Such treatment had no effect on the levels of FAK

protein. Immunofluorescence staining of cells following

ASAH1 siRNA treatment revealed that FAK localized to

focal adhesions compared to control cells in which FAK

was more cytoplasmic (Fig. 5c and Supplementary figure

8A). Conversely, forced expression of ASAH1 inhibited

FAK phosphorylation (Fig. 5d). Gene expression profiling

revealed the increased expression of integrin β5 that was

confirmed at the protein level (ITGβ5) (Fig. 5e). ITGβ5 can

associate with integrin αV (ITGαV). Transcriptomic pro-

filing showed a small increase in expression of mRNA for

ITGAV in ASAH1-inhibited cells, even though the

Fig. 5 ASAH1 controls cell

migration via the integrin/FAK

cascade. a Top significantly

deregulated pathways upon

ASAH1 downregulation in three

different melanoma cell lines

(501mel, WM3912, WM8)

transfected with control or

ASAH1 siRNA. b Immunoblot

to total and phosphorylated FAK

(Y397) after ASAH1

downregulation (48 h) compared

to control siRNA. c Confocal

microscopy images of

phosphorylated FAK (Y397)

localization after ASAH1

downregulation (48 h) compared

to control siRNA. d Immunoblot

to total and phosphorylated FAK

(Y397), ASAH1 and HSP90

(loading control) in WM3918

with forced expression of

ASAH1 compared to the

parental cells. e Immunoblot to

ITGβ5, ITGαV and HSP90

(loading control) in 501mel,

WM3912 and WM8 melanoma

cells transfected with a control

or ASAH1 siRNA. f

Immunofluorescence of ITGβ5

in WM3912. g Boyden chamber

experiments with control IgG

Ctl) or ITGαVβ5 neutralizing

antibody (ITGα β5). Values

represent mean+ SD of three

independent experiments; ***p

< 0.001. Representative images

are shown

J. Leclerc et al.



difference did not reach statistical significance. However, a

statistically significant difference in ITGAV mRNA

between control and ASAH1-inhibited cells was observed

by Q-PCR and was strengthened at the protein level by

western blot (Fig. 5e and Supplementary figure 8B). Fur-

ther, both integrins play critical role in cell migration,

invasion and tumorigenesis. Q-PCR and immunoblot

revealed the recurrent increased expression in ITGαV upon

ASAH1 inhibition in different melanoma cells (Fig. 5e). As

shown by immunofluorescence, ITGβ5 staining was con-

fined predominantly to the cellular periphery in ASAH1

knocked down cells compared to its cytoplasmic localiza-

tion in control cells (Fig. 5f). In cells treated with MITF

siRNA, ITGβ5 generated a pattern of staining similar to that

obtained with ASAH1 inhibition (Fig. 5f). We next thought

to determine whether ITGαVβ5 was causally involved in

melanoma cell migration mediated by ASAH1 inhibition.

Whereas treatment with an ITGαVβ5 blocking antibody had

no effect on cell survival (Supplementary figure 8C), it

dramatically impaired melanoma cell migration (Fig. 5g and

Supplementary figure 8D-E). ITGαVβ5 blocking antibody

exhibited similar causal effect in melanoma cell migration

mediated by MITF inhibition. Altogether, our data

demonstrate that ASAH1 controls melanoma cell plasticity

and migration through integrin-mediated FAK activation.

Discussion

Here, we demonstrate that the lysosomal acid ceramidase

ASAH1, which controls sphingolipid metabolism, acts as a

driver of the phenotypic switch, thereby contributing to an

intratumoral heterogeneity. We showed that whereas mel-

anoma cells with high expression of ASAH1 displayed a

proliferative activity, low ASAH1 cells had enhanced

motile ability. ASAH1 was previously shown to play an

important role in melanoma proliferation [35]. We also

identified ASAH1 as a target of MITF in melanoma cells,

thereby implying for the first time MITF in the regulation of

sphingolipid metabolism. Until now, an enhanced tran-

scription of ASAH1 has been reported by cAMP-responsive

element binding protein (CREB) in human adrenal corti-

cocarcinoma cells [36] and by estrogen receptor-α (ERα)

and specificity protein-1 (Sp1) in breast cancer cells [37].

Thus, our study adds new clues to the regulation of ASAH1.

Elevated ASAH1 expression has been reported in various

types of human cancers such as prostate, breast and head

and neck [38, 39] and has been associated to increased

malignancy and worse clinical outcome [40–42]. However,

ASAH1 expression correlates with a good prognosis in ER-

positive breast cancer [43, 44], thereby indicating that high

ASAH1 expression is not necessarily an indicator of unfa-

vorable tumor features and lower survival.

Further, defects in the ASAH1 gene result in the lyso-

somal storage disease Farber (FD) lipogranulomatosis, with

an invariably fatal outcome [45]. FD patients are not prone

to develop cancer. However, individuals with the most

common “classical” form of FD die at approximately 2

years of age, before melanoma can develop. The data

gathered here on the role of ASAH1 in melanoma cells

highlighted genes and signaling cascades that might serve

as new potential therapeutic targets in the FD patients.

The pro- or anti-tumoral role of ASAH1 can be explained

by tissue-specific functions or by its involvement during

specific stages of cancer. Supporting this idea, MITF

expression must transiently decrease to enable melanoma

cell migration and invasion but high MITF expression must

be recovered to allow the growth of the metastases [14, 16,

46]. In response to microenvironmental signals, MITF

exhibits an oscillatory pattern of expression and melanoma

cells switch back-and-forth between proliferative and

invasive to drive the metastatic disease [3, 8, 16]. ASAH1

might follow the same oscillatory model as MITF.

MITF-silenced melanoma cells also display features of

senescence [30, 47]. ASAH1-depleted cells were positive

for the senescence-associated β-galactosidase staining

(Supplementary figure 7G), in agreement with a previous

report [48], and also displayed traces of the pro-

inflammatory secretome, illustrated by an increased

expression of CCL2 and CYR61, as we previously reported

in MITF low cells [49, 50]. Melanoma cells with reduced

expression of ASAH1 exhibited a molecular program linked

to invasion that partially overlapped that of MITF loss.

Transcriptomic analysis of melanoma cells transfected with

ASAH1 siRNA revealed no change compared to control

cells in ZEB1 or SNAIL and an increase in TWIST1, BRN2

or SLUG expression, which are critical factors for mela-

noma progression and metastasis [34, 51, 52]. Additionally,

only insulin-like growth factor receptor 1 (IGF1R), out of

other critical tyrosine kinase receptors (PDGFRB, AXL,

EGFR, ERBB3, EPHA2) that were reported to be deregu-

lated in the MITF low invasive phenotype [6, 8, 53], was

enhanced in ASAH1-silenced melanoma cells. Thus, the

gene expression signature of ASAH1-inhibited cells

appeared intermediate between the proliferative and inva-

sive phenotypes reported for MITF. This is consistent with

previous reports showing that a subgroup of profiled mel-

anoma cell lines was intermediate between the two states

[26, 54]. Further, melanoma cells with both proliferative

and invasive phenotypes have been recently described [55].

Noteworthy, melanoma cells expressing classical mar-

kers of senescence were reported to retain their ability to

migrate and invade [56]. This is consistent with our findings

demonstrating that ASAH1 loss induced a senescence-like

phenotype and enhanced the motile ability of melanoma

cells. Lai et al. [48] also showed that ASAH1-null cells lose
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the ability to form cancer-initiating cells. Contrastingly, we

demonstrated that cells in which ASAH1 expression was

inhibited via siRNA gain a motile mesenchymal phenotype,

which is a feature of cancer stem populations. This dis-

crepancy can be explained by the complete compared to

transient inhibition of ASAH1 that prevents adaptation

through plastic ability of melanoma cells. The partial loss-

of-function phenotype generated by RNA interference

(RNAi) may more accurately recapitulate the effects of

microenvironment than the complete loss-of-function phe-

notype. Furthermore, the transcriptomic analysis revealed

that ASAH1 inhibition by siRNA triggered a slight decrease

in expression of mRNA for MITF, yet it did not reach the

statistical threshold. Nevertheless, at the protein level,

forced expression of ASAH1 enhanced MITF expression

and ASAH1 siRNA reduced MITF expression. These

observations suggested a complex post-transcriptional reg-

ulation of MITF by ASAH1 that needs further studies to be

elucidated. Migration requires the coordinated regulation of

both E-cadherin-mediated cell–cell adhesions and integrin-

mediated adhesions that contact the surrounding extra-

cellular matrix (ECM) [57]. In line with that, E-cadherin

inhibition and increased expression of TWIST1, a known E-

cadherin transcriptional repressor [34, 58], paralleled

ASAH1 loss. Supporting our data, sphingosine-1-phosphate

(S1P) production, which is produced by ASAH1 activity,

has been reported to suppress migration of breast cancer

cells through E-cadherin re-expression and enhanced cell–

cell adhesion [59]. Besides, we observed that ASAH1 loss

favored anchorage-independent growth, and correlates with

acquisition of mesenchymal properties and with integrin

activation. Accordingly, cells with reduced ASAH1

expression displayed heightened integrin and FAK signal-

ing. Among integrin, we identified integrin αVβ5 as the

main dimer responsible for melanoma cell migration

mediated by ASAH1 inhibition. In highly invasive mela-

noma cells, integrin αVβ5 was also shown to regulate

vascular endothelial growth factor (VEGF)-A secretion and

activation of the vascular endothelium, a key step in the

extravasation process and formation of distant metastasis

[60]. Our transcriptomic analysis revealed that VEGF-C is

one of the top deregulated genes upon ASAH1 reduction.

Additional candidates that may reflect aspects of migration

and heterogeneity of melanoma cells include several tran-

scription factors, such as BRN2 and NFIB, that were found

increased in our transcriptomic analysis of ASAH1-

inhibited cells. Recently, NFIB has been shown to med-

iate BRN2-driven melanoma cell migration and invasion

through upregulation of EZH2 and downregulation of MITF

[61, 62]. However, in our trancriptomic analysis EZH2

mRNA expression was inhibited after ASAH1 inhibition by

siRNA, instead of being increased as reported in response to

BRN2 forced expression [61]. Thus, these observations

suggest that the increase in motile and invasive properties

evoked by ASAH1 inhibition and by BRN2 forced

expression are different.

Altogether, we show that ASAH1 influences the phe-

notypic switch in melanoma cells and that melanoma cells

acquire motile properties after the loss of ASAH1. Further,

our findings point out to a link between metabolism of

sphingolipid and melanoma cell plasticity and open new

therapeutic perspectives in melanoma.

Materials and methods

Cell cultures and reagent

All human melanoma cells were cultured in Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 7%

fetal calf serum at 37 °C in a humidified CO2 incubator. The

human melanoma cell lines WM3912, WM8 and WM3918

are a gift of Dr. M Herlyn (The Wistar Institute, Philadel-

phia, PA). Other melanoma cell lines were purchased from

the American Tissue Culture Collection. All cell lines were

regularly tested for mycoplasma contamination.

Human tumor samples and immunohistochemical
analyses

Twenty BRAFV600-mutated melanoma tumor samples

were obtained through the Biological Resource Center of

the Hôpital Lyon Sud, Hospices Civils de Lyon, and were

used with the patient’s written informed consent. This

study was approved by the scientific board of the Hos-

pices Civils de Lyon. Formalin-fixed, paraffin-embedded

and 3 µm-thick tissue sections underwent immunohisto-

chemical (IHC) staining using commercially available

antibodies against MITF (C5/D5, mouse monoclonal, 1/

200, Roche) and ASAH1 (ab74469, 1/100, Abcam,

Cambridge, MA, USA) and Ultraview red detection or

DAB revelation. For MITF, the staining was nuclear while

for ASAH1 the staining was cytoplasmic. A blinded

evaluation of the staining was carried out by experienced

pathologists.

Gain- and loss-of-function experiments

Briefly, cells were transfected with 20 nM of siRNA plus 5

μl lipofectamineTM RNAiMAX in opti-MEM medium

(Invitrogen, San Diego, CA, USA). Control (siC) and siR-

NAs for MITF have been previously described [63]. siR-

NAs to ASAH1 were from Invitrogen.

Cells were infected with lentiviral particles for ASAH1

and when indicated 24 h later they were transfected with

control or MITF siRNA for 72 h.
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Cell count and viability

Cell count and viability were determined in flow cytometry

by adding DAPI at 1 μg/ml and for a short time to the

population of cells.

Colony formation assay

The 501mel melanoma cells were transfected with control or

ASAH1 siRNA for 48 h. Cells were trypsinized, seeded in 6-

well plates (3 × 103) and were then placed in a 37 °C, 5% CO2

incubator. Colonies of cells were stained with 0.04% crystal

violet/2% ethanol in phosphate-buffered saline for 30min after

for 14 days. Picture of crystal violet-stained wells were taken.

The colony formation assay was performed in triplicate.

Anchorage-independent growth

The 501mel melanoma cells were transfected with control or

siRNA to ASAH1 and next subjected to a two-layer soft agar

assay in 6-well plates. Cells (1.5 × 104) were mixed with 2ml

of 1× culture medium with 10% fetal bovine serum (FBS) and

0.3% agar, cooled to 42 °C, and plated on top of a solidified

bottom layer of 2 ml of 1% noble agar in cell respective 1×

culture medium. Every 2 days, 1 ml of growth medium was

added into the wells. After 1 week, bright-field images were

taken using a Zeiss Axiovert S100. The number of colonies

grown in soft agar was quantified, and the colony size (i.e.,

image area) was calculated using Zeiss ZEN software.

LC/MS analysis of sphingolipids and ASAH1 activity

Sphingolipids were extracted and prepared as previously

published [64] and analyzed by liquid chromatography/

mass spectrometry (LC/MS) as previously described [29].

ASAH1 activity was measured as previously reported [29].

Immunofluorescence and confocal experiments

Cells were fixed and permeabilized as previously described

[49] before being exposed to anti-ASAH1 1:100 (Sigma,

HPA005468) antibodies and then with 1:1000 dilution of

anti-rabbit Alexa Fluor 594 labeled secondary antibody

(Invitrogen, San Diego, CA, USA). Confocal optical sec-

tions of cells were obtained with a Zeiss LSM510Meta

microscope (Zeiss, Göttingen Germany) using a 63× NA1.4

Plan-Apochromat oil immersion lens. The parameters of the

system were adjusted to avoid saturation.

Western blot assays

Western blots were carried out as previously described [46].

Cell lysates (30 μg) were separated by SDS-PAGE,

transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane and

then probed with antibodies to MITF (Abcam, Ab12039),

ASAH1 (Sigma, HPA005468), ERK2 (Santa Cruz Bio-

technology, clone D-2), phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204)

(Cell Signaling Technology Inc., #2370), anti-phosphoFAK

(Cell Signaling Technology Inc., #3283), total FAK (Mil-

lipore, clone 4.47), p27 (Ozyme, #3686), ITGβ5 (Cell

Signaling Technology Inc., D24A5), ITGαV (Santa Cruz

biotechnology, p2W7), to integrin αVβ5 (Abcam,

ab24694), E-cadherin (Ozyme, #5296) and HSP90 (Santa

Cruz Biotechnology, sc-13119). Horseradish peroxidase-

conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibodies were from

Dakopatts (Glostrup, Denmark). Proteins were visualized

with the ECL system (Amersham). The western blots shown

are representative of at least three independent experiments.

Migration assays

Cell migration was carried out using a Boyden chamber

assay with 8 μm pore filter inserts (BD Bioscience). Cells

were seeded on the upper chamber of a trans-well and

DMEM/7% FBS placed into the lower chamber. Cells

adherent to the underside of the filters were fixed with 4%

paraformaldehyde, stained with 0.4% crystal violet and five

random fields at ×20 magnification were counted. Results

represent the average of triplicate samples from three

independent experiments.

Cell migration was also studied in classical wound

healing assays. Cells were grown to form a confluent

monolayer and next were wounded with a p200 pipette tip.

Pictures (10×) of the same areas were recorded using an

Axiovert 200M microscope (Zeiss) equipped with a Cool-

Snap™ES camera (Photometric®, Roper Scientific).

mRNA preparation, real-time/quantitative PCR

mRNA isolation was carried out with Trizol (Invitrogen),

according to standard procedure. QRT-PCR was carried out

with SYBR® Green I and Multiscribe Reverse Transcriptase

(Applied Biosystems) and monitored by an ABI Prism 7900

Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster

City, CA). Detection of SB34 gene was used to normalize

the results. Primers were designed for each complementary

DNA with Primer Express Software (Applied Biosystems)

and are available upon request.

Gene expression profiling and bioinformatics

Total RNA of three different cell lines transfected with

control scrambled siRNA or siRNA to ASAH1 was isolated

with TRIZOL. Integrity of RNA was assessed using an

Agilent BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies) (RNA

Integrity Number (RIN) above 8). RNA samples were then
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labeled with Cy3 dye using the low RNA input QuickAmp

kit (Agilent) as recommended by the supplier. Then, 600 ng

of labeled cRNA probe was hybridized on 8 × 60 K high-

density SurePrint G3 gene expression human Agilent

microarrays. Data analyses were performed using R

(http://www.r-project.org/). The quality control was per-

formed using the Bioconductor package arrayQuality-

Metrics and custom R scripts. We used a linear modeling

approach to calculate log ratios, moderated t statistics, log

odds ratios of differential expression (B statistic), and p

values for each comparison of interest. The p values were

adjusted for multiple testing using the Benjamini and

Hochberg method, which controls the false discovery rate.

Differentially expressed genes were selected based on

AbsLogFC > 1 and adjusted p value < 0.05. Kyoto Ency-

clopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrich-

ment analysis was performed using DAVID (http://david.

abcc.ncifcrf.gov/). P < 0.05 was used as the threshold

criterion.

The experimental data and microarray design have been

deposited in the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under the accession

number GSE115385.

To assess the link between ASAH1 and the three phe-

notypes (proliferative, invasive, immune) described in

Verfaillie et al. [33], we used the SKCM dataset from

TCGA. RNA-sequencing (RNA-seq) and clinical data were

available for 472 patients and downloaded from the TCGA

data portal (https://portal.gdc.cancer.gov). RNA-seq data

were normalized using the Bioconductor package DESeq2

and log2 transformed. Patients were next classified and

assigned to one of the three phenotypes using molecular

marker genes characteristic of each phenotype and by

computing a z-score based on the following formula: z-

score= (expression in sample−mean expression in all

samples)/standard deviation of expression in all samples.

We next computed the median of z-scores of each pheno-

type and then associated the phenotype with the higher

value to each patient. We compared the ASAH1 expression

in tumor samples, distinguished by the inferred phenotypes.

The p values were calculated by the Wilcoxon rank

sum test.

Statistical analysis

Data are presented as averages ± SD and were analyzed by

two-sided student t-test. A p value ≤ 0.05 between the

experimental and control groups was considered statistical

significant. Degree of similarity analysis of genes with

similar patterns of expression to MITF across the mela-

nomas was performed using Pearson's correlation

coefficient.
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Supplementary figures 

 

Figure S1: ASAH1 displays an elevated expression in melanoma compared to 

other tumor. 

(A) The data from Rambow et al. 
26

 were analysed using the Morpheus software 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). A relative color scheme based on the 

minimum and maximum values in each row was used to convert values to color. The 

relative levels are indicated by varying color intensity (low-blue, high-red). 

(B) Correlation between ASAH1 and MITF genes expression in melanoma tumors 

extracted from dataset GSE19234. Gene expression data were log2 transformed. 

Pearson's correlation coefficient, used to measure similarity between gene profiles, is 

shown. 

 
(C) ASAH1 mRNA expression in melanoma cell lines determined by qRT-PCR. 

Values representmean + SD of threeindependentexperimentsperformed in 

triplicate. ***p<0.001. 
 
- Immunoblot to ASAH1 with a commercial antibody (HPA005468, Sigma) of total 

cell extracts isolated from the indicated melanoma cell lines showing the proform (55 

kDa) and the b (40 kDa) active subunits. Detection of ERK2 serves as a loading 

control. The asterisk indicates a non-specific band. 

- MITF mRNA expression in melanoma cell lines determined by qRT-PCR. Values 
 
represent  mean  +  SD  of  three  independent  experiments  performed  in  triplicate. 
 
*p<0.05; **p<0.01;***p<0.001. 
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Figure S2: MITF controls ASAH1 expression 

(A-B) mRNA expression of MITF, two of its target genes (TYROSINASE and 

MLANA) and ASAH1 in WM3912 and WM8 melanoma cell lines determined by qRT-

PCR. Values represent mean + SD of three independent experiments performed in 

triplicate. ***p<0.001. 

(C) Cellular lipids were extracted, and sphingolipid concentration was determined by 

LC/MS in control or MITF-suppressed 501mel cells. Data represent the levels of 

sphingosine (SPH) in ng/mg proteins. 

(D) Immunoblot to MITF and ERK2 (loading control) in 501mel melanoma cells with 

forced expression of MITF compared to control cells. 

(E) ASAH1 mRNA expression in 501mel melanoma cells, transduced with an empty 

adenoviral vector or a vector encoding MITF (72 hrs), as determined by qRT-PCR. 

Values represent mean + SD of three independent experiments performed in 

triplicate. **p<0.01. 

(F) Luciferase assay using 501mel cells transfected with the ASAH1 promoter (Lucki 

et al. 2009) and with empty pcDNA3 vector or with a vector encoding wild type MITF. 

Forty-eight hours post-transfection, luciferase activity was assayed and normalized 

by the β-galactosidase activity. Results are expressed as fold stimulation of the basal 

luciferase activity from cells transfected with empty vector. Data are means + SE of 

three experiments performed in triplicate. ***p<0.001. 

(G) 501mel melanoma cells infected with empty or ASAH1 encoding lentiviruses and 

transfected with control or MITF siRNA were stained with DAPI. DAPI positive cells 

were monitored by FACS. 
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Figure S3: ASAH1 loss inhibits cell proliferation 

(A) Immunoblot to ASAH1 of 501mel (left), WM3912 (middle) and WM8 (right) 

melanoma cells transfected with a control (siCtl) or two different ASAH1 (siASAH1#1 

and siASAH1#2) siRNA. The proform (55 kDa) and the β (40 kDa) active subunit are 

shown. The α (14 kDa) active subunit is not recognized by the commercial antibody. 

Detection of ERK2 serves as a loading control. 

 
(B) ASAH1 activity in the corresponding melanoma cells. Values represent mean + 

SD of two independent experiments. 

(C) TEM images of WM8 melanoma cells transfected with control or ASAH1 siRNA. 

Scale bars, 5 µm. 

 
(D) Cell  count  over  time.  Values  represent  mean  +  SD  of  three  independent 
 
experiments. **p<0.01;***p<0.001. 
 
(E) Colony formation assay of melanoma cells transfected with control, ASAH1 

(ASAH1#1 and ASAH1#2) or MITF siRNA. Colonies were stained with crystal violet 

after 14 days (representative micrographs are shown) and destained. The relative 

absorbance, which reflects the number of colony was measured on a 

spectrophotometer. Values represent mean + SD of three independent experiments. 
 
***p<0.001. 
 
(F) FACS analysis of DAPI staining in 501mel (left), WM3912 (middle) and WM8 

(right) melanoma cells transfected with a control (siCtl), two ASAH1 (siASAH1#1 and 

siASAH1#2)  or  MITF  (siMITF)  siRNA.  DAPI  positive  cells  represent  dying  cells. 
 
Results are expressed in %. 
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Figure S4: ASAH1 controls melanoma cell proliferation 

(A) Immunoblot to ASAH1 of WM3918 melanoma cell line with forced expression of 

ASAH1 compared to the parental WM3918 cells. 

(B) Expression of mRNA for ASAH1 measured using qRT-PCR analysis after forced 

expression of ASAH1 in WM3918 ASAH1
low

 melanoma lines compared to the 

parental cell lines. Values represent mean + SD of three independent experiments. 
 
***p<0.001. 
 
(C) Confocal microscopy images of ASAH1 in control or expressing ASAH1 WM3918 

melanoma cells. Scale bar: 20 µm 

(D) ASAH1 activity after forced expression of ASAH1 in WM918 melanoma cells. 

Values represent mean + SD of three independent experiments. ***p<0.001. 

(E) Colony formation was assessed 10 days later. Values representmean + SD of 
 
two independent experiments. ***p<0.001. Representative micrographs are shown. 
 
(F) Migration capacity of WM3918 melanoma cell lines with forced expression of 

ASAH1 compared to the parental cells. 

(G) Analysis of ASAH1 association with the three phenotypes (proliferative, invasive, 

immune) described in Verfaillie et al.(Verfaillie et al. 2015) from the TCGA SKCM 

dataset. P-values were calculated by the Wilcoxon rank sum test. 
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Figure S5: ASAH1 impacts on melanoma cell adhesion 
 
(A) Phase contrast microscopy images of melanoma cells upon ASAH1 suppression. 
 

(B) Adhesion assay of ASAH1
low

 melanoma cells infected with control or ASAH1 

lentiviruses. 
 

(C) Adhesion assay of ASAH1
high

 melanoma cells transfected with control or ASAH1 
 
siRNA. 
 

(D) xCelligence impedance assay measuring adhesion of ASAH1
high

 melanoma cells 

transfected with control, ASAH1 or MITF siRNA. 

(E-F) Migration ability of 501mel and WM8 melanoma cells was determined using 

wound healing assays. Pictures from the same area were taken at time 0 and 24 

hours after the wound. Representative images are shown. Magnification: 10X and 

scale bar = 200 µm. 

 
(G) Migration capacity of representative ASAH1

high
 and ASAH1

low
 melanoma cell 

lines with Boyden chamber assay. Values represent mean + SD of three independent 

experiments. ***p<0.001. 
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Figure  S6:  Exogenous  sphingosine  prevents  ASAH1  and  MITF-knockdown 
 
induced migration 
 
(A) Number of 501mel melanoma cells in control condition or after treatment with D-

sphingosine (D-SPH) 1 µM, 3 µM and 5 µM for 24 hrs. 

(B) FACS analysis of DAPI staining in 501mel melanoma cells transfected with 

control (siCtl), ASAH1 (siASAH1) or MITF (siMITF) siRNA were left untreated or were 

incubated with D-sphingosine (3 µM) the last 5 hours. Cells positive for DAPI 

represent dying cells. Results are expressed in %. 

 
(C-D) Boyden chambers experiments. Cells were transfected for 48 hrs with ASAH1 

or MITF siRNA before being exposed to 3 µM D-sphingosine (D-SPH) for 5 hrs. 

Values represent mean + SD of three independent experiments. *p<0.05; **p<0.01; 

 
***p<0.001. 
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Figure S7: ASAH1 controls mesenchymal features 
 
(A) TWIST mRNA in 501mel, WM3912 and WM8 melanoma cells transfected with 

control or ASAH1 siRNA. Values represent mean + SD of three independent 

experiments. ***p<0.001. 

(B) Immunoblot to E-cadherin and ERK2 (loading control) in 501mel, WM3912 and 

WM8 melanoma cells transfected with a control or ASAH1 siRNA. 

(C) TWIST mRNA in WM3918 with forced expression of ASAH1 compared to the 

parental cells. Values represent mean + SD of three independent experiments. 

*p<0.05. 

(D) Immunoblot to E cadherin and ERK2 (loading control) in WM3918 melanoma 

cells with forced expression of ASAH1 compared to parental cells. 

(E) Anchorage independent growth of 501mel melanoma cells transfected with 

control siRNA or ASAH1 siRNA for 48 hrs. Colonies were observed after 10 days. 

(F) Immunoblot to MITF and HSP90 (loading control) in 501mel, WM3912 and WM8 

melanoma cells transfected with control siRNA or ASAH1 siRNA. Representative 

images are shown. 

(G) 501mel melanoma cells transfected with control siRNA or ASAH1 siRNA were 

stained for SA-β-Gal activity and visualized under phase-contrast microscopy. Bars, 

10 µM. Representative images are shown. 
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Figure S8: ASAH1 controls melanoma cells migration through regulation of the 

integrin/FAK signaling cascade 

(A) Confocal microscopy images of localization of phosphorylated FAK (Y397) after 

forced expression of ASAH1 in 501mel melanoma cells compared to control cells. 

Representative images are shown. Scale bar: 21 µm. 

(B) ITGAV mRNA level in ASAH1 depleted cells. Values represent mean + SD of 

three independent experiments. *p<0.05. 

(C) FACS analysis of DAPI staining in 501mel melanoma cells transfected with a 

control (siCtl), ASAH1 (siASAH1) or MITF (siMITF) siRNA in presence of control IgG

(Ctl) or ITGαVβ5 neutralizing antibody (ITGαVβ5) the last 5 hours. Cells positive for 

DAPI represent dying cells. Results are expressed in %. 

(D-E) Boyden chamber assays with WM8 and WM3912 melanoma cells transfected 

with control, ASAH1 or MITF siRNA in presence of control IgG (Ctl) or ITGαVβ5 

neutralizing antibody. Values represent mean + SD of three independent 

experiments. Representative images are shown. **p<0.01; ***p<0.001. 



129 

Article 2: Targeting the sphingosine-1-phosphate axis exerts potent antitumor activity in 

BRAF-i resistant melanomas. 

La deuxième partie de mon travail de thèse a porté sur l’étude des S1PRs et de l’axe SK1/S1P/S1PRs 

dans la résistance des cellules de mélanome à l’inhibiteur de BRAF. Il s’agit d’un travail collaboratif 

réalisé avec l’équipe du Pr. Thierry Levade et du Dr. Nathalie Andrieu-Abadie au sein du CRCT 

concrétisé par la signature d’un papier en co-first publié dans le journal Molecular Cancer 

Therapeutics.   

La résistance aux thérapies ciblées est un problème majeur chez les patients atteints de mélanome 

métastatique. De nombreux évènements génétiques et épigénétiques peuvent expliquer ce phénomène. 

Néanmoins, le rôle des sphingolipides dans le cadre du mélanome n’a que peu été étudié. Afin de 

déterminer si l’axe SK1/S1P/S1PR pouvait jouer un rôle dans la résistance, nous avons étudié 

l’expression des S1PRs dans plusieurs lignées de mélanome sensibles ou résistantes au PLX4032, puis 

nous avons modulé l’expression de deux enzymes clés du métabolisme des sphingolipides (SK1 et 

SPL). Nos résultats ont révélé que le traitement au PLX4032 induisait une forte diminution 

d’expression des S1PR1/3 dans les cellules sensibles uniquement. L’augmentation du ratio 

céramide/S1P par approche génétique ou pharmacologique permet la diminution d’expression des 

S1PR ainsi que l’inhibition de la croissance tumorale. Cet effet est associé à une diminution 

d’expression de MITF et BCL2. De plus, l’ABT-737 potentialise l’activité anti-tumorale observée 

lorsqu’on bloque les enzymes produisant la S1P dans les cellules de mélanome résistantes. Nos 

résultats indiquent que le ciblage de l’axe S1P/S1PR apporte de nouvelles options thérapeutiques pour 

les patients atteints de mélanome métastatique en récidive après un traitement par l’inhibiteur de 

BRAF. 
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Corine Bertolotto2, and Nathalie Andrieu-Abadie1

Abstract

BRAF inhibitors (BRAFi) are used to treat patients with

melanoma harboring the V600E mutation. However, resis-

tance to BRAFi is inevitable. Here, we identified sphingosine

1-phosphate (S1P) receptors as regulators of BRAFV600E-

mutant melanoma cell-autonomous resistance to BRAFi.

Moreover, our results reveal a distinct sphingolipid profile,

that is, a tendency for increased very long-chain ceramide

species, in the plasma of patients with melanoma who

achieve a response to BRAFi therapy as compared with

patients with progressive disease. Treatment with BRAFi

resulted in a strong decrease in S1PR1/3 expression in

sensitive but not in resistant cells. Genetic and pharmaco-

logic interventions, that increase ceramide/S1P ratio, down-

regulated S1PR expression and blocked BRAFi-resistant

melanoma cell growth. This effect was associated with a

decreased expression of MITF and Bcl-2. Moreover, the BH3

mimetic ABT-737 improved the antitumor activity of

approaches targeting S1P-metabolizing enzymes in BRAFi-

resistant melanoma cells. Collectively, our findings indicate

that targeting the S1P/S1PR axis could provide effective

therapeutic options for patients with melanoma who

relapse after BRAFi therapy.

Introduction

Changes in lipid profiles are often associated with an altered

metabolic phenotype in tumor cells, whichhas been recognized as

a hallmark of cancers (1). Therefore, lipid metabolism can be

exploited to develop therapeutic strategies to treat cancer. We

recently showed that sphingolipid (SL) metabolism is strongly

altered in cutaneous melanoma in favor of metabolites that

promote tumor progression (2–4). SLs are a class of lipids, which

regulate key biological processes underlying cancer development

including cell death, proliferation, migration, and tumor stroma

remodeling (5). Both the expression and activity of several SL-

metabolizing enzymes are dysregulated in melanoma, limiting

the accumulation of the anti-oncometabolite ceramide and, con-

versely, facilitating the production of the oncometabolite sphin-

gosine 1-phosphate (S1P; ref. 6). Moreover, in preclinical mela-

noma models, a S1P-neutralizing antibody could impair tumor

angiogenesis (7) and lung metastasis (8).

Melanoma is the deadliest form of skin cancer and one of the

most rapidly growing cancers worldwide (9). The BRAF inhibitors

(BRAFi) vemurafenib and dabrafenib or the MEK inhibitors

trametinib and cobimetinib achieve remarkable antitumor

responses in patients with BRAFV600E melanoma with improve-

ments in overall survival. However, initial tumor shrinkage is

transient and the vast majority of patients with metastatic tumors

develop secondary resistance (10). In addition, about 20% to

40% of patients exhibit primary resistance to BRAFi (11).

Interestingly, dysregulations in key signaling pathways of cell

metabolism have been associated tomelanoma cell-autonomous

resistance to BRAFi. For instance, alterations in the PI3K–AKT–

mTORC (12) or MITF–PGC-1a (13) pathways can lead to resis-

tance of melanoma cells to vemurafenib. Dysregulation of SL

metabolism has been reported to modulate resistance to conven-

tional chemotherapy in several types of cancer. Indeed, increasing

the ceramide/S1P ratio by sphingosine kinase 1 (SPHK1)–specific

siRNA can sensitize cancer cells to chemotherapies (14). More-

over, high expression levels of SPHK1 correlate with reduced

cumulative disease-specific survival in tamoxifen-treated patients

with ER-positive breast cancer (15). Elevated SPHK1 expression

has also been associated with resistance of non–small cell lung

cancer cells to docetaxel or doxorubicin (16) as well as chronic
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myeloid leukemia cells to imatinib (17). Despite an altered

metabolism in melanoma cells, the role of SLs in the resistance

of tumor cells to BRAFi is currently unknown.

S1P, which is generated either by SPHK1 or SPHK2, is the

natural ligand of a family of five specific G protein–coupled

receptors, termed S1PRs. These receptors play a critical role in

chemoresistance of different cancers. For instance, tamoxifen

resistance is associated with high expression of S1PR1 and S1PR3

in ER-positive breast cancer patients (15). Moreover, FTY720, a

structural analogof sphingosine that inhibits S1PR1 signaling and

induces proteasomal degradation of SPHK1, reduces resistance of

prostate cancer cells to camptothecin (18, 19).

In this study, we used bioinformatic and lipidomic approaches

to analyze how SLs are related to the human melanoma cell-

autonomous resistance to BRAFi. We also investigated how S1P-

dependent signaling pathways are affected in resistant tumor cells,

to identify novel therapeutic targets for patients who relapse on

first-line targeted therapies.

Materials and Methods

Cell culture and generation of stable SPL-overexpressing

cells

Human melanoma cell lines were grown either in RPMI

(M249), DMEM (A375, WM1346, WM-266.4, and WM9), or

MEM (SK-MEL28) medium supplemented with 7% (WM9) or

10% heat-inactivated FBS in the presence of 5% CO2 in a humid-

ified atmosphere at 37�C. A375, SK-MEL28, and WM-266.4 cells

were obtained from ATCC (LGC). WM1346 cells and WM9 cells

were kindly provided by Dr. M. Herlyn (The Wistar Institute,

Philadelphia, PA). All melanoma cell lines carry the BRAFV600E

mutation, except WM1346 cells, which express the oncogenic

N-RASQ61K mutation. PLX-resistant melanoma cells M249R (20),

WM9R (21), and A375R (22) were generated by chronic PLX

exposure of parental M249S, WM9S, and A375S cells, respectively.

All three resistant sublines showed elevated levels of p-ERK1/2

upon PLX exposure. To guarantee cell line authenticity, melano-

ma cell lines were used for a limited number of passages and

routinely tested for the expression of MelanA/MART1. Cell lines

were tested for the absence ofmycoplasma contamination by PCR

once every 2 weeks.

A375-vector and A375-SPL cells were generated by transduc-

tion using an empty and a human SPL-encoding lentiviral pTRIP-

DU3-CMV-MCS plasmid, respectively. Selection was started 48

hours after transduction using 1 mg/mL puromycin. WM9R-vector

and WM9R-SPL were obtained after transfection with an empty

pcDNA5/TO plasmid (Invitrogen) and a plasmid containing the

cDNAencodinghumanSPL, respectively. Transfectionwas carried

out using the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). Stable

transfectants were then selected using 3 mg/mL blasticidin.

Quantitative RT-PCR

Nonconfluent cells were harvested, and RNA was extracted

(RNeasy Kit; Qiagen) according to the manufacturer's protocol

and treated with RNase-free DNase (Qiagen). RNA quality was

assessed by automated gel electrophoresis (Experion; Bio-Rad).

One microgram of RNA was reverse transcribed (SuperScript II;

Invitrogen) and the cDNA used as a template for qPCR. The

reactionswere performed in duplicate on the StepOne instrument

(Applied Biosystems) using SYBRGreen PCRKit and primer assay

(QuantiTect; Qiagen). Results were quantified using the StepOne

system software.GAPDHandb-actin transcriptswere analyzed for

normalization.

Mass spectrometric analysis of cellular and plasma

sphingolipids

Blood samples of patients with BRAFV600-positive metastatic

melanoma treatedwith vemurafenib or dabrafenibwere obtained

from the Institut Universitaire du Cancer de Toulouse-Oncopôle.

All patients gave written informed consent for blood acquisition

according to an Institutional Review Board approved protocol.

Blood was centrifuged (2,400 � g, 20 minutes, 4�C) to obtain

plasma and then stored at �70�C until analysis. Lipidomic

analyses were performed on 0.2 mL of plasma from six patients

(median age at the diagnosis: 60; 60% females), forwhomclinical

data and response to BRAFi were known. All patients received at

least three treatment cycles (each cycle is 4 weeks) with BRAFi and

were classified as "responders" when the tumor regressed or

remained stable or "nonresponders" when progression of the

tumor was observed according to RECIST criteria.

Plasma andmelanoma cell SLs were analyzed after lipid extrac-

tion and quantified by ultra-performance liquid chromatography

using an Agilent 1290 UPLC system coupled to a G6460 triple

quadrupole spectrometer (Agilent Technologies; ref. 3).

Cell viability and flow cytometry

For cytotoxicity assays, cells were incubated with medium

containing or not FBS and vemurafenib (PLX; Selleckchem),

ABT-737(A-779024.0)/ABT-793 (A-793844.0; Abbott Laborato-

ries, Chicago, IL), C16-ceramide (Avanti Polar Lipids), FTY-720

(Selleckchem), SKI-I (Enamine, Riga, Latvia), or W146 (Sigma-

Aldrich) for the indicated times at 37�C. Control conditions

always included the same organic solvent at the same concentra-

tion as that used to dissolve the pharmacologic compound tested.

Cell viability was assessed using the MTT assay (Euromedex).

For cytometry analyses, cells were treated or not with PLX

(5 mmol/L) for 48 hours in medium containing 7% FBS in the

absence or presence of 5 mmol/L SKI-I, JTE-013 (Sigma-Aldrich),

W146, or CAY-10444 (Cayman Chemical). Phosphatidylserine

externalization was evaluated after labeling with Annexin-V-FITC

(250 ng/mL) and propidium iodide (12.5 mg/mL; AbCys) and

analyzed using a BD LSRFortessa flow cytometer.

Western blot analyses

Equal amounts of proteins were electrophoresed on a 10%

to 15% SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane

(Perkin-Elmer) and blotted with monoclonal anti-S1PR1, anti-

S1PR3 (Epitomics), or polyclonal anti-S1PR2 (Abgent). Mono-

clonal anti-Bcl-2 (50E3), anti-MITF (D5G7V), anti-b-actin, and

polyclonal anti-SPHK1 antibodies were fromCell Signaling Tech-

nology. Polyclonal anti-SPL was from Abcam. Proteins were

detected using an ECL detection system (Bio-Rad).

Animal studies

All procedures and animal housing were approved by the

ethical committee according to European legislation translated

to French law as D�ecret 2013-118 on February 1, 2013. Five

millions WM9 cells were intradermally injected into the flank of

6-week-old female nude mice (Janvier). When tumors reached a

volume of 50 to 100mm3, micewere randomly divided into three

experimental groups (n ¼ 6–10 per group). The control group

received excipient/vehicle (10% DMSO/5% Cremophore/5%
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Tween/80% glucose) only. SKI-I and PLX groups received SKI-I

(100 mg/kg body weight in vehicle) and PLX (37.5 mg/kg) daily

by intraperitoneal injection for 13 days, respectively. The average

tumor size for each respective groupwas normalized to the tumor

volume at the first day of treatment.

Bioinformatics

Gene expression data for melanoma cell lines (log2 trans-

formed) were downloaded from the Cancer Cell Line Encyclo-

pedia (CCLE) cohort (https://genome-cancer.ucsc.edu/). In addi-

tion, the BRAFi response profile of 28 BRAFV600-mutated mela-

noma cancer cell lines was also analyzed (23).

S1PR1, S1PR3, and SPHK1 mRNA levels were assessed in

patients with metastatic melanoma of the Cancer Genome Atlas

(TCGA) skin cutaneous melanoma (SKCM) cohort (n ¼ 369).

Level 3 data were interpreted using gene transcription estimates as

in RSEM normalized and centered log2 counts (https://genome-

cancer.ucsc.edu/). Expression levels were correlated using Pearson

product–moment correlation.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6

software. Results are expressed as mean � SEM, and group

comparisons were performed with an unpaired two-tailed

Student t test for comparison of 2 groups, or one-way ANOVA

followed by the post hoc Tukey test for comparison of experiments

that consisted of �3 groups. The Mann–Whitney U test was used

to test statistical significance of differences inmean tumor growth

between independent groups after treatment. A P value less than

0.05 was considered statistically significant (�, P < 0.05;
��, P < 0.01; ���, P < 0.001).

Results

Melanoma cell expression of S1PR correlates with resistance to

BRAFi

To test whether S1P-dependent signaling pathways are related

to the resistance ofmelanoma cells to BRAFi, we examined a series

of BRAFV600E-mutant melanoma cell lines from the Cancer Cell

Line Encyclopedia (CCLE) for which IC50 values, that is, drug

concentrations causing 50% growth inhibition, of the selective

BRAFi PLX-4720 (the closely related precursor of PLX-4032) were

available (23). Bioinformatic analysis revealed that the levels of

S1PR1 and S1PR3 transcripts positively correlate with resistance

of melanoma cells to the BRAFi (Fig. 1A). In contrast, no signif-

icant relationship was detected between the expression of other

S1PR, that is, S1PR2, S1PR24, and S1PR25, and the sensitivity of

melanoma cells to the BRAFi.

To confirm these results, S1PR expression was monitored in

BRAFi-resistant sublines derived from BRAFV600E-positive mela-

noma cells. M249R (Fig. 1B), WM9R (Fig. 1C), and A375R (Sup-

plementary Fig. S1A) cells displayed strong resistance toPLX-4032

(PLX) compared with their PLX-sensitive parental counterparts.

Of interest was the finding that whereas the expression of S1PR1

and, to a lesser extent, S1PR3 was reduced in parental melanoma

cells upon PLX incubation, it was not affected in the correspond-

ing PLX-resistant sublines treated or not with the inhibitor

(Fig. 1D and E; Supplementary S1B). In contrast, the expression

of S1PR2 was not significantly reduced in all PLX-treated mela-

noma cells. These results indicate that S1PR1 and S1PR3 expres-

sion remains unchanged in PLX-resistant cells upon exposure to

PLX, and could represent a potential therapeutic target for over-

coming acquired BRAFi resistance.

To test this hypothesis, PLX-induced cell death was analyzed in

the presence of S1PR antagonists. As expected, whereas WM9S

cells treated with PLX underwent apoptosis, WM9R cells were

insensitive to the drug (Supplementary Fig. S1C). Remarkably,

cotreatment of WM9R cells with PLX and the S1PR1 antagonist

W146 (24) or the S1PR3 antagonist CAY-10444 (25) strongly

increased apoptosis as compared to the effects of each compound

alone. The S1PR2 antagonist JTE-013 had no significant effect

(Fig. 1F). The combination of W146 and CAY-10444 was not

more efficient than treatment with W146 alone. In contrast,

incubation of WM9R cells with FTY720 (26), a sphingosine

analog which decreases S1PR1 expression and SPHK1 activity

(27), induced a more potent cytotoxic effect than W146 (Fig. 1F

and G), suggesting that SPHK1 could control melanoma cell

resistance to BRAFi.

BRAFi-resistant melanoma cells are susceptible to decreased

S1PR expression due to altered ceramide/S1P ratio

Bioinformatic analysis of an RNA-seq dataset obtained from

a collection of 369 human metastatic melanomas (TCGA)

revealed positive correlations between the mRNA expression

of S1PR1 and S1PR3 as well as SPHK1 (Fig. 2A). In accordance

with these observations, PLX strongly reduced SPHK1 expres-

sion (Fig. 2B) as well as SPHK1 enzymatic activity (Fig. 2C) in

WM9S cells as compared with WM9R cells. Moreover, BRAFi

treatment led to increased ceramide/S1P ratio (Fig. 2D, right)

through the elevation of virtually all ceramide molecular spe-

cies (Fig. 2D, left) in sensitive cells only. Of note, ceramides

containing very long-chain fatty acids (i.e., C24) were the most

abundant species.

To determine whether plasma SL concentrations were associ-

ated to the response of patients withmelanoma to BRAFi, periph-

eral blood frompatientswho received at least three cycles of BRAFi

was collected for measurement of SLs by mass spectrometry.

Among the six patients tested, three patients had progressive

disease (nonresponders) and three patients exhibited a partial

response (responders). Remarkably, plasma SL analysis revealed

higher ceramide/S1P ratios in responders in comparison with

nonresponders (Supplementary Fig. S2, right). Levels of very long-

chain ceramides species showed a tendency to increase in respon-

ders, whereas no change in other ceramide species (Supplemen-

tary Fig. S2, left) was observed.

In addition, inhibition of SPHK1 enzymatic activity in BRAFi-

resistant cells with the nonlipid SPHK inhibitor SKI-I (Fig. 3A;

ref. 28), which increases the ceramide/S1P ratio (Fig. 3B) in

BRAFi-resistant cells, was associated with increased apoptosis as

compared with untreated cells or cells exposed to PLX (Fig. 3C).

No difference was observed between SKI-I alone and the combi-

nation SKI-I and PLX in both BRAFi-sensitive and -resistant

melanoma cells (Supplementary Fig. S3). To extend our observa-

tions in vivo,we next transplantedWM9 cells in the flanks of nude

mice and monitored the formation of tumors upon injection of

PLX or SKI-I. Although administration of PLX resulted inminimal

changes in WM9R tumor growth as compared with WM9S

(Fig. 3D), injection of SKI-I led to a significant decrease in the

size of WM9R tumors (Fig. 3E).

The S1P lyase (SPL), which irreversibly degrades S1P, is under-

expressed in human melanoma cells compared with healthy

melanocytes (2). To validate our hypothesis that increasing the
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Figure 1.

Differential effect of PLX on S1PR expression in BRAFi-sensitive and BRAFi-resistant cells. A, Correlation between relative S1PR expression and sensitivity of

melanoma cells to PLX-4720. S1PR1-5mRNA levels are displayed according to the IC50 values of PLX-4720 (mmol/L) in a panel of BRAFV600melanoma cells

(n¼ 28, Tukey box plot, Student t test). B–E, PLX-sensitive (S) and -resistant (R) cells were treated with 1 mmol/L (B, D: M249) or 5 mmol/L (C, E: WM9) PLX.

B and C, Cell viability was assessed after 48 hours using the MTT test. Results are expressed as percentage of the value determined in the absence of the drug.

Data are mean� SEM of three independent experiments. Statistical differences relative to untreated cells are shown (Student t test). D and E, Left: Expression of

S1PR1, S1PR2, and S1PR3 was assessed byWestern blot analysis after 24 hours. Right: Levels of S1PRs normalized to b-actin and relative to untreated cells

(mean� SEM of two to three independent experiments). Statistical differences relative to untreated cells are shown (Student t test). F andG,WM9R cells were

treated or not with PLX (5 mmol/L) for 24 or 48 hours in medium containing 7% FBS in the absence (none) or presence ofW146, JTE-013, CAY10444, or FTY-720

(5 mmol/L). F, After 48 hours, cells were labeled with Annexin-V-FITC and propidium iodide, and analyzed by flow cytometry. Percentages (mean� SEM of three

independent experiments) of Annexin-V-positive cells are indicated. G, Cell viability was assessed using the MTT test. Results are expressed as percentage

of the value determined at the corresponding time in the absence of the drug. Data are mean� SEM of three independent experiments. Statistical differences

relative to untreated cells are shown (Student t test). NS, not significant.
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ceramide/S1P ratio could be an attractive therapeutic strategy for

BRAFi-resistant melanoma cells, we next assessed cell viability of

SPL-overexpressing WM9R cells following PLX exposure. Over-

expression of SPL inWM9R cells (Fig. 3F), which resulted in a two-

fold increase in ceramide/S1P ratio (Fig. 3G), significantly sensi-

tized WM9R cells to PLX (Fig. 3H). Interestingly, treatment with

exogenous C16-ceramide reduced cell viability of WM9R cells and

the wild-type BRAFmelanoma cell lineWM1346, which is intrin-

sically resistant to BRAFi (Fig. 3I).

Given that inhibition of SPHK1 may result in decreased S1PR

expression, as previously described in SPHK1 knocked-down

MCF-7 breast cancer cells (29), S1PR expression was next assessed

in cells incubated with SKI-I. Fig. 4A shows that treatment with

SKI-I reduced S1PR1 and S1PR3 expression in both PLX-sensitive

and -resistant WM9 cells. In contrast, S1PR2 expression was not

altered. Of note, a marked decrease of S1PR1 expression was also

observed in SPL-overexpressing WM9R cells upon PLX treatment

(Fig. 4B).

Collectively, these data indicate that increasing the ceramide/

S1P ratio impairs S1PR expression and exerts both in vitro and

in vivo powerful antitumor activity in BRAFi-resistant melanoma

cells in a cell-autonomous manner.

Downregulation of S1PR expression due to altered ceramide/

S1P ratio reduces MITF-mediated resistance to PLX

Previous studies have documented the role of ceramide (30)

and S1P/S1PR axis (31) in regulating the expression of the key

melanocytic transcription factor MITF. Importantly, it was

recently shown that MITF expression contributes to BRAFi

resistance (13, 32). To explore the molecular mechanisms

underlying the role of S1PR in melanoma cell resistance to

BRAFi, we evaluated MITF expression in several melanoma cells

upon SKI-I treatment. In line with previous reports, MITF

expression was not reduced in PLX-resistant melanoma cells

upon PLX treatment (Fig. 5A, right) compared with their

sensitive counterparts (Fig. 5A, left). In contrast, incubation

with SKI-I reduced the transcript levels of MITF and one of its

target gene TYR, in both WM9 cell lines. Similar results were

obtained by analyzing MITF protein expression (Fig. 5B). Of

interest, MITF levels were partially restored in WM9 cells upon

incubation with exogenous S1P. Moreover, MITF expression

was no longer reduced in S1PR1-overexpressing WM9S cells

following PLX exposure as compared with WM9S cells expres-

sing an empty vector. PLX-induced cell death was abolished in

these conditions (Supplementary Fig. S4A–S4C). A reduced

expression of MITF upon SKI-I treatment was also observed

in other melanoma cell lines carrying the BRAFV600E mutation

(Fig. 5C). These modifications were accompanied by a decrease

in cell viability of PLX-sensitive (WM9S, M249S, and SK-

MEL28) as well as PLX-resistant (WM9R and M249R) cells

(Fig. 5D). In accordance, overexpression of SPL, which leads

to decreased S1PR1 expression (Fig. 4B), resulted in a reduction

of MITF levels (Fig. 5E) and sensitization of melanoma cells to

BRAFi (Fig. 5F).

Figure 2.

Low cellular and plasma ceramide/

S1P ratios are associated with

resistance of melanomas to BRAFi.

A, S1PR3 and SPHK1mRNA levels

according to S1PR1 expression in

369 humanmetastatic melanoma

tumors from the TCGA database

(Pearson correlation test). B–D,

PLX-sensitive (S) and -resistant (R)

WM9 cells were treated or not with

5 mmol/L of PLX for 24 hours in

medium containing 7% FBS. SPHK1

expression (B) and enzymatic

activity (C) were determined. B,

Left: Representative immunoblot of

at least three independent

experiments; right: Levels of SPHK1

normalized to b-actin and relative

to untreated cells. D, Cellular lipids

were extracted, quantified by mass

spectrometry, and normalized to

protein content. Left: Levels of

individual ceramide species; right:

Ratios of total ceramide/S1P.

Results are representative of three

different experiments. Statistical

differences relative to untreated

cells are shown (Student t test).
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Figure 3.

Increasing the ceramide/S1P ratio impairs the growth of PLX-resistantWM9 cells. A–C,WM9R cells were treated or not with 5 mmol/L PLX or SKI-I for 24 (A, B) or

48 (C) hours in medium containing 7% FBS.A, SPHK1 enzymatic activity was determined. B, Cellular lipids were extracted, quantified by mass spectrometry and

normalized to protein content. Ratios of total ceramide/S1P are presented and are representative of three different experiments. C, Cells were labeled with

Annexin-V-FITC and propidium iodide, and analyzed by flow cytometry. Percentages (mean� SEM of two independent experiments) of Annexin-V-positive cells

are indicated. Statistical differences relative to untreatedWM9R cells were determined (one-way ANOVAwith post hoc Tukey test). D and E, Four days after

intradermal injection of 5 106WM9 cells, melanoma-bearing mice (n¼ 6–10 per group) were treated with vehicle, SKI-I or PLX for 2 weeks and final tumor

volumeswere monitored. Statistical differences relative to vehicle treatedWM9S- (D) orWM9R- (E) bearing mice were determined using the Mann–Whitney U

test. F–H, Control (Vector) or SPL-overexpressingWM9Rmelanoma cells were treated (H) or not (F, G) with the indicated concentrations of PLX for 48 hours in

medium containing 7% FBS. F, SPL expression was determined byWestern blot analysis. G, Cellular lipids were extracted, quantified bymass spectrometry, and

normalized to protein content. Ratios of total ceramide/S1P are presented and are representative of three different experiments. H, Cell viability was assessed

using the MTT test. Results are expressed as percentage of the value determined in the absence of the drug (DMSO) and are mean� SEM of three independent

experiments. I, Cell viability was monitored on PLX-resistant WM9 orWM1346 melanoma cells treated or not with C16-ceramide at the indicated concentrations

for 48 hours. C16-ceramide was dissolved in dodecane/ethanol (dod-EtOH; 2:98, v/v) and added to the mediumwithout FBS. Results are expressed as

percentage of the value determined in the absence of the drug. Statistical differences were determined using Student t test.
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Downregulation of S1PR expression due to altered ceramide/

S1P ratio potentiates Bcl-2 inhibitor-induced apoptosis

Because MITF directly regulates Bcl-2 (33), which contributes

to melanoma cell resistance to BRAFi (34), we next assessed

Bcl-2 expression in cells treated or not with SKI-I. As expected,

upon PLX treatment WM9R cells (Fig. 6) or S1PR1-overexpres-

sing WM9S cells (Supplementary Fig. S4C) did not exhibit a

decrease in Bcl-2 mRNA (Fig. 6A) and protein (Fig. 6B; Sup-

plementary S4C) upon PLX as compared with WM9S cells. In

contrast, expression of Bcl-2 was significantly reduced in WM9R

cells incubated with SKI-I (Fig. 6A and B) whereas that of

Bcl2A1, Bcl-xL, and Mcl-1 did not differ significantly

(Fig. 6A). To ensure Bcl-2 could regulate apoptosis in melano-

ma upon S1PR downregulation, we next examined cell death

following cotreatment with the BH3-mimetic ABT-737 (35)

and SKI-I. As shown in Fig. 6C, whereas ABT-737 did not

resensitize WM9R cells to PLX, it enhanced apoptosis induced

by SKI-I as compared with untreated cells or cells incubated

with the inactive enantiomer ABT-793 (35). This result was

confirmed in SPL-overexpressing A375 cells, in which ABT-737

displayed strong synergistic lethality when combined with SPL

overexpression whereas ABT-737 alone was not cytotoxic

(Fig. 6D). Taken together, these data suggest that combination

of S1PR downregulation and BH3-mimetics may represent a

promising strategy for treating PLX-resistant melanomas.

Discussion

SLs are pleiotropic lipids, which are integrated into the wider

cellular metabolic network (36). Altered SL metabolism contri-

butes to cancer progression and represents an exploitable target

for the development of new treatments. A BRAFV600E-dependent

increase of S1P levels was reported in melanoma cells (4, 37);

however, the effect of therapies targeting the S1P axis on the

response ofmelanoma cells to BRAFi has never been investigated.

Here, we describe, for the first time, changes in the plasma SL

profile of patients with melanoma with progressive disease as

compared with patients who respond to BRAFi therapy. In par-

ticular, our data reveal a tendency for increased plasma C24-

ceramide in responders versus nonresponders. To further deter-

mine the relationship between SL changes and timing of response

or progression during BRAFi therapy,measurement of plasma SLs

should be carried out on larger patient cohorts, before treatment

and more frequently during the treatment. Previous studies

reported that changes in circulating SL levels may serve as novel

biomarkers for monitoring response to therapy. For instance,

Figure 4.

Downregulation of S1PR expression by SKI-I or overexpression of SPL.WM9S/R (A) or SPL-overexpressingWM9R (B) melanoma cells were treated or not with

5 mmol/L of PLX or SKI-I for 24 hours in medium containing 7% FBS. Left: Expression of S1PR1, S1PR2 and S1PR3 was assessed byWestern blot analysis. Right:

Levels of S1PRs normalized to b-actin and relative to nontreated cells (mean� SEM of three independent experiments). Statistical differences relative to

nontreated cells are shown (Student t test).
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Figure 5.

Targeting of S1P/S1PR axis inhibits MITF expression and exerts antitumor effects on melanoma cells. A,WM9 cells were treated or not with 5 mmol/L PLX for 24

hours in medium containing 7% FBS in the absence or presence of 5 mmol/L SKI-I. Relative mRNA levels are depicted for MITF and TYR. Results are mean� SEM

of three independent experiments. B and C,Melanoma cell lines were incubated or not with 5 mmol/L SKI-I for 24 hours in medium containing FBS in the presence

or absence of 2 mmol/L S1P. Expression of MITF was assessed byWestern blot analysis. D,Melanoma cells were incubated or not with PLX (5 mmol/L) or the

indicated concentrations of SKI-I for 48 hours. Cell viability was assessed using the MTT test. Results are expressed as percentage of the value determined at the

corresponding time in the absence of the drug (DMSO). Data are mean� SEM of two independent experiments. Statistical differences relative to untreated cells

were determined (Student t test). E and F, Control (Vector) or SPL-overexpressing A375 orWM266.4 melanoma cells were incubated or not with 5 mmol/L (E) or

the indicated concentrations (F) of PLX for 24 (E) or 48 (F) hours. E, Left: Expression of SPL and MITF was assessed byWestern blot anlysis. Right: Levels of

proteins normalized to b-actin and relative to non-treated cells. F, Cell viability was assessed using the MTT test. Results are expressed as percentage of the value

determined in the absence of the drug. Data are means� SEM of three independent experiments. Statistical differences relative to nontreated control melanoma

cells were determined (Student t test).
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increased serum C18-ceramide levels were described in head and

neck squamous cell carcinoma patients responding to a therapy

combining gemcitabine with doxorubicin in comparison with

nonresponders (38).

Our data also show that sensitivity of BRAFV600-mutated mel-

anoma cells to PLX is negatively correlated with S1PR1/3 expres-

sion. S1PR expression was not affected by PLX in cells that exhibit

acquired resistance to the BRAFi compared with their sensitive

Figure 6.

Combined targeting of S1P/S1PR axis and Bcl-2 synergistically reduces PLX-resistant melanoma cell viability. A–C, WM9 cells were treated or not with PLX

(5 mmol/L) for 24 (A, B) or 48 (C) hours in medium containing 7% FBS in the absence or presence of 5 mmol/L SKI-I, ABT-793, or ABT-737.A, Relative mRNA level

is depicted for Bcl-2, Bcl2A1, Bcl-xL, and Mcl-1. Results represent mean� SEM of three independent experiments. Statistical differences relative to untreated cells

were determined (Student t test). B, Left: Expression of MITF and Bcl-2 was assessed byWestern blot analysis. Right: Levels of proteins normalized to b-actin

and relative to untreated cells. C, Cells were labeled with Annexin-V-FITC and propidium iodide, and analyzed by flow cytometry. Percentages (mean� SEM of

three independent experiments) of Annexin-V-positive cells are indicated. Statistical differences were determined using one-way ANOVAwith post hoc Tukey

test. D, Control (Vector) or SPL-overexpressing A375melanoma cells were incubated or not with the indicated concentrations of ABT-793 or ABT-737 for 48

hours. Cell viability was assessed using the MTT test. Results are expressed as percentage of the value determined in the absence of the drug. Data are mean�

SEM of two independent experiments.

S1P/S1PR Signaling Underlies Resistance to BRAF Inhibition

www.aacrjournals.org Mol Cancer Ther; 18(2) February 2019 297

Published OnlineFirst November 27, 2018; DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-17-1141 

http://mct.aacrjournals.org/


counterparts. Accordingly, PLX-resistantmelanoma cells could be

re-sensitized to BRAFi by cotreatment with S1PR1 or S1PR3

antagonists (Fig. 7). Of note, expression of those receptors is also

strongly increased in chemo-resistant breast cancer cells (15),

whereas that of other S1PR subtypes is rather reduced. Moreover,

S1PR1 expression is also associated to unfavorable clinicopath-

ologic features in nonmuscle invasive urothelial carcinoma (39).

FTY720, which acts as a functional antagonist of S1PR1 by

inducing its internalization and degradation (40), was reported

to stimulate apoptosis in drug-resistant multiple myeloma cells

(41) and sensitize radio-resistant breast cancer cells (42). How-

ever, FTY720 could exert its antitumoral effects through to a direct

inhibition of SPHK1 (43). The SKI-I inhibitor induces the pro-

teasomal degradation of SPHK1 and increases the ceramide/S1P

ratio and apoptosis (44). Our results show that elevation of

ceramide/S1P ratio, induced by SKI-I treatment or SPL overex-

pression, causes a decrease in S1PR expression in melanoma cells

(Fig. 7). The molecular mechanism by which the ceramide/S1P

ratio influences S1PR expression is currently under investigation.

siRNA knockdown of SPHK1 was reported to reduce S1PR3

expression and signaling in S1P-treated breast cancer cells. In

addition, S1P binding to S1PR3 activates SPHK1, suggesting that

SPHK1, ceramide/S1P ratio, and S1PR function in an amplifica-

tion loop to promote cancer progression (29).

Although little is known about the regulation of S1PR3 in

cancer, S1PR1 has been extensively studied. The oncogenic K-Ras

mutant has recently been shown to stimulate S1PR3 expression

through the binding of the transcription factor SMAD3 to the

promoter region of S1PR3 in human lung adenocarcinomas (45).

S1PR1 is transcriptionally regulated by the STAT3 and recipro-

cally, S1PR1 participates in a positive feedback loop with STAT3

pathway in cancer, thereby promoting tumor progression and

metastasis (46). Consistent with this notion, FTY720, which

decreases the expression of SPHK1 and S1PR1, could inhibit the

NF-kB/IL-6/STAT3 amplification cascade linked to the develop-

ment of colitis-associated cancer (27). siRNA knockdown of

SPHK1 also led to a significant reduction of leptin-induced STAT3

phosphorylation in ER-negative breast cancer cells (47). In addi-

tion, the loss of SPL elicits STAT3 activation (48). Importantly,

STAT3 activation signaling is a negative prognostic factor in

human melanoma (49) and inhibition of STAT3 signaling

reduces PLX-resistant melanoma cell growth (50). Future studies

on the relationship between the intracellular ceramide/S1P ratio

controlled by SPHK1 and SPL, S1PR1/3, and STAT3 may reveal

additional insights into themolecular mechanism underlying the

acquired resistance of melanoma cells to BRAFi.

We also provide evidence that downregulation of S1PR expres-

sion mitigates MITF-mediated resistance to PLX (Fig. 7). A grow-

ing body of evidence indicates that a fraction of patients relapse

with tumors having greatly increased MITF (51). Consequently,

targetingMITF, which plays a key role in the initial phases of drug-

induced tolerance, can sensitize acquired resistant cells to BRAF

andMEK inhibitors (32). Aprevious studyhas shown that FTY720

downregulates MITF and tyrosinase expression without ERK

activation (52). In contrast, topical application of a purified SL

fraction, containing some sphingoid bases, to age-onset gray-

haired C57BL/6J mouse skin, induced the re-growth of black hair

with differentiated melanocytes expressing MITF (6, 53). In line

with these observations, we show that S1P itself is able to activate

MITF expression when added to melanoma cells (Fig. 6B). How-

ever, MITF expression is also increased in B16 murine melanoma

at late stages of progression, i.e., when ceramide levels are reduced

by downregulation of acid sphingomyelinase (30). Here, we

describe, for the first time, that the S1P axis represents a critical

regulator of the MITF-mediated signaling pathways that control

melanoma cell-autonomous resistance to BRAFi. However, the

S1P axis is also a key player of the tumor microenvironment

remodeling in melanoma as it promotes angiogenesis (7), stro-

magenesis (4) and the macrophage M2 phenotype (54). In

particular, it elicits the release of TGF-b from melanoma cells,

thus promoting the recruitment andphenotypic shift of the tumor

macrophages (54) as well as the differentiation of quiescent

fibroblasts into activated fibroblasts (4). Interestingly, activated

fibroblasts and macrophages were shown to provide resistance of

melanoma cells to targeted therapies by secreting HGF (55) or

TNF (56), respectively. Whether the "inside-out" signaling of S1P

is associated to these phenomena is of particular interest and is

currently under investigation.

An important hallmark ofmelanoma is resistance to apoptosis,

which ismediated by low levels of BH3-only proteins and/or high

levels of Bcl-2-like prosurvival proteins (57). Here, we demon-

strate that the ceramide/S1P ratio controls Bcl-2 levels without

significantly modifying Bcl2-A1 expression, both being regulated

by MITF. Consistent with these results, high levels of SPHK1

activitywere associatedwith high expressionof Bcl-2 and reported

to counteract Fas and ceramide-mediated cell death in A375

human melanoma cells (58). Moreover, we show that strategies

leading to S1PR downregulation cooperate with ABT-737 to

induce apoptosis in PLX-resistant melanoma cells. This combi-

nation was more effective than the combination of PLX and ABT-

737. Combining Bcl-2 inhibitors and BRAFi led to higher levels of

caspase-dependent apoptosis and reduced tumor growth in vivo

Figure 7.

Targeting the S1P axis leads to BRAFi-resistant melanoma cell death. SPHK1 is

activated by the RAF/MEK/ERK pathway in melanoma cells harboring the

activating BRAFV600Emutation. This effect was associated with an increased

expression of MITF and Bcl-2, leading to increased cell proliferation and

survival. Inhibition of SPHK1 by SKI-I (1), overexpression of SPL (2), treatment

with cell-permeable short chain ceramide (3), or antagonism of S1PR1 or

S1PR3 (4) reduced MITF and Bcl-2 expression and induced melanoma cell

death.
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more efficiently than monotherapy (34). However, this combi-

nation was not always effective against cell lines established from

patients with acquired resistance to vemurafenib (59). Collec-

tively, our results propose an alternative combination drug ther-

apy based on S1PR downregulation in order to exert potent

antitumor activity against BRAFi-resistant melanomas.
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Figure S3: SKI-I induces cell death in both PLX-sensitive and -resistant melanoma cells.

WM9S and WM9R cells were treated or not with PLX (5 µM) for 48 hours in 7% FBS supplemented medium

containing or not SKI-I at the indicated concentrations. Cell viability was then assessed using the MTT test.

Results are expressed as percentage of the value determined at the corresponding time in the absence of the

drug. Data are means ± s.e.m. of 3 independent experiments. Statistical differences relative to untreated cells

are shown (Student’s t-test).
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Figure S4:MITF expression is dependent on S1PR1 in PLX-treated melanoma cells

(A-C) S1PR1 expression (A), cell viability (B) and MITF and Bcl-2 expression (C) were quantified in control (Vector)

or S1PR1-overexpressing (S1PR1) WM9S melanoma cells treated or not with 5 µM of PLX for 24 or 48 hours in

medium containing 7% FBS. Results are expressed as percentage of the value determined in the absence of the

drug and are means ± s.e.m. of 2-3 independent experiments. Statistical differences were determined using

Student’s t-test.
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Article 1: Lysosomal acid ceramidase ASAH1 controls the transition between invasive 
and proliferative phenotype in melanoma cells. 

Plasticité et hétérogénéité intra-tumorale 

Dans cette étude nous avons mis en évidence l’importance de l’expression d’ASAH1 dans le 

mélanome. En effet, ASAH1 semble être un gène important qui contrôle la transition phénotypique qui 

a été impliquée dans l’hétérogénéité intratumorale observée dans les mélanomes et qui a été montrée 

pour contribuer aux résistances thérapeutiques et aux récidives. Nous avons démontré que les cellules 

de mélanomes exprimant fortement ASAH1 ont un phénotype prolifératif, et qu’à l’inverse les cellules 

exprimant faiblement ASAH1 présentent un phénotype invasif. Précédemment, il avait déjà été montré 

qu’ASAH1 a un rôle important pour la prolifération des cellules de mélanomes (Realini et al., 2016).  

Nous avons démontré qu’ASAH1 est une cible de MITF, impliquant pour la première fois MITF dans 

la régulation du métabolisme des sphingolipides. Jusqu’à présent, des régulations d’ASAH1 ont été 

rapportées dans des cellules de carcinomes surrénaliens via CREB (Lucki and Sewer, 2009), et par 

ER- et SP1 dans des cellules de cancers du sein (Lucki and Sewer, 2011). De plus, dans des 

fibroblastes murins et plusieurs lignées de cellules cancéreuses humaines, il a été montré que KLF6 est 

un activateur d’ASAH1 en se fixant à son promoteur (Park et al., 2005). Notre étude permet d’ajouter 

MITF aux régulateurs d’ASAH1, constituant une nouvelle régulation tissu-spécifique d’ASAH1. 

De façon générale, plusieurs études démontrent que l’expression élevée d’ASAH1 est associée à un 

mauvais pronostic dans différents cancers comme celui de la prostate, du sein et les carcinomes de la 

tête et du cou (Don et al., 2014; Truman et al., 2014). Cette expression élevée est également associée à 

une plus forte agressivité de la tumeur (Cheng et al., 2013; Elojeimy et al., 2007; Mahdy et al., 2009). 

Ces études ont abouti à la conclusion qu’une inhibition d’ASAH1 dans les cancers serait bénéfique. 

Cependant, d’autres études ont indiqué que l’expression d’ASAH1 corrèle avec un bon pronostic dans 

les cancers du sein hormono-dépendant (Ruckhaberle et al., 2009; Sanger et al., 2015). L’expression 

élevée d’ASAH1 n’est donc pas nécessairement un indicateur de mauvais pronostic et pourrait 

dépendre du type de cancer observé et de la progression tumorale. En effet, notre étude tend à 

démontrer que l’expression d’ASAH1 peut varier au cours des processus tumoraux. De ce fait, une 

étude approfondie de l’expression et du rôle d’ASAH1 au cours de la tumorigenèse de différents 

cancers pourrait s’avérer utile afin de mieux traiter les patients. 

Des mutations dans le gène ASAH1 sont à l’origine de la maladie de Farber qui est mortelle très 

précocement. Cette maladie ne confère pas de risque accru de développer un cancer. Néanmoins, 

l’issue fatale de la maladie survient dans la plupart des cas avant 2 ans. Or le mélanome ne survient 

pas avant l’âge de 15 ans. Notre étude dans le mélanome a mis en évidence des gènes et des voies de 

signalisation régulés par ASAH1, qui pourraient être étudiés dans le cadre de la maladie de Farber afin 

de proposer de nouvelles approches thérapeutiques. A noter que les patients atteints de cette pathologie 
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présentent un profil unique de surexpression de la chimiokine inflammatoire CCL2; que nous avons 

retrouvée fortement surexprimée dans les cellules de mélanome dont l’expression d’ASAH1 a été 

inhibée. 

Le rôle pro ou anti-tumoral d’ASAH1 pourrait être expliqué par des fonctions tissu-spécifique de cette 

protéine ou par des variations d’expression durant le processus tumorigène. Cette hypothèse est 

confortée par les observations suggérant que l’expression de MITF doit être réprimée de façon 

transitoire pour permettre la migration des cellules de mélanome, puis cette expression doit à nouveau 

être élevée pour permettre la prolifération des cellules métastatiques (Bonet et al., 2012; Carreira et al., 

2006; Cheli et al., 2011). En réponse à des stimuli environnementaux, MITF présente une expression 

oscillatoire permettant un changement réversible des cellules de mélanome entre un phénotype 

prolifératif et invasif permettant l’apparition et la croissance des métastases (Cheli et al., 2011; Falletta 

et al., 2017; Hoek et al., 2008). ASAH1 pourrait également présenter ce profil d’expression et 

d’activité dans les cellules de mélanomes puisqu’étant une cible de MITF. 

Les cellules de mélanomes dans lesquelles l’expression de MITF est inhibée par approche siRNA sont 

sénescentes (Giuliano et al., 2010; Strub et al., 2011). Les cellules dont l’expression d’ASAH1 est 

inhibée par siRNA sont également positives pour le marquage -galactosidase, un des marqueurs les 

plus utilisés pour détecter la sénescence (Cf. Figure supplémentaire 7G). Cette observation est en 

accord avec des résultats publiés précédemment (Lai et al., 2017). A noter qu’il a été montré que les 

cellules de mélanomes sénescentes gardent leur capacité migratoire et invasive (Webster et al., 2015). 

Ces cellules présentent également un sécrétome pro-inflammatoire illustré par une augmentation 

d’expression de CCL2 et CYR61 qui a déjà été décrit dans des cellules MITFlow  (dont l’expression de 

MITF a été inhibée par siRNA) (Ohanna et al., 2013; Ohanna et al., 2011). Les cellules ASAH1low 

(dont l’expression d’ASAH1 a été inhibée par siRNA) présentent un profil qui se superpose 

partiellement à celui observé dans les cellules MITFlow. L’analyse transcriptomique a révélé que les 

cellules transfectées avec un siRNA dirigé contre ASAH1 n’ont pas de changement d’expression de 

ZEB1 ou SNAIL mais présentent une augmentation de TWIST1, BRN2 et SLUG qui sont des facteurs 

essentiels à la progression tumorale et à l’invasion (Caramel et al., 2013; Pinner et al., 2009). De plus, 

seul le récepteur IGF1R présente une augmentation d’expression dans les cellules ASAH1low ce n’est 

pas le cas d’autres récepteurs à tyrosine kinase tels que PDGFRB, AXL, EGFR, ERBB3 et EPHA2 qui 

sont dérégulés dans les cellules MITFlow (Falletta et al., 2017; Muller et al., 2014; Villanueva et al., 

2010). Il semble donc que le profil des cellules ASAH1low soit intermédiaire entre un phénotype 

prolifératif et invasif décrits précédemment (Rambow et al., 2015; Widmer et al., 2012). De plus, des 

cellules de mélanomes présentant les deux phénotypes ont été décrites très récemment (Reinhardt et 

al., 2017).  
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Nos résultats démontrent que la perte d’expression d’ASAH1 induit un phénotype de sénescence et 

augmente la migration des cellules de mélanomes. A l’inverse, il a été montré que des cellules 

invalidées totalement pour ASAH1 perdent leur capacité de cellules initiatrices de mélanomes (Lai et 

al., 2017). Nos résultats obtenus par approche siRNA entraînent un phénotype mésenchymateux plutôt 

associé aux cellules souches. Cette contradiction pourrait être expliquée par le fait que la perte totale 

d’ASAH1 dans ces cellules ne permet pas une certaine plasticité cellulaire. La perte de fonction 

partielle de cette protéine générée par approche siRNA pourrait être plus physio-pathologique quant à 

l’observation des effets du microenvironnement tumoral en comparaison à une approche Crispr-Cas9. 

ASAH1 et son implication dans la migration, quels mécanismes, quelles cibles ? 

La migration requiert la régulation de la E-cadhérine, un médiateur des adhérences intercellulaires et 

celle des intégrines permettant les échanges avec la MEC (Canel et al., 2013). Les cellules ASAH1low 

présentent une inhibition d’E-cadhérine et une augmentation d’expression de TWIST1 permettant la 

transition épithélio-mésenchymateuse (Caramel et al., 2013; Vesuna et al., 2008). Il avait déjà été 

démontré que la production de S1P supprime la migration de cellules de cancers du sein grâce à la ré-

expression d’E-cadhérine augmentant l’adhérence intercellulaire (Wang et al., 1999). De plus, la perte 

d’expression d’ASAH1 favorise la croissance indépendante de l’ancrage et corrèle avec l’acquisition 

de propriétés mésenchymateuses via l’activation des intégrines V5. Dans des cellules de 

mélanomes invasives, ces mêmes intégrines régulent la sécrétion de VEGF-A (vascular endothelial 

growth factor) favorisant l’extravasation et la formation de métastases (Desch et al., 2012). Notre 

analyse transcriptomique a révélé une très forte augmentation de VEGF-C dans les cellules dont 

l’expression d’ASAH1 a été inhibée. Il serait donc intéressant de vérifier ces résultats in vivo afin de 

confirmer si l’expression d’ASAH1 est nécessaire pour potentialiser la colonisation et la croissance 

des cellules métastatiques. Néanmoins, nos résultats sont en contradiction avec une étude récente où 

ASAH1 semblerait être plutôt un activateur de l’angiogenèse via une augmentation d’expression du 

VEGF dans des cellules de cordon ombilical humain (HUVECs) (Cho et al., 2018). Toutefois, ces 

cellules ne représentent pas forcément un modèle physio-pathologique pertinent permettant d’élucider 

le rôle d’ASAH1 dans les processus tumoraux. 

Les facteurs de transcription BRN2 et NFIB reflètent l’hétérogénéité intratumorale du mélanome et 

ont un rôle dans la migration de ces cellules. Leur expression est fortement augmentée dans les 

cellules dont l’expression d’ASAH1 est inhibée. Récemment, il a été montré que NFIB est impliqué 

dans la migration des cellules de mélanome observée lorsque l’expression de BRN2 est augmentée. 

Cette migration implique une augmentation d’expression de BRN2 réprimant MITF et induisant 

l’expression du facteur de transcription NFIB qui active EZH2 (Fane et al., 2017; Goodall et al., 

2008). On ne retrouve pas d’augmentation d’expression d’EZH2 dans notre analyse transcriptomique, 

EZH2 étant même inhibé dans nos cellules ASAH1low malgré une forte augmentation d’expression de 
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BRN2. Par conséquent, l’augmentation de migration observée dans nos cellules ASAH1low ne semble 

pas s’effectuer selon l’axe de signalisation BRN2/NFIB/EZH2 rapporté dans la littérature (Fane et al., 

2017). Il est néanmoins probable que l’activation de NFIB permette la transcription d’autres cibles 

impliquées dans la migration expliquant ce phénotype.  

En effet, NFIB joue un rôle dans le maintien de la quiescence des cellules souches dans certains tissus 

à l’âge adulte (Chang et al., 2013; Harris et al., 2015; Rolando et al., 2016). NFIB semble également 

moduler le destin cellulaire grâce à sa régulation par MYC et son interaction avec SOX2, ces deux 

facteurs de transcription sont impliqués dans la pluripotence des cellules (Engelen et al., 2011; 

Mollaoglu et al., 2017). Comme il a été démontré dans les études précédentes, NFIB régule des 

changements intrinsèques à la cellule mais il est également un facteur jouant un rôle sur le 

microenvironnement tumoral promouvant l’agressivité des tumeurs. En effet, NFIB est capable de 

réguler les endothélines (des facteurs sécrétés régulant les échanges intercellulaires). Ces endothélines 

stimulent l’angiogenèse, la migration et l’invasion (Chang et al., 2013; Rosano et al., 2013).  

Un autre gène plus fortement exprimé lorsqu’on inhibe ASAH1 est le facteur de transcription SOX4. 

Dans des cellules de mélanomes, SOX4 promeut la migration et l’invasion à travers une activation de 

la voie NF-B, et l’augmentation des MMP2 et MMP9 au niveau des ARNm et des protéines (Cheng 

et al., 2017). Dans des cellules de cancer du côlon, SOX4 peut se fixer sur le promoteur de CYR61 et 

activer sa transcription modulant la prolifération, la migration et la survie des cellules tumorales (Wu 

et al., 2014). A noter que SOX4 peut être régulé par le miRNA miR-30a-5p qui évite la progression 

tumorale de multiples cellules tumorales et notamment des cellules de mélanomes (Liu et al., 2018). 

Parmi les régulateurs positifs potentiels de SOX4, on retrouve le long ARN non-codant CASC15 

(Fernando et al., 2017) qui est retrouvé augmenté dans notre analyse transcriptomique. Ce locus très 

proche de SOX4, est activement transcrit dans des cellules de mélanomes métastatiques et son 

augmentation est associée à la progression métastatique au cerveau dans des modèles de xénogreffes. 

De plus, CASC15 semble être un régulateur du changement phénotypique entre un état prolifératif ou 

invasif (Lessard et al., 2015). Pour finir, une étude très récente prouve que CASC15 permet d’inhiber 

l’expression de PDCD4 (programmed cell death 4) en recrutant EZH2 et en augmentant la méthylation 

de la région promotrice de PDCD4. La surexpression de PDCD4 inhibe la prolifération et l’invasion 

des cellules de mélanomes et entraîne l’apoptose (Yin et al., 2018). Une étude du lien entre ce long 

ARN non-codant et ASAH1 permettrait potentiellement d’expliquer l’action d’ASAH1 dans le 

processus de migration et de changement phénotypique. 

Pour finir, la cavéoline 1 (impliquée dans la formation des cavéoles) est également augmentée dans 

notre analyse transcriptomique dans les cellules dont l’expression d’ASAH1 a été inhibée. Le rôle de 

cette protéine est controversé. Une inhibition de cavéoline 1 semble réduire la croissance tumorale 

(Felicetti et al., 2009). En effet, la cavéoline semble être sécrétée et cela est associé à des micro-
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vésicules permettant la stimulation de la croissance indépendante de l’ancrage, de la migration et de 

l’invasion. Une corrélation positive entre la quantité de microvésicules dans le milieu de culture, 

l’expression de MMP9 et celle de la cavéoline 1 a été observée (Felicetti et al., 2009). De façon 

contradictoire, une autre étude réalisée dans des cellules de mélanomes murins, démontre que 

l’expression de cavéoline stimule la prolifération tout en inhibant la migration, l’invasion et la 

colonisation pulmonaire. L’expression de la cavéoline 1 est réduite dans des lignées de mélanomes 

métastatiques et des tissus métastatiques humains. La cavéoline 1 (CAV1) semble donc agir en tant 

que gène anti-métastatique (Trimmer et al., 2010). Une troisième étude démontre que dans des cellules 

de cancer du sein l’inhibition de cavéoline 1 réduit la migration et qu’à l’inverse dans des cellules de 

mélanomes murins cela augmente la migration. Contrairement aux fibroblastes, CAV1 ne se relocalise 

pas aux extrémités des cellules métastatiques, ce phénotype invasif nécessite sa phosphorylation sur la 

tyrosine 14 (Y14) (Urra et al., 2012). Une étude in vivo montre que la surexpression de CAV1 réduit la 

formation de tumeurs sous-cutanées mais promeut les métastases via l’activation de Rac1 (Lobos-

Gonzalez et al., 2013). La perte de PTEN augmente l’expression de CAV1 ce qui entraîne la 

dissociation de la -caténine de la protéine membranaire E-cadhérine et promeut donc les métastases 

(Conde-Perez et al., 2015). La phosphorylation en Y14 est très importante pour le rôle de la cavéoline 

1 dans les métastases mais n’est pas nécessaire pour son rôle de « suppresseur de tumeur » (Ortiz et 

al., 2016). La phosphorylation de la cavéoline déterminerait donc son rôle suppresseur de tumeur ou 

plutôt métastatique. L’hypoxie augmente l’expression de la cavéoline de façon HIF1-dépendante. 

L’augmentation de la migration induite par l’hypoxie peut être inversée par une inhibition de CAV1. 

La migration associée à l’hypoxie peut également être évitée par ajout d’un inhibiteur de Src kinase (le 

PP2) qui prévient la phosphorylation en Y14 de CAV1. En conclusion, son effet serait dépendant du 

statut mutationnel des cellules de mélanome (Castillo Bennett et al., 2018). 

Comment l’inhibition d’ASAH1 peut-elle moduler les intégrines V5 ? 

Une des questions soulevées par ce travail est : comment les intégrines V5 sont surexprimées quand 

ASAH1 est inhibé? 

Tout d’abord il est probable que la modulation d’expression d’ASAH1 induise un changement de la 

composition des sphingolipides à la membrane plasmique et plus particulièrement au niveau des 

radeaux lipidiques voire des cavéoles. Il a déjà été montré que la composition lipidique des plaques 

d’adhésions focales était importante pour maintenir le contact des cellules épithéliales à la MEC 

(Marquez et al., 2008). Ceci pourrait moduler le recrutement des différentes intégrines à la membrane 

plasmique et favoriser celui des intégrines V5 permettant la migration observée dans notre étude. 

De plus, il a été montré un lien entre la distribution des sphingolipides dans la membrane et le 

cytosquelette (Kraft, 2016). Cependant, comment une protéine lysosomale modulant les 

sphingolipides dans cet organite peut jouer sur la composition en sphingolipides à la membrane 
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transition épithélio-mésenchymateuse (Kong et al., 2011). Ces deux gènes sont également surexprimés 

lorsqu’on inhibe ASAH1. NEDD9 a été associé au statut métastatique des mélanomes (Kim et al., 

2006). L’inhibition de cette protéine dans des cellules de cancer du sein renforce le trafic (via les 

cavéoles) des intégrines liées à leur ligand aux endosomes précoces ce qui empêche donc leur 

recyclage. NEDD9 peut se lier directement à CAV1 et on le retrouve localisé dans les vésicules 

CAV1+ qui sont des cavéoles internalisées contenant notamment des intégrines. La coopération 

NEDD9/CAV1 permet le de rompre le complexe intégrine/ligand et de permettre le recyclage des 

intégrines libres à la membrane afin d’être à nouveau activées. En l’absence de NEDD9, le trafic des 

intégrines des endosomes précoces aux endosomes tardifs est diminué, ceci augmente le retour des 

intégrines liées à leur ligand des endosomes à la membrane plasmique sans la libération de leur ligand 

ce qui réduit la migration et l’adhésion (Kozyulina et al., 2015). Dans nos cellules, nous retrouvons à 

la fois une augmentation de CAV1, NEDD9 et des intégrines V5. Il est donc probable que 

l’augmentation de ces intégrines soit favorisée par l’action du complexe CAV1/NEDD9 qui 

permettrait une augmentation du trafic endo-lysosomal et donc une dynamique de recyclage des 

intégrines. 

Néanmoins, lorsque nous avons observé l’expression protéique de NEDD9 dans nos lignées 

transfectées avec un siASAH1 nous avons plutôt observé une inhibition de NEDD9 (Cf. Figure 24A). 

Cependant, on retrouve NEDD9 localisé au niveau des adhésions focales semblant être également co-

localisé avec ASAH1/P-FAK si l’on observe les immunofluorescences précédentes (Cf. Figure 24B et 

23). 

Afin de se retrouver aux adhésions focales, NEDD9 doit être phosphorylé par la caséine kinase 1δ 

(CK1δ) ce qui favorise son interaction avec PLK1 (polo kinase 1). Une fois ce complexe formé, ceci 

permettra la translocation de NEDD9 à la membrane plasmique au niveau des adhésions focales (Lee 

et al., 2018). PLK1 semble augmenté lorsqu’on inhibe ASAH1 (analyse transcriptomique) et 

permettrait peut-être d’expliquer la localisation aux adhésions focales de NEDD9. NEDD9 semble être 

également régulé via la voie de signalisation TCF4/miR-125b. TCF4 serait capable d’activer le miR-

125b qui inhibe l’expression de NEDD9 bloquant donc la migration/invasion (Rambow et al., 2016). 
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Figure 26: ASAH1 module l’expression de MITF et de ses cibles 
RT-qPCR réalisées sur des cellules surexprimant ASAH1 (WM3918 à gauche) et sur des cellules dont 
l’expression d’ASAH1 a été inhibée par siRNA (501MEL à droite). Le niveau relatif d’ARNm dans les 
cellules a été vérifié pour les gènes ASAH1, MITF, MLANA, TYR, RAB7. 
 
Notre analyse transcriptomique a révélé que ONECUT2 est surexprimé dans les cellules ASAH1low en 

comparaison aux cellules contrôles. L’expression de ONECUT2 est associée à un phénotype invasif 

dans des cellules de cancers du côlon (Sun et al., 2014b). ONECUT2 est un facteur déterminant dans 

les processus métastatiques du cancer de la prostate (Rotinen et al., 2018). De façon intéressante, 

ONECUT2 a été démontré comme un activateur de l’expression de MITF grâce à sa fixation sur son 

promoteur (Jacquemin et al., 2001) mais il existe d’autres gènes pouvant être régulés par ONECUT2. 

ONECUT2 peut activer PEG10 mais également réprimer d’autres gènes tels que FOXA1 important 

dans les cancers de la prostate. Il serait intéressant de vérifier si ONECUT2 pourrait également 

réprimer MITF dans les cellules de mélanomes. 

ASAH1 n’est pas un facteur de transcription et ne peut donc pas réguler MITF directement. Comme 

discuté plus haut, ASAH1 pourrait former des complexes avec des protéines co-régulatrices permettant 

ce rôle. Il a également été montré que l’inhibition d’ASAH1 augmente l’expression de l’acétyl-histone 

H3 activant des gènes stéroidogènes (Lucki et al., 2012b). ASAH1 pourrait donc jouer un rôle dans la 

régulation épigénétique et réguler ainsi l’expression de MITF. D’autre part, on sait que CREB1 peut 

réguler l’expression de MITF positivement. Dans nos cellules traitées par siASAH1, on observe une 

diminution d’expression de CREB1 ainsi qu’une diminution de sa phosphorylation dans 2/3 lignées de 

mélanomes étudiées (Cf. Figure 27). Nous avons également constaté une augmentation de CREB2 et 

de la phosphorylation d’ATF1 qui est une protéine partageant 90% d’homologie avec CREB2 et 

pouvant former des complexes ATF1/CREB2 pour réguler des gènes cibles. CREB2 semble être 

exprimé de façon ubiquitaire et sa surexpression permet la répression de transcription de gènes 

contenant des motifs CRE (Karpinski et al., 1992). CREB2 serait également un inhibiteur compétitif 

de CREB1 (Zhou et al., 2007). Il serait donc intéressant de savoir si dans ce cadre CREB2 serait 

capable de réprimer MITF lorsqu’on inhibe ASAH1. 
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module l’expression d’ASAH1. Il est aussi imaginable qu’un autre processus rentre en jeu dans cette 

régulation fine, comme une régulation par d’autres acteurs tels que des miRNA ou autre. 

ASAH1 et son rôle au lysosome, implications des lysosomes dans la migration 

ASAH1 catabolise les céramides au lysosome. Des mutations d’ASAH1 ont été associées à la maladie 

de Farber qui fait partie des pathologies lysosomales et se caractérise par une accumulation intra-

lysosomale de céramides (Chen and Decker, 1982). Cependant, on ne sait pas comment cette 

accumulation de céramides, perturbe l’activité des lysosomes. La membrane des lysosomes contient 

des pompes à protons et des canaux ioniques qui permettent de maintenir, à l’intérieur du lysosome, un 

pH acide nécessaire au fonctionnement des hydrolases acides qu’ils contiennent (Mauvezin et al., 

2015). Il est probable que l’accumulation de céramides et la perte de production de sphingosine et de 

sphingosine-1-phosphate change la composition de la membrane du lysosome et modifie le 

recrutement de protéines clés pour l’activité des lysosomes. 

La première observation que nous avons faite dans nos différentes lignées de mélanomes est qu’elles 

réagissaient différemment à un traitement par un agent lysosomotrope. Nous avons traité nos cellules 

avec les composés suivants: de la L-leucy-L-leucine methyl ester (LLOMe) qui est un agent 

permettant la perméabilisation de la membrane lysosomale, provoquant une perte du gradient de 

protons et un relargage de marqueurs lysosomaux dont la taille et d’environ 10kDa. Néanmoins, les 

cathépsines ne sont pas relarguées dans le cytoplasme (Repnik et al., 2017). La bafilomycine (Baf) a 

également été utilisée et est une drogue inhibant l’autophagie en phase tardive. Elle constitue un 

inhibiteur des V-ATPases bloquant l’acidification des lysosomes. Enfin, nous avons traité les cellules 

avec la chloroquine qui s’accumule préférentiellement dans les lysosomes, bloque l’autophagie en 

augmentant le pH lysosomal. Dans toutes les conditions de traitement avec ces composés, nous avons 

observé que les lignées à phénotype prolifératif (501MEL, WM3912 et WM8) avaient une IC50 plus 

faible que les lignées à phénotype invasif (A375, C8161, WM3918). Ces observations indiquent donc 

que les cellules invasives semblent moins sensibles à une perte de fonction lysosomale ou de 

l’autophagie (Cf. Figure 29) 
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l’autophagie (de la plus précoce à la plus tardive) dans le but de définir si les lysosomes sont 

fonctionnels dans les cellules ASAH1low. 

Ragulator est un facteur d’échange de nucléotides guanyliques (GEF) pour la petite GTPase RagA et 

RagB qui font partie de complexes hétérodimériques avec RagC et RagD (Bar-Peled et al., 2012). Ce 

facteur active RagA/B recrutant mTORC1 à la membrane lysosomale (Sancak et al., 2010). mTORC1 

activé et localisé au lysosome promeut la synthèse protéique par la phosphorylation de S6K et 4EBP1 

(Burnett et al., 1998) tout en inhibant l’autophagie en phosphorylant ULK1 (Chan et al., 2007). La 

restriction en acides aminés bloque cette voie de signalisation, entraîne la dissociation de mTORC1 de 

la membrane lysosomale inhibant la synthèse protéique et activant l’autophagie. Inhiber l’activité de 

mTORC1 maintient la localisation des lysosomes en périphérie à l’aide d’une diminution d’expression 

de KIF2A et ARL8B ce qui augmente la fusion autophagosome-lysosome. Il serait intéressant 

d’étudier les acteurs de la régulation du positionnement des lysosomes dans nos cellules et ce, d’autant 

plus que l’augmentation de mTORC1 et l’inhibition d’autophagie sont associées à la tumorigenèse. A 

l’inverse la dispersion des lysosomes est associée aux métastases (Nishimura et al., 2003; Nishimura et 

al., 2000; Nishimura et al., 2004). Il est probable que la position des lysosomes en périphérie dans les 

cellules transfectées avec un siASAH1 joue un rôle dans leur migration. Ceci pourrait être une 

conséquence du relargage de certaines protéines essentielles à la migration, expliquant peut-être 

également la présence de la sous-unité  d’ASAH1 au niveau des adhésions focales alors que cette 

protéine est lysosomale. De plus, il semble que le relargage des cathepsines grâce la sécrétion du 

contenu lysosomal hors des cellules de mélanomes potentialise la migration (Eding et al., 2015). 

Des résultats préliminaires semblent démontrer que lorsqu’on inhibe ASAH1, on diminuerait 

l’expression des Rag A/B/C/D et d’Arl8A/B (Cf. Figure 33). Ceci pourrait inhiber l’action de 

Ragulator et empêcher le transport rétrograde des lysosomes situés en périphérie. De plus, Arl8A/B 

semble nécessaire pour la fusion des autophagosomes/lysosomes chez la drosophile (Boda et al., 

2018). 







157 

 

Article 2: Targeting the sphingosine-1-phosphate axis exerts potent antitumor activity in 
BRAF-i resistant melanomas. 

Les sphingolipides jouent un rôle dans de nombreux processus biologiques et contribuent à la 

progression de multiples cancers. Il a déjà été montré que les inhibiteurs de SK et les antagonistes des 

S1PRs représentaient des pistes thérapeutiques intéressantes dans plusieurs cancers (Kunkel et al., 

2013). 

La modulation de l’axe SK1/S1P/S1PR dans le mélanome: nouvelle piste thérapeutique? 

Concernant le mélanome, on sait que les cellules mutées BRAFV600E présentent une augmentation 

intracellulaire de S1P (Albinet et al., 2014; Madhunapantula et al., 2012). Néanmoins, on ne connait 

pas l’effet des thérapies ciblées sur l’axe S1P/SK1/S1PR dans les cellules de mélanome. Dans cette 

étude, nous avons démontré l’importance des S1PR1 et S1PR3 dans la résistance des cellules de 

mélanome aux thérapies ciblées. En effet, leur expression diminue dans des cellules sensibles à la suite 

d’un traitement vémurafénib ce qui n’est pas le cas des cellules résistantes. Le traitement des cellules 

résistantes par des antagonistes spécifiques de S1PR1 et S1PR3 (W146 et CAY10444 respectivement) 

permet de re-sensibiliser les cellules au vémurafénib. De manière intéressante, le ciblage de S1PR2 

(par JTE-013) n’a aucun effet sur la sensibilité des cellules de mélanomes résistantes, démontrant la 

spécificité des récepteurs S1PR1 et S1PR3 dans le phénomène de résistance (Cf. Figure 1F). 

Précédemment, il avait déjà été prouvé que l’expression de ces récepteurs augmente dans des cellules 

de cancer de la prostate résistantes à la chimiothérapie (Akao et al., 2006) et cellules de cancers du 

sein (Watson et al., 2010). Nous avons vérifié que le niveau des ARNm des S1PRs dans les cellules 

WM9S et WM9R était en accord avec les niveaux d’expression protéiques observés dans ces mêmes 

cellules en réponse au vémurafénib (Cf. Figure 1A). Ceci suggère une régulation transcriptionnelle des 

S1PRs. Il est probable que le régulateur impliqué soit STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription 3) qui régule transcriptionnellement S1PR1 conduisant à une boucle d’amplification et 

d’activation persistante de STAT3 dans les cellules résistantes (Lee et al., 2010). 

 

Afin de déterminer l’implication de STAT3 dans cette régulation, les cellules de mélanome seront 

traitées par vémurafénib en combinaison ou non avec le SK1-I et nous vérifierons l’activation de 

STAT3 par sa phosphorylation sur la tyrosine 705 (qui induit sa dimérisation, translocation nucléaire 

et sa liaison à l’ADN). De plus, une étude a montré que l’inhibition de l’axe STAT3-PAX3 (par la 

molécule WP1066) inhibe la croissance des cellules de mélanomes résistantes au vémurafénib (Liu et 

al., 2013). Ces données sont très intéressantes étant donné que PAX3 est un régulateur positif de 

MITF. Nous pourrons donc étudier l’effet de cette molécule sur l’expression de S1PR1 et de MITF 

dans nos cellules de mélanomes.  
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Le récepteur S1PR1 a été plus étudié que le S1PR3. S1PR1 est régulé au niveau transcriptionnel par 

STAT3 et réciproquement, S1PR1 peut réguler positivement STAT3 constituant une boucle de 

rétrocontrôle positive entre ces deux protéines. Cette boucle de rétrocontrôle promeut la progression 

tumorale et les métastases (Lee et al., 2010). En accord avec ces observations, FTY720 (qui diminue 

l’expression de la SK1 et de S1PR1) peut inhiber la voie de signalisation NF-B/IL-6/STAT3 associée 

au développement des cancers liés aux colites (Liang et al., 2013). L’inhibition de SK1 entraîne 

également une réduction de la phosphorylation de STAT3 induite par la leptine dans des cancers du 

sein non-hormonaux dépendant (Alshaker et al., 2015). 

 

La signalisation via S1PR3 entraîne l’expansion des cellules souches cancéreuses ALDH+ (aldéhyde 

déshydrogénase). Ceci se produit via l’activation de Notch en réponse à la stimulation par ajout de 

S1P exogène (Hirata et al., 2014). Les cellules souches cancéreuses qui surexpriment SK1 ont une plus 

forte croissance tumorale in vivo pouvant être avortée par l’inhibition de S1PR3. Cependant, on ne sait 

pas si la signalisation S1P-S1PR3 favorise les caractéristiques souches des cellules cancéreuses. La 

mutation oncogénique sur K-RasG12D a été démontrée comme stimulant l’expression de S1PR3 dans 

des adénocarcinomes pulmonaires humains (Zhao et al., 2016). De plus, dans le même modèle, 

l’activation de S1PR3 par TGF-SMAD3 augmente la progression tumorale et les métastases (Zhao et 

al., 2016). 

 

Le FTY720 est un antagoniste de S1PR1, il induit son internalisation et sa dégradation (Brinkmann et 

al., 2010). Ceci s’effectue via l’ubiquitination du récepteur par l’ubiquitine ligase WWP2 sur de 

nombreux résidus lysines entraînant sa dégradation au protéasome (Oo et al., 2011). Cette dégradation 

peut donc être inhibée par un traitement MG132 (Oo et al., 2007). 

Le FTY720 stimule l’apoptose dans des cellules résistantes de myélome multiple (Yasui et al., 2005) 

et re-sensibilise des cellules de cancer du sein radio-résistantes (Marvaso et al., 2014) et des cellules 

de cancer de la prostate (Pchejetski et al., 2010). Cette molécule pourrait agir via l’inhibition directe de 

SK1 (Rosa et al., 2013). Le SK1-I induit quant à lui la dégradation par le protéasome de SK1 et 

augmente le ratio céramide:S1P et donc l’apoptose (Loveridge et al., 2010). Nos résultats démontrent 

que l’augmentation du ratio céramide:S1P induite par le SK1-I diminue l’expression des S1PR1 et 

S1PR3 dans les cellules de mélanome mais le mécanisme reste méconnu.Néanmoins, une inhibition de 

SK1 par siRNA réduit l’expression de S1PR3 et la signalisation induite par les S1PRs dans des 

cellules de cancers du sein. De plus, la S1P peut se lier au S1PR3 et activer la SK1 (Long et al., 2010). 

Ces résultats suggèrent que la SK1, le ratio ceramide:S1P et les S1PR fonctionnent comme une boucle 

d’amplification qui promeut la progression tumorale. 

 

La SPL est l’unique voie de sortie du métabolisme des sphingolipides via l’hydrolyse de la S1P. Cette 

enzyme est inhibée au niveau protéique dans des tissus cancéreux de côlon et ceci intensifie la 
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croissance tumorale via le miR-181b-1 activé par STAT3. Cette signalisation se produit à la suite 

d’une accumulation de S1P et/ou via la signalisation des S1PRs (Degagne et al., 2014). A l’inverse, la 

ré-expression de la SPL potentialise l’apoptose dépendante de p53 et p38 permettant la réduction de la 

signalisation S1P dans les cellules cancéreuses de côlon et les xénogreffes (Oskouian et al., 2006). De 

la même façon que lorsqu’on traite les cellules par SK1-I, la surexpression de SPL permet de diminuer 

l’expression du S1PR1 (et non S1PR3 contrairement au SK1-I) dans les cellules résistantes. Cette 

inhibition de S1PR1 re-sensibilise les cellules résistantes à un traitement au vémurafénib (Cf. Figure 

3H). Il serait intéressant d’étudier par quelle voie de signalisation passe cette stimulation d’apoptose, 

et notamment étudier p53 et p38. 

 

Pour conclure, l’activation de la voie de signalisation STAT3 est associée à la progression du 

mélanome et régule le caractère souche des cellules de mélanome (Lee et al., 2012b; Ohanna et al., 

2013). De plus, l’inhibition de STAT3 réduit la prolifération des cellules de mélanomes résistantes au 

vémurafénib (Liu et al., 2013). Il est donc nécessaire de mieux comprendre les relations entre la SK1, 

la SPL, les récepteurs S1PR1/3 et STAT3 pour mieux cibler les cellules de mélanomes résistantes au 

vémurafénib. En perspective, il serait intéressant d’observer par immunohistochimie l’expression de 

ces enzymes et récepteurs dans des coupes de tumeurs provenant de patients répondeurs ou non-

répondeurs au vémurafénib afin de confirmer ces résultats in vivo. De plus, il serait intéressant 

d’étudier la modulation de ces protéines dans la résistance primaire du mélanome aux thérapies 

ciblées. Des anomalies de la voie PI3K/AKT ou de protéines apoptotiques peuvent en être 

responsables mais l’implication de la voie SK1/S1P/S1PR est méconnu dans ce phénomène. 

L’importance du profil lipidique 

Nos résultats ont mis en évidence un changement de composition en sphingolipides dans le plasma des 

patients non-répondeurs au traitement par inhibiteur de BRAF par rapport aux patients qui répondent à 

ce traitement. On note une augmentation de C24-céramide dans les patients qui répondent au 

vémurafénib (Cf. Figure 2D et S2). Il avait déjà été décrit une augmentation de C18-céramide chez des 

patients atteints d’un cancer de la tête et du cou traités avec une combinaison de gemcitabine et 

doxorubicine en comparaison avec des patients non répondeurs (Saddoughi et al., 2011). Ce premier 

résultat est très intéressant mais nécessiterait une étude approfondie avec une cohorte de patients plus 

importante et surtout une analyse au cours de la progression de la maladie. 

Régulation de MITF par les S1PRs 

Plusieurs études ont montré l’implication de MITF dans la résistance du mélanome aux inhibiteurs de 

BRAF (Haq et al., 2013; Johannessen et al., 2013; Muller et al., 2014).  Les sphingolipides sont 

capables de moduler l’expression de MITF. En effet, une augmentation de céramide régule 

négativement l’expression de MITF (Bektas et al., 2005). A l’inverse, une autre équipe a montré que la 
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S1P peut inhiber l’expression de MITF via une signalisation S1PR3-dépendante (Kim et al., 2011). 

Nous nous sommes donc demandé quels pouvaient être les effets de la modulation des S1PRs sur 

l’expression de MITF et ses cibles. 

 

Dans cette étude, nous avons observé une diminution de l’expression de MITF au niveau ARNm et 

protéique dans les cellules résistantes traitées avec le SK1-I (Cf. Figure 5A). Cet inhibiteur augmente 

le ratio céramide:S1P (Cf. Figure 3B). De plus, un ajout exogène de S1P restaure l’expression de 

MITF (Cf. Figure 5B). L’inhibition de MITF est accompagnée d’une diminution d’expression de 

S1PR1 dans les cellules sensibles, et de S1PR1 et S1PR3 dans les cellules résistantes. La restauration 

de S1PR1 dans les cellules sensibles est suffisante pour restaurer l’expression de MITF (Cf. Figure 

S4). On peut donc se demander si S1PR1 seul est responsable de la régulation de MITF. De la même 

façon, la surexpression de SPL inhibe l’expression de MITF au niveau protéique (Cf. Figure 5E). Des 

résultats non publiés démontrent que cela n’est pas dû à une régulation transcriptionnelle mais que 

cela est permis grâce à l’activation de ERK qui peut phosphoryler MITF et entraîner sa dégradation 

par le protéasome. Ceci a été prouvé par ajout de MG132 bloquant le protéasome dans des cellules 

surexprimant SPL, dans ce cas l'expression de MITF n'est plus diminuée (résultats non publiés).  

 

L’expression de MITF semble donc fortement corrélée à la sensibilité des cellules de mélanome. Il 

faut rappeler néanmoins qu’une forte ou faible expression de MITF dans les cellules de mélanome 

peuvent conférer la résistance. L’équipe de Peeper démontre que les cellules MITFlow tolèrent de plus 

fortes concentrations d’inhibiteurs de la voie MAPK que les cellules MITFhigh et peuvent donc devenir 

résistantes (Muller et al., 2014). 

 

En conclusion, nos résultats montrent que l’inhibition de l’expression des S1PR1/3 atténue la 

résistance au vémurafénib médiée par MITF (Cf. Figure 7). En effet, il a été montré que les patients 

résistants présentent une augmentation d’expression de MITF dans les tumeurs (Ji et al., 2015). Par 

conséquent, cibler MITF pourrait re-sensibiliser les cellules résistants aux inhibiteurs de la voie 

MAPK (Arozarena et al., 2016). Précédemment, il a été montré que le FTY720 peut inhiber 

l’expression de MITF et de la tyrosinase de façon ERK-indépendante (Lee et al., 2011). 

 

Dans ce travail, nous décrivons pour la première fois que l’axe S1P est un régulateur de la résistance 

aux inhibiteurs de la voie MAPK médiée par MITF. De plus, on sait que la S1P est un acteur clé du 

microenvironnement tumoral et promeut l’angiogenèse (Visentin et al., 2006), la différenciation en 

macrophages de type M2 (Mrad et al., 2016) ainsi que la différenciation de fibroblastes quiescents en 

fibroblastes associés aux tumeurs (Albinet et al., 2014). De façon intéressante, les fibroblastes et les 

macrophages peuvent induire la résistance des cellules de mélanomes aux thérapies ciblées en 
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sécrétant de l’HGF ou du TNF respectivement (Smith et al., 2014; Straussman et al., 2012). Il serait 

donc intéressant de savoir si le flux de S1P est associé à ce phénomène. 

 

Les cellules de mélanomes peuvent être résistantes à l’apoptose, ceci se traduit par une faible 

expression de protéines pro-apoptotiques ou une augmentation d’expression de Bcl2 et des protéines 

pro-survie (Hartman and Czyz, 2013). Le facteur de transcription MITF est impliqué dans la survie 

des mélanocytes et des cellules de mélanomes car il régule la transcription de deux gènes pro-survie : 

Bcl2 et Bcl2A1. Nous avons démontré que le ratio céramide/S1P contrôle l’expression de Bcl2 sans 

modifier significativement celle de Bcl2-A1 alors que ces deux protéines sont régulées par MITF. De 

plus, il a été montré qu’une forte activité de SK1 est associée à une forte expression de Bcl2 et 

neutralise la mort cellulaire induite par Fas-ligand et les céramides dans les cellules A375 (Bektas et 

al., 2005). 

 

Enfin, nous avons montré qu’une inhibition des S1PR coopère avec l’ABT-737 (inhibiteur de Bcl2, 

BclXL et BclW (Merino et al., 2018)) pour induire l’apoptose dans les cellules résistantes au 

vémurafénib. Cette combinaison étant plus efficace qu’une combinaison vémurafénib/ABT-737. En 

effet, la combinaison vémurafenib/ABT-737 augmente l’apoptose dépendante des caspases et réduit la 

croissance tumorale in vivo plus efficacement qu’une monothérapie (Serasinghe et al., 2015). 

Néanmoins, cette combinaison n’est pas toujours efficace sur des lignées de patients présentant une 

résistance acquise au vémurafénib (Wroblewski et al., 2013). La combinaison SK1-I et ABT-737 est 

efficace dans les sensibles et résistantes. Néanmoins, l’ABT-737 est un inhibiteur à spectre large et il 

serait intéressant de tester l’ABT-199 qui est spécifique de Bcl2 et utilisé en clinique (AMM pour les 

lymphomes). Concernant l’inhibiteur de SK1, le seul en phase d’essai clinique est le Safingol mais il 

cible SK1 et SK2, le SK1-I étant le seul inhibiteur spécifique de SK1 pour le moment. Des tests 

généralisés à d’autres lignées de mélanomes et des tests in vivo pourraient être réalisés pour confirmer 

l’efficacité de l’ABT-199 et/ou ABT-737 et ces molécules pourraient être utilisés en combinaison avec 

le SK1-I comme alternative aux thérapies ciblées. En conclusion, nos résultats proposent une thérapie 

alternative fondée sur la combinaison de l’inhibition des S1PR et des inhibiteurs de BRAF pour une 

meilleure efficacité anti-tumorale sur les mélanomes résistants à la thérapie ciblée. 

Le système immunitaire et les S1PRs 

La signalisation S1P/S1PR a été associée aux fonctions immunitaires dans des cellules cancéreuses.  

En effet, l’activation de S1PR1 par STAT3 entraîne une boucle de rétrocontrôle positif stimulant 

STAT3 (comme mentionné précédemment). Cette boucle de rétrocontrôle est retrouvée dans les 

cellules cancéreuses mais également les cellules immunitaires dans le micro-environnement tumoral ce 

qui stimule la progression tumorale (Lee et al., 2010). 
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Récemment, un criblage de plus de 810 lignées de souris mutées a été effectué afin de déterminer des 

nouveaux régulateurs du processus de colonisation métastatique. La plus grosse réduction de 

métastases pulmonaires a été constatée chez des souris mutantes pour le gène SPNS2 (S1P transporteur 

spinster homologue 2). SPNS2 est un transporteur de S1P permettant la sécrétion du S1P 

intracellulaire dans le sang et la lymphe. SPNS2 est un transporteur exprimé dans les cellules 

endothéliales mais pas dans les érythrocytes ou les plaquettes. L’expression de SPNS2 par les cellules 

endothéliales est requise pour la maintenance du gradient de S1P dans la lymphe qui permet la 

circulation des lymphocytes. En effet, la concentration de S1P est plus forte dans la lymphe que dans 

les ganglions lymphatiques, ce gradient guide les lymphocytes jusqu’à la lymphe puis jusqu’à la 

circulation sanguine (la concentration en S1P étant plus forte dans la circulation sanguine que dans la 

lymphe) (Fang et al., 2017). La délétion de SPNS2 entraîne une lymphopénie circulante avec une 

accumulation des lymphocytes T et des lymphocytes NK (natural killer) dans les poumons. De façon 

intéressante, les souris mutantes pour le  gène SPNS2 présentent une forte diminution de S1P dans le 

sérum et une augmentation de S1P dans les poumons. Ceci permet une élimination efficace des 

cellules tumorales et une diminution globale des métastases chez la souris (van der Weyden et al., 

2017).  

 

Cette observation (même si elle représente un phénotype indépendant des S1PRs), nous permet de 

formuler l’hypothèse que les S1PRs pourraient jouer un rôle dans la réponse immunitaire contre les 

cellules de mélanome. En effet, les S1PRs permettent à la S1P de jouer un rôle autocrine mais 

également paracrine. Il est probable que la modulation de ces récepteurs pourrait moduler la réponse 

immune. En effet, les S1PRs sont d’ores et déjà ciblés pour traiter la sclérose en plaque. Une analyse 

phosphoprotéomique de lésions du cerveau chez des patients atteints de sclérose en plaque a révélé 

l’augmentation de la phosphorylation de S1PR1 à la sérine 351 qui exacerbe l’inflammation médiée 

par les lymphocytes Th17 (Garris et al., 2013). Cependant, on ne sait pas si la phosphorylation de 

S1PR1 module la fonction immunitaire dans le cadre du cancer ou de la suppression tumorale. De 

façon intéressante, la sécrétion de S1P de cellules en mort cellulaire constitue un signal attractif 

recrutant les macrophages et accentuant la phagocytose des cellules apoptotique et la tolérance 

immunitaire (Luo et al., 2016). 

Chez les patients atteints de sclérose en plaque, le S1PR1 serait responsable de la sortie des 

lymphocytes depuis les ganglions lymphatiques. Le S1PR4 permettrait la modulation des cellules 

dendritiques et lymphocytes Th17. Le S1PR5 permettrait le recrutement des lymphocytes NK (natural 

killer) (Chaudhry et al., 2017).  Il serait donc intéressant, en perspective de ce travail, d’étudier l’effet 

de la modulation des S1PRs en combinaison avec une immunothérapie pour savoir si cela aurait un 

effet synergique. De façon plus fondamentale, l’étude de la modulation des S1PRs sur le recrutement 

des leucocytes dans la tumeur permettrait de mieux comprendre ce phénomène.  
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Pour conclure ces deux papiers de thèse et faire un parallèle entre ces deux études, nous pourrions 

étudier l’expression d’ASAH1 dans les cellules sensibles et résistantes au vémurafénib. Des résultats 

préliminaires que j’ai obtenus montrent que la modulation d’ASAH1 dans les cellules sensibles ne 

permet pas d’instaurer une résistance. De même dans les cellules résistantes où la modulation 

d’ASAH1 ne restaure pas la sensibilité des cellules au vémurafénib (non publié). 

 

J’ai également observé que l’expression d’ASAH1 est inhibée dans les cellules résistantes au 

vémurafénib (non publié). Comme il existe une boucle de rétrocontrôle entre MITF et ASAH1, ces 

résultats sont en accord avec le fait que les cellules MITFlow ont un phénotype plus agressif et invasif 

ainsi qu’avec mes observations que l’inhibition d’ASAH1 diminue la prolifération et stimule la 

motilité des cellules de mélanomes.  

 

Par contre, ASAH1 catalyse les céramides en sphingosine puis la SK1 prend le relais pour 

phosphoryler les sphingosines en S1P. Il semble donc que ces résultats soient en contradiction avec 

mon deuxième papier de thèse. En effet, la S1P, qui dérive de la sphingosine produite par ASAH1, a 

été impliquée dans la résistance. De plus, l’inhibition de l’axe S1P/S1PR re-sensibilise les cellules 

résistantes (Garandeau et al., 2018). Or, une inhibition d’ASAH1 devrait être observée dans les 

cellules sensibles puisqu’altérant la production de sphingosine (substrat de la SK1). Cependant, on 

retrouve cette inhibition d’ASAH1 dans des cellules résistantes. Toutefois, nous n’avons pas observé 

d’augmentation significative du niveau intracellulaire de céramides dans ces cellules (résultats non 

publiés). Il est donc possible que les céramides ne soient pas accumulés (suite à une inhibition 

d’ASAH1) grâce à l’intervention d’autres enzymes telles que la SMase, la CK, ou la cérébrosidase qui 

génèrent d’autres sphingolipides complexes pour éviter l’accumulation des céramides qui seraient 

toxiques pour la cellule. On pourrait tout à fait imaginer un autre mécanisme de résistance impliquant 

des enzymes liées à la modification des céramides plutôt que des sphingosines.  

 

De plus, il faut rappeler que mon deuxième papier de thèse se concentre sur le contenu total en 

sphingolipides générés à la fois à la membrane plasmique et au lysosome. En effet, on retrouve la SK1 

dans ces deux compartiments puisqu’elle permet la phosphorylation de la sphingosine générée à la 

membrane plasmique et au lysosome. On peut supposer que le métabolisme des sphingolipides au 

niveau des lysosomes ne serait peut-être pas impliqué dans la résistance et que ce serait plutôt les 

sphingolipides générés à la membrane plasmique qui joueraient un rôle dans ce phénomène. Il serait 

par contre intéressant d’étudier les effets des céramidases neutres et alcalines (non lysosomales) dans 

la résistance des cellules de mélanome. A noter que dans notre étude, lorsqu’on inhibe ASAH1 dans 

des cellules de mélanome, nous n’observons pas de système de compensation avec les autres 

céramidases (non publié). 
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dans la transition phénotypique des cellules de mélanomes entre un phénotype invasif ou prolifératif. 

Dans le deuxième papier, nous avons démontré que dans des cellules résistantes au PLX4032, 
l’activation de la voie RAF/MEK/ERK permet l’activation de la SK1 et donc l’accumulation de son 
produit, les S1P. Ceci permet d’activer l’expression de MITF et d’une de ses cibles, BCL2, favorisant 
la prolifération et la survie des cellules de mélanome résistantes au PLX4032. D’autre part, 
l’inhibition des récepteurs S1PR1/3 ou l’augmentation du ratio céramide/S1P permet la re-
sensibilisation des cellules résistantes (non montré ici).  
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Abstract

Background:MITF encodes an oncogenic lineage-specific transcription factor in which a germline mutation (MITFE318K) was

identified in human patients predisposed to both nevus formation and, among other tumor types, melanoma. The molecular

mechanisms underlying the oncogenic activity of MITFE318K remained uncharacterized.

Methods: Here, we compared the SUMOylation status of endogenous MITF by proximity ligation assay in melanocytes

isolated from wild-type (n¼3) or E318K (n¼4) MITF donors. We also used a newly generated MitfE318K knock-in (KI) mouse

model to assess the role of MitfE318K (n¼7 to 13 mice per group) in tumor development in vivo and performed transcriptomic

analysis of the tumors to identify the molecular mechanisms. Finally, using immortalized or normal melanocytes (wild-type

or E318K MITF, n¼2 per group), we assessed the role of MITFE318K on the induction of senescence mediated by BRAFV600E. All

statistical tests were two-sided.

Results:We demonstrated a decrease in endogenous MITF SUMOylation in melanocytes fromMITFE318K patients (mean of

cells with hypoSUMOylated MITF, MITFE318K vs MITFWT, 94% vs 44%, difference¼50%, 95% CI¼21.8% to 67.2%, P¼ .004). The

MitfE318K mice were slightly hypopigmented (meanmelanin content MitfWT vs MitfE318K/þ, 0.54 arbitrary units [AU] vs 0.36 AU,

difference¼�0.18, 95% CI¼�0.36 to �0.007, P¼ .04). We provided genetic evidence that MitfE318K enhances BRafV600E-induced

nevus formation in vivo (mean nevus number for MitfE318K, BRafV600E vs MitfWT, BRafV600E, 68 vs 44, difference¼24, 95%

CI¼9.1 to 38.9, P¼ .006). Importantly, although MitfE318K was not sufficient to cooperate with BRafV600E alone in promoting

metastatic melanoma, it accelerated tumor formation on a BRafV600E, Pten-deficient background (median survival, MitfE318K/þ¼42

days, 95% CI¼31 to 46 vs MitfWT
¼51 days, 95% CI¼50 to 55, P< .001). Transcriptome analysis suggested a decrease in senescence

in tumors fromMitfE318K mice.We confirmed this hypothesis by in vitro experiments, demonstrating that MitfE318K impaired the
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ability of humanmelanocytes to undergo BRAFV600E-induced senescence.

Conclusions:We characterized the functions of melanoma-associated MITFE318K mutations. Our results demonstrate that

MITFE318K reduces the program of senescence to potentially favor melanoma progression in vivo.

Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) is a key

transcription factor that plays a pivotal role in melanocytes and

melanoma development. MITF is also involved in the imple-

mentation of the resistance to targeted or immunotherapy (1,2).

Although the role of MITF was a matter of debate a few years

ago, it appears now that melanoma cells are able to switch from

a low-MITF to a high-MITF phenotype, thereby adapting to

micro-environmental conditions such as hypoxia, inflamma-

tion, or drug treatments (3–5). MITF is part of a transcriptional

program implemented by melanoma cells to switch from an

invasive/mesenchymal status to a differentiated/fast-growing

phenotype (6). MITF silencing was also demonstrated to inhibit

melanoma cell proliferation and to induce senescence (7,8).

A few years ago, a germline variant of MITF (p.E318K) was

reported to predispose carriers to melanoma and kidney cancer

(9,10). Using in vitro assays, we and others demonstrated that this

mutation impairs MITF SUMOylation and affects the transcriptional

activity of MITF. However, the mechanisms by which MITFE318K

contributes tomelanoma progression remain uncharacterized.

Senescence, a state of stable cell cycle arrest, is a tumor sup-

pressor mechanism that is activated in response to oncogenic

events (oncogene-induced senescence [OIS]). One of the best

examples of senescence in vivo is human nevus, a benign prolifer-

ation of cutaneous melanocytes and an early step in melanoma

progression. Nevi frequently express oncogenic BRAFV600E and can

remain growth-arrested for decades because of OIS (11,12), dem-

onstrating that senescence provides an efficient suppression of

cell proliferation. Primarymelanoma can be viewed as a paradigm

of senescence evasion, and the bypass of BRAFV600E-induced sen-

escence triggers melanoma progression (13,14).

Here, we thought to evaluate the effect of the E318K muta-

tion on endogenous MITF SUMOylation using proximity ligation

assay (PLA). We also used a newly generated MitfE318K knock-in

(KI) mouse model and transcriptomic analysis of tumors to

characterize the molecular mechanisms by which MITFE318K

favors melanoma development in vivo. According to the results

obtained, we hypothesized that MITFE318K favors senescence

bypass. To evaluate this hypothesis, we assessed the

prosenescence effect of BRAFV600E in immortalized or normal

melanocytes expressing wild-type or E318K MITF.

Methods

Melanocytes were obtained from skin biopsies and were col-

lected with participants’ informed signed consent. Cells were

transduced with an empty or BRAFV600E lentiviral particles.

Interactions between MITF and SUMO were detected by in situ

proximity ligation assay (Sigma). MitfE318K/þ knock-in (KI) mice

were generated at the Mouse Clinical Institute in Illkirch, France

(http://www-mci.u-strasbg.fr). Animal experiments were per-

formed at the Animal Facilities of the C3M institute and the KU

Leuven under the conditions established by the European

Community (Directive 86/609/CCE) and according to French and

Belgian laws. Gene expression arrays were performed by the

Nice-Sophia Antipolis Genomics Platform. Mean values of ratios

and Benjamini-Hochberg-adjusted P values are shown.

Senescence b-galactosidase staining was assessed according to

manufacturer’s protocol (Ozyme). All statistical tests were two-

sided. We used the t test to calculate 95% confidence intervals

on differences between means and to obtain the P value

(GraphPad Prism and MedCalc).

Cell Culture and Infection

The immortalized human Mel-ST melanocytes and human mel-

anoma cell lines 501mel were cultured in DMEM supplemented

with 7% fetal bovine serum (FBS). Cells were incubated in tissue

culture incubators at 37�C with a 5% CO2 atmosphere.

Immortalized human Mel-ST melanocytes were transduced

with an empty adenovirus (EV) or adenoviruses encoding either

myc-tagged MITF wild-type (MiWT) or myc-tagged MITFE318K

(MiE318K). In the oncogene-induced senescence experiments,

Mel-ST cells were transduced with either empty or BRAFV600E

lentiviral particles 24 hours before the addition of the adenovi-

ral particles.

Epidermal cell suspensions were obtained from adult (age 32

to 68 years) skin biopsies (a 6mm punch) by overnight digestion

in PBS containing 0.5% dispase grade II at 4�C, followed by a

one-hour digestion with trypsin/EDTA solution (0.05%:0.02% in

PBS) at 37�C. Cells were grown in MCDB 153 medium supple-

mented with FCS 2% 0.4 lg/mL, hydrocortisone 5 lg/mL, insulin

16nM PMA, 1ng/mL b-FGF, and penicillin/streptomycin (100 U/

mL:50 lg/mL) in a humidified atmosphere containing 5% CO2 at

37�C. Melanocytes were isolated from patients with the MITF

p.E318K variant: lower back of a patient age 64 years (HM1-

MiE318K), left forearm of a patient age 51 years (HM2-MiE318K),

right forearm of a patient age 32 years (HM3-MiE318K), and lower

back of a patient age 68 years (HM4-MiE318K). Melanocytes were

also isolated from healthy individuals: lower back of a patient

age 35 years (HM1-MiWT) and abdominoplasty of a patient age

52 years (HM2-MiWT). Patients with the MITFE318K mutation

signed an informed consent form according to the Declaration

of Helsinki Principles.

Generation of theMitf E318K Mouse Model

MitfE318K/þ knock-in (KI) mice were generated at the Mouse

Clinical Institute in Illkirch, France (http://www-mci.u-strasbg.

fr). A targeting vector was used to modify the endogenous Mitf

locus in mouse embryonic stem (ES) cells and was constructed

as follows. A fragment encompassing theMitf exon 9 was ampli-

fied by polymerase chain reaction (PCR) from C57BL/6 mouse

embryonic stem (ES) cell genomic DNA. A point mutation (c.952

G>A) was introduced into this fragment, and the mutated frag-

ment was then subcloned into a vector containing a floxed neo-

mycin resistance (NeoR) cassette. A 5’ homologous arm and a 3’

homologous arm were amplified by PCR and subcloned in the

targeting vector to generate the final targeting construct. The ES

cells were electroporated, and the ES cell clones containing the

appropriate modification, which were identified by Southern

blotting, were microinjected into C57BL/6 blastocysts to gener-

ate chimeric mice that exhibited germline transmission of the

MitfE318K allele. Chimeras (L2) were crossed with Cre TG C57BL/6

mice to excise the floxed NeoR cassette in the F1 progenies (L-).
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Finally, the F1 mice (L-) were crossed with C57BL/6 mice to gen-

erate F2 mice. Intercrosses involving heterozygous MitfE318K/þ

mice resulted in progenies with the appropriate genotypes at

the expected Mendelian ratio.

Mouse Strains and In Vivo Experiments

Mouse experiments were performed at the Animal Facilities of

the Centre Méditerranéen de Médecine Moléculaire (C3M) and

the KU Leuven under the conditions established by the

European Community (Directive 86/609/CCE) and according to

French and Belgian laws. All mouse experiments at the C3M

have been approved by the local ethical committee

(APAFIS#1710-2015090309232483v2).

The mice were maintained in a temperature-controlled

facility (22�C) on a 12-hour light/dark cycle and were given free

access to standard laboratory chow (UAR, Epinay-S/Orge,

France). The inducible mouse melanoma model was obtained

by crossing the Tyr::CreERT2 (15), Ptenf/f (16), BRAFCA/þ (17), and

MitfE318K mouse strains to generate the experimental BRafCA/þ,

Ptenf/f with WT Mitf mice, and the MitfE318K/þ, BRafCA/þ, Ptenf/f

mice. which were genotyped and treated as described. For mela-

noma induction, we applied 1 ll of 4-hydroxytamoxifen (4-OHT,

Sigma) 20mM in EtOH on the back skin of mice (sex-matched

mice) age three weeks for three consecutive days. Survival

curves were determined using a Kaplan-Meier analysis using

GraphPad Prism version 5 (GraphPad software, San Diego, CA)

and are presented as survival days after 4-hydroxytamoxifen

application (n¼ 7 to 13 mice per group). Tumor samples were

collected for RNA preparation.

Statistical Analysis

We used the t test to calculate 95% confidence intervals (CIs) on

differences between means, and to obtain the P value we used

GraphPad Prism and MedCalc (MedCalc Software’s, Ostend,

Belgium). All statistical tests were two-sided. For survival analy-

sis, the Kaplan-Meier curves were performed with GraphPad

Prism and the statistical analysis (median survival, CI, and P

value) was performed with MedCalc. A P value of .05 or less was

considered statistically significant when comparing the experi-

mental and control groups.

Results

Study of Endogenous MITFE318K SUMOylation in
Patients’ Melanocytes

The MITF missense substitution p.E318K occurs in a consensus

SUMOylation site. Furthermore, after overexpression of MITF

and SUMO, we and others demonstrated that the mutation

reduces MITF SUMOylation (9,10). However, these artifact condi-

tions do not confirm that endogenous MITF SUMOylation is

indeed affected. To remove this doubt, we used a proximity liga-

tion assay (PLA) with anti-MITF and anti-SUMO antibodies.

Experiments in melanocytes isolated from patients harboring

the MITFE318K mutation revealed a dramatic decrease in the

number of dots compared with melanocytes isolated from the

skin of healthy donors, reflecting MITF hypo-SUMOylation in

MITFE318K melanocytes (Figure 1A). Quantification of dots in

three cultures of normal human melanocytes (NHM) and four

cultures of MITFE318K melanocytes demonstrated a statistically

significant increase in the number of cells exhibiting a low level

of MITF SUMOylation in the MITFE318K melanocytes (mean¼ 0–1

dot, green background for MITFE318K vs MITFWT 94% vs 44%, dif-

ference¼ 50%, 95% CI¼ 21.8 to 67.2, P¼ .004), whereas the num-

ber of NHM displaying between two to four or five to nine dots

was markedly increased compared with MITFE318K melanocytes

(Figure 1B). Collectively, these results indicate a global loss of

MITF SUMOylation in the MITFE318K melanocytes. Appropriate

controls, including the use of anacardic acid, a SUMOylation

inhibitor, or cells in which wild-type or mutant MITFE318K was

expressed, validated our approach (Supplementary Figure 1,

available online).

Role of MitfE318K in Melanoma Development In Vivo

To establish the role of MITFE318K in melanoma occurrence

in vivo, we generated a new knock-in (KI) mouse model that

expresses MitfE318K from its endogenous promoter

(Supplementary Figure 2, available online). Noteworthy, heter-

ozygous and homozygous MitfE318K mice are slightly hypopig-

mented, resulting in a subtle reduction in the color of the coat,

ear, tail and paws compared with control littermates. Fontana-

Masson silver stain and melanin quantitation confirmed that

the level of melanization was decreased in ear and tail tissues

from MitfE318K mice compared with control littermates (mean

melanin content AU MitfWT vs MitfE318K, 0.54 AU vs 0.36 AU,

difference¼�0.18 AU, 95% CI¼�0.36 to -0.007, P¼ .04) (Figure

2, A and B; Supplementary Figure 3, available online).

The MitfE318K mutant mice also did not exhibit signs of nevi

or melanoma development within 24 months of birth. Next, we

generated MitfE318K/þ mice in a Tyr::CreERT2/�, BRafCA/þ back-

ground, and analyzed melanoma development following topical

application of 4-hydroxy-tamoxifen on the back skin of adult

mice. Compared with Mitfwild-type control littermates, a statis-

tically significant increase in the number of nevi was observed

in MitfE318K/þ, BRafV600E/þ mice (mean nevus number for

MitfE318K/þ, BRafV600E/þ vs MitfWT, BRafV600E/þ 68 vs 44, differ-

ence¼ 24, 95% CI¼ 9.1 to 38.9, P¼ .006) (Figure 2C;

Supplementary Figure 4A, available online). Kaplan-Meier anal-

ysis revealed no statistically significant difference in the sur-

vival between MitfE318K/þ and wild-type Mitf mice

(Supplementary Figure 4B, available online). In this mouse

model, MitfE318K did not decrease the median latency of mela-

noma development or increase its penetrance. Tumors from

both groups were all predominantly amelanotic and histologi-

cally comparable. The tumor cells displayed a spindle-

morphology and were only locally invasive (Supplementary

Figure 4C, available online).

Then, we investigated whether MitfE318K might facilitate

melanomagenesis on the BRafV600E/þ, Pten-deficient back-

ground. After topical application of 4-hydroxy-tamoxifen on the

back skin of adult mice MitfE318K/þ, Tyr::CreERT2/�, BRafCA/þ,

Ptenf/f mice, melanoma development was analyzed. Pigmented

lesions developed earlier and faster in the MitfE318K/þ, BRafV600E/

þ, Pten-/- mice compared with BRafV600E/þ, Pten-/- control litter-

mates (Figure 2D). Tumors from both groups exhibited compa-

rable histological features with a spindle morphology as

described above (Supplementary Figure 4D, available online).

Importantly, MitfE318K/þ, BRafV600E/þ, Pten-/- mice displayed a

decreased survival time compared with MitfWT, BRafV600E/þ,

Pten-/- mice (MitfE318K/þ, median survival¼ 42 days, 95% CI¼ 31

to 46, vs MitfWT
¼ 51 days, 95% CI¼ 50 to 55, P< .001) (Figure 2E).

These data indicate that MitfE318K favors melanoma progression

on the BRafV600E/þ, Pten-/- background.
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To better understand the mechanisms by which MitfE318K

favors melanoma development, we profiled the transcriptomes

of Mitf wild-type and MitfE318K tumors. Statistical analysis

showed that 300 genes were differentially expressed between

MitfE318K/þ, BRafV600E/þ, Pten-/- and BRafV600E/þ, Pten-/- tumors. In

total, 131 genes were upregulated and 169 were downregulated.

The list of the top 50 up- and downregulated genes is presented

in Supplementary Table 1 (available online). Among the top acti-

vated biological functions associated with the genes differentially

expressed, Ingenuity Pathway Analysis identified “Hematological

System development” (P value range from .002 to< .001), and the

annotations included “quantity of blood cells,” “quantity of

leukocytes,” and “quantity of B lymphocytes,” with a Z score

between 1.66 and 2.48 (Supplementary Table 2, available online).

Indeed, Cd79a and Cd79b, which are known B cell markers, were

among the most upregulated genes (Supplementary Table 1,

available online), and 10 out of 14 regulated genes fitted with an

increase in B lymphocyte infiltration (Supplementary Figure 5,

available online). Our findings suggested an increase in B-cell

infiltration in the MitfE318K/þ, BRafV600E/þ, Pten-/- tumors that

might favor tumor progression in these mice.

Ingenuity Pathway Analysis also identified “G1 phase” (Z-

score¼�1.958, P¼ .001) and “senescence of tumor cells” (Z-score-

¼�1.6, P¼ .001) as top biological functions inhibited in MitfE318K/þ,

BRafV600E/þ, Pten-/- tumors compared with BRafV600E/þ, Pten-/-

tumors. Within the “senescence of tumor cells” pathway, the

expression of five out of six genes in MitfE318K/þ, BRafV600E/þ, Pten-/-

tumors were consistent with an inhibition of senescence

(Figure 2F). Among them, the cyclin-dependent kinase inhibitors

Cdkn2a (encoding both p16/Ink4A and p19Arf) and Cdkn2b play

key roles in melanocyte senescence (18). These observations sug-

gest that MITFE318K might exert its pro-melanoma effect through

an inhibition of oncogene-induced senescence.

Effect of MITFWT and MITFE318K in BRAFV600E-Induced
Senescence

To test this hypothesis, we used immortalized Mel-ST melano-

cytes as a model system. These cells express undetectable

levels of MITF (19), thus allowing direct comparison of pheno-

types induced by exogenous wild-type and mutant without

interference with endogenously expressed MITF. After trans-

duction, Mel-ST melanocytes expressed comparable levels of

wild-type or mutant MITFE318K (Figure 3A). As expected, forced

BRAFV600E expression induced a robust stimulation of ERK phos-

phorylation in all conditions (Figure 3A). BRAFV600E stimulated

SA-b-gal activity that was barely affected by forced expression

of MITFWT, while forced expression of MITFE318K almost com-

pletely prevented the induction of SA-b-gal activity (Figure 3B).

BRAFV600E also decreased bromodeoxyuridine (BrdU) incorpora-

tion in control (EVþEV vs EVþBRAFV600E, 40% vs 13%, differ-

ence¼�27%, 95% CI¼�33.1% to -20.3%, P< .001) and to a lesser

extent in MITFWT cells (MiWT
þEV vs MiWT

þBRAFV600E, 40% vs

25%, difference¼�15%, 95% CI¼�26.8% to -4.6%, P¼ .02),

whereas BRAFV600E did not affect BrdU incorporation in cells

with forced expression of MITFE318K (Figure 3C). MITFE318K effi-

ciently prevented the increase in SA-b-gal activity (Figure 3B)

and the decrease in BrdU incorporation (Figure 3C) caused by

BRAFV600E. Importantly, the level of both cell cycle inhibitors p21

and p16 was reduced in MITFE318K compared with wild-type

MITF-expressing cells (Figure 3A). Consistent with these obser-

vations, expression of MITFE318K but not MITF impaired

BRAFV600E-increased cell size and granularity, two additional

senescence parameters (Supplementary Figure 6, A and B,

available online).

Using melanocytes isolated from skin of healthy donors or

patients with the MITFE318K mutation, we confirmed that

MITFE318K impaired oncogene-induced senescence. Indeed,

forced expression of BRAFV600E in both wild-type MITF and

MITFE318K melanocytes promoted activation of ERK (Figure 3D).

BRAFV600E induced SA-bGal staining in two different wild-type

MITF melanocyte cultures (HM1-MiWT
þ EV vs HM1-MiWT

þ

BRAFV600E 10% vs 46%, difference¼ 36%, 95% CI¼ 15.1% to 56.7%,

P¼ .009 and HM2-MiWT
þ EV vs HM2-MiWT

þ BRAFV600E 8% vs

65%, difference¼ 57%, 95% CI¼ 22.2% to 91.0%, P¼ .01) but not in

two different MITFE318K melanocyte cultures (Figure 3, E and F).

However, MITFE318K melanocytes did undergo senescence upon

forced expression of BRAFV600E when cultured for a longer

Figure 1. SUMOylation status of endogenous MITFE318K. A) MITF-SUMO interactions detected by PLA in normal human melanocytes isolated from the skin of three dif-

ferent MITF wild-type donors (HM-MiWT) or from four different patients carrying the MITFE318K mutation (HM-MiE318K). Scale bar¼ 10mm. B) Automatic quantification of

the image data from 100 cells per patient was performed with the BlobFinder software. The graph presents the number of 0–1 dots, 2–4 dots, or 5–9 dots/nuclei

(abscissa) and frequency of cells (ordinates) with dots/nuclei. The results are expressed as mean6SD. The Student’s t test was used to compare two samples. All statis-

tical tests were two-sided. The green box highlights the increased proportion of MITF-E318K cells with 0–1 dots/nuclei compared with MITF-WT cells.
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Figure 2. Effect of MitfE318K on pigmentation, nevus number count, and melanomagenesis in melanoma-prone mouse models. A) Hematoxylin and eosin and Fontana-

Masson staining of tail sections of 10-month-old mice with the indicated genotypes. Scale bar¼150 mm. B) Melanin content were determined from three biopsies from

ears of 10-month-old mice with the indicated genotypes (MitfWT, n¼3 and MitfE318K, n¼6). Melanin amount is expressed in arbitrary units (AU) per mg of proteins. The

results are expressed as mean6SD. The Student’s t test was used to compare two samples. All statistical tests were two-sided. C) The number of nevi was determined

by counting three different areas (representing almost the whole back) of BRafV600E/þ, MitfWT, mice (n¼5) or BRafV600E/þ, MitfE318K/þ, mice (n¼ 5) between age 25 and

29 days after 4-hydroxy-tamoxifen (4-OHT) application. The results are expressed as mean6SD. The Student’s t test was used to compare two samples. All statistical

tests were two-sided. D) Tumor phenotype after localized application of 4-OHT at the adult stage. Representative time-lapse photographs are presented.
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period of time (not shown). It should be noted that MITFE318K

melanocyte cultures displayed a decreased doubling time com-

pared with MITFWT melanocytes (57 hours vs 67 hours)

(Supplementary Figure 6C, available online).

One may wonder why MITFE318K can exert its antisenescence

effect in Mel-ST and human melanocytes, which are not sup-

posed to have a constitutive activation of the PI3K pathway, in

contrast to the mouse model. However, when assessing AKT

activation in Mel-ST and in human melanocytes in our culture

medium, we observed a basal phosphorylation of AKT, indicat-

ing an activation of the PI3K pathway (Supplementary Figure 6,

D and E, available online). Therefore, in cultured cells, MITFE318K

might also cooperate with PI3K to prevent senescence. In con-

clusion, these findings demonstrate that the naturally occurring

MITFE318K mutant severely impairs oncogene-induced

senescence.

Discussion

SUMOylation is difficult to investigate given the dynamic and

labile nature of this process. Forced expression of both the

SUMO machinery and the target has been widely used to effi-

ciently detect the SUMO-modified proteins, yet it may generate

some unspecific SUMO conjugation. Detecting endogenous

SUMOylation remains a challenge. Here, using PLA, we demon-

strated for the first time the endogenous hypo-SUMOylated sta-

tus of MITFE318K.

To establish the link between the MITFE318K melanoma sus-

ceptibility genes and pathogenesis mechanisms, we also con-

structed a new mouse model harboring the endogenous

MITFE318K point mutation. In this model, we observed pigmenta-

tion lightening. Additionally, upon BRafV600E/þ expression, our

results reveal an increase in nevus count. Both observations

were consistent with the phenotypes described in MITFE318K

heterozygous patients (10,20). These data suggest that melano-

cytes expressing both BRAFV600E and MITFE318K can proliferate

longer before entering senescence. This finding is reminiscent

of patients with biallelic inactivation of the cell cycle inhibitor

CDKN2A, which results in enhanced cell proliferation, who

displays an increased number of nevi (21). The decrease in pig-

mentation might be ascribed to impairment of the differentia-

tion process.

MitfE318K affects melanoma development in the BRAFV600E/þ,

Pten-/- mice background but not in a BRAFV600E/þ-only back-

ground. This finding suggests that MITFE318K should cooperate

with the PI3K pathway to overcome senescence.

Activation of the PI3K pathway was thought to fully over-

come BRAFV600E-induced senescence (14,22). However, stabi-

lized b-catenin, which can act as an antisenescence effect,

accelerates melanoma progression in BRAFV600E/þ, Pten-/- mice

(23,24). MITFE318K, which accelerates melanoma progression in

BRAFV600E/þ, Pten-/- mice, might also exert an antisenescence

effect in vivo.

Transcriptome analysis of wild-type or MitfE318K/þ tumors in

the BRafV600E/þ, Pten-/- background suggests that MitfE318K might

prevent senescence and favor cell proliferation. This hypothesis

has been confirmed in cultured cells as we demonstrated that

MitfE318K inhibits BRafV600E-induced senescence. This observa-

tion appears at odds with mice results indicating that MITFE318K

requires PI3K activation to exert its promelanoma effect.

However, in cultured cells, despite the absence of an activating

mutation in the PI3K pathway, we observed a basal activation of

AKT that might strengthen the antisenescence effect of

MITFE138K.

Among the genes differentially regulated in the mouse

tumors, none are MITF or MITFE318K targets. Noteworthy, tran-

scriptomic analysis in cultured melanoma cells did not allow us

to identify specific MITFE318K targets (unpublished data).

However, we and others have demonstrated an increase in the

transcriptional activity of MITFE318K (9,10). Thus, we were unable

to find the appropriate window to identify the MITFE318K targets,

or MITFE318K might induce a weak effect on a large set of genes

that cannot pass the statistical threshold. This is not surprising

given that MITFE138K is not strongly oncogenic but rather a

medium penetrance susceptibility allele. Furthermore, this

finding is consistent with our ChIP-seq experiments demon-

strating that MITFE318K is redistributed over the genome on a

larger repertoire of low-affinity genomic sequence compared

with wild-type MITF (9).

SUMOylation could induce a conformational change of MITF

and impact the MITF interaction with its partner proteins. In

addition, SUMO creates specific interactions with proteins con-

taining SUMO-interacting motifs (SIMs) through a noncovalent

bound. Therefore, the MITFE318K mutation will severely impair

these interactions. Interestingly, the related family members

TFE3 and TFEB (25,26) are among the known MITF interactors.

This interaction with MITF might be affected by the E318K

mutation. Although the functional roles of MITF-TFE hetero-

dimers in melanoma remain to be elucidated, it should be noted

that TFE3 and TFEB are involved in kidney cancer (27), the inci-

dence of which is also increased in carriers of the MITFE318K

mutation. Additionally, MITF interacts with the chromatin

remodeler BRG1 (25,28); thus, MITF could impact chromatin

organization and global transcriptional regulation. Again, the

MITFE318K mutation and the resulting SUMOylation alteration

might affect the MITF interaction with BRG1, leading to the

modification of the MITF target gene repertoire. This hypothesis

is strengthened by the identification of a potential SUMO-

interacting motif in BRG1 (GPS-SUMO, http://sumosp.biocuckoo.

org/). However, only a small proportion of the available proteins

typically needs to be SUMOylated to achieve a biological effect

(29). Because of this process, referred to as the “SUMO enigma,”

it has not been possible to identify such SUMO-dependent MITF

interactors to date.

This study has some limitations already mentioned above.

First, we have not been able to identify specific MITFE318K target

genes that could explain the effect of the mutation. To unmask

such genes, we are currently evaluating the effect of MitfE318K at

early time points after the BRaf and Pten oncogenic activation.

Second, due to the general scarcity and lability of SUMOylation,

it has not been possible to identify changes in MITFE318K interac-

tors that might mediate the pro-oncogenic effect of this muta-

tion. An in vitro approach using recombinant SUMOylated or

non-SUMOylated MITF and protein microarrays might solve

Figure 2. Continued

E) Kaplan-Meier survival plot of MitfE318K (n513) or wild-type Mitf (n57) littermates after localized induction in the BRafV600E/1, Pten-/- background. P value (log-rank

Mantel-Cox test) is indicated. The number of mice at risk is shown. F) Circular network showing the genes differentially regulated between MitfWT and MitfE381K and

associated with senescence. The regulation of five out of six genes is consistent with an inhibition of “senescence in tumor cells” (blue dotted lines). The genes upregu-

lated in MitfE318K tumors are noted in red, and genes that are downregulated are noted in green. The yellow line indicates that the finding underlying the relationship

is inconsistent with the state of the downstream node based on existing literature data.
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Figure 3. Oncogene-induced senescence in MITFWT andMITFE318Kmelanocyte cells.A)Mel-STmelanocytes were transduced with control (EV) or BRAFV600E lentiviral particles

and an empty adenovirus (EV) or adenoviruses encoding either myc-tagged MITF wild-type (MiWT) or myc-tagged MITFE318K for three weeks and were subjected to immuno-

blot analysis with the indicated antibodies. B) Same as (A) but senescence was analyzed by histochemistry to determine the level of b-galactosidase activity measured at pH

6.0. Representative images of senescent cells are shown. Scale bar¼15mm. C) Same as (A) but examined for BrdU incorporation. Values represent themean6SD. All statistical

tests were two-sided. The Student’s t test was used to compare two samples. D) Immunoblot analysis of human melanocytes from two healthy individuals (HM1-MiWT, HM2-

MiWT) or from two different patients carrying the MITFE318K mutation (HM1-MiE318K, HM2-MiE318K) who were transduced with control (EV) or BRAFV600E lentiviral particles for 15

days. E) Melanocytes were treated as described in (D) and stained for SA-bGal activity. Representative images of senescent cells are presented. Scale bar¼50mm.

F) Quantification of SA-bGal staining. Values represent themean6SD. All statistical tests were two-sided. The Student’s t test was used to compare two samples.
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this problem and disclose a direct molecular alteration caused

by p.E318K mutation.

In conclusion, genetic association studies have been widely

used in the search for cancer susceptibility genetic variants, but

few studies have established the link between these variants

and the pathogenesis mechanisms. This approach should allow

important insights into the pathways of tumor development

and might ultimately lead to more effective individually tar-

geted cancer prevention strategies. Here, we characterized the

alterations of MITF functions caused by the p.E318K mutation.

Our results demonstrate that MITFE318K impaired the implemen-

tation of the senescence program and thus potentially favors

melanoma progression.
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REVIEW

Focus on cutaneous and uveal melanoma
specificities

Charlotte Pandiani, Guillaume E. Béranger, Justine Leclerc, Robert Ballotti, and Corine Bertolotto

U1065, Institut National de la Santé et de la RechercheMédicale CentreMéditerranéen deMédecineMoléculaire, Université Côte
d’Azur, 06200 Nice, France

Cutaneous melanoma (CM) and uveal melanoma (UM)
derive from cutaneous and uveal melanocytes that share
the same embryonic origin and display the same cellular
function. However, the etiopathogenesis and biological
behaviors of these melanomas are very different. CM
and UM display distinct landscapes of genetic alterations
and show differentmetastatic routes and tropisms.Hence,
therapeutic improvements achieved in the last few years
for the treatment of CMhave failed to ameliorate the clin-
ical outcomes of patients with UM. The scope of this
review is to discuss the differences in tumorigenic pro-
cesses (etiologic factors and genetic alterations) and tumor
biology (gene expression and signaling pathways) between
CM and UM. We develop hypotheses to explain these
differences, which might provide important clues for
research avenues and the identification of actionable vul-
nerabilities suitable for the development of new therapeu-
tic strategies for metastatic UM.

Physiological function of melanocytes

Melanocytes are cells responsible for the synthesis of
melanin pigments within organelles called melanosomes
through an enzymatic cascade involving tyrosinase,
tyrosinase-related protein-1 (TYRP1), and TYRP2/DCT
(dopachrome tautomerase). Two types of pigment are pro-
duced: the brown/black pigment eumelanin and the or-
ange/yellow pigment pheomelanin; the latter is formed
in the presence of cysteine or glutathione. The proportion
of these two types of melanin defines the variation in skin
and iris color. The ratio of eumelanin/pheomelanin is sig-
nificantly greater in both dark brown skin and eyes than in
pale skin and eyes with light-colored irises (hazel, green,
yellow-brown, and blue in color) (Rees 2004; Wakamatsu
et al. 2008).

Melanocytes derive from neural crest cells. These un-
differentiated cells, called melanoblasts, migrate to their

final location, where they synthesize melanin. They are
found in various parts of the human body, such as the
skin, eyes, meninges, heart, and cochlea. The role and
function of melanocytes are well established in skin but
not in other anatomical locations.

In the epidermis, melanocytes transfer melanin-con-
taining melanosomes to neighboring keratinocytes to en-
sure homogeneous pigmentation and provide efficient
skin protection against the harmful effects of ultraviolet
radiation (UVR) from solar light (Brenner and Hearing
2008).

In the eyes,melanocytes can be found in (1) the conjunc-
tiva, a nonkeratinized epithelium that covers the anterior
part of the sclera and the internal surface of the eyelids,
and (2) all areas of the uvea: the iris, ciliary body, and cho-
roid. The role of melanocytes in the conjunctiva remains
unknown. The quantity and quality of melanin pigment
in the iris determine eye color. However, in contrast to
the skin, the iris color remains stable after exposure to
sunlight. Furthermore, the presence of melanin in uveal
melanocytes is thought to contribute to eye protection
against ocular diseases that can cause blindness, including
age-related macular degeneration and uveal melanoma
(UM) (Sarna 1992). However, how melanin mediates this
protection remains mostly unknown.

The presence of melanocytes in organs that are not ex-
posed to UVR indicates that these cells might have func-
tions other than those solely related to photoprotection.
Melanocytes in the stria vascularis of the cochlea are in-
volved in the generation of endolymph-mediated action
potentials necessary for normal hearing (Barrenas and
Lindgren 1990; Tachibana 1999) and in equilibrium func-
tion (Takeda et al. 2007). Brainmelanocytes are associated
with neuroendocrine functions and may also protect
against oxidative damage (Zecca et al. 2008). Heart mela-
nocytes play a role in the mechanical properties of the
valves (Carneiro et al. 2015) and have been shown to be in-
volved in atrial arrhythmia (Levin et al. 2009).
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In this review, we provide several hypotheses to explain
why cells sharing the same embryonic origin and cellular
functions (i.e., melanin synthesis) are subjected to differ-
ent tumor transformation processes. We discuss the bio-
logical and genetic differences between skin and eye
melanomas and, based on these differences, how treat-
ment and clinical outcomes are affected (Table 1).

Classification and prognosis of cutaneous melanoma
(CM) and ocular melanoma (OM)

Both CM and OM arise from melanocyte transformation
and represent deadly forms of cancer. Their rate is higher
among Caucasians compared with African Americans
(McLaughlin et al. 2005; Jovanovic et al. 2013). In most
cases, they both occur de novo but can also develop
from pre-existing melanocytic lesions such as nevi or pri-
mary acquired melanocytosis (Tsao et al. 2003; Jovanovic
et al. 2013).
The incidence of CM, which develops from cutaneous

melanocytes, has increased dramatically in white popula-

tions over the past several decades to reach 230,000 new
cases worldwide each year (World Health Organization)
and accounts for 1.6% of all diagnosed cancers.
A clinico-anatomical classification (Clark’s classifica-

tion)basedonthesiteofcanceroccurrenceandhistological
morphology distinguished the following five types of CM:
superficial spreading melanoma, nodular melanoma, len-
tigo maligna melanoma, mucosal melanoma, and acral
melanoma (Clark et al. 1986). Superficial spreading mela-
noma presents as an enlarging patch during the radial
growth phase, which subsequently extends downward
throughtheskinintheverticalgrowthphase.Nodularmel-
anoma, which presents as a nodule, has a propensity to
grow vertically and display aggressive behaviors. Lentigo
maligna melanoma grows in diameter slowly over many
years. It is associated with cumulative sun exposure and
thus is foundmostoften in the elderly.Acralmelanoma in-
volves the nonpigmented palmoplantar and subungual ar-
eas, and mucosal melanoma can occur in all mucosal
surfaces. These lesions have been termed acral lentiginous
melanoma because they share several features and often
present a lentiginous component (Arrington et al. 1977).

Table 1. Comparison of cutaneous melanoma (CM) and UM features

OM CM

UM Conjunctival melanoma SSM, NM, AM, MM, LM

Incidence worldwide 8000 800 230,000
Median survival rate 2–8 mo 8 mo 6–10 mo
Hereditary cases 1%–2% 10%
Main susceptibility alleles OCA2–HERC2, BAP1 Cell cycle (CDKN2A, CDK4, RB1),

DNA damage (BRCA1), telomere
maintenance (TERT, POT1, ACD,
TERF2IP), pigmentation (MC1R,
MITF, TYR, TYRP1, OCA2)

UV radiation involvement No Possible Yes
Mutation burden Low High
Somatic genetic alterations
Gain of function GNAQ/GNA11, SF3B1, EIF1AX,

CYSTLR2, ΡLCβ4
BRAF, NRAS, TERT BRAF, NRAS, MEK1/2, PIK3CA,

PIK3CG, AKT1/AKT3, RAC1,
KIT

Loss of function BAP1 CDKN2A, PTEN, NF1, RASA2
Signaling pathways activation ARF6–TRIO–RHO–RAC–YAP ERK

PLCβ/PKC PI3K/AKT
Chromosome anomalies “Simple,” loss of 3, 1p, and 6q

and gain of 6p and 8q
“Complex”

Dissemination Hematogenous Lymphogenous and
hematogenous

Lymphogenous and hematogenous

Common first metastatic sites Liver Regional lymph nodes Regional lymph nodes
Targeted therapies No Anti-BRAF, anti-MEK to

be tested
Anti-BRAF, anti-MEK

Immunotherapies Inefficient No Anti-CTLA4, anti-PD1, anti-PDL1

(OM) Ocular melanoma; (SSM) superficial spreading melanoma; (NM) nodular melanoma; (AM) acral melanoma; (MM) mucosal mela-
noma; (LM) lentigo maligna melanoma; (BAP1) BRCA1-associated protein; (CDKN2A) cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor 2A;
(BRAF) brain rapidly accelerated fibrosarcoma; (TERT) telomerase reverse transcriptase; (MC1R) melanocortin-1 receptor; (MITF)
microphthalmia-associated transcription factor; (GNAQ) guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit α; (GNA11) guanine nucleo-
tide-binding protein subunit α-11; (SF3B1) splicing factor 3B, subunit 1; (EIF1AX) eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked;
(PLCβ) phospholipase C β; (PI3K) phosphatidylinositol-3-kinase; (PKC) protein kinase C; (AKT) protein kinase B; (RAC1) Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1; (PTEN) phosphatase and tensin homolog; (NF1) neurofibromin 1; (RASA2) RAS (Rous sarcoma) p21
protein activator 2; (ARF6) ADP-ribosylation factor 6; (YAP) yes-associated protein; (ERK) extracellular regulated kinase; (CTLA4) cy-
totoxic T-lymphocyte-associated protein 4; (PD1) programmed cell death 1; (PDL1) PD ligand 1.
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Very early stage skin-localized melanoma (Breslow <1
mm) can be cured by wide surgical excision and has a 5-
yr survival rate of >98%. In contrast, when diagnosis is de-
layed, CMbecomes increasinglymore devastating, and in-
dividuals display an increased risk of developing lymph
node and visceral metastases. CM is believed to spread
mainly via the lymphatic route, although hematogenous
diffusion has also been reported (Zbytek et al. 2008). Al-
most all organs can be involved, but the most common
sites for distant CMmetastases are the lungs, liver, bones,
and brain. Until 2012, studies have shown that patients
with distant metastatic CM had a median survival rate
typically ranging from 6 to 10 mo and a 5-yr survival
rate of ∼15%–20% (Tas 2012).

OM, which originates from eye melanocytes, is the
most common primary malignancy in the adult popula-
tion. OM is classified based on the anatomic site of origin
as conjunctival melanoma or UM. The large majority of
OMoriginates from the uvea (95%), comprising the poste-
rior uvea (choroid 90% and ciliary body 5%) and the ante-
rior uvea (iris 5%). The UM staging system is based on the
largest basal tumor diameter, ciliary body involvement,
and extraocular involvement (Kujala and Kivela 2005).
Approximately 8000 new cases of UM and 800 new cases
of conjunctival melanoma are diagnosed worldwide each
year. CM is 20–30 times more common than UM and
360–900 times more common than conjunctival melano-
ma (Singh and Topham 2003; Wong et al. 2014). In con-
trast to the incidence of UM, which has remained stable
over the last three decades, the incidence of conjunctival
melanoma is increasing (Triay et al. 2009). In the early
stages, UM usually presents as a pigmented choroidal
nodular mass in the eye fundus, growing toward the vitre-
ous space with a typical mushroom shape. It can extend
through sclera or the optic nerve in advanced stages.
Symptoms of UM include blurred vision and seeing flash-
ing lights and shadows, but most UM tumors are initially
completely asymptomatic and are diagnosed by an oph-
thalmologist during a routine sight test, accounting for
their frequent late stage diagnosis. Despite successful
treatment of the primary tumor, only 1%–3% of patients
have detectable extraocular lesions at diagnosis; up to
50% of patients develop metastases. Consequently,
micrometastases appear to be established several years be-
fore the diagnosis of UM. UM spreads mainly via the
bloodstream (i.e., hematogenously) (Dithmar et al. 2000).
In 80%–90% of UM cases, the liver is the most common
metastatic site, with the second most common site being
the lung (Rietschel et al. 2005; Singh et al. 2005). Impor-
tantly, a nonliver first metastasis has been correlated
with improved survival. At the metastatic stage, long-
term survival is rare. Patients with liver metastases have
a median survival time of 2–8 mo, and 80% of patients
die within 1 yr (Diener-West et al. 2005). Conjunctival
melanoma is a completely different entity and generally
presents as a pigmented nodular lesion that is usually on
the bulbar conjunctiva and often involves the limbus
(Shields et al. 2011b). Most conjunctival tumors do not
cause symptoms and are diagnosed during a routine eye
examination by an ophthalmologist. Approximately

20%–30% of people will develop metastatic disease. Con-
junctival melanoma disseminates via the lymphatics and
the bloodstream to invade the lungs, brain, liver, skin,
bones, and gastrointestinal tract but can undergo direct
extension to the eyeball and orbit (Kenawy et al. 2013).
The melanoma-specific survival rate is 86% at 5 yr and
71% at 10 yr (Missotten et al. 2005).

Risk factors and genetic predisposition

The etiology of melanoma is complex and heterogeneous
because it involves environmental, phenotypic, and ge-
netic risk factors.

Themajor risk factors for CM include a personal and fa-
milial history of CM, a large number of nevi/dysplasic
nevi, sun exposure, and skin reactions to sun exposure ac-
cording to the phototype. Approximately 10%ofCM is es-
timated to exhibit familial inheritance. Mutations in
cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor 2A (CDKN2A)
are found in up to 40%of cases of familialmelanoma (Hus-
sussian et al. 1994).CDKN2A encodes completely distinct
proteins from two alternatively spliced transcripts,
p16INK4a (inhibitor of kinase a) and p14ARF (alternative
reading frame). p16INK4a inhibits CDK4 and CDK6, thus
preventing phosphorylation of the retinoblastoma tumor
suppressor RB1 and blocking E2F transcriptional activa-
tion. p14ARF inhibits human double minute 2 (HDM2),
leading to p53 stabilization and increased expression of
its target gene, CDKN1A.

The second high-risk CM susceptibility gene, for which
only a few families have been reported to carrymutations,
is CDK4. Germline mutations in CDK4 contain arginine
at position 24 instead of cysteine (p.R24C) or histidine
(p.R24H) and prevent its interaction with p16INK4A (Zuo
et al. 1996).

Additionally, germline inactivation of RB1 predisposes
carriers to CM, at least thosewho survive their retinoblas-
toma, a rare cancer of the eye (Fletcher et al. 2004). Hence,
multiple mechanisms operate in CM to overcome the RB-
dependent G1 arrest, thereby favoring improper progres-
sion from G1 to S phase and allowing uncontrolled cell
proliferation. Furthermore, RB plays a pivotal role in the
induction and maintenance of senescence. Therefore, all
of the above-described alterations in the RB pathway favor
senescence bypass,which is amandatory step towardmel-
anoma progression (Sherr and McCormick 2002).

In recent years, other high-risk genes have been discov-
ered and may explain ∼1%–2% of familial CM. Although
notdiscussed indetailhere, thesecandidatesareassociated
with genes implicated in DNA repair, such as the gene en-
coding BRCA-1-associated protein (BAP1) (Wiesner et al.
2011), and in telomere maintenance, including POT1,
ACD, TERF2IP, and TERT (telomerase reverse transcrip-
tase) (for review, see Aoude et al. 2015). Thus, the process
of senescence appears to be central to the development of
melanoma because the melanoma susceptibility genes
mentioned above are also linked to cellular senescence.

In addition to these rare but highly penetrant muta-
tions, which confer a high risk of CM, more common
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single-nucleotide polymorphisms (SNPs) represent low to
intermediate CM susceptibility alleles. Two susceptibil-
ity geneswithmediumpenetrance,melanocortin-1 recep-
tor (MC1R) andmicrophthalmia-associated transcription
factor (MITF), have also been implicated in the risk of CM.
MC1R encodes the melanocyte-stimulating hormone
receptor that acts by activating the cyclic adenosine mo-
nophosphate/protein kinase A (cAMP/PKA) pathway to
control MITF expression and the pigmentation process
(Bertolotto et al. 1998a, b). MC1R variants reduce the
ability to stimulate eumelanin production, causing
melanocytes to favor pheomelanin synthesis, and are re-
sponsible for the red hair color (RHC) phenotype (Schioth
et al. 1999). Furthermore, MC1R interacts with PTEN
(phosphatase and tensin homolog) and protects it from
degradation, allowing moderation of the downstream
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) signaling pathway.
Interestingly, the MC1R RHC variants do not interact
with PTEN (Cao et al. 2013) and thereforemight favor sus-
tained activation of the PI3K pathway, which supports
senescence bypass in the context of BRAFV600E (brain rap-
idly accelerated fibrosarcoma V600E) melanoma cells
(Dankort et al. 2009; Vredeveld et al. 2012). Moreover,
MC1R is also linked to DNA repair mechanisms (for re-
view, see Herraiz et al. 2017). Therefore, alterations of
MC1R functions in photoprotective melanin synthesis,
DNA repair, and senescence bypass by RHC variants
might explain the increased risk of melanoma in carriers.
MITF is a master regulator gene of melanocyte develop-

ment and differentiation (Steingrimsson et al. 2004) and
has also been associated with melanoma development
and progression (Garraway et al. 2005). Recently, we and
others identified a recurrent germline mutation in MITF
(p.E318K) that predisposes carriers to melanoma (Bres-
sac-de-Paillerets et al. 2002; Bertolotto et al. 2011;
Yokoyama et al. 2011; Ghiorzo et al. 2013). Additionally,
variants of pigmentation genes (MC1R, ASIP, MATP,
TYRP1, SLC45A2, and OCA2) or nonpigmentation genes
(MTAP, PARP1, and CASP8) represent low penetrance
mutations (for review, see Aoude et al. 2015). Although
both medium to low penetrance genes per se have a
weak impact on melanoma predisposition, they can act
as modifiers of high-risk genes and somatic mutations
and can dramatically impact melanoma development.
UM also occurs in a familial setting in 1%–2% of cases

(Krygier et al. 2001). Major risk factors include fair skin
and light eye color, a large number of dysplasic nevi, the
presence of oculodermal melanocytosis or nevus of Ota,
variation in the HERC2/OCA2 region that influences
the human pigmentation phenotype (Sturm and Larsson
2009; Ferguson et al. 2016), and infrequent mutations in
the tumor predisposition syndrome gene BAP1 (Harbour
et al. 2010; Gupta et al. 2015). UM patients have a signifi-
cantly increased risk of CM (Scelo et al. 2004), but the
mechanisms underlying this risk remain unexplained.
Variants in MC1R that were shown to influence the qual-
ity and quantity of melanin production do not play a role
in the susceptibility to developing UM (Metzelaar-Blok
et al. 2001; Hearle et al. 2003a,b; Vajdic et al. 2003). Like-
wise, current data argue against an important role of the

CDKN2A gene in UM susceptibility. However, methyla-
tion of the p16INK4A gene and inhibition of its expression
or cyclin D overexpression have been reported (van der
Velden et al. 2001). Moreover, although RB and p53 are in-
frequentlymutated inUM, their respective pathwaysmay
be functionally inactivated (Brantley and Harbour 2000a,
b). Tumor rarity and the few population-based studies re-
strict robust conclusions regarding potential risk factors
for conjunctival melanoma.

Acquired risk factors: genetic alterations

CM

Recently, Bastian (2014) updated the classification of mel-
anoma by integrating the huge amount of data revealing
the genetic alterations in melanoma in association with
specific clinical or histopathological characteristics and
different environmental factors such as UVR, thereby pro-
viding an integrated taxonomy of melanocytic neoplasia.
These acquired genetic alterations are depicted below
(Fig. 1). In this review,wemainly refer to drivermutations,
which, by definition, confer a selective growth advantage
to the cells in which they occur (Vogelstein et al. 2013).
Whole-genome and whole-exome sequencing of large

CM series confirmed the presence of BRAF (50%) and
NRAS (20%–25%)mutations that had been identified pre-
viously using candidate gene approaches and also revealed
a panel of novel frequent somatic genetic alterations that
activate oncogenes or inactivate tumor suppressor genes
(Berger et al. 2012; Hodis et al. 2012; Krauthammer et al.
2012; Network 2015).
The Ras family consists of the three isoforms HRAS,

NRAS, and KRAS, each encoding a membrane-localized
small GTPase that triggers the activation of RAF family
serine/threonine kinases (ARAF, RAF1, and BRAF) and
the downstream ERK (extracellular regulated kinase)
pathway. The ERK pathway plays a very important role
in tumor development, particularly in melanoma devel-
opment, because it is involved in the control of several
key cellular processes, including migration, survival,
and proliferation (Dhillon et al. 2007).
Somatic NRAS mutations are concentrated within two

hot spots that occur most frequently in exon 1 (leading to
the substitution of glycine at position 12 [p.G12V]) or
exon 2 (leading to the substitution of glutamine at posi-
tion 61 [Q61K/L/R]) (Platz et al. 2008). Themutations pre-
vent GTP (guanosine triphosphate) hydrolysis and lock
NRAS in a permanently active state that continually acti-
vates downstream effectors such as BRAF.
Ninety percent of the hot spot somaticmutations in the

serine/threonine protein kinase BRAF cause the amino
acid substitution p.V600E in exon 15 (Davies et al.
2002). This mutation disrupts the normal intramolecular
interaction that holds BRAF in an inactive conformation,
thereby constitutively activating BRAF (Garnett andMar-
ais 2004). Mutations in BRAF andNRAS occur in a mutu-
ally exclusive pattern.
Remarkably, among the new recurrent driver muta-

tions that have been identified, two genes, neurofibromin
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1 (NF1) and RAS (Rous sarcoma) p21 protein activator 2
(RASA2), which are mutated in ∼15% and 5% of CM, re-
spectively, function as RAS-GAP.NF1 and RASA2 under-
go loss-of-function mutations that increase the level of
active RAS-GTP and the activation of downstream ERK
and PI3K signaling pathways (Hodis et al. 2012; Kraut-
hammer et al. 2012, 2015; Arafeh et al. 2015).

Mutations in MAP2K1 (mitogen-activated protein ki-
nase kinase 1; also called MEK1) and MAP2K2 (MEK2),
which function downstream from BRAF, have also been
identified in 8% of cases and confer resistance to MEK
and BRAF inhibitors (Emery et al. 2009; Nikolaev et al.
2011; Villanueva et al. 2013).

Altogether, mutations in the genes discussed above are
found in >80% of CM patients and result in constitutive
activation of the ERK signaling pathway.

It is noteworthy that these driver mutations do not nec-
essarily translate into tumor induction, since NRAS and
BRAFmutations are frequently found in congenital (Bauer
et al. 2007) and common acquired (Pollock et al. 2003)

nevi, respectively. The nevus is thought to be a pretu-
moral lesion that displays blunted progression toward
melanoma by senescence (Michaloglou et al. 2005;
Denoyelle et al. 2006; Zhuang et al. 2008). Additional epi-
genetic or genetic alterations of CDKN2A or in the PI3K
pathway are required to allow melanoma development
(Ackermann et al. 2005; Dankort et al. 2009; Dhomen
et al. 2009; Vredeveld et al. 2012). Consistent with these
findings, recurrent somatic mutations in BRAF are fre-
quently associated with a deletion in PTEN (7%) and/or
CDKN2A, which also occurs at a somatic level in a large
proportion of melanomas (30%). A recent study from
our laboratory supports this idea, demonstrating that the
MITFE318K variant functions by inhibiting cell cycle in-
hibitors, including p16INK4A, to delay the implementation
of BRAFV600E-mediated oncogene-induced senescence
(OIS) (Bonet et al. 2017).

Hence, the PI3K pathway and CDKN2A represent im-
portant modulators of ERK-dependent melanoma tumor
progression (Tsao et al. 2004; Janku et al. 2011; Shull
et al. 2012) by favoring OIS bypass and CM development.

PI3K also plays an instrumental role inmelanoma. PI3K
activation stimulates the downstream kinase AKT (pro-
tein kinase B) and engages pleiotropic cellular responses,
including the regulation of cell motility, survival, and pro-
liferation. In CM, the PI3K pathway can be activated as a
consequence of constitutiveNRAS activation and activat-
ing mutations or amplification in the catalytic subunit of
PI3K (PIK3CA 4%and PIK3CG3%) (http://cbioportal.org;
Janku et al. 2011; Shull et al. 2012) as well as AKT (1%–

4%) (Davies et al. 2008). However, the inactivation of
PTEN that occurs in 20%–30% of CM cases due to muta-
tions (8%), deletion (6%), or epigenetic silencing is the
main cause of PI3K pathway activation (Wu et al. 2003;
Mirmohammadsadegh et al. 2006). Supporting the key
role of the PI3K pathway inmelanoma,mutations in other
effectors of the PI3K pathway have also been reported. The
AKT family can activate β-catenin, another factor that is
important for melanoma formation, which can also be al-
tered by mutations (7% in The Cancer Genome Atlas
[TCGA] cohort) (for reviews, see Larue and Delmas
2006; Bennett 2008). β-Catenin activation can impair
OIS (Damsky et al. 2011) and, through p16INK4A inhibi-
tion, promote senescence evasion and immortalization
in mouse melanocytes (Delmas et al. 2007). PTEN loss
can also act through a PI3K-independent and caveolin-de-
pendent pathway to trigger nuclear β-catenin shuttling,
p16INK4A repression, and senescence bypass (Conde-Perez
et al. 2015).

Also operating downstream from AKT, the mTOR sig-
naling pathway is commonly affected (>15%ofmelanoma
cases) bymutations inMTOR,TSC1,TSC2,RICTOR, and
RPTOR, as observed in the TCGAmelanoma cohort (http
://cbioportal.org; Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013).
However, further studies are required to determine their
potential contribution to CM development.

Mutations in RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1), one of the key targets/effectors of PI3K, occur
at a frequency of ∼4%–7%. RAC1 belongs to the Rho fam-
ily of genes that includes >20 members and encodes GTP

Figure 1. Main genetic and signaling pathway alterations in
UMs and CMs. Signaling modules implicated in CMs (blue
box), UMs (orange boxes), and both lesions (gray box). Gain-of-
function (red) and loss-of-function (green)mutations are indicated
as well as genes mutated in both UM and CM (yellow star). In
CM, growth factor binding to receptor tyrosine kinase or muta-
tions trigger the activation of the RAS (Rous sarcoma)–BRAF–
MEK–ERK (extracellular regulated kinase) and/or PI3K–AKT
(protein kinase B)–mTOR signaling cascades. In UM, ligand bind-
ing to G-protein-coupled receptors (GPCRs), among which is
CYSLTR2 (cysteinyl leukotriene receptor 2), enables GNAQ/11
[guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit α/guanine nu-
cleotide-binding protein subunit α-11] to signal to downstream ef-
fectors such as ARF6 (ADP-ribosylation factor 6), TRIO, and
PLCβ (phospholipase C β) and triggers activation of multiple sig-
naling pathways. These pathways include the TRIO–RHO–RAC
(Ras-related C3 botulinum toxin)–YAP (yes-associated protein)
cascade, which is involved in actin cytoskeleton reorganization
and PKC (protein kinase C)–ERK, which controls cell prolifera-
tion. Moreover, BAP1, which is lost in a large proportion of
UM, controls DNA integrity, proliferation, and survival of mela-
noma cells, the dysregulation of which is involved in transforma-
tion. Note that GNAQ/11 and BAP1 are also affected to a lesser
extent in CMs.

Pandiani et al.

728 GENES & DEVELOPMENT

http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://genesdev.cshlp.org/
http://www.cshlpress.com


hydrolases, which are known to affect the cell cytoskele-
ton and motility. Additionally, aberrant activation of
PREX2 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-depen-
dent RAC exchange factor 2), a member of the DBL family
of guanine nucleotide exchange factors (GEFs) specific for
RAC1, has been identified in 14% of cases. PREX2 has
also been reported as a PTEN-interacting protein and neg-
ative regulator of its phosphatase activity (Fine et al. 2009;
Berger et al. 2012). However, whether PREX2 is a truemel-
anoma driver gene has been questioned recently and thus
remains to be formally determined (Horrigan et al. 2017).
Of note, 50%of CMs harbor genetic alterations in genes

encoding PTEN, catalytic subunits of PI3K, AKT, and
RAC1, which function in the PI3K signaling pathway.
CM can also display mutations or amplification in the

transmembrane receptor tyrosine kinase KIT (5%–8% of
cases). These alterations appear to be more frequent in
acral, mucosal, or lentigo maligna melanomas (Curtin
et al. 2006; Beadling et al. 2008). They lead to stem cell fac-
tor (SCF/KIT ligand)-independent activation of KIT and its
associated downstream signaling cascade, including
MAPK/ERK, PI3K, and phospholipase C (Carvajal et al.
2011; Allegra et al. 2014).
Most importantly, whole-genome/exome studies of

CM have also led to the identification of frequent muta-
tions in other genes, including the tumor suppressor gene
TP53 (19%), the subunit of the PBAF chromatin remodel-
ing complex ARID2 (7%), or the serine/threonine phos-
phatase PPP6C (12%), which is involved in the control
of the cell cycle. The presence of recurrent somatic muta-
tions in the TERT promoter (∼75% of metastases and
33% of primary lesions) has been reported in CM (Patel
et al. 2016). All of these mutations might also function
to inhibit or delay OIS. A large panel of other (not dis-
cussed in this review), less frequently mutated genes
has been revealed, all of which might represent CM driv-
ers or modifying genes and are potential targets for new
therapeutic approaches (for reviews, see Bertolotto
2013; Shtivelman et al. 2014; Zhang et al. 2016; Weyden
et al. 2017).
Thus, this mutational landscape emphasizes the impor-

tance of the ERK and PI3K signaling pathways as well as
the bypass of senescence in CM development, progres-
sion, and resistance to therapies.

UM

Similar large-scale whole-genome and whole-exome se-
quencing studies performed in UM validated previously
occurring mutations mainly in GNAQ [guanine nucleo-
tide-binding protein G(q) subunit α] or GNA11 (guanine
nucleotide-binding protein subunit α-11) (83%), BAP1
(40%), SF3B1 (splicing factor 3B, subunit 1) (20%), and
EIF1AX (eukaryotic translation initiation factor 1A, X-
linked) (8%) (Decatur et al. 2016; Johansson et al. 2016;
Moore et al. 2016). These studies also pinpointed other
driver genes that provide a basis for identifying molecular
frameworks for the design of therapeutic strategies.
The Gα subunit of the heterotrimeric G proteins

(GNAQ) or its paralog (GNA11) share 90% sequence

homology and represent the most frequently mutated
genes in UM. Ninety-seven percent of the hot spot
somatic mutations cause the amino acid substitution
p.Q209L (the most common) or p.Q209P in exon 5. The
other 3% of mutations cause a p.R183C amino acid chan-
ge in exon 4. The Q209 mutation triggers a complete loss
of intrinsic GTPase activity and renders GNAQ/GNA11
constitutively active to prolong its downstream signaling.
In contrast, the R183 mutation is weakly activating
because it causes only a partial loss of intrinsicGTPase ac-
tivity. The Q209 and R183mutations occur in a mutually
exclusive pattern in UM.Mutations in GNAQ or GNA11
are found in 45% and 32% of primary UM, respectively,
and 22% and 57% of metastatic UM, respectively (Onken
et al. 2008; Van Raamsdonk et al. 2009, 2010). Although
differences between GNAQ and GNA11 signaling have
not been elucidated, these findings suggest that GNA11
mutant tumors have a greater tendency to metastasize.
GTP-GNAQ/11 and β–γ subunits transfer the signal
from the receptor to downstream effectors that stimulate
diverse signaling pathways, including the MAPK path-
way, possibly via DAG (diacylglycerol)-mediated activa-
tion of protein kinase C (PKC) isoforms, the ADP-
ribosylation factor 6 (ARF6)–TRIO–RHO/RAC implicated
in cytoskeletal organization, and yes-associated protein
65 (YAP), a key component of the HIPPO signaling path-
way (Feng et al. 2014; Yu et al. 2014; Yoo et al. 2016).
ARF6 acts as a proximal node of oncogenic GNAQ signal-
ing and contributes to activation of the downstream path-
ways (Yoo et al. 2016). Of note, no ARF6 mutations have
been discovered to date in UM or other cancers.
The importance of GNAQ in UM is highlighted by the

observation that mutations in upstream regulators and
downstream effectors were identified recently. Cysteinyl
leukotriene receptor 2 (CYSLTR2) is a seven-transmem-
brane G protein-coupled receptor (GPCR) and a member
of the rhodopsin-like family that responds to purinergic
or pyrimidinergic nucleotides (P2Ys). As a member of
the GPCR family, CYSLTRs signal through activation of
GNAQ/11 (Mong et al. 1988). Recurrent p.L129Q as
well as p.R136H mutations in CYSLTR2 have been
discovered in UM patients (Moore et al. 2016). Only
p.L129Q CYSLTR2, which favors the transition toward
an active conformation, is oncogenic. CYSLTRs are acti-
vated by cysteine-containing leukotrienes (LTC4, LTD4
[leukotriene D4], and LTE4), which are lipid mediators
and robust inflammatory mediators. LTC4 and LTD4 are
potent mitogens of normal human epidermal melano-
cytes (Morelli et al. 1989). Leukotrienes also have roles
inmultiple diseases, including cancer. LTD4, a CYSLTR2
agonist, facilitates cell survival and proliferation of in-
testinal epithelial cells through β-catenin activation
(Mezhybovska et al. 2005). LTD4 also regulates the
survival and migration of human colon cancer cells by
regulation of an anti-apoptotic member of the BCL2
family and activating integrin, respectively (Massoumi
et al. 2003; Wikstrom et al. 2003a,b). Collectively, these
data are consistent with a role for LTD4 in cancer, includ-
ing UM. Additionally, in response to a pathobiological
event, CYSLTR2 can mediate an increase in vascular
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permeability in some tissues (Beller et al. 2004), a process
that might contribute to UM blood dissemination.

Among the downstream effectors of GNAQ/11 are
members of the phospholipase C (PLC) family (mainly
PLCβ), which hydrolyzes PIP2 (phosphatidylinositol-2
phosphate) to generate IP3 (inositol trisphosphate) and
DAG. IP3 triggers the release of calcium ions from the en-
doplasmic reticulum, whereas DAG activates the PKC
signaling cascade. A recurrent mutation in PLCB4, which
encode p.D630Y, was identified recently in UM patients
(Johansson et al. 2016; Moore et al. 2016). This mutation
is located in the Y domain of the highly conserved catalyt-
ic core of PLCB4, which is activated by direct interaction
withGNAQ (Lyon andTesmer 2013). A novelmutation in
PLCB3, encoding p.K898N, has also been discovered
(Johansson et al. 2016). Again, this mutation lies in a
domain, the CTD linker, that is linked to GNAQ activa-
tion (Lyon and Tesmer 2013). However, the role of
PLCB3 as a UM driver gene remains to be demonstrated.
Mutations in CYSLTR2, GNAQ, GNA11, and PLCB4
are mutually exclusive, suggesting that they operate in
the same pathway.

UM metastases are also associated with inactivating
somatic mutations in BAP1 in ∼80% of cases, which
generally cause protein truncations and are associated
with a poor prognosis (Harbour et al. 2010). BAP1 is a
chromatin-associated deubiquitinase that induces poly
(ADP-ribose)-dependent recruitment of the polycomb
deubiquitylase complex PR-DUB (polycomb-repressive
deubiquitylase) to sites of DNA damage and is required
for efficient assembly of the homologous recombination
(HR) factors BRCA1 and RAD51 (An et al. 2014). Conse-
quently, its mutation impairs its function in DNA dou-
ble-strand break repair (Ismail et al. 2014). Moreover,
BAP1 impacts histone H2A ubiquitination, regulates
transcriptional programs that support the maintenance
of melanocytic cell identity, and blocks their transition
toward a stem-like phenotype (Landreville et al. 2012;
Matatall et al. 2013).

Dysregulation of the activity of two other genes, SF3B1
and EIF1AX, has prognostic value in UM.

EIF1AX is a component of the 43S preinitiation com-
plex (PIC), which mediates the recruitment of the small
40S ribosomal subunit to the 5′ cap of messenger RNAs.
It is not clear how thesemutationsmight promote cancer,
but the dysregulation of mRNA translation is a frequent
feature of neoplasia (Bhat et al. 2015). Recurrent muta-
tions in EIF1AX are found mainly in low metastatic risk
tumors with no ciliary body involvement (Furney et al.
2013; Martin et al. 2013; Johansson et al. 2016), meaning
they are associated with a good prognosis.

SF3B1 encodes a core component of the U2 small nucle-
ar ribonucleoprotein (snRNP) complex of the spliceosome
involved in 3′ splice site recognition during RNA splicing
(Furney et al. 2013; Zhang andManley 2013; Alsafadi et al.
2016). Alternative splicing contributes to structural tran-
script variation and proteome diversity, a process involved
in disease progression (Sveen et al. 2016). The SF3B1mis-
sense hot spot mutations (p.R625C, p.R625H, p.K666T,
and p.K700E) are associated with low risk for metasta-

sis (Furney et al. 2013; Harbour et al. 2013; Martin et al.
2013; Alsafadi et al. 2016). Recently, Harbour’s group
(Field et al. 2016a,b) has shown that SF3B1 mutations of-
ten occur in tumors expressing the oncogene preferential-
ly expressed antigen in melanoma (PRAME), which is an
independent biomarker for metastasis. PRAME expres-
sion appears to be inversely associated with EIF1AX
mutations.

BAP1, SF3B1, and EIF1AXmutations are almost mutu-
ally exclusivewith each other (Martin et al. 2013; Decatur
et al. 2016; Royer-Bertrand et al. 2016; Yavuzyigitoglu
et al. 2016).

Finally, whole-genome/exome studies have revealed
somatic missense or truncating mutations in a panel of
other genes, but their roles in UM remain to be elucidated
(Johansson et al. 2016; Royer-Bertrand et al. 2016).

Interestingly,GNAQ/11mutations have also been iden-
tified in ∼5% of skin melanomas, but oncogenic driver
mutations similar to those identified in UM (Q209P or
Q209L) are found in only ∼2% of CM cases (http
://cbioportal.org). One Q209 mutation was found in a
CM from chronically sun-damaged skin among the 74
samples analyzed (Van Raamsdonk et al. 2010). Further-
more,PLCB4 is recurrentlymutatedwith ahigh frequency
(21%–28%) in CM (Wei et al. 2011; Hodis et al. 2012; The
Cancer GenomeAtlasNetwork 2015; Krauthammer et al.
2015). However, none of these mutations is identical to
those found in UM, and no hot spot mutations can be
found, indicating that they are unlikely to function as
driver mutations. It should be noted that TRIO is also af-
fected in 10% of CM. In 5% of the cases, these alterations
seem tobe passengermutations, but, in the remaining 5%,
TRIO is amplified (http://cbioportal.org) andmight partic-
ipate inCMdevelopment.Nevertheless, elucidationof the
role of GNAQ/11 and its downstream effectors, PLCB4
and TRIO, in CM requires additional investigation.

Finally, BAP1 is affected in 40% of UM cases, and the
majority of the alterations is truncatingmutations. In con-
trast, BAP1 is affected in 3% of CM cases, but truncation
mutations are a rare event (http://cbioportal.org).

Little is known about the genetic perturbations in con-
junctival melanomas. Nevertheless, primary and meta-
static conjunctival melanomas harbor BRAF, mainly p.
V600E (27%–50%) and NRAS p.Q61K/R/L (18%) muta-
tions (Griewank et al. 2013). Mutations in the promoter
of TERT are also detected in conjunctival melanomas
(32%) but not in UM (Griewank and Murali 2013).
They harbor a UV signature identical to those found in
CM thatmediates increased expression of TERT by gener-
ating new binding motifs for Ets transcription factors
(Horn et al. 2013). Therefore, from a genetic perspective,
conjunctival melanoma seems to have more similarities
to CM than to UM.

Cytogenetic alterations

Before the use of deep sequencing approaches, the genetic
modifications in CM and UMwere determined by cytoge-
netic studies. Comparative genomic hybridization was

Pandiani et al.

730 GENES & DEVELOPMENT

http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://cbioportal.org
http://genesdev.cshlp.org/
http://www.cshlpress.com


used to map copy number abnormalities. The frequent
chromosomal aberrations are reported below.
CM exhibits complex cytogenetic alterations (for re-

view, see van den Bosch et al. 2010). They are character-
ized by frequent losses involving chromosomes 4, 5, 6q,
8p, 9p, 10q, 11q, 12q, 14, 15, 16, 21, and 22, whereas gains
most often occurred at 1q, 6p, 7, 8q, 18, and 20q (Bastian
et al. 1998; Pirker et al. 2003). It is worth mentioning
the rearrangement in chromosome 1, where NRAS (1p13
region) and AKT3 (1q44 region) are located; of chromo-
some 7, harboring the BRAF gene (7q34); and of chromo-
some 9 with CDKN2A (9p21).
In UM, chromosomal aberrations include mainly

monosomy 3 (50%) as well as 6p and 8q gain. UM tumors
with monosomy 3 and polysomy 8q correlate with high
metastatic risk and poor prognosis (de Lange et al. 2015;
Versluis et al. 2015).Monosomy 3 occurs in 50%of the an-
alyzed cases, is rather specific for UM because this chro-
mosomal aberration is rarely encountered in other
cancer types, and is the most widely used predictor of
UM metastatic disease (van den Bosch et al. 2012). Chro-
mosome 3 likely hosts tumor suppressor genes. One of the
most studied is BAP1. Conversely, genes that can contrib-
ute to tumor progression are located in the 8q region, such
as MYC (8q24) (Muller et al. 2010) or ASAP1 (DDEF1;
8q24) (Meyer and Penn 2008). Interestingly, ArfGAP
with the SH3 domain, ankyrin repeat, and PH domain
(ASAP1) is a GTPase-activating protein for ARF1 as well
as ARF6 (Furman et al. 2002). Although the gain of chro-
mosome 8q is also found in 25% of CM, co-occurrence
of both monosomy 3 and the gain of 8q is rare in CM.
UM tumors with such a 6p gain are less likely to show
chromosome 3 loss and are associated with better sur-
vival. Moreover, chromosome 10, which contains PTEN,
is also altered in UM (27%) but to a lower frequency com-
pared with CM (60%). PTEN down-regulation seems to
occur in UM lesions with high genomic instability, sup-
porting a role late in tumor progression (Ehlers et al. 2008).
Several other DNA copy number alterations, including

the gain of 1q or loss of 8p, 1p, and 6q, also characterize
UM (Aalto et al. 2001; Trolet et al. 2009; Damato et al.
2010; Royer-Bertrand et al. 2016).
Collectively, CM tumors display very complex karyo-

types that cannot be used to provide valuable prognostic
information. In contrast, UM presents a relatively “sim-
ple” karyotype, with recurrent chromosomal anomalies,
which has valuable prognostic impact for patients. Conse-
quently, high-risk patients may benefit from accurate sur-
veillance (including of the liver, which is the most
commonmetastatic site) or enter clinical trials investigat-
ing adjuvant therapy.

The gene expression program

Cytological and histochemical methods have long been
recognized as useful for analyzing the intertumor and
intratumor heterogeneity in CM. More recently, high-
throughput approaches (DNA arrays and RNA sequenc-
ing) have confirmed that CM displays a high degree of

intertumor heterogeneity even in the same individual
(Kemper et al. 2015). Intratumoral heterogeneity was val-
idated at the single-cell level (Ennen et al. 2015; Tirosh
et al. 2016). Tumor phenotypic heterogeneity may be
caused by genetic heterogeneity but also may be generat-
ed by the impact of the tumormicroenvironment without
any requirement for new or additional genetic events. Un-
derstanding and deciphering tumor heterogeneity remain
a challenge to cancer therapy.
CM cells can be classified into at least twomajor states;

i.e., proliferative and invasive (Hoek et al. 2008). A model
derived from these findings, the “phenotype-switching”
model, predicts that melanoma cells are plastic and may
switch between these two states to generate intratumoral
heterogeneity (Hoek and Goding 2010). Thismodel postu-
lates that highMITF activity triggers a differentiation phe-
notype, whereas low MITF activity is associated with
mesenchymal transition and an invasive phenotype (Car-
reira et al. 2006; Cheli et al. 2011; Ohanna et al. 2011).
More recently, a larger gene repertoire linked to activation
of the HIPPO–YAP pathway (Muller et al. 2014; Verfaillie
et al. 2015) and metabolic stress responses (Falletta et al.
2017) has been established as an indicator of this plastici-
ty. Previous reports have demonstrated that phenotype
switching toward a more mesenchymal cell state is asso-
ciated with intrinsic and acquired resistance to targeted
therapies (Johannessen et al. 2013; Konieczkowski et al.
2014;Muller et al. 2014; VanAllen et al. 2014).Melanoma
phenotype switching also negatively impacts immune
checkpoint blockade and impairs the efficiency of immu-
notherapy (Landsberg et al. 2012; Riesenberg et al. 2015;
Falletta et al. 2017).
Intertumor heterogeneity has also been described in

UM. Molecular analyses classify UM into two prognosti-
cally significant molecular classes (Onken et al. 2004,
2006, 2010a). Class 1 UM tumors, which have been fur-
ther divided intowell-defined class 1A and class 1B, retain
a differentiated melanocytic phenotype and have a low to
intermediate metastatic risk, respectively. EIF1AX and
SF3B1 are associated with class 1, with SF3B1 showing a
particular association with class 1B (Harbour et al.
2013). Class 2 UM tumors exhibit a dedifferentiated
stem cell-like and epithelioid phenotype that is associated
with monosomy of chromosome 3 and a high metastatic
risk (Field and Harbour 2014). Interestingly, the class 2 ex-
pression program ismainly a consequence ofmonosomy 3
and loss of function of BAP1. Indeed, depletion of BAP1 in
cultured class 1UMcells induced a loss of themelanocyte
differentiation markers and the acquisition of a class 2
gene expression profile (Landreville et al. 2012; Matatall
et al. 2013).
The gene expression profile capable of distinguishing

class 1 and class 2 primary UMhas been further restricted
to a set of 12 genes (Table 2). This set has been shown to be
more accurate than all other clinical and pathologic fac-
tors, such as chromosome 3 status (monosomy 3), cytopa-
thology, and tumor size, in predicting the development of
metastases (Onken et al. 2010b).
Importantly, coexistence of the spindle and epithelioid

cells in some UM tumors revealed by histopathological
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analysis suggests the existence of intratumor heterogene-
ity in addition to intertumor heterogeneity.

Furthermore, UMmetastasis and poor patient outcome
are associated with monosomy 3 and the loss of differen-
tiationmarkers. Remarkably,MITF, which controlsmela-
nocyte differentiation (Bertolotto et al. 1998a; Cheli et al.
2010) is located in 3p13. Moreover, in skin melanocyte
cells,MITF controls the expression of a repertoire of genes
involved in DNA repair and replication (Giuliano et al.
2010; Strub et al. 2011). Consequently, onemight hypoth-
esize that, in UM, monosomy 3 triggers a reduction

of both BAP1 and MITF levels and dampens accurate
DNA repair, favoring chromosomal instability and UM
progression.

In support of this idea, tumors with disomy 3 contain
fewer chromosomal abnormalities, rarely metastasize,
and thus are associated with a better survival rate (Onken
et al. 2010a; Shields et al. 2011a), which might be ex-
plained by the maintenance of MITF. Moreover, MITF
haploinsufficiency might favor UM cell switching from
a differentiated to undifferentiated metastatic-prone phe-
notype as observed for CM and thereforemight contribute

Table 2. Gene expression signature in UM

Gene
symbol Gene name

Genomic
location

Direction
in class 2

primary UM Function

Correlation with
survival in CM;

P-value

CDH1∗ E-cadherin 16q22.1 Up Cell–cell adhesion,
mobility and
proliferation of epithelial
cells

No

ECM1∗ Extracellular matrix protein 1 1q21.2 Up Cell adhesion, cell-to-cell
communication and
differentiation

No

RAB31∗ RAB31, member RAS oncogene
family

18p11.22 Up Regulator of vesicle
trafficking

No

HTR2B∗ 5-hydroxytryptamine (serotonin)
receptor 2B

2q37.1 Up Receptor Positive (P = 0.044)

ID2
∗
† Inhibitor of DNA binding 2 2p25.1 Down Transcriptional regulator Positive (P = 0.008)

EIF1B∗ Eukaryotic translation initiation
factor 1B

3p22.1 Down Poly(A) RNA binding and
translation initiation
factor activity

No

FXR1∗ Fragile X mental retardation
autosomal homolog 1

3q26.33 Down Nucleic acid binding and
RNA binding

No

LMCD1∗ LIM and cysteine-rich domains 1 3p25.3 Down Protein–protein
interactions,
Transcriptional regulator

No

ROBO1
∗
† Roundabout, axon guidance

receptor 1
3p12.3 Down Receptor No

SATB1∗ SATB homeobox 1 3p24.3 Down Transcriptional regulator Positive (P = 0.046)
MTUS1

∗
† Microtubule-associated tumor

suppressor 1
8p22 Down Signaling Positive (P = 0.019)

LTA4H∗ Leukotriene A4 hydrolase 12q23.1 Down Poly(A) RNA binding and
peptidase activity

No

AZGP1† α-2-glycoprotein 1, zinc 7q22.1 Down Metabolism No
ENPP2† Ectonucleotide pyrophosphatase/

phosphodiesterase 2 (autotaxin)
8q24.12 Down Metabolism No

EDNRB† Endothelin receptor type Β 13q22.3 Down Receptor Positive (P = 0.004)
GPR37† G protein-coupled receptor 37

(endothelin receptor type B-like)
7q31.33 Down Receptor No

IL12RB2† Interleukin 12 receptor, β 2 1 p31.3 Down Receptor No
SPP1† Secreted phosphoprotein 1

(osteopontin, bone sialoprotein I,
early T-lymphocyte activation 1)

4q22.1 Down Cell matrix interaction No

VAMP8† Vesicle-associated membrane protein
8 (endobrevin)

2p11.2 Down Regulator of vesicle
trafficking

Positive (P = 0.006)

List of genes that distinguishes low metastatic risk (class 1 signature) and high metastatic risk (class 2 signature) primary UMs
(Onken et al. 2004, 2010b). This list contains the high stringency genes that discriminate class 1 and class 2 genes (†) (fold change >5
and false discovery rate <0.001) (Onken et al. 2006) and the set of 12 genes (∗) that has been proposed using a clinically practical PCR-
based prognosis assay to identify high-risk patients (Onken et al. 2010b). The direction of the gene expression change in class 2 versus
class 1 primary UMs is shown (fourth column). Kaplan-Meier survival analysis for TCGA CM data between the lower and upper quar-
tiles was computed (sixth column). A positive correlation indicates that high gene expression is associated with a good prognosis
(P-value is given). “No” indicates no correlation. Thus, some genes may have important functions in both UM and CM.
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to metastasis development. Collectively, these observa-
tions suggest that MITF, which is a nexus in CM patholo-
gy, might also play a critical role in UM.
Activation of the transcriptional coactivator YAP, a

critical downstream effector of the HIPPO signaling path-
way, has been reported in both CM and UM (Feng et al.
2014; Nallet-Staub et al. 2014; Yu et al. 2014). YAP is ac-
tivated in UM cells downstream from the oncogenic mu-
tation of GNAQ/11 and is required for GNAQ/11-induced
tumorigenicity in UM. The YAP–TEAD cascade seems to
be implemented in CM cells that have lost MITF and en-
gages in an invasive gene expression program (Verfaillie
et al. 2015). These observations suggest that these sig-
naling molecules (MITF, BAP1, and YAP) may represent
suitable pharmacological intervention strategies in both
tumor types.

Role of UV

It has long been suspected that UVR exposure was the
main environmental risk factor for melanoma. However,
the link with melanoma development was not fully un-
derstood until recently. Large-scale genomic studies
have revealed a higher rate of somatic mutations in CM
tumors than in any other tumor types (Lawrence et al.
2013), with a median of 16.8 mutations per megabase
(Berger et al. 2012; Hodis et al. 2012; Krauthammer et al.
2012; The Cancer Genome Atlas Network 2015). The
highest averagemutation ratewas observed in chronically
sun-damaged skinmelanomas (21 permegabase), whereas
acral and mucosal melanomas displayed a very lowmuta-
tional load (The Cancer Genome Atlas Network 2015).
These studies have unequivocally provided genomic evi-
dence for a directmutagenic role of UV light inmelanoma
pathogenesis. Themutations are predominantly C-to-T or
tandem CC-to-TT transitions at specific dipyrimidine se-
quences, which is the mutational signature of UVB light
(Harris 2013), or G-to-T substitutions that might reflect
a transversion following oxidative DNA damage (Cheng
et al. 1992). Specifically, it was found that 46% and 9%
of melanoma driver mutations can be attributed to C > T
or G >T mutations, respectively (Hodis et al. 2012).
BRAFV600 variants, particularly BRAFV600E, which is the
main driver gene inmelanoma, do not bear the traditional
UVB signature mutations. However, sunlight UV is also
composed of UVA, which is thought to promotemutagen-
ic lesions through oxidative damage (Besaratinia et al.
2004). Accordingly, DNA lesions induced by UVA expo-
sure resemble the BRAFV600E variant mutation (Thomas
2006; Besaratinia and Pfeifer 2008).
From the genomic analyses, it appears that UM tumors

have a low mutation burden. Johansson et al. (2016) iden-
tified amean of 10.6 protein-changingmutations per sam-
ple, which is consistent with other studies reporting 17
variants per tumor on average (Royer-Bertrand et al.
2016). The mean mutation rate across the UM patient
genomes ranges between 0.24 and 0.50 per megabase,
which is lower than that of metastatic CM, and the muta-
tion spectrum is not consistent with an UVR signature

(Johansson et al. 2016; Royer-Bertrand et al. 2016),
strengthening the lack of UV involvement in UM etiolo-
gy. However, a C-to-T transition has been described in
few cases of UM with a GNAQ/11 R183 mutation, sug-
gesting a possible role of UV in UM.

Comparative biology of UM and CM

Why are driver mutations different in UM and CM?

As mentioned above, despite the fact that both CM and
UM are derived from melanocytes that originate from
neural crest cells, the driver mutation landscape is
completely different in these two neoplasms. This differ-
ence might be ascribed to the lack of UVR involvement
in UM etiology, while UVR is a proven risk factor for CM.
However, the risk of intraocular melanoma is much

higher in Caucasians than in African Americans and peo-
plewith light-colored eyes (Seddon et al. 1990; Vajdic et al.
2002; Tsai et al. 2005), suggesting a possible link to sun-
light exposure. Further studies have also proposed a role
for short-wavelength blue-light exposure in the etiology
of UM (de Lange et al. 2015). Blue light, which is part of
the visible light spectrum, reaches deeper into the eye
and causes damage to the back of the eye. Although
only a part of blue light is harmful, our exposure to it is in-
creasing due to the use of digital devices andmodern light-
ing, which emit blue light. Furthermore, as has been
shown for CM, the pheomelanin pigment pathway might
contribute to uveal melanomagenesis by a UVR-indepen-
dent carcinogenic mechanism that depends on oxidative
damage (Mitra et al. 2012). Again, this is consistent with
the fact that both CM and OM are more common in indi-
viduals with pale skin and eyes with light-colored irises in
comparison with those with dark-brown skin and eyes
(Tsai et al. 2005).
Of note, the main driver mutations—GNAQ/11Q209L

(c.626A >T) and CYSLTR2L129Q (c.386T >A) in UM and
BRAFV600E (c.1799T >A) in CM—display homologous
base substitutions, which are not related to UVR, suggest-
ing a converging mutational mechanism.
In addition to understanding the cause of the muta-

tions, it is also important to consider why causative driver
mutations are not identical in UM and CM. It should be
noted that BRAF and NRAS mutations dominate in le-
sions arising in an epithelial context such as conjunctival
melanoma and CM, excluding blue nevi and blue-nevus-
like melanoma. GNAQ/11 mutations are found in mela-
nocytic lesions with an extraepithelial location.
Indeed,GNAQ/11mutations are not restricted solely to

UM but are also found in melanocytic lesions located in
leptomeninges (diffusemelanocytosis andmeningealmel-
anomatosis) and dermis (nevus of Ota, blue nevi, and blue
nevus-likemelanomas) (VanRaamsdonk et al. 2009, 2010;
Murali et al. 2012). Most of these lesions arise in the cra-
niofacial region, albeit blue nevi can be found anywhere
on the body. A plausible explanation for GNAQ/11 muta-
tion predominance in nonepithelial melanocytes involves
subtle geographic variances in the embryonic origin of ep-
ithelial and nonepithelial melanocytes. Along the
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embryonic axis, several distinct neural crest populations
differ in both their migratory pathways and range of deriv-
atives (Bronner-Fraser 1994). In this context, it has been
suggested that nonepithelial melanocytes derive from
the cranial rather than the truncal neural crest (Francis
et al. 2016), which indicates that although the melano-
cytes have the same embryonic origin (i.e., the neural
crest), they might behave differently as a function of their
relative anterior–posterior position (Mayor and Theve-
neau 2013). However, blue nevi located on the legs, for in-
stance, are unlikely to derive from the cranial neural crest.

Furthermore, it should be noted that epidermalmelano-
cytes interact with epithelial cells, whereas noncutane-
ous melanocytes interact with mesodermal stroma. The
growth and differentiation of epidermal melanocytes
appear to be dependent on KIT signaling, whereas noncu-
taneous melanocytes seem more dependent on the endo-
thelin and hepatocyte growth factor (HGF) signaling
pathways (Wilson et al. 2004; Aoki et al. 2009). Therefore,
it could be argued that CM and UM acquire the samemu-
tations, but direct cell contact or the paracrine signal pro-
duced by the tissue-specific environment might allow
proliferation of cells only with specific mutational events
and therefore favor selection of specific driver mutations.

Finally, Adameyko et al. (2009) showed that Schwann
cells, which also originate from the neural crest and differ-
entiate to form myelin sheaths that surround the mature
nerve, constitute another source of melanocytes. Amuta-
tion in GNA11 has been reported in a melanotic Schwan-
noma, a soft tissue benign neoplasm of Schwann cells,
which shares histologic featureswithmelanocytic tumors
and Schwannomas (Tatsi et al. 2016). Because the muta-
tional spectra of these lesions overlap, it has been hypoth-
esized previously that both cell types could derive from
the same developmental mechanism (Van Raamsdonk
et al. 2010; Bastian 2014).

Why are gene expression signatures different
in UM and CM?

In both CM and UM, extensive efforts have been under-
taken to identify genes or sets of genes that can predict
the clinical outcome of the patients, including metastasis
development and survival. As mentioned earlier, the
study of numerous primary UM patients has led to a
well-defined molecular classification (Table 2). Class 2
UM has the poorest survival prognosis and is character-
ized by an increase in epithelial markers such as E-cad-
herin (CDH1) and a loss of differentiation markers such
as tyrosinase (TYR) or DCT. For CM, the gene expression
signature has been obtained by analysis ofmetastaticmel-
anoma cell lines or short-term cultures and defines a high-
MITF/differentiated group endowed with fast prolifera-
tion capacity and a low-MITF/poorly differentiated group
with highly invasive behavior. The low-MITF CM gener-
ally lost epithelial markers such as E-cadherin and gained
a mesenchymal phenotype. In these analyses, the use of
tumor tissue for UM versus cultured metastatic cells for
CM might explain this apparent discrepancy. Of note,
analysis of CM tumor tissue also identified a “keratin sub-

class” of CMwith high expression levels of keratin and ep-
ithelial markers (CDH1), indicating a worse prognosis
(The Cancer Genome Atlas Network 2015). However,
this subclass also displays a high level of differentiation
markers, in contrast to reports for primary UM samples.
The natures of analyzedUMandCM samples are not sim-
ilar. Primary lesions are predominant in UM cohorts,
while CM tissues are mainly from metastatic samples
(80%), of which ∼50% are lymph node metastases (The
Cancer Genome Atlas Network 2015).

The natural history of metastatic tumor development
requires, first, an in situ proliferation phase followed by
an invasion phase, allowingmelanoma cells to reachmet-
astatic sites. Once at the metastatic site, cells with inva-
sive properties can migrate and colonize other organs or
proliferate to promote an increased tumor size, functional
failure of the affected organ, and, ultimately, patient
death. Therefore, survival will be affected by the ability
of tumor cells to implement both the invasive and subse-
quent proliferative programs. In primary skin melanoma
lesions, cells must enable the invasive program, while
metastatic cells require only the proliferative program.
Accordingly, the gene expression signature associated
with poor prognosismight be different if it stems from pri-
mary UM lesions or CM metastatic samples.

Despite the invaluable basic information provided by
gene expression analyses of melanoma lesions, their
translation into clinical advances are currently minimal
for CM. Furthermore, primaryCM shows a very high level
of contamination by keratinocytes that may hinder accu-
rate gene expression profiling. For UM, gene expression
profiling has a real clinical impact, perhaps because the
analyzed samples are more homogenous.

Why does UM display prominent liver tropism?

MetastasizingUMdisplays a tropism to the liver in 90%of
cases, while CM does not demonstrate such a preferential
tropism. Indeed, CM cells disseminate to skin or lymph
nodes and almost equivalently to the lungs, liver, brain,
and bones (Balch et al. 2003). Several factors might be im-
portant for favoringUM livermetastasis progression, such
as the invasion route used by tumoral cells. It is accepted
thatCMcells prefer the lymphatic system,whileUMcells
spread almost exclusively hematogenously. The hematog-
enous routes might favor dissemination of tumor cells
from the eye to the liver rather than to others organs. It
is also possible that the specific loose structure of the liver
endothelial vasculature, presenting large fenestrae (Wisse
et al. 2008), might favor liver colonization by UM cells.
Anothermechanism could be related to themetabolic sta-
tus, which has been shown in breast cancer cells to dictate
the site of metastasis (Dupuy et al. 2015).

Finally, recent data demonstrated that UM-derived exo-
somes expressing integrin α V/integrin β5 are taken up by
liver-specific cells to prepare the premetastatic niches and
steer the liver tropism ofUMcells (Hoshino et al. 2015). In
addition to favoring the nesting of UM cells, the liver
might also provide a favorable environment for sustaining
the growth of UM. This phenomenon could be achieved

Pandiani et al.

734 GENES & DEVELOPMENT

http://genesdev.cshlp.org/
http://www.cshlpress.com


through liver production of HGF, which stimulates the
proliferation and survival of UM cells expressing the sur-
face receptor c-Met (Bakalian et al. 2008). A complete
identification of the mechanisms mediating this tropism
will undoubtedly help to improve patient surveillance
and outcome.

From bench to bedside: the therapeutic options

The identificationof specific biological,molecular, andge-
netic tumor features have led to the development of “per-
sonalized therapy”; i.e., therapies tailored to patient-
specificmolecular aberrations.More precisely, the discov-
ery of the BRAFV600E mutation led to the development of
BRAF (vemurafenib and dabrafenib) and MEK (trametinib
and cobimetinib) inhibitors (Sullivan and Flaherty
2015b). Bitherapy, combining both BRAF and MEK inhib-
itors, is the reference treatment for patientswithmetastat-
ic CM harboring a mutation at codon 600 of BRAF;
however, in some centers, it is superseded by immuno-
therapy (described below). The targeted therapies have al-
lowed, for the first time, a >12-mo increase in the median
overall survival of the patients (Long et al. 2014; Ugurel
et al. 2016). However, despite the success of these treat-
ments, most patients eventually develop secondary resis-
tance and relapse.
Thegenetic studies suggest that conjunctivalmelanoma

behavesmore similarly toCMthanUM.Although there is
no standard recommendation for the treatment of patients
with conjunctival melanoma, there is ample evidence to
test patients for mutations at codon 600 of BRAF and
assess the efficacy of the BRAF and MEK inhibitors.
Currently, there is no systemic treatment forUMonce it

has spread. UM metastases are remarkably refractory to
conventional chemotherapy and nonsensitive to external
radiotherapy. Mortality rates have not changed in the
last decades. In patients with UM metastases, BRAF and/
or MEK inhibitors are generally ineffective due to the ab-
sence of the BRAF mutation (for review, see Oliva et al.
2016). However, because a phase 2 trial showed promising
resultswith theMEK inhibitor selumetinib (Carvajal et al.
2014), there are several ongoing trials for UM patients as-
sessing the efficacy of selumetinib in combination with
chemotherapies or with PKC and AKT inhibitors (Chatto-
padhyay et al. 2016).
Nevertheless, the discovery of GNAQ, GNA11,

CYSLTR2, and PLCB4 mutations has paved the road to-
ward specific targeted therapies for UM. In this context,
FR900359, a selective inhibitor of GNAQ/11/14, has
been identified recently and shown to blunt the signaling
downstream from GNAQR183C and GNAQQ209L (Schrage
et al. 2015).Moreover, compoundswith anti-CYSLTR2ac-
tivity are currently being tested in phase 2 clinical trials
(Wunder et al. 2010). As CYSLTR2 functions upstream of
GNAQ/11, CYSLTR2 inhibitors are expected to be effi-
cient only inUMwithoutGNAQ/11 or PLCB4mutations.
Inhibitors of TRIO (Blangy et al. 2006; Schmidt and

Debant 2013) or ARF6 (Yoo et al. 2016) have been de-
scribed and would be of wider use because they will block

oncogenic signaling downstream from mutated GNAQ/
11 and CYSLTR2, overall representing ∼95% of the UM
cases. These inhibitors might not be efficient in UM
with PLCB4 mutations.
Finally, CM and UMmight be sensitive to the same in-

hibitors. For example, UM with mutations in EIF1AX
might benefit from inhibitors of the formation of the
EIF4F complex, which is required downstream from
EIF1AX for the regulation of cap-dependent translation.
Such inhibitors have been described and have shown
some efficacy in a preclinical model of CM (Boussemart
et al. 2014). The potential targets and drugs are summa-
rized in Table 3.
Additionally, studies have elucidated how CTLA4 (cy-

totoxic T-lymphocyte-associated protein 4) and PD-1 (pro-
grammed cell death 1) decrease activation of the immune
system, thereby leading to the development of monoclo-
nal antibodies against CTLA4 (ipilimumab) and PD-1
(nivolumab and pembrolizumab). These antibodies have
demonstrated clear clinical benefits in patients with met-
astatic CM. Indeed, objective response rates are obtained
at 15%–30%and demonstrate durable responses, reaching
an 18-mo increase in median survival (Hodi et al. 2010;
Topalian et al. 2014; Carlino and Long 2016). The combi-
nation of ipilimumab and nivolumab showed even greater
improvements in patient overall survival compared with
anti-CTLA4 or anti-PD1 monotherapy (Kaufman et al.
2013; Sullivan and Flaherty 2015a). Clinical trials investi-
gating antibodies against PDL1 (programmed cell death li-
gand 1), a PD1 ligand, have demonstrated promising
activity in advanced CM, albeit with generally lower re-
sponse rates than PD1 antibodies (Tsai et al. 2014; Maho-
ney et al. 2015).
Until now, immunotherapeutic approaches targeting

immune checkpoints have revealed limited efficacy in
metastatic UM (Danielli et al. 2012; Algazi et al. 2016;
van der Kooij et al. 2017). Ipilimumab has failed to demon-
strate a clear objective clinical response (for review, see
Oliva et al. 2016). Similarly, anti-PD1 (either pembrolizu-
mab or nivolumab) or anti-PDL1 (Algazi et al. 2016) has
demonstrated poor clinical activity (Algazi et al. 2016;
van der Kooij et al. 2017).
The weak response of metastatic UM to immunothera-

pies might be ascribed to the maintenance of ocular
immune privilege, which has been involved in the sup-
pression of both adaptive and innate immune effector
mechanisms (McKenna and Chen 2010). Moreover, the
CM response to immunotherapies seems to be correlated
to the mutational burden, which is thought to generate
neoantigens (Johansson et al. 2016; Royer-Bertrand et al.
2016). The low mutational burden of UM might also ex-
plain the moderate response to immunotherapies.
Clinical trials evaluating the efficacy of pembrolizumab

in monotherapy, which nevertheless has shown a more
favorable response in one study (Kottschade et al. 2016),
and the combination of ipilimumab and nivolumab are
currently under way (Chattopadhyay et al. 2016). In the
absence of rational treatment options for metastatic
UM, immunotherapy should be considered, and addition-
al clinical trials should be scheduled. In support of this
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idea, combination therapies of checkpoint inhibitors with
local, targeted, and immunotherapy for metastatic UM
must be explored to determine whether they could im-
prove patient prognosis.

Moreover, strategies using genetically modified T-cell-
based adoptive immunotherapy approaches, including
chimeric antigen receptor (CAR) and engineered T-cell re-
ceptor (TCR) T-cell therapies, have yielded encouraging
clinical responses by overcoming immune evasion and re-
directing the specificity of cytotoxic T lymphocytes to tu-
mor cells (Sharpe and Mount 2015). Due to advances in
sequencing technology, somatically mutated UM anti-
gens (neoantigens) have been identified and have become
compelling targets for immunotherapy. Adoptive immu-
notherapies could therefore represent therapeutic options
for low mutation burden cancers such as UM.

Furthermore, PRAME is associated with class 1b meta-
static UM (Field et al. 2016a) and is immunogenic, in-
creasing the attractiveness of the development of novel
immune therapies for PRAME. Phase 1 clinical trials are
currently evaluating the safety and immunogenicity of a
PRAME vaccine (Gutzmer et al. 2016). This new strategy
might soon be offered to patients with UM and improve
their outcome.

Conclusion

Cutaneous and uveal melanocytes share the same embry-
onic origin and the same cellular function; however, they
are subjected to different oncogenic transformation pro-
cesses. In recent years, immense progress has been
achieved in the cellular and molecular characterization
of UM and skin melanoma. Large-scale genomic studies
have demonstrated the direct mutagenic role of UVR in
CM pathogenesis, whereas there is no conclusive proof

linking UV exposure to UM etiology. The majority of
CM (80%) carries a mutation in BRAF, NRAS, or NF1,
leading to the deregulation of the ERK pathway. In UM,
activating mutations in GNAQ/11 dominate (83%) and
engage specific signaling pathways, including ARF6/
TRIO/RHO/RAC/YAP and PLCβ/PKC/ERK cascades.
Moreover, recurrent genetic alterations in BAP1, which
functions in the cell cycle, cell identity, and genome in-
tegrity, are found in UM (40%) and are associated with
the development of metastasis. UM metastases display
a very strong liver tropism, while CMmetastases involve,
almost equivalently, the lungs, liver, bones, and brain.
Because of these cellular andmolecular differences, the re-
cently developed therapies (targeted and immunothera-
pies) that show clinical activity for metastatic CM are
still ineffective in patients with metastatic UM.

Nevertheless, recent discoveries have delineated the
contours of UM disease and identified targets for rational
therapies. The concerted effort of talented researchers and
clinicians working in the field will undoubtedly replicate
in UM the extraordinary clinical advances recently
achieved in CM.
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REVIEW

Pathways from senescence to melanoma: focus on MITF

sumoylation
J Leclerc1,2, R Ballotti1,2 and C Bertolotto1,2

Cutaneous melanoma is a deadly skin cancer that originates from melanocytes. The development of cutaneous melanoma involves

a complex interaction between environmental factors, mainly ultraviolet radiation from sunlight, and genetic alterations. Melanoma

can also occur from a pre-existing nevus, a benign lesion formed from melanocytes harboring oncogenic mutations that trigger

proliferative arrest and senescence entry. Senescence is a potent barrier against tumor progression. As such, the acquisition of

mutations that suppress senescence and promote cell division is mandatory for cancer development. This topic appears central

to melanoma development because, in humans, several somatic and germline mutations are related to the control of cellular

senescence and proliferative activity. Consequently, primary melanoma can be viewed as a paradigm of senescence evasion. In

support of this notion, a sumoylation-defective germline mutation in microphthalmia-associated transcription factor (MITF), a

master regulator of melanocyte homeostasis, is associated with the development of melanoma. Interestingly, this MITF variant has

also been recently reported to negatively impact the program of senescence. This article reviews the genetic alterations that have

been shown to be involved in melanoma and that alter the process of senescence to favor melanoma development. Then, the

transcription factor MITF and its sumoylation-defective mutant are described. How sumoylation misregulation can change MITF

activity and impact the process of senescence is discussed. Finally, the contribution of such information to the development of

anti-malignant melanoma strategies is evaluated.

Oncogene (2017) 36, 6659–6667; doi:10.1038/onc.2017.292; published online 21 August 2017

MELANOMA

Cutaneous melanoma is a deadly form of skin cancer that
originates from melanocytes, the melanin-producing cells of the
skin. Its incidence has dramatically increased in white populations
over the past several decades to reach 230 000 new cases
worldwide each year (World Health Organization). Early stage skin
localized malignant melanoma can be cured with surgery.
However, when it has spread, metastatic melanoma has a very
poor prognosis.
Cutaneous melanoma is a complex neoplasm that requires

multiple environmental and genetic hits that work in concert to
steer the acquisition of malignant properties.
In recent years, large-scale genomic studies of cutaneous

melanoma established that the mutational signature of ultraviolet
radiation of sunlight accounts for 46% of driver mutations,1–5

thereby confirming the role of ultraviolet radiation in melanoma
pathogenesis. Furthermore, these studies highlighted the recur-
rent somatic oncogenic mutations in the serine/threonine kinase
BRAF (59–66% of the cases)6,7 and in the small GTPase NRAS
(15–20% of the cases) as well as mutations in NF1 (14% of the
cases, 55–75% of them predicted to be loss-of-function and
putative driver mutations), which promotes the upregulation of
RAS activity. These genetic alterations demonstrated the impor-
tance of the ERK signaling pathway in the disease and led to the
classification of melanoma into four subtypes, including the triple
wild type.5

The dissection of the molecular mechanisms involved in
cutaneous melanoma also showed a frequent activation of the

PI3K/AKT signaling pathway, mainly as a consequence of
constitutive NRAS activation, AKT activation8 or the inactivation
of the phosphatase and tensin homolog (PTEN) (20–30% of the
cases).9 Mutations of β-catenin (7% in the TCGA cohort), which
operates downstream of AKT, were also found in melanoma
cells.10,11 The mutations described above are the most common
and are considered important drivers for melanoma, affecting the
process of cellular senescence and proliferation (Figure 1), which
will be discussed later in this review. The PI3K effector RAC1, a
member of the small GTPase Rho family that influences cell
migration and cell-cycle progression, is also mutated (4–7% of the
cases) and is considered a driver in melanomagenesis.2,4,12–14

Mutations in equivalent residues in the related Rho family GTPases
RAC2 and RHOT1 have also been discovered,2 as well as an
activating mutation in CDC42 that was shown to be a driver in
melanoma.2 Of note, oncogenic RAC1 was shown to reduce
levels of p53.15 Furthermore, mutations in other genes, including
the transmembrane receptor tyrosine kinase KIT (5–8% of cases),
the subunit of the PBAF chromatin-remodeling complex
ARID2 (7%), the serine/threonine phosphatase PPP6C (12%), the
Ras GTPase activating protein 1 RASA2 (5%) and the mitogen-
activated protein kinase kinase MAP2K1 and 2 (8%), the TERT
promoter (75% of metastases), the guanine nucleotide-binding
protein G(q) subunit alpha (GNAQ/11, 5%), the phospholipase C
beta 4 (PLCB4, 21–28%) and a large repertoire of other, less
frequently mutated genes (not detailed here), have also been
identified.1,2,4,16–19
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NEVUS AND SENESCENCE

Remarkably, the main driver mutations on their own do not
necessarily translate into melanoma induction. Indeed, in humans,
the BRAFV600E oncogenic mutation is frequently expressed in
common acquired nevi (80% of the cases),20 and NRASQ61K/R is
frequently found (80% of the cases) in congenital melanocytic
nevi (present at birth).21 Spitz nevi, a variant of common acquired
nevi, show amplified or mutated HRASG12V (30% of the cases).22

Thus, these oncogenic mutations represent an early event in the
development of pigmented neoplasias, but appear to be
insufficient by themselves to result in malignant transformation.
Nevi are benign melanocytic lesions that originate from an

initial localized stimulation of melanocyte proliferation followed
by a near-complete arrest of their proliferative activity due to
senescence. Human nevi can remain growth arrested for decades,
and as such, they have been posited as one of the best examples
of in vivo senescence. Cellular senescence can be replicative due
to telomere shortening every time a cell divides or can be
premature due to oncogenic activities or stress stimuli. Both are
morphologically indistinguishable and display similar
characteristics.23 Nevi express numerous senescence markers,
including β-galactosidase activity, the DNA damage markers
53BP1 and γH2AX, an increase in nuclear size, and a lack of
proliferative activity and p16INK4A expression.24–27

The causal role of oncogenic BRAF or NRAS in senescence
induction and nevus formation has been demonstrated in
cultured cells and/or genetically modified animal models. In
cultured human melanocytes, the forced expression of
BRAFV600E,28 NRASQ61R29 and HRASG12V30 or NF1 loss31 induces
senescence. This process is known as oncogene-induced senes-
cence. BRAF activation in melanocytes results in an increased
expression of the cell-cycle inhibitors p16INK4A28,32,33 and p15INK4B,
another member of the INK4 gene family, which halts

proliferation.34 The pRb pathway appears to be the dominant
effector of oncogenic NRAS-induced senescence in human
melanocytes, and the loss of p16INK4a weakens senescence.32

Likewise, the loss of its homolog p15INK4B promotes the transition
from a benign melanocytic nevus that harbors oncogenic BRAF to
melanoma.34 However, other studies demonstrated that the
p16INK4A role is redundant in senescence mediated by oncogenic
BRAF or NRAS.29,30,33 A panel of 17 genes was also identified as
being essential for BRAFV600E-induced senescence in human
fibroblasts and melanocytes,35 including insulin-like growth
factor-binding protein 7.35 Still, the role of insulin-like growth
factor-binding protein 7 in the senescence induction of melano-
cytes by oncogenic BRAF has been questioned and remains to be
formally determined.36 Other secreted factors, such as the
cytokines interleukin-6 and interleukin-8, also contribute to the
senescence of melanocytes caused by BRAFV600E.37,38

Transgenic mouse39 or zebrafish40 models that express
BRafV600E demonstrate in vivo the role of oncogenic mutation in
nevus development. Likewise, mouse models that express
BRafV600E from its own promoter confirmed these observations
in a more physiological setting.41,42 The BRafV600E nevus-like
lesions found in vivo stained positive for SA-β-galactosidase
activity, and demonstrated low levels of proliferation.39,42 Further-
more, transgenic mice that express NRasQ61K display a phenotype
reminiscent of congenital melanocytic nevus.43

The finding that the forced expression of oncogenic BRAF or
NRAS in normal human melanocytes elicited senescence in few
weeks and the observation that significant telomere attrition was
not observed in nevus cells28 led to the notion that nevi undergo
premature senescence due to oncogenic stimuli and replicational
stress as described in other cell systems, rather than replicative
senescence due to telomere shortening.44–46 However, because a
single eroded telomere can induce senescence, telomere
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Figure 1. Cell senescence pathways associated with genes commonly altered in melanoma. Partly adapted from a figure in Bennett et al.
(2016). Ultraviolet radiation (UVR) from sunlight is the main environmental risk factor for melanoma development. UVR contributes to
carcinogenesis through the induction of oxidative stress, DNA damage and mutations and triggers the activation of signaling cascades,
including the BRAF/NRAS/ERK and PI3K/AKT(PTEN)/RAC1 pathways that are critically required for melanoma cell survival, proliferation and
differentiation. The mutations in effectors of these pathways (green) are considered important drivers for melanoma and affect the process of
DNA damage, cellular senescence, proliferation and survival. Melanoma susceptibility alleles can act as modifiers of somatic mutations to
influence the onset of the disease. High (CDKN2A, CDK4, RB1, POT1, ACD, TERF2IP) and moderate (MC1R, MITF) melanoma susceptibility genes
are indicated (red). This schema illustrates how the cooperation of germline variants with oncogenic activities can alter key biologic pathways
to favor senescence bypass and contribute to melanoma progression.
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shortening might have a role in nevus formation.47 In support of
this idea, nevus size and number have been associated with
telomere length,48 and telomere dysfunction-induced DNA
damage foci have been detected in nevi.49 Collectively, these
observations suggest that both premature and replicative
dependent senescence might have occurred in nevi (reviewed
in refs 50,51). Interestingly, both types of senescence are
associated with stimulation of the DNA Damage Response (DDR)
signaling pathway, which converges towards the activation of
retinoblastoma (RB) protein. Thus, one might hypothesize that
both senescence programs have independent abilities to ensure
robustness in tumor suppression and may prevent further
nevi growth and transformation when a tumor suppressor is
inactivated.

SENESCENCE BYPASS AND MELANOMA

Melanoma originates from a pre-existing nevus in 25% of cases,
inferred from a melanoma contiguous to an adjacent nevus
remnant; however, melanoma can obliterate an associated
nevus.33,52 An increased number of nevi/atypical nevi represents
a major melanoma risk factor.
The dogma is that senescence bypass represents a prerequisite

for malignant transformation. Accordingly, p16INK4A or p53, which
are major determinants of cellular senescence, are inactivated
in most human cancers53 and telomerase or an alternative
mechanism called ALT (alternative telomere lengthening) is re-
expressed.54

Once formed, the nevus-like lesions can remain static and do
not progress to malignancy unless they are coupled with other
alterations, such as a loss of p16Ink4a,39,41,43,55–57 p5340,58 or
Pten.33,41 The receptor tyrosine kinase TYRO3 has also been shown
to mediate BRAFV600E-induced senescence bypass in primary
melanocytes, inducing the transformation of non-tumorigenic cell
lines.59 Likewise, the proto-oncogene C-MYC, the expression of
which is enhanced in melanoma cells compared with melano-
cytes, suppresses oncogene-induced senescence.29 This process
involves the loss of the B56α subunit of the PP2A tumor
suppressor complex (PP2A-B56α), an MYC degradation complex,
which leads to an increase in C-MYC expression.60 Accordingly, the
depletion of PP2A-B56α in normal human melanocytes upregu-
lated C-MYC protein levels and suppressed BRAFV600E-induced
and, less efficiently, NRASQ61R-induced senescence.60

Of note, melanoma is thought to originate de novo in 75% of
cases. In this context, senescence might not be efficiently
established due to dysfunction in senescence programs and thus
might lead immediately to the malignant conversion of melano-
cytes. This may be the consequence of pre-existing mutations or
epigenetic alterations that impair senescence and proliferation
arrest. However, even in this case melanoma can originate from
senescent melanocytes that are too few to form a visible nevus.

Melanoma susceptibility genes and their role in senescence
bypass

Melanoma occurs in a familial context in approximately 10% of
cases. Gene mutations that contribute to an inherited suscept-
ibility for melanoma, which increase the risk to the carrier, have
been highlighted. These include mutations in rare but clearly
highly penetrant melanoma predisposition genes and more
common lower penetrant genes (Figure 1).
Even though there is still no disease process, the identification

of a melanoma susceptibility allele would help to better predict
which patients might benefit from increased surveillance and
earlier detection of potentially dangerous lesions. However, these
susceptibility alleles, such as p16INK4A, which was discussed earlier,
can act as modifiers of somatic mutations to dramatically
influence the onset of the disease.61,62 Importantly, the early

detection of potentially dangerous lesions remains the best
strategy to reduce the tumor burden of advance disease and for
the optimal clinical outcome of patients suffering from melanoma.
Rare highly penetrant melanoma-causing variants include

cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A (CDKN2A), cyclin-dependent
kinase 4 (CDK4) and retinoblastoma protein 1 (RB1) (for review ref.
63). CDKN2A encodes for p16INK4A and p14ARF from an alternate
reading frame. Mutations in this gene mainly affect both p16INK4A

and p14ARF or p16INK4A only, but in few cases, they can also
specifically inactivate p14ARF.64,65 p16INK4A inhibits the cyclin-
dependent kinases 4/6 and cyclin D complexes.57,66 p14ARF

inhibits human double minute 2 (HDM2), which triggers p53
stabilization, leading to the increased expression of the cyclin-
dependent kinase inhibitor p21Cip1 (CDKN1A).67 Activating CDK4
mutations prevent the binding and inhibition of CDK4 by
p16INK4A.68 The relevance of p16INK4A or p14ARF varies among
species and cell types. Human melanocyte senescence showed a
higher dependency on the p16INK4A pathway compared with the
p14ARF pathway.69,70 Moreover, the role of p53 with regard to
senescence is different in human melanocytes compared with
fibroblasts.69,71 Both the p16INK4A and the p14ARF/p53/p21CIP1 axis
operate to maintain the RB in an inactive state.
Because RB has a critical role in the induction and maintenance

of senescence,53 all the above-described alterations in the RB
pathway favor senescence bypass and proliferation, which is a
mandatory step toward melanoma progression.72

Accordingly, human melanocytes isolated from individuals with
a biallelic inactivation of p16INK4A69 or with p16INK4A-knockdown,73

both of which have functional p14ARF, have greater lifespans in
culture. Furthermore, mouse melanocytes with a heterozygous
inactivation of p16INK4A show defective senescence.70 Likewise,
individuals that carry a monoallelic inactivation of CDKN2A show
multiple large nevi suggestive of extended proliferation before
senescence.64 These observations strengthen the critical role of
p16INK4A in human melanocyte senescence in vitro and in vivo.
However, p16INK4A-deficient human melanocytes still stop pro-
liferating, which indicates that additional factors, such as p53, may
impose a p16INK4A-independent checkpoint to affect growth
arrest.69,74 Although p14ARF, which controls the p53 level, had
no clear reported role in human melanocyte senescence,70,71 it has
been recently reported to control radical oxygen species
production75 through a short acidic motif often targeted by
familial melanoma mutations in CDKN2A.76 Radical oxygen species
are involved in the maintenance of melanocyte senescence.77,78

Other high-risk melanoma susceptibility genes include the
BRCA-1 associated protein (BAP1) and the telomere maintenance
genes POT1, ACD, TERF2IP and TERT (reviewed in ref. 63 ). BAP1
regulates genome stability during cell replication by controlling
cellular recovery from DNA damage.79 The telomere controlling
genes protect chromosome extremities from cellular DDR and
genomic instability.80 DDR transiently stops cell-cycle progression
until damage is removed, but persistent DDR triggers cellular
senescence.
Mutations in the CDKN2A, RB1, BAP1 and TERT also occur at a

somatic level.5

Collectively, the high-risk melanoma susceptibility genes con-
verge to overcome the RB-dependent growth arrest, which
mediates senescence bypass, and to render cells genomically
instable, both of which favor melanoma development.
Low- to moderate-risk genes have a weaker impact on

melanoma susceptibility. Low melanoma risk genes are primarily
associated with pigmentation that plays a key role in the
prevention of sunburns, a risk factor for melanoma. Nevertheless,
some are linked to cell survival or metabolism.63

Moderate-risk genes include microphthalmia-associated tran-
scription factor (MITF)81–84 and its upstream regulator melanocor-
tin 1 receptor (MC1R). In addition to controlling pigmentation,85,86

both MC1R and MITF could also exert pro-melanoma effects and
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regulate cellular senescence. Indeed, MC1R signaling induces the
phosphorylation of DNA repair proteins to mediate the repair of
ultraviolet radiation-induced DNA damage.87,88 Melanocytes that
express loss of function MC1R variants display compromised DDR

activation and genomic stability,88 which predisposes the cell to
malignant transformation. Furthermore, MC1R has been shown to
interact with PTEN and to stabilize its expression.89 Some MC1R
variants, in contrast to the wild-type form, do not interact with
PTEN89 and therefore might favor the sustained activation of the
PI3K pathway that facilitates senescence.
MITF is the conductor of melanocyte lineage development90

and function85,91 (reviewed in ref. 92). Furthermore, MITF may act,
per se, as a bona fide melanoma oncogene.93,94 It has also been
recently associated with intrinsic and acquired resistance to
targeted therapies94–97 and it has a negative impact on
immunotherapy efficiency.98,99 To explain the different functions
of MITF in the melanocyte lineage, a rheostat model has been
established that stipulates that the expression level, post-
translational modification and co-factors create a bar code-like
situation, which channels MITF towards a specific subset of target
genes and determines either pro- or anti-oncogenic MITF
activity.100

The recurrent germline mutation in MITF that changes
glutamate 318 into a lysine (MITFE318K) predisposes carriers to
certain cancers, including melanoma.81–84,101 Furthermore, the
MITFE318K variant has been associated with multiple primary
melanoma and nodular melanoma and thus could play a role in
the fast-growing and aggressive form of the disease.82,84,101

Mechanistically, MITFE318K has recently been shown to weaken the
process of cellular senescence in melanocytes.102 The way in
which the MITF E318K mutation impacts MITF activity and the
process of senescence is the focus of the following section.

MITF and sumoylation

MITF can be sumoylated.81,84,103,104 Sumoylation is a highly
dynamic and reversible ubiquitination-like post-translational
modification that triggers the covalent attachment of a small
peptide (SUMO) to a target protein.105 Sumoylation events usually
occur at a consensus motif site (YKXE) and are critically dependent
on the acidic residue at +2 (E) of the acceptor lysine (K).
Sumoylation is a multistep process that involves the consecutive
actions of E1 (SAE1/SAE2), E2 (UBC9) and E3 (PIAS) enzymes that
catalyze the attachment of SUMO to target proteins, while
deconjugation is promoted by SUMO-specific proteases.106 The
ligase involved in the SUMO modification of MITF has not been
pinpointed. However, MITF has been previously demonstrated to
bind PIAS3,107,108 which functions as a SUMO ligase for MITF. Thus,
PIAS3 might act as an E3 sumo ligase for MITF.
Sumoylation dysregulation has been reported at the global

level by affecting the activity of the enzymes of the conjugation/
deconjugation machinery or at the level of individual proteins by
modifying the accessibility of the targeted lysines.
Although a number of individual proteins exhibit changes in

sumoylation, only a few examples of mutations exist, such as in
lamin-A, that directly impact a SUMO-consensus site.109 The clear
establishment of the relevance of sumoylation alterations in these
diseases is difficult. The hyposumoylated MITFE318K variant is
another example. Indeed, the codon 318 in MITF is located in a
sumoylation consensus site (YKXE), and accordingly, MITFE318K

severely impaired the sumoylation of MITF both in vitro81,84 and
in situ.102

To better understand how MITFE318K mediates pro-tumoral
effects, a combination of immortalized human melanocytes,
human melanocytes isolated from healthy or MITFE318K patients
and mouse models was used.102

MITFE318K appears nevogenic in mice, in agreement with what
has been reported in humans.83,84,101 However, an increased
number of nevi due to the presence of MITFE318K was only
observed in the oncogenic BRafV600E setting.102 Compared with
humans, mice grow in a relatively homogeneous environment
with less variation in diet and environmental exposures and have

Sites specifically bound by wild-type MITF

Sites bound by wild-type MITF

Sites specifically bound by MITFE318K

Figure 2. MITFE318K displays modified DNA binding activity. The
MEME program was used to analyze the top 500 wild-type MITF-
binding sites in the ChIP-seq data set from Bertolotto et al.81 This
analysis revealed that highly occupied MITF sites are composed of
the CACGTG or CATGTG core motif flanked by a highly represented
A and a C/T (List 1, upper panel). In contrast, an analogous analysis
of 500 sites only bound by wild-type MITF (List 2, middle panel),
mainly sites that exhibit low occupancy, indicates the presence of
non-canonical E-box motifs. A subset of sites in this list are also
bound by MITFE318K, although these sites are not necessarily among
the top 500 bound by the mutant. An analysis of the top 500 sites
bound selectively by MITFE318K (List 3, lower panel) revealed the
presence of an extended palindromic E-box, in which the CACGTG
or CATGTG core motifs are flanked by A and T. In each panel, the
numbers of motifs with each consensus sequence are shown along
with the relevant P and E values.
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much longer telomeres that restrain chromosomal abnormalities,
thereby preventing the acquisition of other potential alterations
required for nevus development.110 Moreover, non-follicular
melanocytes are scarce in normal mouse skin and are mainly
located in the hair follicle, which may have implications for the
incidence of nevi.
These additional (epi)genetic alterations mediated by environ-

mental factors likely co-exist in human MITFE318K nevi. Of note,
MITFE318K melanocytes have a shorter doubling time compared
with wild-type MITF. Thus, melanocytes that constitutively express
MITFE318K could have an altered ability to enter senescence upon
the induction of oncogenic BRAFV600E, leading to an increased
nevus number in vivo. Accordingly, cultured MITFE318K melano-
cytes displayed delayed BRAFV600E-induced senescence and
reduced expression of p16INK4A; how MITFE318K inhibits p16INK4A

expression remains to be elucidated. In agreement with this
finding, patients with a biallelic inactivation of the cell-cycle
inhibitor CDKN2A exhibit an increased number of nevi.69

Furthermore, MitfE318K facilitates melanomagenesis on the onco-
genic BRafV600E and Pten-deficient background; these two
mutations are frequently identified in human melanomas, thereby
recapitulating the genetic events found in a subset of human
melanomas.111

A comparison of Mitf wild type or MitfE318K tumors revealed that
MitfE318K reduces the levels of the cell-cycle inhibitors CDKN2B and
CDKN2A, which, as discussed earlier, are critically required to
prevent the melanocyte to melanoma progression. Remarkably,
CDKN2B is a kidney cancer predisposition gene,112 the incidence
of which is also increased in MITFE318K carriers.81,113 Consistently,
β-catenin, which regulates MITF expression,114 has also been
shown in vivo to promote senescence evasion via the inhibition of
p16INK4A expression56 and to facilitate melanomagenesis in the
oncogenic BRafV600E and Pten-deficient background.115 Collec-
tively, these observations strengthen the idea that MITFE318K

impairs the implementation of the senescence program and
favors melanoma progression.
Sumoylation impacts protein localization, stability or activity.116

It has been shown to modulate the activity of a large number of
proteins, mostly transcription factors, and to be involved in many
biologically important functions, including DNA damage repair,
the response to stress and cellular senescence.116,117 Perturbations
of such modifications are therefore likely to contribute to human
diseases such as cancer.118 Accordingly, in humans, environmental
stresses that influence melanoma progression, such as ultraviolet
radiation119 and hypoxia,120 trigger the production of reactive
oxygen species. These stimuli alter the process of sumoylation121

and senescence.122

One evident answer to why MITFE318K favors melanomagenesis
is that the mutation reduces the sumoylation of MITF. The
inhibition of MITF sumoylation does not appear to affect MITF
cellular localization or stability;81,103,104 sumoylation changes the
transcriptional activity81,84 and target sequences of MITF, which
could explain the pro-tumoral effects. Indeed, compared with
wild-type MITF, MITFE318K is redistributed over the genome on a
larger repertoire of low-affinity genomic sequence.81 Actually, the
E318K mutation modulates MITF DNA binding due to its
preference for an extended palindromic E-box 5′-TCACGTGA
(versus 5′-CACGTGAC/T for wild-type MITF), thereby altering
MITF’s target gene specificity (Figure 2). Briefly, strong MITFE318K

binding requires an extended 8-base pair palindrome or an M-
box.123 Sites with a 6-base pair E-box are bound with lower
affinity, and the diminished specificity allows MITFE318K to bind
with lower affinity to more degenerate E-boxes, thus accounting
for the larger number of weakly bound sites that were found with
this mutant. In contrast, few sites with the extended 8-base pair
palindrome are among the top 500 bound by wild-type MITF,
which indicates that the full palindrome is not required for the
strong binding of wild-type MITF. Nevertheless, an understanding

of the precise mechanisms of changes in site selection will require
further studies.
Additionally, we cannot rule out the possibility that the E318K

mutation exerts a sumoylation independent effect by altering
other post-translation modifications such as acetylation or
ubiquitination of the new lysine, or more generally, the MITF
conformation.

THERAPEUTIC OPTIONS THAT TARGET SUMOYLATION AND

SENESCENCE

Recent genomic studies permitted a better understanding of
melanoma pathogenesis and have been instrumental in the
development of newer therapies to target driver mutations. An
understanding of the molecular mechanisms also permitted the
development of efficient immunotherapy strategies. Despite the
success of recent treatments that utilized targeted therapies
(BRAF, MEK) and immunotherapies (anti-CTLA-4, anti-PD1) that
substantially extended the median overall survival of patients
suffering from metastatic melanoma,124,125 the therapeutic
options are far from perfect, as clinical responses are either
transient or limited to restricted subsets of melanoma patients.
Therefore, approaches that could represent therapeutic strate-

gies to improve malignant melanoma treatment and/or to impair
its progression are discussed below.
The SUMO pathway has been considered a potential target in

cancer treatment. The loss of SAE1/2 enzymatic activity in human
mammary epithelial cells drives synthetic lethality with c-MYC.126

The RNAi depletion of UBC9 impairs the in vitro and in vivo growth
of KRAS mutant colorectal cancer cells.127 Furthermore, the global
inhibition of sumoylation with chemicals such as the E1 inhibitor
anacardic acid has been shown to promote the death of acute
myeloid leukemia cell lines in vitro and to reduce tumor growth
in vivo.121 However, sumoylation inhibition might not be
appropriate for melanoma as it is expected to reduce MITF
sumoylation and to favor melanoma progression. In contrast, the
global upregulation of sumoylation via the use of inhibitors of
SENP activity that are currently under development128 could
represent a valid anti-melanoma strategy.
As discussed in this review, cancers develop via senescence

suppression and the stimulation of cell proliferation. Given that
p16INK4A is a barrier to senescence evasion and plays a key role in
melanomagenesis, the restoration of genetic alterations and the
epigenetic reactivation of CDKN2A may represent strategies for
the prevention and therapy of cancer.129 Melanoma cells already
have a powerful pro-senescence signal that exists in dormancy via
the activation of BRAF or NRAS that discerns the cancer cells from
their normal counterparts. In support of this notion, the depletion
of MITF130–132 or c-MYC29 reactivated senescence in BRAFV600E or
NRASQ61R expressing melanoma cells. As such, pro-senescence
therapy already has a built-in specificity for melanoma cells that
might be exploited to improve current melanoma treatment.
Accordingly, senescence induction in human breast cancer and

lung carcinoma following chemotherapy is correlated to a
favorable outcome.133,134 However, in vivo, effective tumor
regression has been associated with the clearance of senescent
cells by the immune system.135,136 Therapy-induced senescence
can enhance long-term outcomes, but tumors eventually
reappear.137

Actually, senescent cells are growth arrested but they remain
viable and metabolically active, and this leaves a door open for
growth reset. The inactivation of p53 was reported to reverse the
replicative senescence of some cells, but it failed to overcome
oncogene-induced senescence.138 Senescence reversibility might
depend on the expression of cellular p16INK4A, which provides a
dominant barrier against proliferation.138 Furthermore, senes-
cence is associated with the chronic secretion of multiple
bioactive factors, which is called senescence-associated secretory
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phenotype. Senescence-associated secretory phenotype com-
prises pro-inflammatory cytokines or chemokines, extracellular
matrix proteases and growth factors139,140 that influence the
cellular microenvironment. Some of these secreted molecules may
have autocrine effects that enforce cellular senescence,37,141

whereas others may exert non-cell-autonomous effects that favor
tumorigenesis in nearby non-senescent cells.131,142,143

Thus, cellular senescence can exert both beneficial and
detrimental effects, depending on the senescence signal, tissue
context and secreted molecules. The challenge lies in the
suppression of the activity of the anti-senescence factors and
the enhancement of the activity of pro-senescence factors.
Of note, senescence-associated secretory phenotype was not

detected when cells were induced to senesce with the forced
expression of p16INK4A, and it was suggested that p53 signaling
was necessary.144 In melanocytes, compelling evidence shows the
critical role of p16INK4A in the control of proliferative activity and
the ability to senesce in vitro and in vivo.64,69,70 Thus, one might
hypothesize that nevi do not produce a secretome. However, in
atypical nevi, which are associated with an increased risk of
developing melanoma, p16INK4A can be mutated and p53 can be
reactivated. This finding suggests that some nevi can produce
senescence-associated secretory phenotype factors and create a
microenvironment that causes regrowth in the nevus.
In the context of aging, senescent cells accumulate in tissues.

They might disrupt tissue structure and be causally implicated in
the generation of age-related diseases, including cancers. As such,
the clearance of senescent cells can prevent or postpone tissue
dysfunction and extend the healthspan. Indeed, the selective
removal of senescent cells by the BH3 mimetic ABT263 in
sublethally irradiated or normally aged mice has health benefits
in part through the rejuvenation of aged tissue stem cells.145

Furthermore, the elimination of p16Ink4a-positive senescent cells in
progeroid mice, via the stimulation of apoptosis, delays the
acquisition of age-related pathologies.146 Likewise, a FOXO4
peptide that perturbs the FOXO4 interaction with p53 has been
shown to induce apoptosis in senescent cells.147 In vivo, FOXO4
peptides neutralize doxorubicin-induced chemotoxicity and
restore tissue function.147

Anti-senescence therapies that utilize senolytic drugs, which
selectively kill senescent cells, are under development.148–150

These drugs may improve the healthy lifespan, but they might
also be useful in cancer treatment, as a prophylactic approach to
eliminate benign pro-tumoral cells. This prophylactic approach
could be exploited in patients at a high risk of developing
melanoma. In addition, the BRAF inhibitor vemurafenib, which is
approved for clinical use, or chemotherapeutic drugs have been
shown to induce a senescence-like phenotype in melanoma
cells.131,142,151 Thus, pro-senescence therapies associated with
senolytic drugs might also be used to kill malignant melanoma
cells (Figure 3).
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