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RESUMÉ 

Développement et caractérisation d’une molécule antinéoplasique ciblant l’AMPK et MELK 

 

Le mélanome, cancer de la peau au fort potentiel métastatique, représente aujourd’hui plus de 280 000 

cas, dont plus de 60 000 décès, chaque année dans le monde. Lorsqu’il atteint un stade métastatique, la 
mortalité de ce cancer augmente drastiquement et le taux de survie à 5 ans n’est plus que de 50%. En effet, 

malgré les progrès significatifs apportés ces dix dernières années dans la prise en charge thérapeutique du 

mélanome métastatique avec l’arrivée des thérapies ciblées et des immunothérapies, plus de 50% des patients 
ne disposent pas de solution thérapeutique leur procurant une réponse efficace à long-terme. Aujourd’hui, il est 
donc primordial de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques pour ces patients.  

Après s’être intéressé aux propriétés anticancéreuses de la Metformine, une molécule utilisée 

initialement en tant qu’antidiabétique, notre laboratoire a développé des composés dérivés de cette molécule en 

collaboration avec l’Institut de Chimie de Nice (ICN) afin d’améliorer les propriétés pharmacocinétiques et 

d’amplifier l’effet antinéoplasique de la Metformine, jusqu’alors insuffisant(es) pour apporter un bénéfice chez 
l’Homme atteint d’un mélanome en monothérapie (essai clinique NCT01840007). Nous avons alors identifié 

un composé, le CRO15, capable d’induire la mort des cellules cancéreuses à des doses 1000 fois moins 
importantes que la Metformine. Cette molécule provoque la mort des cellules cancéreuses par autophagie et 

apoptose par plusieurs mécanismes moléculaires. D’une part, le CRO15 va induire une perturbation de la 
respiration mitochondriale et provoquer l’activation de la voie AMPK. D’autre part, la molécule va inhiber 

directement la kinase MELK, un oncogène surexprimé dans de nombreux cancers, ce qui va induire l’activation 
de la protéine p53. Les deux voies induisent alors conjointement l’expression de la protéine REDD1, 

responsable de la mort cellulaire observée. De plus, dans des xénogreffes de cellules de mélanome chez la 

souris, CRO15 est capable de provoquer la diminution de la croissance tumorale.  

Ensuite, étant donné les effets de la Metformine sur la réponse immunitaire antitumorale, notamment 

via l’activation de la voie AMPK, nous nous sommes intéressés au rôle de CRO15 dans cette réponse. Nous 

avons alors montré dans un modèle de carcinome de colon que CRO15 induisait, in vivo, la potentialisation de 

la réponse aux anti-PD1 en termes de survie et de croissance tumorale chez des souris immunocompétentes. 

L’analyse des populations immunitaires infiltrant la tumeur indique que CRO15 induirait une diminution des 
macrophages M2 dans ces tumeurs. De plus, nous avons montré in vitro que notre composé modulait la 

polarisation des macrophages humains en induisant la diminution de l’expression des marqueurs de surface 
M2, principalement. Bien qu’elles doivent être approfondies, ces données suggèrent qu’en plus de provoquer 
un effet cytotoxique dans les cellules cancéreuses, CRO15 serait capable de moduler la réponse immunitaire 

antitumorale pour favoriser l’élimination de la tumeur. Cette molécule serait donc un candidat prometteur 

dans le cadre de l’élaboration d’une nouvelle stratégie thérapeutique contre le mélanome et d’autres cancers 
solides.  

 

Mots-clés : Mélanome – Traitements – AMPK – MELK – REDD1 - Immunothérapies 



 
 

ABSTRACT 

 

Development and characterization of an antineoplastic drug targeting AMPK and MELK 

 

Melanoma is a skin cancer with a high metastatic potential. Today, over 280,000 cases of melanoma 

are reported every year in the world, leading to the deaths of more than 60,000 people. These past ten years, 

the emergence of new treatments such as targeted therapies or immunotherapies significantly improved the 

clinical management of metastatic melanoma. Nevertheless, patients with metastatic disease still have a dismal 

prognosis with a five-year survival of just 50%. Hence, there is an urge to new therapeutic approaches to fight 

melanoma.  

 Our lab was first interested in antitumoral properties of an antidiabetic drug Metformin. Despite good 

antineoplastic effects observed in vitro and in mice, no benefit to late-stage melanoma patients was observed in 

a clinical trial (NCT01840007). To improve the pharmacokinetics and the antitumoral properties of Metformin, 

we screened derivative compounds to identify CRO15, effective on melanoma cells at doses thousand-fold 

lower without apparent toxicity for normal cells. This compound induces cancer cells death by apoptosis and 

autophagy with a dual mechanism. On the one hand, CRO15 disrupts the mitochondrial respiration and triggers 

the activation of the AMPK pathway. On the other hand, it inhibits the MELK kinase oncogene, triggering 

p53 activation. Both pathways come together to increase REDD1 expression, triggering cell death both in vitro 

and in a mouse model of melanoma xenograft. 

Considering growing evidence of Metformin’s effects in antitumoral immune response via the 

activation of the AMPK pathway, we studied the effects of CRO15 in this process. Using a colon carcinoma 

allograft model, we showed that CRO15 potentiates the response to the anti-PD1, reducing tumoral growth 

and improving the survival of immunocompetent but not immunocompromised mice. The analysis of the 

immune infiltrate suggests that our compound decreases the infiltration of the M2 macrophages in tumors. 

Besides, CRO15 influences the polarization of human macrophages in vitro and seems to decrease mostly M2 

surface markers. Although these data need to be strengthened, they suggest that besides causing a cytotoxic 

effect, CRO15 could modulate the antitumoral immune response to promote the elimination of the tumor.  

Altogether, our data suggest that CRO15 is a promising drug candidate opening new therapeutic 

strategies in the management of melanoma and other solid tumors.  

 
Keywords: Melanoma – Treatments – AMPK – MELK – REDD1 - Immunotherapies 
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MITF : Microphthalmia-associated Transcription 

Factor 

mLST8 : mammalian LST8/G-Protein b-Subunit Like 

Protein 

MMP : Matrix Metalloproteases 

MMR : Mismatch Repair 

MMS : Methyl Methane Sulfonate 

MNK1/2 : MAPK interacting protein kinases 1/2 

MO25 : Mouse Protein 25 

MPF : Mitosis-Promoting Factor 

MPNST : Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor  

MRC-1 : Mannose Receptor C-Type 1 

MRN : Mre11/Rad50/Nbs1 

MSC-2 : Mesenchymal Stem Cell 2 

MTD : Maximum Tolerated Dose 

mTOR : mechanistic/mammalian Target of Rapamycin 

NADH : nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen 

NER : Nucleotide Excision Repair 

NETs : Neutrophil Extracellular Traps 

NF1 : Neurofibromatosis-1 

NF-B : Nuclear Factor -light-chain-enhancer of 

activated B cell 

NGFR : Nerve Growth Factor Receptor 

NHEJ : Non-homologous End-Joining 

NIPP1 : Nuclear Inhibitor of Protein Serine/Threonine 

Phosphatase-1 

NK : Natural Killer 

NO : Nitric Oxyde  

NRAS : Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog 

OCR : Oxygen Consumption Rate 

OCT : Organic Cation Transporters  

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

Ova : Ovalbumine 

OXPHOS : Oxydative Phosphorylation 

p16INK4a : p16 INhibitor of Kinase a 

PARP : Poly(ADP) Ribose Polymerase 

PD-1  : Programmed Cell Death 1 

PDK1 : 3-Phosphoinositide-Dependant-Protein Kinase 

1 

PD-L1 : Programmed Cell Death 1 Ligand 1 

PDX : Patient-Derived Xenografts 

PE : Phophatidyl-Ethanolamine 

PGE2 : Prostaglandine-E2 

PI3K : Phosphoinositide-3-kinase 



 
 

PKC : Protein Kinase C 

PKC- : Protein kinase calcium dependant zeta 

PLK1 : Polo-like kinase 1 

PMAT : Plasma Membrane Monoamine Transporter 

PN : Polynucléaire Neutrophile 

PP2A : Protein Phosphatase 2 A 

PP2CA : Protein Phosphatase 2 Ca 

PPP1R8 : Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 8 

PRAS40 : Proline-Rich AKT Substrate of 40 kDa 

PRC : Phase Radiale de Croissance 

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog 

PVC : Phase Verticale de Croissance 

pVHL : Von-Hippel-Lindau Protein 

Rab-7 : RAS-Associated Protein 7 

RAF : Rapidly Growing Fibrosarcomas 

Raptor : Regulatory Associated Protein of mTOR 

Rb : Retinoblastoma tumor suppressor protein 

RE : Reticulum Endoplasmique 

REDD1 : Regulated In Development And DNA Damage 

Responses 1 

RGD : Regulated Cell Death 

RHEB : Ras Homolog Enriched In Brain 

ROS : Reactive Oxygen Species 

RPS6 : Ribosomal protein S6  

RTK : Récepteurs à tyrosine kinase 

S6K : S6 Kinase 

SCAMP3 : Secretory carrier membrane proteins 

SDF1 : Stromal Cell Derived-factor 1 

SI : Système Immunitaire 

SILAC : Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell 

culture 

siRNA: small interferent RNA  

Smac : Second mitochondria-derived activator of 

caspase 

Snf1 : Sucrose non-fermenting 1 

SOS1 : SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange 

Factor 1 

SQSTM1 : Sequestrosome1 

STAT : Transducer and Activator of Transcription 

STRAD : Ste20-Related Adaptor 

STRAP : Serine-threonine kinase Receptor-Associated 

Protein 

TAA : Tumor Associated Antigen 

TAC : Transfert Adoptif de Cellules 

TAM : Tumor Associated Macrophages 

TAP : Transporter associated with antigen Processing 

TBK1 : Tank-binding kinase 1 

t-BPH : tert-Butylhydroperoxide 

TCGA : The Cancer Genome Atlas 

TCR : T Cell Receptor 

TEM : Transition Epithelio-Mesenchymateuse 

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase 

TGF- : Transforming Growth Factor  

TIGIT : T-cell ImmunoGlobulin and Immunoreceptor 

Tyrosine-based Inhibitory motif domain 

TIL : Tumor Infiltrating Lymphocytes 

TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin-domain 

containing-3 

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor 

TNF : Tumor Necrosis Factor alpha 

TNM : Tumour, Nodes, Metastasis 

TRAILR : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis 

Inducing Ligand Receptor 

TRP1 : Tyrosinase Related Protein 1 

TSC2 : Tuberous Sclerosis Complex 2 

T-VEC : Talimogene laherparepvec 

TXNIP : Thioredoxin-Interacting protein 

TYR : Tyrosinase 

UBA : Ubiquitin-associated-domain 

Ulk1 : Unc-51 like autophagy activating kinase 

UPR : Unfolded Protein Response 

USP : Ubiquitin Specific Proteases 

UVs : Ultra-Violets 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 



 
 

VPS34 : Vacuolar Protein Sorting 34 

Wnt : Wingless 

WT : Wild Type 

ZRP9 : Zinc Finger-Like Protein 9 

-MSH : Melanocyte Stimulating Hormone 

β2m : β2-microglobulin 



Figure adaptée de : « Skin With Melanocyte Anatomy-HP » (T. Winslow) - National Cancer

Insititute (https://visualsonline.cancer.gov)
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Figure 1 : Structure de la peau

La peau est organisée en 3 couches distinctes et superposées : L’épiderme, en surface, est un

tissu épithélial constitué majoritairement de kératinocytes. Le derme, couche intermédiaire

et épaisse, est un tissu conjonctif de soutien composé de fibroblastes et de matrice extra-

cellulaire ; il abrite également les vaisseaux sanguins et lymphatiques, les terminaisons

nerveuses, les glandes sébacées et sudoripares. L’hypoderme, couche la plus profonde de la

peau, est un tissu conjonctif adipeux très vascularisé.
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INTRODUCTION 

 

A. Le mélanome cutané métastatique : origine, développement et stratégies thérapeutiques 

Le mélanome cutané est un cancer qui dérive de cellules de peau appelées les mélanocytes. Situés dans la 

couche basale de l’épiderme, les mélanocytes sont des cellules dendritiques spécialisées dans la production 

d’un pigment, la mélanine, responsable de la couleur de la peau et de sa photoprotection. La transformation 

du mélanocyte en mélanome, dit mélanomagénèse, résulte de l’accumulation d’anomalies génétiques au 

sein des mélanocytes. 

1. Les mélanocytes, cellules épidermiques au rôle protecteur 

1.1. Structure de la peau 

La peau est un organe complexe très étendu qui couvre une surface de presque 2m2 et représente environ 

20% du poids total d’un corps humain adulte. Situé à l’interface entre le corps humain et l’environnement 

extérieur, c’est une barrière protectrice importante contre les agents physiques, chimiques ou 

microbiologiques (Bragazzi et al., 2019). Exerçant également un rôle sensoriel, de régulation thermique ou 

encore de réserve énergétique, elle est essentielle au bon fonctionnement de l’organisme (Holloway and Jones, 

2005).  

La peau est organisée en plusieurs couches distinctes que sont, de la plus profonde à la plus superficielle, 

l’hypoderme, le derme et l’épiderme (Figure 1). L’hypoderme est un tissu conjonctif lâche très vascularisé qui 

ancre la peau aux tissus sous-jacents. Composé majoritairement d’adipocytes, il joue le rôle d’isolant thermique 

et de stockeur de graisses. Le derme, couche la plus épaisse des trois, est un tissu conjonctif fibreux 

principalement constitué de matrice extracellulaire (MEC) synthétisée et remodelée par des fibroblastes. Le 

collagène, les glycoprotéines et l’élastine présents dans cette matrice confèrent à la peau sa structure, sa 

résistance et son élasticité. L’épiderme, la couche la plus superficielle de la peau, est un épithélium pluristratifié 

kératinisé non vascularisé. L’approvisionnement des nutriments et de l’oxygène se fait donc grâce la 

vascularisation du derme sous-jacent. En première ligne, l’épiderme assure la majeure partie des fonctions 

protectrices de la peau en alertant l’ensemble du corps des changements environnementaux. Enfin, la membrane 

acellulaire qui sépare le derme de l’épiderme s’appelle la jonction dermo-épidermique. Celle-ci permet 

l’adhésion de l’épiderme au derme mais aussi d’autres fonctions telles que le contrôle des échanges moléculaires 

entre les deux compartiments (Fenner and Clark, 2016).  
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Figure adaptée de : Banque d’images « Servier Medical Art » ; Chicorek et al, 2013

Figure 2 : La mélanogenèse, processus physiologique complexe au sein du 

mélanocyte 

A. Schéma représentatif de la structure de l’épiderme. L’épiderme est constitué de 4 types

cellulaires : les kératinocytes (majoritaires), les cellules de Langerhans, les cellules de Merkel et

les mélanocytes situés à la jonction entre le derme et l’épiderme.

B. Schéma simplifié de la synthèse de mélanine dans les mélanocytes. La mélanogénèse se

déroule dans les mélanosomes et consiste en une succession de réactions enzymatiques, qui, à

partir de la tyrosine, aboutit à la synthèse d’un pigment : la mélanine. C’est la balance entrel’eumélanine et la phéomélanine, ainsi que le degré d’activité de la tyrosinase (TYR) qui définit

la couleur de peau de l’individu.
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1.2. Le mélanocyte, un composant cellulaire de l’épiderme 

L’épiderme est composé de quatre types cellulaires différents : les kératinocytes, les cellules de 

Langerhans, les cellules de Merkel et les mélanocytes (Figure 2A) : 

• Les kératinocytes, qui représentent 85 à 90% des cellules de l’épiderme, produisent de la kératine, protéine 

qui confère à la peau son caractère imperméable. Ces cellules, en perpétuel renouvellement, évoluent depuis 

leur forme immature et proliférative dans la couche basale de l’épiderme vers leurs formes différenciées 

produisant de la kératine dans les couches plus superficielles. Lorsqu’ils atteignent la surface, leur noyau 

dégénère et ils forment une croûte protective éliminée continuellement sous forme de squames.  

 

• Les cellules de Langerhans (3 à 5% des cellules de l’épiderme) sont importantes dans la réponse immunitaire 

cutanée. Ce sont des cellules dendritiques présentatrices d’antigènes qui, après avoir capté un antigène, migrent 

au travers de l’épiderme puis du derme jusqu’au ganglion lymphatique le plus proche pour le présenter aux 

lymphocytes T et initier la réponse immunitaire (Stoitzner et al., 2002).  

 

• Les cellules de Merkel (2 à 5% des cellules de l’épiderme) sont des cellules du système neuroendocrinien 

localisées au niveau de la couche basale de l’épiderme. En contact avec les terminaisons nerveuses, elles servent 

de mécanorécepteurs et assurent la sensibilité de la peau.  

 

• Les mélanocytes sont des cellules dendritiques originaires de la crête neurale embryonnaire et représentent 2 

à 4% des cellules des cellules de l’épiderme. Ils sont cependant également présents dans les follicules pileux, 

l’œil (iris et rétine), et même dans l’oreille interne, le système nerveux et le cœur (Thomas and Erickson, 2008) 

où ils assurent des fonctions différentes en fonction de leur localisation.  

Les mélanocytes cutanés sont quant à eux situés au niveau de la jonction dermo-épidermique (Figure 2A). Leur 

rôle principal est de produire la mélanine, un pigment responsable de la couleur de la peau mais également de 

la protection contre les rayonnements ultra-violets (UVs) du soleil. 

 

1.3. Rôle des mélanocytes dans la production de mélanine et dans la défense contre les 
rayonnements UV 

Les mélanocytes sont spécialisés dans la production des pigments responsables de la couleur de la peau 

: les mélanines. Ce processus, appelée mélanogenèse, se déroule au sein de vésicules spécialisées : les 

mélanosomes. Les rayonnements UVs du soleil stimule ce phénomène en induisant la sécrétion de l’hormone 

-MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) par les kératinocytes ; cette dernière étant ensuite transférée aux 

mélanocytes.  
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La mélanogénèse consiste en une succession de réactions enzymatiques qui, à partir de la tyrosine, mènent 

à la synthèse des pigments appelés phéomélanines et eumélanines (Cichorek et al., 2013). Les eumélanines, 

formés à partir de la tyrosine, correspondent à des pigments sombres (bruns ou noirs) présents majoritairement 

chez les individus à peau mate. A contrario, les phéomélanines, formés à partir de tyrosine et de cystéine, 

correspondent à des pigments clairs (rouges à jaunes) présents majoritairement chez les individus à peau claire 

et aux cheveux roux (Maranduca et al., 2019). 

 Les principales enzymes intervenant dans la mélanogénèse sont la Tyrosinase (TYR), catalysant la 

formation des précurseurs de la mélanine (DOPA et DOPA-quinone), la Tyrosinase Related Protein 1 (TRP1) 

(Kobayashi et al., 1994) et la Dopachrome tautomérase (DCT), qui permettent la synthèse des eumélanines 

(Figure 2B). Les mélanosomes chargés de mélanines sont ensuite transportés le long des dendrites des 

mélanocytes puis transférés aux kératinocytes adjacents protégeant ainsi leur matériel génétique des effets 

délétères causés par les rayonnements du soleil.  

En ce sens, l’eumélanine est beaucoup plus efficace dans la protection des dommages à l’Acide 

Désoxyribonucléique (ADN) induits par les rayons UVs que la phéomélanine. En effet, l’eumélanine, résistante 

à la dégradation, sert de barrière physique qui disperse les rayons UVs ; et de filtre absorbant qui réduit la 

pénétration de ces rayons au sein de l’épiderme (Brenner and Hearing, 2008). La phéomélanine quant à elle se 

décompose beaucoup plus rapidement sous l’effet des radiations et contribue même à la production d’espèces 

réactives de l’oxygènes (ROS) pouvant promouvoir le développement de cancers UVs-induits (Coelho et al., 

2015). Le ratio eumélanines/phéomélanines, reflété par les différents phototypes existants chez l’homme est 

donc déterminant pour sa photoprotection. Plus l’individu présente un phototype clair (peau laiteuse, cheveux 

roux), plus celui-ci aura de risque de développer des cancers de la peau photo-induits.  

2. Le mélanome cutané 

Les mélanomes sont des tumeurs malignes développées aux dépens des mélanocytes. À la suite d’une 

accumulation d’anomalies génétiques, les mélanocytes transformés échappent au contrôle des kératinocytes 

voisins et prolifèrent de façon anarchique pour former un cancer très agressif : le mélanome cutané. Dans 20% 

à 30% des cas, ils peuvent être issus de la dégénérescence d’un grain de beauté, appelé naevus, préexistant. 

Dans la majorité des cas cependant (70% au moins), le mélanome apparait de novo, c’est-à-dire depuis une peau 

saine en absence de naevus, et est encore plus agressif (Cymerman et al., 2016). Il existe plusieurs sous-types 

de mélanomes cutanés (superficiel extensif, de Dubreuilh, nodulaire, etc.) classés selon leur aspect 

morphologique, leur site primaire ou encore leurs caractéristiques de croissance.  Le mélanome cutané est le 

plus grave des cancers de la peau étant donné sa capacité à se disséminer et envahir d’autres organes tels que 

les ganglions lymphatiques, le foie, les poumons ou encore le système nerveux central. On parle alors de 

mélanome cutané métastatique. Ce cancer touche toutes les tranches d’âge et aussi bien les hommes que les 

femmes. Une détection précoce est très importante pour que le patient atteint de mélanome bénéficie d’une 

meilleure prise en charge thérapeutique et de meilleures chances de guérison.  
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Il est intéressant de noter qu’il existe également un autre type de mélanome qui se développe au niveau de 

l’œil : le mélanome uvéal. Représentant 3% à 5% des mélanomes, c’est le cancer de l’œil le plus fréquent chez 

l’adulte (500 à 600 nouveaux cas diagnostiqués en France chaque année). Il dérive majoritairement des 

mélanocytes choroïdiens (présents dans l’uvée) et métastase dans environ 50% des cas, occasionnant alors le 

décès de la personne dans les 6 à 12mois suivants (Krantz et al., 2017). Bien qu’ils dérivent des mêmes cellules, 

le mélanome cutané et le mélanome uvéal sont des cancers très différents qui ne sont pas du tout pris en charge 

de la même manière. Nous nous concentrerons donc ici uniquement sur le mélanome cutané.   

 

2.1. Epidémiologie du mélanome cutané 

L’incidence du mélanome cutané a augmenté drastiquement ces dernières années avec un chiffre qui a 

presque doublé entre les années 1990 et les années 2010. Aujourd’hui 287 223 cas, dont plus de 60 000 décès, 

sont reportés chaque année dans le monde, dont 150 000 cas chez les hommes et 137 000 cas chez les femmes 

(WHO, Globocan 2018 - https://gco.iarc.fr/). Le nombre de cas diagnostiqués est donc proche chez les hommes 

et les femmes. Plus de 50% des cas de mélanome surviennent en Europe avec une forte densité en Europe de 

l’ouest (62 000 cas). La population caucasienne est en effet plus à risque de développer un mélanome. En 

France, plus de 14 000 cas ont été diagnostiqués en 2018.  

Comme pour tous les cancers, l’incidence du mélanome augmente avec l’âge. Ainsi, environ 10 personnes 

sur 100 000 sont diagnostiquées au-delà de 60 ans contre 25 personnes sur 100 000 au-delà de 75 ans. 

Néanmoins, même si son incidence est moindre avant 40ans, il est l’un des cancers le plus commun et surtout 

le plus mortel chez l’adolescent et le jeune adulte (Matthews et al., 2017). 

Les mélanomes cutanés représentent 10 % des cancers de la peau mais sont responsables de 80 % des décès 

associés à ce type de cancer (https://www.e-cancer.fr/). Le taux de mortalité global de ce cancer (en prenant 

en compte les formes localisées) est d’environ 15-20% avec 60 712 décès dans le monde et 2300 décès en 

France en 2018 (WHO, Globocan 2018). Ce taux augmente cependant drastiquement lorsque le mélanome entre 

en phase métastatique. En effet, le taux de survie à 5 ans passe de 98% pour un mélanome localisé à 50% pour 

un mélanome métastatique (https://www.cancer.net/).  

 

Malheureusement, l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) estime que l’incidence du mélanome cutané 

va encore augmenter dans les prochaines années si les campagnes de prévention ne se généralisent pas. L’OMS 

estime alors 380 000 cas par an d’ici 2030 et 466 000 cas par an d’ici 2040. Compte tenu de son caractère 

agressif et de son taux de mortalité élevé, le mélanome représente donc aujourd’hui et dans les années à venir 

un problème majeur de santé publique. 

 

https://gco.iarc.fr/
https://www.e-cancer.fr/
https://www.cancer.net/cancer-types/melanoma/statistics


PHOTOTYPE 

I

PHOTOTYPE 

II

PHOTOTYPE 

III

PHOTOTYPE 

IV

PHOTOTYPE 

V

PHOTOTYPE 

VI

Couleur des 

cheveux
Roux Blonds Châtains Bruns Très Bruns Noirs

Couleur de 

la peau
Laiteuse Très claire Claire Mate Mate Noire

Tâches de 

rousseur
Nombreuses Fréquentes Rares Aucune Aucune Aucune

Tendance 

aux coups 

de soleil

Constante Constante Fréquente Rare Exceptionnelle Jamais

Qualité du 

bronzage

Pas de 

bronzage
Hâle léger Hâle moyen

Bronzage 

foncé

Bronzage 

très foncé

Bronzage 

noir

Tableau 1 : Classification des différents phototypes cutanés

Tableau réalisé d’après : Fitzpatrick et al, 1988, Arch Dermatol
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2.2. Facteurs de risque associés au développement du mélanome 

De nombreux facteurs de risques ont été identifiés comme favorisant l’apparition du mélanome cutané. 

Il peut s’agir alors de facteurs génétiques ou constitutionnels ainsi que de facteurs environnementaux. Même 

si ces facteurs n’entraînent pas systématiquement le développement de ce cancer, ils en augmentent le risque. 

A ce jour, la cause principale reste l’exposition au soleil et à ses rayonnements UVs. En effet, même si le soleil 

est indispensable au corps humain (notamment pour la synthèse de la vitamine D), une exposition intense et 

intermittente à ses rayons peut provoquer des coups de soleil mais aussi des lésions plus profondes qui mènent 

au photo-vieillissement de la peau voire au développement de cancers cutanés.  

 

2.2.1. Les facteurs constitutionnels 

 

L’un des principaux facteurs de risque constitutionnel est le nombre élevé de nævi (grains de beauté). 

En effet, une méta-analyse a montré que les individus qui possédaient plus de 100 nævi (normaux) ont sept fois 

plus de risque de développer un jour un mélanome que les individus avec moins de 15 nævi (Gandini et al., 

2005). De plus, la fréquence de mélanomes « naevus-associés » augmente significativement chez les individus 

avec plus de grains de beautés (Haenssle et al., 2016). Enfin, la présence de nævi atypiques (à bords irréguliers) 

ou de grande taille (>5mm de diamètre) augmente également le risque de développer un mélanome.  

Le second facteur de risque important inhérent à l’individu est son phototype. Caractérisé dans les 

années 1980 et toujours utilisé aujourd’hui, il est catégorisé en 6 classes et prend en compte le phénotype 

cutané/capillaire de l’individu mais aussi sa capacité à bronzer et sa propension à bruler sous les rayonnements 

UVs (Tableau 1) (Fitzpatrick, 1988). Plus ce phototype est faible (Phototype I/II, individu à peau claire avec 

une très faible capacité de bronzage), plus le risque de développer un mélanome cutané est élevé (Rodenas et 

al., 1996). 

Le dernier facteur de risque majeur concerne l’historique familial de l’individu, rapportant l’existence 

de gènes de prédisposition au mélanome. En effet, environ 10% des personnes atteintes de mélanome ont 

déclaré avoir un parent de 1er ou de 2cd degré ayant développé ce cancer. Les gènes de susceptibilités à haut-

risque retrouvés dans ces cas familiaux sont alors CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A), mutés 

dans 25% à 40% des cas, CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4), p14ARF ; 3 gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire et l’apoptose (Hayward, 2003; Ribero et al., 2016) ; et BAP1 (BRCA1 Associated Protein 1), impliqué 

dans le processus de réparation à l’ADN. Les gènes de susceptibilité à risques intermédiaires sont les gènes 

MC1R (Melanocortin-1 receptor) qui détermine la couleur de peau et de cheveux, et MITF (Microphthalmia-

associated transcription factor) impliqué dans la pigmentation et la différenciation des mélanocytes. Enfin, un 

individu ayant déjà eu un mélanome a dix fois plus de risque d’en développer un nouveau (Van der Leest et al., 

2015).  

 



Figure extraite de : https://www.e-cancer.fr/Comprendre-prevenir-depister/Se-

faire depister/Depistage-des-cancers-de-la-peau/La-detection-en-pratique

Figure 3 : Dépistage des nævi anormaux par la règle ABCDE

La surveillance de ses grains de beauté (ou nævi) permet une détection précoce du mélanome,

permettant une meilleure prise en charge de la maladie et de meilleures chances de survie pour

le patient. Cette surveillance peut être réalisée de chez soi (autosurveillance) grâce à la règle

ABCDE présentée ici, même si elle ne remplace pas les consultations régulières chez le

dermatologue pour les personnes à risque.

https://www.e-cancer.fr/Comprendre-prevenir-depister/Se-faire-depister/Depistage-des-cancers-de-la-peau/La-detection-en-pratique
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2.2.2. Les facteurs environnementaux 

Le facteur de risque externe majeur est l’exposition aux rayonnements UVs provenant du soleil ou encore 

de cabines de bronzage. Les UVAs et les UVBs, qui sont capables de traverser la couche d’ozone contrairement 

aux UVCs, sont responsables des dommages cutanés liés aux rayonnements solaires. Les UVBs sont absorbés 

presque complètement par l’épiderme et agissent directement sur l’ADN des cellules alors que les UVAs 

pénètrent plus profondément (jusqu’au derme) et causent des dommages indirects à l’ADN via la génération de 

ROS (D’Orazio et al., 2013).  

En Europe, 80% des mélanomes au moins seraient dus à une exposition au soleil (Armstrong and Kricker, 

1993). L’exposition au soleil est catégorisée d’intermittente pour une exposition courte et intense (notamment 

lors d’activité de vacances), de chronique pour une exposition continue (d’ordre professionnelle 

principalement) ou de totale lorsqu’elle rejoint les deux premières. De nombreux éléments indiquent alors qu’a 

contrario d’une exposition chronique, une exposition intermittente augmente le risque de mélanome (IARC, 

2012). Mais les risques liés aux soleil dépendent également du phénotype cutané, de la localisation de 

l’exposition ou encore de l’âge de l’individu (Berwick et al., 2016). De fait, les mélanomes du cou et de la tête, 

zones très photo-exposées, sont associés à une exposition chronique et diagnostiqués à un âge avancé alors que 

les mélanomes au niveau du tronc ou des membres surviennent plus jeunes et sont associés à une exposition 

intermittente. De plus, une exposition intermittente pendant l’enfance augmenterait le risque de développer un 

mélanome à l’âge adulte (Armstrong and Cust, 2017). Parallèlement, il a été prouvé que l’utilisation de cabines 

de bronzage (générant des rayons UVs artificiels) augmente le risque de mélanome de 16% à 20% ; ce risque 

augmente avec l’accumulation du nombre de séances d’UVs (Ghiasvand et al., 2017). Ces dernières années, de 

plus en plus de pays ont donc posé des restrictions législatives strictes concernant l’utilisation de ces cabines 

(Pawlak et al., 2012). 

2.3. Diagnostique et pronostic des mélanomes cutanés 

En cas de cancer en général, un diagnostic précoce est très important pour améliorer la prise en charge de 

la maladie et les chances de survie du patient. C’est en particulier vrai pour le mélanome qui est un cancer de 

très bon pronostic lorsque ce dernier n’a pas envahi le derme. Ainsi, le taux de survie à 5ans pour les lésions 

inférieures à 1mm d’épaisseur est de 98% à 99%. En revanche, plus ce cancer est diagnostiqué tard, plus le 

risque de dissémination de la tumeur dans la circulation sanguine et de métastase est important. Dans ce cas, le 

pronostic est alors très péjoratif du fait de l’inefficacité des traitements actuels à long-terme à ce stade. Il est 

donc primordial de détecter le mélanome au plus tôt.   

• L’autosurveillance de l’apparition du mélanome 

Le mélanome est un cancer qui a pour avantage d’être visible à l’œil nu puisqu’il apparaît sur la peau. Le 

suivi régulier des grains de beauté, particulièrement chez les personnes à risque, est une démarche simple et non 



Stades Tumeur Primaire (T) Métastases régionales au 

ganglion lymphatique (N)

Métastases à 

distance (M)

IA ≤ 1,0mm, sans ulcération Aucune Aucune

IB ≤ 1,0mm avec ulcération ou indice mitotique ≥ 1/mm² Aucune Aucune

IIA De 1,01 à 2,0mm, avec d’ulcération
De 2,01 à 4,0mm, sans ulcération

Aucune Aucune

IIB De 2,01 à 4,0mm, avec ulcération

>4,0mm, sans ulcération

Aucune Aucune

IIC >4,0mm, avec ulcération Aucune Aucune

IIIA N’importe quelle épaisseur de 
tumeur, sans ulcération

Micrométastases Aucune

IIIB N’importe quelle épaisseur de 
tumeur, avec ulcérationN’importe quelle épaisseur de 
tumeur, sans ulcérationN’importe quelle épaisseur de 

tumeur ± ulcération

MicrométastasesJusqu’à 3 macrométastases
Aucune mais tumeurs satellites 

et/ou métastases « en transit »

Aucune

Aucune

Aucune

IIIC N’importe quelle épaisseur de 
tumeur, avec ulcérationN’importe quelle épaisseur de 

tumeur ± ulcération

Jusqu’à 3 macrométastases≥4 macrométastases, ou 
étendue au-delà de la capsule 

du ganglion, ou tumeurs 

satellites et/ou métastases en 

transit

Aucune

IV Métastases 

distantes

Tableau 2 : Les différents stades du mélanome cutané

Tableau réalisé d’après : Garbe et al, 2016, Eur J Cancer
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invasive qui permet de dépister une lésion cutanée (naevus préexistant ou nouvelle lésion) évoluant de manière 

anormale. En 1985, une règle simple a été mise en place pour apprécier le caractère malin d’un grain de beauté : 

la règle ABCDE (Rigel et al., 2010). Cet examen consiste à observer certains traits morphologiques du grain 

de beauté tels que l’Asymétrie, les Bords irréguliers, la Couleur non homogène, l’augmentation du Diamètre et 

l’Evolution (Figure 3) pour détecter une anomalie de manière précoce. En cas de concordance avec plusieurs 

de ces caractéristiques, un dermatologue doit être consulté pour une analyse visuelle et éventuellement 

histopathologique (après exérèse chirurgicale).  

 

• Diagnostic et pronostic du mélanome selon des critères histopathologiques et génétiques 

Lorsqu’une lésion suspicieuse est retirée, un examen histopathologique, éventuellement couplé à une 

analyse immunohistochimique (Anticorps anti-S-100, HMB45 (Human Melanoma Black-45)) est 

systématiquement effectué. Il permet de poser un diagnostic plus précis et d’établir des facteurs pronostics ; et 

est basé sur 4 caractéristiques principales selon l’AJCC (American Joint Comitee on Cancer) (Garbe et al., 

2016, 2020) : 

- L’indice de Breslow qui représente l’épaisseur de la tumeur en mm, soit la distance entre les cellules 

superficielles de l’épiderme et la cellule tumorale la plus profondément détectée.  

Lorsqu’il est supérieur à 4 mm, le patient a 70% de risque de récidiver avec un taux de survie à 5 ans 

inférieur à 40% 

- La présence ou l’absence d’ulcération. En cas d’altération tissulaire de la tumeur primaire, le risque de 

métastase augmente et le pronostic est moins bon. 

- L’indice mitotique qui correspond au nombre de mitoses/mm², mesuré au niveau de la tumeur 

primaire. Ce taux est un bon indicateur de la vitesse de croissance du mélanome primaire. Une 

croissance rapide est associée à une plus grande agressivité et un risque de récidive. Cet indice n’est 

cependant plus utilisé dans la dernière classification AJCC.  

- La présence de microsatellites, définie par une niche de cellules métastatiques intra-lymphatiques 

discontinue, clairement séparée par du tissue sain à une distance d’au moins 0,3 mm. 

La présence de métastases au niveau des ganglions lymphatiques sentinelles est également utilisée pour 

poser un diagnostic et aider au pronostic. Les individus pour lesquels, par exemple, au moins 4 ganglions voisins 

sont atteints présentent un pronostic très sombre.  

Tous ces critères permettent aujourd’hui de définir le stade de ce cancer selon la classification TNM 

(« Tumour, Nodes, Metastasis » ou « Tumeur, Ganglions lymphatiques, Métastases ») qui caractérise les 

mélanomes du stade I au stade IV (Tableau 2).  



STADE

Epiderme

Membrane 

basale

Derme

NAEVUS

BENIN

NAEVUS

DYSPLASIQUE

PHASE RADIALE DE 

CROISSANCE (PRC)

PHASE VERTICALE DE 

CROISSANCE (PVC)

MELANOME 

METASTATIQUE

Evènements 

biologiques

Forme pré-maligne

Cytologie atypique

Diminution de la 

différentiation

Hyperplasie illimitée 

Prolifération clonale

Traversée de la 

membrane basale

Perte de l’adhésion 
Formation de la tumeur

Dissociation de la tumeur 

primaire

Croissance à des sites 

distants

Métastases ganglions, 

poumons, foie, cerveau, os

La transformation du mélanocytes en mélanome est un processus qui se déroule via plusieurs étapes

successives. Lors de ces étapes, les mélanocytes, puis cellules de mélanome, subissent une

accumulation d’altérations génétiques modifiant leurs propriétés biologiques. Dans 25% à 30% des

cas, la transformation s’effectue depuis un grain de beauté (naevus) bénin. Dans le reste des cas, le

cancer survient de novo avec des mélanocytes qui perdent leur caractère différencié (suite à des

mutations) et qui prolifèrent au niveau de l’épiderme. C’est la phase radiale de croissance (PRC).

Ces cellules de mélanome vont ensuite perdre leur adhésion cellulaire et acquérir des propriétés

invasives : elles traversent la membrane basale pour envahir le derme. C’est la phase verticale de

croissance (PVC). La phase ultime de transformation nécessite l’acquisition du pouvoir

métastatique par les cellules malignes. Les cellules pénètrent alors dans la circulation

sanguine/lymphatique et vont coloniser d’autres organes. C’est la phase métastatique.

Figure 4 : Etapes de transformation du mélanocyte en mélanome

Figure adaptée de : Miller et al, 2006, NEJM
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Cette classification établit un premier diagnostic pour le médecin mais elle a le désavantage de ne pas 

prendre en compte l’hétérogénéité génétique des mélanomes qui peut avoir elle aussi une influence sur 

l’évolution du cancer. Une analyse des altérations génétiques retrouvés au sein de la tumeur permet donc 

d’améliorer le diagnostic du mélanome. Ainsi, le laboratoire du Dr. Bastian a mené plusieurs études permettant 

de relier le profil mutationnel de la tumeur et son degré d’exposition aux UVs (Curtin et al., 2005) ou encore de 

définir quel type de mutation est retrouvé dans une lésion bénigne, intermédiaire, maligne in situ, ou maligne 

invasive (Shain et al., 2015). Le but de ces différents efforts de classification génétiques est de pouvoir prédire 

plus précisément l’évolution de la tumeur mais aussi de proposer un traitement « sur mesure », adapté à chaque 

patient. En 2017, un brevet a même été déposé (US2019/0012433 A1) pour établir un diagnostic et pronostic 

du mélanome de manière non invasive (écouvillonnage en surface de la peau) à partir du profil moléculaire du 

matériel génétique extrait (Conway, T.C. and Vergara Correa, I.A., 2017). 

 

2.4. Les différentes étapes de la transformation mélanocytaire 

La transformation maligne d’un mélanocyte en cellules de mélanome, appelée mélanomagénèse, est un 

processus complexe qui résulte de l’accumulation d’altérations génétiques, épigénétiques et même 

environnementales. Ces évènements mutationnels clés, dont les plus précoces sont souvent induits par les 

rayonnements UVs, vont permettre une évolution depuis une forme bénigne, puis intermédiaire, vers une forme 

maligne et métastatique du mélanome (Jackett and Scolyer, 2019). Historiquement, un modèle linéaire de cette 

transformation, globalement admis aujourd’hui, repose sur les observations histopathologiques qui retracent les 

différentes étapes de la transformation mélanocytaire (Clark et al., 1984). Ce modèle repose sur quatre phases 

évolutives : Le naevus (phase facultative), la phase radiale de croissance (PRC), la phase verticale de 

croissance (PVC) et la phase métastatique (Figure 4).  

• Le naevus, l’étape facultative  

Dans 25% à 30% des cas seulement, le mélanome va apparaître depuis un naevus préexistant. Les nævi 

communs sont formés par prolifération bénigne de mélanocytes et ont de faibles probabilités de se transformer 

en mélanome (Shain and Bastian, 2016). Cette prolifération est très fréquemment initiée par les substitutions 

V600E du gène BRAF ou Q61R/L du gène NRAS (voie des MAP [Mitogen Activated Protein] kinases) (Jackett 

and Scolyer, 2019). Bien que de type oncogénique, ces mutations exclusives l’une de l’autre ne suffisent pas à 

initier la mélanomagénèse. En effet, les mélanocytes du grain de beauté entrent en « pseudo -sénescence » et, 

dans la majorité des cas, vont y rester toute la vie de l’hôte. Dans certains cas cependant, suite à l’apparition de 

nouvelles mutations, les cellules naeviques vont échapper au contrôle de la sénescence et proliférer pour donner 

un mélanome en phase radiale de croissance.  
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• La phase radiale de croissance : une étape de progression lente 

Dans la majorité des cas (plus de 70%), le mélanome survient de novo et se développe à partir d’une peau 

saine, sans aucune tâche ou lésion. Il apparaît alors sous la forme d’une tâche pigmentée qui ressemble à un 

grain de beauté et entre directement en phase radiale de croissance (PRC). Pendant cette phase, les 

mélanocytes transformés perdent leur inhibition de contact (leur permettant en contexte sain de ne pas hyper-

proliférer) et prolifèrent au niveau de la jonction dermo-épidermique, parallèlement à la lame basale (Jackett 

and Scolyer, 2019). Ces cellules peuvent proliférer indéfiniment mais dépendent encore des facteurs de 

croissance produits par les kératinocytes voisins (Bogenrieder and Herlyn, 2002). A ce stade, des mutations au 

niveau du promoteur du gène TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) (fonctionnement de la télomérase) sont 

fréquemment impliquées (Shain et al., 2015). C’est au cours de cette phase que le mélanome, dont la taille 

augmente continuellement et visiblement, est susceptible d’être guéri par exérèse chirurgicale.  

• La phase verticale de croissance : étape critique de la mélanomagénèse 

Lors de la phase verticale de croissance (PVC), les cellules de mélanomes traversent la jonction dermo-

épidermique et progressent alors en profondeur dans le derme de manière verticale. Cette progression requiert 

l’émergence de nouvelles mutations qui continuent de permettre la prolifération des cellules, favorisent leur 

survie et encouragent les interactions avec les cellules du derme (fibroblastes, cellules endothéliales des 

vaisseaux) (Jackett and Scolyer, 2019). Ces nouvelles propriétés invasives, qui se manifestent par exemple par 

la capacité de sécrétion des métalloprotéases (MMP) ou encore par un switch des cadhérines (E-cadhérines → 

N-cadhérines), apparaissent lors d’un phénomène appelé Transition « de type » Epithélio 

Mesenchymateuse (Pseudo-TEM) (Pearlman et al., 2017). Elles permettent une progression rapide du 

mélanome et favorisent l’apparition de métastases. C’est lors de cette phase qu’apparaissent d’abord les 

mutations des gènes CDKN2A (Cyclin-Cependent Kinase inhibitor 2A) (cycle cellulaire), ARID1A/B (AT-Rich 

Interaction Domain 1) (remodelage de la chromatine) et plus tard celles de deux gènes suppresseurs de tumeurs : 

PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (voie PI3K/Akt) et TP53 (réparation de l’ADN, cycle cellulaire 

(Shain et al., 2015). 

• La phase métastatique : étape fatale du mélanome  

La dernière phase de développement d’un mélanome correspond à la dissémination des cellules tumorales 

dans l’organisme via la circulation sanguine et lymphatique : c’est la phase métastatique. Cette phase dépend 

de facteurs critiques qui favorisent la motilité des cellules tumorales et favorisent leur survie et leur prolifération 

à des sites distants. Les cellules tumorales au potentiel métastatique vont alors pouvoir coloniser dans un premier 

temps les ganglions lymphatiques drainant la tumeur primaire, puis des organes distants tels que le foie, les 

poumons et le système nerveux central et les os préférentiellement (Leiter et al., 2004). Les altérations 

moléculaires associées aux cellules de mélanome à ce stade sont moins bien décrites et il semble que la 



Peau 

normale Naevus

Hyperplasie 

mélanocytique

Naevus 

dysplasique

Lésion 

« borderline »

Mélanome 

« in situ »

Mélanome 

invasif

Mélanome 

métastatique

Résistance 

thérapeutique

Irradiation aux UVs (signature moléculaire UVs)

Evènements biologiques Inhibition de contact

Prolifération des mélanocytes

Perte de la sénescence

Invasion tissulaire

Survie des cellules tumorales

Echappement au système immunitaire de l’hôte
Interactions mésenchymateuses

Phénotype pro-métastatique

Surexpression des cascades de signalisation

Signalisation alternative

Altérations génétiques Charge mutationnelle

Variations du nombre de copies (CNV)

Variants structuraux

Bas(se)

Intermédiaire

Haut(e)

Figure 5 : Evènements phénotypiques clés lors de la pathogénèse et de la progression du mélanome

Figure adaptée de : Jackett and Scolyer, 2019, Cancers

Lors de la mélanomagénèse, de multiples évènements biologiques (dont les principaux sont présentés

ici) surviennent les uns après les autres et impliquent non seulement les mélanocytes ou cellules

tumorales elles-mêmes, mais également les cellules de leur environnement (fibroblastes, système

immunitaire…). Des altérations génétiques, non détaillées ici, sont alors étroitement liées à ces

évènements.
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progression métastatique dépende alors énormément de l’environnement tumoral. Certaines études ont par 

exemple montré l’importance des exosomes dérivés de la tumeur dans le potentiel métastatique de la tumeur 

(Guo et al., 2019; Peinado et al., 2012). D’autres mettent en cause certaines chimiokines, telles que l’IL10 

(Interleukin-10) relarguées par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur et les cellules tumorales elles-

mêmes (Itakura et al., 2011). A cette étape de développement, le mélanome est inopérable et ne répond pas 

efficacement et/ou à long-terme aux traitements existants dans la majorité des cas.  

 Bien que ce modèle de progression par étapes successives décrit par Clark en 1984 reste aujourd’hui 

pris en compte, la mélanomagénèse semble en réalité bien plus complexe que cela. En effet, certaines des étapes 

décrites ici peuvent être évitées ou contournées et d’autres voies non linéaires de la transformation du 

mélanocyte en mélanome existent (Damsky et al., 2014). De plus, des techniques génomiques récentes telles 

que le séquençage haut-débit ont permis de mettre en avant la complexité et la multiplicité des mécanismes 

jouant un rôle de la pathogénèse du mélanome (Palmieri et al., 2018). Enfin, en plus des facteurs impliqués dans 

la régulation de la prolifération et la survie des mélanocytes transformés, des agents extrinsèques dans le 

microenvironnement tumoral (comme les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules du système 

immunitaire) ont également un rôle important à jouer dans cette progression tumorale (Figure 5).  

 

2.5. Les altérations intrinsèques et environnementales responsables du développement du 
mélanome 

Un patient atteint du mélanome présente un mélange d'altérations génétiques ou épigénétiques 

affectant directement les cellules tumorales des mélanomes. Ces anomalies, importantes dans le processus de 

développement de la tumeur, sont accompagnées de changements environnementaux médiés par les cellules 

qui avoisinent la tumeur.  Le déroulement de la mélanomagénèse repose alors sur ces deux composantes qui 

interagissent l’une avec l’autre pour former un tout.    

 

2.5.1. Les modifications génétiques associées au mélanome cutané 

Le mélanome cutané est un cancer à haute charge mutationnelle, qui enregistre plus de 10 mutations 

par mégabase. Parmi ces mutations, une large proportion porte la « signature » de la conséquence du 

rayonnement d’ultra-violets (UVs) sur la peau, renforçant alors l’implication du soleil comme facteur de risque 

majeur (Hodis et al., 2012). Comme pour de nombreux cancers, la transformation maligne de mélanocytes en 

mélanome suit un modèle génétique séquentiel qui aboutit à l’activation constitutive de signaux oncogéniques. 

La mutation oncogénique BRAFV600E, fréquemment retrouvée dans les mélanomes, est d’abord une 

caractéristique typique de la formation d’un naevus bénin. Celle-ci ne permet cependant pas à elle-seule de 

provoquer la transformation maligne puisqu’elle induit la sénescence des mélanocytes (Michaloglou et al., 
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2005). La progression vers le mélanome in situ puis invasif et métastatique requiert alors l’accumulation 
d’autres mutations (Schadendorf et al., 2018). Les gènes touchés par ces altérations, classés la plupart du 

temps comme oncogènes ou au contraire suppresseurs de tumeur, codent pour des protéines impliquées dans 

de nombreuses voies de signalisation qui jouent un rôle dans la prolifération, la survie ou encore la mort des 

cellules tumorales. L’émergence du séquençage haut-débit a permis de confirmer les anomalies génétiques déjà 

bien identifiées mais également d’en découvrir de nouvelles (Tableau 3).  

L’analyse d’une large cohorte d’échantillons de mélanome (The Cancer Genome Atlas Network, 2015) 

a permis grâce aux techniques moléculaires modernes et à l’application d’algorithme bio-informatiques 

d’identifier quatre sous-types génétiques différents sur la base de mutations de gènes activatrices : les 

mélanomes mutés BRAF (50% des cas environ), ceux mutés RAS (25% des cas), ceux mutés NF1 

(Neurofibromatosis-1) (15% des cas) et enfin ceux qui ne sont mutés pour aucun de ces trois gènes nommés 

« triple-wild-type (WT) » (environ 10% des cas) (Figure 6). Cette classification met en évidence l’implication 

très majoritaire de la voie des MAP kinases (MAPK) dans le mélanome puisque BRAF, RAS et NF1 

appartiennent à cette voie.  

 

2.5.1.1. Altération de la voie des MAP kinases : activation constitutive d’une voie de 
prolifération 

La voie de signalisation des MAP (Mitogen-activated protein) kinases (MAPK) est une voie de 

signalisation intracellulaire importante. Elle contrôle à travers ses divers effecteurs des processus intracellulaires 

essentiels tels que l’embryogénèse, la différenciation cellulaire, la prolifération ou encore la survie et l’apoptose 

(Amaral et al., 2017). Dans des conditions physiologiques, son activation se fait via la liaison de facteurs de 

croissance (GF – Growth Factors) à des récepteurs à tyrosine kinase (RTKs) (Figure 7). Cette interaction va 

provoquer une autophosphorylation du récepteur, aboutissant au recrutement de facteurs intermédiaires (Grb2 : 

Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 ; SOS1 : SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor 1) 

catalysant la conversion du RAS-GDP inactif en RAS-GTP actif. La régulation de cette activation est effectuée 

par la protéine GAP (GTPase activating protein) NF1 (Neurofibromatosis-1) qui va catalyser la conversion 

inverse (RAS-GTP → RAS-GDP). Lorsqu’il est activé, RAS recrute à la membrane des kinases RAF (Rapidly 

Growing Fibrosarcomas) (A-Raf, B-Raf ou C-Raf) qui sont activées et enclenchent une cascade de 

phosphorylation : RAF phosphoryle MEK1/2 (Mitogen-activated/Extracellular Signal Regulated Protein 

Kinase 1/2) qui phosphoryle à son tour ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2). Les kinases ERK 

activent alors de nombreux substrats cytoplasmiques (Figure 7) dont certains sont impliqués dans l’apoptose 

ou la synthèse protéique et d’autres transloquent dans le noyau afin de phosphoryler des facteurs de 

transcription impliqués dans la différenciation mélanocytaire, la prolifération cellulaire ou la survie (Mebratu 

and Tesfaigzi, 2009). 
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L’activation de la voie des MAPK est une étape essentielle dans la pathogénèse du mélanome. En effet, 

les mutations activatrices des gènes BRAF et NRAS vont provoquer une activation constitutive de cette voie 

alors que la perte de fonction du gène régulateur NF1 va mener à son hyperactivation.  

Les kinases RAF font parties de la famille des sérines/thréonines kinases et sont souvent décrites 

comme étant des oncogènes dans différents cancers, tels que dans le cancer du côlon, du poumon ou dans le 

mélanome. Il existe trois isoformes de cette protéine : A-Raf, B-Raf et C-Raf. Les mutations de BRAF affectent 

40% à 60% des mélanomes cutanés. Elles consistent pour la plupart en des mutations ponctuelles qui résultent 

au niveau protéique en la substitution d’un acide aminé conduisant à un état d’activation constant. La 

substitution d’une valine par un acide glutamique (V600E) représente 74% à 86% des mutations BRAF, suivie 

de celle par une lysine (V600K) (10-30%) et de substitutions beaucoup moins fréquentes telles que V600D, 

V600M ou V600R (Dimitriou et al., 2018). L’activation constitutive de la voie des MAPK peut également être 

la conséquence de translocations impliquant le gène BRAF (Botton et al., 2013, 2019). Lors de ce phénomène, 

la portion du gène codant pour le domaine kinase de BRAF fusionne avec un gène partenaire situé en 5' dont 

le promoteur est activé dans les cellules mélanocytaires. Les protéines de fusion résultantes, sont dépourvues 

du domaine auto-inhibiteur de BRAF (AID : Autoinhibitory domain) ce qui entraîne une activation constitutive 

de la voie des MAP-kinase, leur procurant un fort potentiel oncogénique. De la même manière, il existe des 

fusions de CRAF ainsi que des fusions de gènes codants des RTKs qui eux nécessitent la présence d'un domaine 

de dimérisation dans leur gène partenaire pour être activés.  

Même si plus de 80% des nævi portent cette mutation V600E du gène BRAF, l’activation de la voie des 

MAPK reste brève dans ces lésions car elle est suivie d’un arrêt du cycle cellulaire (sénescence). Au contraire, 

dans le cas d’un mélanome, des altérations additionnelles telles que la perte de fonction de gènes « suppresseur 

de tumeur » empêchent cet arrêt du cycle cellulaire et permettent la progression du mélanome (Shain et al., 

2015). 

Les protéines RAS jouent également un rôle d’oncogène dans de nombreux cancers (côlon, poumon, 

mélanome…) : le gène RAS est en effet retrouvé muté dans un cancer sur quatre chez l’Homme. En plus d’être 

une protéine intégrée à la voie des MAPK, RAS peut également activer la voie des PI3K (Phosphoinositide-3-

kinase) (Asati, 2016) ; elle joue donc un rôle via ces deux voies dans la prolifération, la migration et la survie 

cellulaire. Les trois isoformes de RAS (H-Ras, K-ras et N-ras) codent chacune pour une petite GTPase qui 

catalyse l’hydrolyse du GTP en GDP. Le gène RAS est muté dans 28% à 30% des mélanomes, en particulier 

sous son isoforme NRAS (25% environ des mélanomes) (Dimitriou et al., 2018)  L’altération la plus fréquente 

est la substitution de la glutamine par une leucine ou une arginine en position 61 (Q61L ou Q61R), qui provoque 

également l’activation constitutive de la protéine NRAS. Cette mutation empêche en effet l’hydrolyse du GTP 

en GDP par les protéines GAP telle que NF1. Les mutations de NRAS ont également été identifiées dans 18% 

des nævi bénins (Damsky and Bosenberg, 2017). Mais tout comme pour BRAF, la mutation de NRAS à elle 

seule n’est pas suffisante pour induire la transformation maligne des mélanocytes et requiert d’autres mutations.  



Figure 8 : Principaux processus biologiques et voies de signalisation altéré(e)s 

dans le mélanome. 

Les principales voies de signalisation perturbées dans le cadre de la mélanogénèse sont présentées ici. Les altérations

des protéines associées à ses voies (représentation non exhaustive) sont encerclées sur ce schéma. Les protéines

encerclées en rouge sont celles dont les gènes sont affectées par des mutations gain de fonction et celles encerclées

en bleu sont celles dont les gènes ont subit une perte de fonction. En panel A est représenté la voie des MAP

Kinases (MAPK) associée de manière générale à la prolifération des cellules ; et la voie PI3K/Akt plutôt associée à

leur survie. L’activation de la voie des MAPK permet également la phosphorylation de MITF qui joue un rôle dansl’homéostasie des mélanocytes et est retrouvé muté dans certains cas de mélanomes. En panel B est représenté le lien

entre les dommages à l’ADN, le cycle cellulaire et l’apoptose. En réponse au dommages subis par l’ADN, P53 se

libère de MDM2 et peut induire un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose des cellules. L’arrêt du cycle cellulaire se fait

via l’inhibition de CDK4/6 par l’intermédiaire de la protéine P21 (non représentée ici). Le couple CDK4/CyclineD

permet en effet la phosphorylation de la protéine Rb et donc la libération du facteur de transcription E2F qui par sa

liaison à l’ADN induit l’entrée en phase S du cycle cellulaire. La protéine INK4A (ou p16), codée par CDKN2A, inhibe

le couple CDK4/CyclineD.
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Figure adaptée de : Miller et al, 2006, NEJM et Bastian, 2014, Annu Rev Pathol
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Enfin, la protéine NF1 joue au contraire le rôle de suppresseur de tumeur. Son gène est retrouvé muté 

dans de nombreux cancers comme les tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques (MPNST), les 

leucémies lymphoblastiques aigües, les glioblastomes ou encore le mélanome (Kiuru, 2017). Cette protéine 

possède un domaine catalytique GAP (GTPase-activating protein) qui régule négativement la protéine RAS par 

la conversion du RAS-GTP en RAS-GDP, inhibant donc en aval la voie des et la croissance cellulaire. Le gène 

NF1 est muté dans 13% à 17% des mélanomes. Les altérations sont alors des mutations non synonymes (non-

sens, délétions, insertions) dont la plupart sont des évènements perte de fonction (Cirenajwis et al., 2017) qui 

surviennent uniquement à partir du stage malin (mélanome in situ).  

De manière intéressante, ces mutations de la voie des MAPK sont exclusives l’unes de l’autres dans le 

mélanome (et d’autres néoplasmes). Cela suggère une redondance fonctionnelle des protéines touchées et 

l’absence d’avantage sélectif supplémentaire de la multiplication des mutations au sein de cette même voie pour 

les cellules tumorales (Damsky and Bosenberg, 2017). 

 

2.5.1.2. Altération d’autres voies de signalisation impliquées dans le cycle cellulaire, la 
prolifération ou l’apoptose.  

L’activation constitutive de la voie des MAPK, bien que très majoritaire, n’est pas systématiquement 

observée chez les patients atteints de mélanome puisque 10% environ des patients portent une tumeur triple-

WT (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). En outre, même si une altération de la voie des MAPK 

survient, elle ne suffit pas ni à provoquer la transformation du mélanocyte en cellule de mélanome, ni de 

permettre la progression de la tumeur. Des mutations de nombreux autres gènes, impliquées dans diverses voies 

de signalisation, sont alors responsables de ces évènements. La dérégulation de ces voies de signalisation aura 

en effet pour conséquences d’engendrer la prolifération non contrôlée des cellules tumorales (croissance auto-

suffisante et insensibilité aux signaux inhibiteurs du cycle cellulaire), de favoriser leur survie et d’inhiber 
leur apoptose, ou encore de faciliter leur capacité de migration et d’invasion (Dantonio et al., 2018; Kyrgidis 

et al., 2010). Parmi ces voies, deux (en plus de la voie des MAPK) ont un rôle central dans la pathogénèse du 

mélanome et dans l’apparition des caractéristiques citées ci-dessus : la voie PI3K (Phosphatidyl Inositol-3-

Kinase)/Akt, et la voie de régulation du cycle cellulaire p16INK4a (p16 INhibitor of Kinase a)/CDK4 (Cyclin 

Dependant Kinase 4)/cycline D1. 

• La voie PI3K/Akt 

Cette voie de signalisation, activée physiologiquement par des stimuli divers (facteurs de croissance, 

cytokines…) est impliquée dans de nombreux processus biologiques tels que la survie, la croissance, la 

prolifération, ou la migration/invasion des cellules. La kinase PI3K transduit le signal généré par l’interaction 

entre un facteur de croissance et son récepteur en signaux intracellulaires en convertissant des phospholipides 

(PIP2 → PIP3) qui à leur tour activent la sérine/thréonine kinase AKT (Figure 8). Cette dernière va alors 
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atteindre de nombreux effecteurs en aval et provoquer l’inhibition de l’apoptose et encourager la survie des 

cellules : AKT inactive la protéine pro-apoptotique BAD (Bcl-2 Antagonist of cell Death) ainsi que des facteurs 

de transcription tels que FKHR (Forkhead Transcription Factor) ou NFB (Nuclear Factor -light-chain-

enhancer of activated B cell) impliqués dans la transcription de gènes apoptotiques (Madhunapantula and 

Robertson, 2017). De même, Akt peut inactiver Gsk3 (Glycogen Synthetase Kinase 3), ce qui entraîne une 

accumulation de la cycline D1 et permet une progression dans le cycle cellulaire. La protéine Akt, via 

l’activation de NFB, favoriserait également la migration et l’invasion des cellules (Dantonio et al., 2018; 

Dhawan et al., 2002). Le suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), par conversion du 

PIP3 en PIP2, est le régulateur négatif le plus important de la voie PI3K/Akt. 

L’activation aberrante de cette voie de signalisation est observée dans de nombreux cancers humains 

tels que le cancer du sein, du poumon, de la prostate ou le mélanome. Les altérations de cette voie dans le 

mélanome consistent en des mutations ponctuelles ou des variations du nombre de copies de certains 

composants de la voie. Si les mutations de PI3K sont relativement rares (≈3% des mélanomes métastatiques), 

la surexpression d’Akt (et notamment Akt3) est retrouvée dans 43% à 60% des mélanomes non-familiaux et 

son expression augmente dans les stades avancés du mélanome. L’activation constitutive de la voie PI3K/Akt 

est aussi largement due à la perte de fonction de la protéine PTEN, détectée dans 10% à 30% des mélanomes 

cutanés (Stahl et al., 2004).  

• Protéines p16INK4a/CDK4/cycline D1 et régulation du cycle cellulaire 

 Les protéines CDK4/6 (Cyclin Dependant kinase 4/6) et Cycline D1 sont des régulateurs importants du 

cycle cellulaire puisqu’ils permettent, grâce à la phosphorylation de la protéine Rb (Retinoblastome protein) et 

à la libération de E2F (Transcription Factor E2) l’entrée en phase S des cellules (Figure 8). Ce passage de la 

phase G1 à la phase S, pendant laquelle l’ADN se réplique, est essentiel pour permettre la progression du cycle 

en phase G2 et la division cellulaire (mitose). En condition physiologique, ce passage est donc finement régulé 

pour éviter une prolifération anarchique des cellules. La régulation du couple CDK4/6-CyclineD1 se fait 

principalement par P16/INK4a qui inhibe la cycline D1. Dans le cadre de nombreux cancers solides, il est alors 

très fréquent de trouver des altérations de cette voie de signalisation (Choi and Anders, 2014). En effet, les deux 

kinases CDK4 et CDK6 sont décrites comme des oncogènes majeurs de cancers humains dans lesquels elles 

sont rendues hyperactives par mutation ou amplification de leurs gènes. Dans le mélanome, des amplifications 

de CCDN1 (codant la Cycline D1) et de CDK4 sont retrouvés dans environ 10% des cas, notamment dans les 

tumeurs triple-WT (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Par ailleurs, la protéine INK4A (ou p16), codée 

par le gène CDKN2A, fait partie des suppresseurs de tumeur avec l’une des plus hautes fréquences 

d’amplification et de délétion dans les cancers humains (Choi and Anders, 2014). La perte de fonction de 

CDKN2A est retrouvée cette fois dans 37% à 72% des cas de mélanome, en fonction du sous-type génétique 

de la tumeur (The Cancer Genome Atlas Network, 2015). Enfin, la protéine Rb, qui empêche E2F de se fixer à 

l’ADN pour induire l’entrée en phase S, est inactivée dans environ 5% des mélanomes. Il est également 
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intéressant de relever que la voie de réponse aux dommages à l’ADN, MDM2 (Mouse Double Minute 2)/p53, 

qui régule en premier lieu l’apoptose, est également étroitement liée au cycle cellulaire. En cas d’activation de 

cette voie, MDM2 libère p53 qui peut alors activer P21, protéine inhibitrice de CDK4/6 (Figure 8). Dans le 

mélanome, des mutations inactivatrices de TP53 (codant p53) sont détectées dans 17% des cas, et des mutations 

activatrices de MDM2 dans environ 5% des cas (The Cancer Genome Atlas Network, 2015).  

 En plus de ces deux voies majeures qui regroupent le pourcentage d’altérations génétiques le plus 

important, de nombreuses autres voies de signalisation qui se recoupent souvent entre elles et engagent les 

mêmes types de processus biologiques sont également impactées dans le mélanome. Ainsi, on peut trouver une 

dérégulation de la voie Wnt (Wingless) (croissance cellulaire, différenciation, migration), de la voie NFB 

(Survie, Inflammation, Invasion, Métastases), de la voie JAK/STAT (Janus kinase/Transducer and Activator 

of Transcription) (prolifération, différenciation, inhibition de l’apoptose, surveillance immunitaire) ou encore 

de la voie Notch (prolifération, différenciation, survie) (Dantonio et al., 2018). Outre les dérégulations générales 

de ces grandes voies, d’autres protéines « isolées », impliquées dans la régulation de la chromatine (ARID1/2), 

le maintien des télomères (TERT) ou encore dans l’homéostasie des mélanocytes (MITF) sont également assez 

fréquemment touchées dans le mélanome (Schadendorf et al., 2018).   

Enfin, pour compliquer le tout, les différentes métastases ou mêmes sous-populations cellulaires de 

tumeurs chez un même patient peuvent évoluer différemment et donc présenter un statut mutationnel différent 

(Fattore et al., 2019; Grzywa et al., 2017). Cette hétérogénéité intra-tumorale et inter-tumorale rend la prise en 

charge thérapeutique du patient compliquée et permet également au mélanome de s’adapter sous la pression 

thérapeutique.  

 

2.5.2. Impact de l’environnement sur la croissance du mélanome : implication des cellules du 

système immunitaire 

En 1889, le chirurgien anglais Stephen Paget s’interroge sur la distribution des métastases dans le cadre 

de cancers du sein et il avance : « […] every single cancer cell must be regarded as an organism, alive and 

capable of development. When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions; but they can only live 

and grow if they fall on congenial soil » (Paget, 1889). Il soulève alors, pour la première fois, l’importance de 

l’environnement de l’hôte (« soil » : le sol) pour une croissance et une propagation optimale de la tumeur 

(« seed » : la graine). Cent ans plus tard, cette théorie a ressurgi avec l’étude de Hart et Fidler sur la croissance 

préférentielle de cellules murines de mélanome dans différents organes (Hart and Fidler, 1980). Depuis, de 

nombreuses études dans ce domaine ont permis de mieux comprendre l’importance des interactions entre les 

cellules tumorales et leur environnement dans la progression du cancer.  

Le microenvironnement tumoral est composé d’un réseau d’éléments cellulaires et acellulaires, divisé 

en compartiment tumoral (cellules cancéreuses et cellules souches cancéreuses) et compartiment stromal 
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Figure 9 : Composition du microenvironnement et progression tumoraleL’ensemble des cellules et molécules qui entourent la tumeur, appelés microenvironnement tumoral,

joue un rôle primordial dans la progression tumorale. Cet ensemble est composé de Fibroblastes

associés au cancer (FAC), de Matrice Extracellulaire (MEC) remodelée, de cellules immunitaires

infiltrants la tumeur et de cellules endothéliales. Les FACs, par sécrétion de facteurs de croissances, de

composants de la MEC et de diverses chimiokines, vont favoriser la prolifération tumorale, l’invasion etl’angiogenèse. Les cellules immunitaires infiltrées quant à elles peuvent jouer en faveur ou en

défaveur de la tumeur en fonction de leur type. Certaines cellules (Lymphocytes B/T-cytotoxiques,

Macrophages M1) provoqueront la régression tumorale ; d’autres, polarisées par les cytokines sécrétées

par les cellules tumorales (Lymphocytes T régulateurs, Macrophages Associés à la tumeur (M2)), vont
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Figure adaptée de : Allen et al, 2011, J Pathol
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(Matrice extracellulaire (MEC) et cellules stromales). Les cellules stromales sont elles-mêmes composées de 

fibroblastes associés au cancer (FAC), de cellules endothéliales formant la vascularisation, et enfin de 

cellules immunitaires infiltrées (Figure 9) (Allen and Jones, 2011; Bhome et al., 2016). Chacun de ses éléments 

joue un rôle dans la progression de la tumeur. Les fibroblastes, transformés en FACs par l’action des cellules 

tumorales, sont largement impliqués dans la croissance tumorale et l’angiogenèse. Ils agissent grâce à la 

sécrétion de facteurs de croissance (EGF – Epidermal Growth Factor, HGF – Hepatocyte Growth Factor…) et 

de diverses cytokines et chimiokines pro-angiogéniques (SDF1 – Stromal Cell Derived-factor 1, FGF-2 - 

Fibroblast Growth Factor 2, VEGF – Vascular Endothelial Growth Factor). Ils sont également responsables 

du remodelage de la MEC vers une composition permissive pour l’invasion des cellules cancéreuses via par 

exemple la production massive de collagène ou encore la sécrétion d’enzymes telle que LOX (Lysyl Oxidase) 

qui régulent sa rigidité (Henke et al., 2020). Les cellules immunitaires infiltrées comprennent majoritairement 

des macrophages, des lymphocytes (T, B ou NK) ou des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) telles que les 

cellules dendritiques. Ces cellules peuvent avoir des effets opposés dans la progression du cancer. De manière 

simplifiée, les lymphocytes TH1 et cytotoxiques CD8+, les macrophages M1 et les CPA participent à la 

surveillance immunitaire et à la régression tumorale alors que les macrophages M2, les lymphocytes T 

régulateurs (Tregs) et les lymphocytes TH2 permettent la tolérance immunitaire et la progression de la tumeur. 

Les cellules immunitaires pro-tumorales, et notamment les macrophages M2, sécrètent également des cytokines 

et enzymes qui favorisent l’angiogenèse (VEGF) et l’invasion des cellules tumorales (MMP9 – Matrix 

Metallopeptidase 9) (Allen and Jones, 2011). La vascularisation formée principalement par les cellules 

endothéliales lors du processus d’angiogenèse, qui permet l’apport nécessaire en nutriments et en oxygène et 

la dissémination des cellules tumorales dans l’organisme, est donc induite à la fois par les FACs et par certaines 

cellules immunitaires infiltrées. Finalement, tous les éléments du microenvironnement tumoral (compartiment 

tumoral et stromal) dialoguent entre eux pour favoriser la croissance et la progression de la tumeur. Dans le 

développement de cette partie, nous nous concentrerons uniquement sur l’impact ambivalent des cellules 

immunitaires sur la progression du cancer et du mélanome via le phénomène d’« Immunoediting ».  

 

2.5.2.1.    Le phénomène d’Immunoediting : zoom sur le mélanome 

Pendant une cinquantaine d’années, l’idée selon laquelle le système immunitaire (SI) de l’hôte puisse 

contrôler le cancer a fait l’objet de débats. D’un côté, certains chercheurs soutenaient le concept de surveillance 

immunitaire qui défend le fait que les cellules immunitaires de l’hôte reconnaissent les cellules tumorales et 

empêchent le développement du cancer (Thomas, 1959) (Burnet, 1957). Ce concept s’est développé dans les 

années 1960 avec la découverte de l’existence d’antigènes tumoraux spécifiques (Old and Boyse, 1964). De 

l’autre côté, certaines études vont contre cette hypothèse et certains chercheurs avancent que les cellules 

tumorales ne possèdent pas les bons « signaux de dangers » et sont trop similaires aux cellules normales dont 

elles sont dérivées pour déclencher une réponse immunitaire forte ; ils prônent alors le concept de tolérance 

envers les cellules tumorales (Matzinger, 1994; Pardoll, 2003). Il y a une vingtaine d’années est alors apparu le 
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concept de «Tumor Immunoediting », que l’on pourrait traduire par immuno-édition de la tumeur : lors de la 

croissance tumorale, les cellules du système immunitaires présentes dans l’environnement interagissent avec la 

tumeur et modèlent cette dernière lors de 3 phases successives (les 3 « E ») que sont L’Elimination, 

l’Equilibre et l’Echappement (O’Donnell et al., 2019; Schreiber et al., 2011). La complexité du dialogue, 

pendant ce processus, entre les cellules tumorales et les cellules du système immunitaire, exhibant un effet 

antitumoral (reconnaissance et élimination) ou au contraire pro-tumoral (tolérance ou même 

immunosuppression) explique alors le débat survenu et apporte des éléments de réponse soutenant les deux 

hypothèses. 

(i) La phase d’élimination 

La phase d’élimination se produit avant même qu’une tumeur se développe et devienne apparente 

cliniquement ; et elle ne s’accomplie que si les cellules tumorales n’ont pas été éliminés par des mécanismes 

intrinsèques tels que la réparation de l’ADN ou l’apoptose. Elle reprend le grand principe de la surveillance 

immunitaire, pendant laquelle les cellules du SI innée et celles du SI adaptatif collaborent pour détecter et 

détruire toute nouvelle tumeur qui se développe (Figure 10).  Les « signaux de dangers » induits par la tumeur 

à un stade précoce activent les cellules du système inné comme les cellules dendritiques, les macrophages ou 

les cellules NK (Natural Killer). Ces signaux peuvent se présenter sous la forme de cytokines produites par la 

tumeur et son environnement ou encore de fragments relargués par les cellules cancéreuses mortes : les DAMPS 

(Damage-associated Molecular Pattern molecules). Ces réponses induites par ces cellules innées facilitent le 

développement d’une réponse adaptative via l’activation et l’expansion de lymphocytes T (LT) effecteurs 

CD4+ et CD8+.   

Le mélanome est l’un des cancers les plus immunogéniques. Cette caractéristique, partagée par d’autres cancers 

tels que le lymphome diffus à grande cellules B ou l’adénocarcinome du colon avec instabilité des 

microsatellites (MSI : Microsatellite Instability), est due à la fois à sa forte charge mutationnelle qui facilite la 

génération de nouveaux antigènes tumoraux et à la capacité des cellules tumorales à présenter ces antigènes 

(Wang et al., 2019). La coopération des axes innés et adaptatifs au stade précoce du mélanome permet donc la 

génération d’une protection immunitaire à long-terme (Figure 11).  

• Réponse antitumorale innée dans le mélanome 

Les cellules immunitaires innées naturellement présentes dans la peau comprennent les cellules NK, les 

macrophages, les polynucléaires neutrophiles (PN) et les cellules dendritiques (CD). Dans la tumeur, ces 

cellules contribuent à une cytotoxicité immédiate et non-spécifique contre les cellules de mélanome.  

Grâce à l’interaction des ligands exprimés à la surface des cellules de mélanome avec les récepteurs des 

cellules NK (comme NKG2D, NKp30, DNAM-1), ces dernières sont activées de manière indépendante pour 

éliminer les cellules de mélanome via la sécrétion de granule cytotoxiques (Perforine, Granzymes) ou celle de 

cytokines activant les voies de mort (TNF  Tumor Necrosis Factor ) (Lakshmikanth et al., 2009). 



Figure 11 : Elimination d’une tumeur de mélanome par des cellules immunitaires 
effectrices

Dans la composante innée de l’immunité, les cellules NK se lient aux cellules tumorales via des interactions

récepteur/ligand et sécrètent des molécules cytotoxiques qui causent la mort des cellules tumorales. Les

polynucléaires neutrophiles (PMN), les macrophages (Mφ) et les cellules dendritiques (DC) phagocytent

les cellules de mélanome mortes et présentent les antigènes associés à la tumeur (TAA). Le recrutement

des lymphocytes T (T cells) par gradient de chimiokines et la présentation des TAA à ces lymphocytes active

la composante adaptative de l’immunité. Les lymphocytes T CD8+ se lient aux cellules tumorales présentant

les antigènes sur des molécules du CMH via l’engagement du récepteur au lymphocyte T (TCR) (en vert),

provoquant la mort des cellules de mélanome par sécrétion de granules cytotoxiques ou activation des

récepteurs de mort. Les lymphocytes T CD4+ présentent les antigènes aux lymphocytes B (B cells) qui

secrètent alors des anticorps spécifiques des TAA et cause la mort des cellules tumorales via divers

mécanismes. Les cellules de l’immunité adaptatives peuvent également réactiver celles de l’immunité innée

via des interactions récepteur-ligand ou la production de cytokines. L’élimination des cellules de mélanome

permet également la libération de nouveaux antigènes tumoraux que peuvent phagocyter les cellules

présentatrices d’antigènes (DC, PMN et Mφ).

Figure tirée de : Marzagalli et al, 2019, Semin Cancer Biol
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L’expression de ces ligands est dépendante de la progression tumorale et de la localisation de la tumeur. Ainsi, 

la perte de l’interaction avec le récepteur DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) est responsable d’une perte 

de la cytotoxicité des cellules NK, notamment dans les stades avancés (métastatiques) de la tumeur. Cette 

réponse des cellules NK contre le mélanome intervient donc plutôt à un stade précoce. Ces cellules peuvent 

également contribuer au recrutement et à la maturation de cellules présentatrices d’antigènes (Macrophages, 

PN et CD) via la sécrétion de cytokines telles que CXCL1 (CXC-motif-ligand-1) et CCL5 (CC-motif ligand 5). 

(Marzagalli et al., 2019). 

Les macrophages et les neutrophiles polarisés vers un phénotype M1 ou N1 respectivement (Figure 12), 

exercent leur action tumorale via la phagocytose, la sécrétion d’agents tumoricides (ROS, IFN-, Ligand Fas) 

ou encore le recrutement d’autres cellules immunitaires spécifiques (LT) par sécrétion de chimiokines. Une 

étude a d’ailleurs montré dans un modèle de mélanome murin que la 1ère population de cellules qui infiltre et 

inhibe la croissance tumorale après vaccination par Salmonella typhimurium (attiré par les milieux hypoxiques 

comme le milieu intratumoral) était constitué de neutrophiles cytotoxiques (Blache et al., 2012).  

En tant que cellules présentatrices d’antigènes (CPA) professionnelles, les cellules dendritiques (CD) peuvent 

être très efficaces pour générer une réponse forte des lymphocytes T contre la tumeur. Les CD matures (ayant 

reconnu et internalisé des antigènes tumoraux) expriment les marqueurs de costimulation (CD80 et CD86 – 

Cluster of Differentiation 80/86) essentiels pour l’activation des LT mélanome-spécifiques (Tucci et al., 2014). 

L’interaction du TCR (T cell receptor) sur le lymphocyte avec le CMH-I/Antigène sur la CD, les marqueurs 

de co-stimulation et la présence de cytokines appropriées (IFN-, IL-12) produites par les CD et les LT 

auxiliaires (LTh : T helper) permet le développement de LT cytotoxiques (LTcyt) spécifiques (Marzagalli et al., 

2019). Dans le mélanome, les cellules dendritiques migratoires CD103+, grâce à l’expression du récepteur 

CCR7 à leur surface, sont essentiels pour une présentation et une activation des LTcyt CD8+ dans le ganglion 

lymphatique drainant la tumeur ; jouant ainsi un rôle protecteur contre cette tumeur (Roberts et al., 2016).  

Les macrophages M1, les polynucléaires neutrophiles N1 et surtout les cellules dendritiques sont donc capables 

de présenter les antigènes captés et d’envoyer les signaux nécessaires pour engendrer une réponse adaptative 

secondaire, portées principalement par les LTh CD4+ et les CTcyt CD8+. 

• Réponse antitumorale adaptative dans le mélanome 

Les lymphocytes T effecteurs (Teff) constitués des LT CD4+ et des LT CD8+ jouent un rôle important pendant 

la phase adaptative de l’immunité via les interactions TCR-CMH qui sont entretenues par la présence d’IFN- 

et de TNF-. Ce rôle essentiel est appuyé d’abord par le fait que la présence de LT infiltrant la tumeur (TIL – 

Tumor Infiltrating Lymphocytes) est considérée comme un facteur de bon pronostic dans les mélanomes de 

stade III (Clark, 1991) et dans les mélanomes métastatiques (Erdag et al., 2012). Pour une réponse efficace, 

quatre éléments sont nécessaires : l’activation des LT (par interaction avec les cellules dendritiques), la 
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Figure 12 : Représentation simplifiée de la polarisation des macrophages et des 

neutrophiles et fonctions associées dans le cancer

En fonction de l’environnement dans lequel ils se trouvent et des cytokines présentes dans cet

environnement, les monocytes et les neutrophiles peuvent être polarisés vers un phénotype M1 ou N1,

antitumoral ou M2 ou N2, protumoral.
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migration des LT dans la tumeur, l’identification des cellules de mélanome par les LT activés et enfin la 

sensibilité des cellules tumorales à l’apoptose. La migration des LT CD8+ aux métastases de mélanome est 

facilitée par la présence des chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 et CXCL10, qui peuvent être 

sécrétées par différentes cellules de l’environnement tumoral telles que les macrophages ou les cellules 

endothéliales ou les LT CD4+ (Harlin et al., 2009). De plus, il semble que la présence de certaines intégrines 

sur les LT CD8+ soit très importante à la migration et au maintien de ces cellules dans les métastases, de manière 

site-spécifique (Salerno et al., 2014). Une fois sur place, les LT activés identifient les cellules de mélanome 

qui expriment les antigènes tumoraux qui ont initié leur activation. Des molécules de transport de protéine 

(TAP : Transporter associated with antigen Processing), des protéines de liaisons et des chaperonnes (β2-

microglobulin) permettent alors aux peptides tumoraux d’être traités puis chargés sur des molécules du CMH-I 

à la surface des cellules de mélanome (Mahmoud et al., 2017). Les lymphocytes T cytotoxiques ont alors deux 

façons d’éliminer la cellule de mélanome : par la voie de l’apoptose ou par voie d’exocytose de granules 

cytotoxiques.  Dans le 1er cas, la liaison du ligand Fas (Fas L) sur le lymphocyte au récepteur de mort Fas sur la 

cellule de mélanome provoque l’activation de la voie des caspases (8, 3 et 6-7 ou 8) et la mort par apoptose de 

la cellule tumorale. Dans le 2cd cas, la perforine et les granzymes contenus dans des granules LTcyt passent à 

travers le membrane tumorale (grâce à la perforine) et provoque l’apoptose par activation des caspases ou par 

clivage de la protéine pro-apoptotique BID (via les granzymes) (Mahmoud et al., 2017). La mort des cellules 

procure alors de nouveaux antigènes pour la présentation et l’expansion de LT mélanome-spécifiques (Figure 

11). Ce cycle répété peut, dans certain cas, aboutir à la disparition complète de la tumeur et à la rémission du 

patient à long-terme. 

Cependant, dans de nombreux cas, un sous-type de population de cellules tumorales, généré par pression de 

sélection résiste à la reconnaissance et à la destruction immunologique, échappe au contrôle du SI. Elles 

survivent à la phase d’élimination et entrent en phase d’équilibre (O’Donnell et al., 2019). 

(ii) La phase d’équilibre 

C’est lors de cette phase que le SI adaptatif empêche la croissance tumorale tout en sculptant l’immunogénicité 

(i.e. la capacité d’induire une réponse immunitaire effective) des cellules tumorales. À l’équilibre, les cellules 

immunitaires maintiennent les cellules tumorales résiduelles en état de dormance (Figure 10). Ces dernières 

peuvent donc rester latentes de longues années, voire toute la vie du patient, avant d’évoluer, de reprendre leur 

croissance puis de métastaser (Aguirre-Ghiso, 2007). L’existence de cet état de dormance contrôlée par 

l’immunité a été mis en évidence par une expérience de tumorigénèse qui montre que des souris 

immunocompétentes traitées avec de faibles doses de carcinogène abritent des cellules tumorales en faible 

quantité pendant une longue période sans développer de tumeur apparente (Koebel et al., 2007). Après déplétion 

des lymphocytes T CD4+ et CD8+, cet effet protecteur disparaît et les tumeurs apparaissent dans près de la 

moitié de ces souris. Cela souligne l’importance de ces effecteurs adaptatifs dans le maintien de la phase 
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d’équilibre. Dans ce même travail, les auteurs ont montré que ce maintien semblait être dû à une combinaison 

d’effets immunitaires cytostatiques (inhibition de la prolifération) et cytotoxiques (apoptose).  

A ce titre, il a été montré au niveau moléculaire dans plusieurs cancers que l’activité de la kinase ERK 

(Extracellular signal-Regulated Kinase) et celle de sa contrepartie la kinase inhibitrice p38 MAPK (p38 

Mitogen-Activated Protein Kinase) avaient un rôle déterminant dans cet état de dormance (Park and Nam, 

2020). En effet, des cellules avec une forte activité de ERK et une faible activité de p38 sont hautement 

proliférative alors que dans le cas inverse (ERKlow/p38high), les cellules sont incapables de proliférer mais 

n’entrent pas pour autant en apoptose : elles sont alors décrites in vivo comme étant « dormantes ».   

La pression exercée par les effecteurs immuns couplée à l’instabilité génétique des cellules tumorales 

encouragent la sélection de cellules tumorales aux propriétés immuno-évasives. Ainsi, les cellules tumorales 

isolées qui se sont développées en absence de lymphocytes T (ayant donc échappé au maintien de la phase 

d’équilibre) sont très immunogéniques alors que les cellules tumorales issues de la phase d’équilibre de souris 

immunocompétentes sont très peu immunogènes. Ce dernier point témoigne d’un changement phénotypique 

des cellules tumorales par les cellules immunitaires (immuno-édition) lors de cette phase.  

La rupture de cette phase d’équilibre, via le « réveil » des cellules tumorales, pourrait être dû à l’accumulation 

de plusieurs éléments perturbateurs dans le microenvironnement tumoral. D’une part, il a été montré que certains 

éléments de la matrice extracellulaire (MEC), comme les intégrines -1, étaient des régulateurs importants du 

switch qui mène les cellules tumorales d’un état de dormance à une croissance métastatique. En effet, la liaison 

des protéines de la MEC aux intégrines provoque l’activation de la kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) qui 

régule à son tour plusieurs voies telles que celle de la prolifération ou du cycle cellulaire (Barkan and Chambers, 

2011). D’autre part, plusieurs études ont montré qu’une inflammation chronique favorisait la rupture de cette 

phase d’équilibre. Tout d’abord, une corrélation forte a été établie dans plusieurs cancers (sein, endomètre, 

bouche) entre le niveau d’inflammation et le taux de récurrence de ces derniers. De plus, l’inflammation 

chronique peut faciliter d’autres mécanismes, comme la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), afin de 

promouvoir la réactivation des cellules dormantes. De manière intéressante, l’interaction entre cellules 

cancéreuses et cellules myéloïdes est également importante dans la progression du cancer. Dans le cancer du 

sein, il a par exemple été montré que les macrophages inflammatoires facilitaient l’extravasion de cellules 

cancéreuses dans le poumon par sécrétion de la chimiokine CCL2 (Qian et al., 2011). Dans un modèle 

d’adénocarcinome de pancréas, il a été reporté que le développement de métastases hépatiques dépendait du 

recrutement de macrophages sécrétant de la granuline. La granuline induit en effet la transformation des cellules 

hépatiques en myofibroblastes sécrétant de la périostine (Nielsen et al., 2016). L’environnement fibrotique qui 

en résulte va alors faciliter la voie d’activation des intégrines et la réactivation des cellules dormantes. D’autre 

part, une équipe a montré plus récemment que les neutrophiles jouaient un rôle clé dans le  « réveil » des 

cellules dormantes (Albrengues et al., 2018). Une inflammation soutenue au niveau des poumons (provoquée 

par exemple par l’exposition à la fumée de cigarette) induit la formation par les neutrophiles de 



Figure 13 : Mécanismes d’échappement immunitaire dans le mélanome

LTreg

LTeff

CPA NK

MDSC

Cellule de 

mélanome

Pendant la phase d’échappement, le dialogue entre les cellules de mélanome et les différentes cellules du

système immunitaire permet une immunosuppression et le maintien de la croissance tumorale. Les

facteurs sécrétés par les cellules de mélanome peuvent à la fois inhiber le recrutement de cellules

effectrices (LTeff, CPA) (VEGF, TGF-b) ou attirer des cellules immunosuppressives (LTreg, MDSC) (CCL2-22,

GM-CSF, IL-6). Les cellules immunitaire régulatrices peuvent alors à leur tour secréter des cytokines (IL10)

pour inhiber les cellules effectrices. Des interactions cellule-cellule peuvent également inhiber la réponse

immunitaire : L’engagement du CTLA4 (LTreg) sur le CD86 (CPA) peut inhiber l’activation de ces dernier. De

la même manière, l’expression de PD-L1 sur la cellule de mélanome peut inhiber l’activation du LTeff par

interaction avec son récepteur PD-1. Certains facteurs métaboliques tels que l’enzyme IDO permetl’immunosuppression par conversion du tryptophane (Trp) en Kynurénine (Kyn). Enfin, les besoins massifs

des cellules de mélanome en glucose et en acides aminés (Gln, Arg) privent les cellules immunitaires de ces

facteurs essentiels.

Lteff : lymphocyte T effecteur ; LTreg : lymphocyte T régulateur ; CPA : Cellule présentatrice d’Antigène ;

MDSC : Myeloid Derived Suppressor Cell
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« pièges extracellulaires » (NETs : Neutrophil Extracellular Traps) dans la MEC grâce à des protéases 

responsables du clivage de la laminine. Ce clivage va alors dévoiler un épitope capable d’activer la voie des 

intégrines sur les cellules tumorales dormantes et de provoquer ainsi leur prolifération.  

Lorsque les cellules tumorales se réveillent et échappent à la surveillance immunitaire, elles s’engagent dans la 

phase finale : l’échappement.  

(iii) La phase d’échappement 

Lors de cette phase, les cellules tumorales peu immunogéniques/immuno-évasives prolifèrent peu à peu 

pour donner une tumeur bien visible (Figure 10). La progression de l’état d’équilibre à la phase d’échappement 

peut être due au changement phénotypique de la population de cellules tumorales (dû à l’immuno-édition et 

la pression de sélection), et/ou au changement phénotypique des cellules immunitaires infiltrées en réponse 

aux signaux immunosuppressifs induits par la tumeur elle-même. Les mécanismes d’échappement sont 

nombreux et peuvent résulter d’altérations au niveau de la cellule tumorale elle-même, ou au niveau du 

microenvironnement. Dans le premier cas, il peut s’agir d’altérations génétiques qui augmentent la résistance 

aux effets cytotoxiques des cellules immunitaires (ex : surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl2), 

diminuent la sensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance (ex : mutation ou perte du récepteur TGF 

[Transforming growth factor beta]) ou encore réduisent la reconnaissance par les cellules immunitaires (perte 

de l’expression d’antigènes) (Zitvogel et al., 2006). Dans le second cas, les cellules tumorales peuvent induire 

un état immunosuppressif dans le microenvironnement par sécrétion de cytokines telles que VEGF, IL6 

(Interleukin-6) ou TGF (Burkholder et al., 2014). Ces cytokines pourront induire le recrutement de cellules 

immunosuppressives telles que les Lymphocytes T régulateurs (LTreg) ou les MDSC (Myeloid Derived 

Suppressor Cells) ou empêcher l’action de cellules immunitaires effectrices. 

Dans le mélanome, la forte plasticité des cellules malignes est à l’origine du caractère immunogénique de ce 

cancer puisqu’elle favorise la création de néo-antigènes. Cependant, cette plasticité permet également à ces 

cellules de s’adapter à un microenvironnement immunitaire hostile (Hölzel et al., 2013). Les cellules de 

mélanome devenue agressives sont en effet capables de modifier la composition de leur microenvironnement 

immunitaire par sécrétion de cytokines et chimiokines immunomodulatrices, par modification du 

métabolisme ou encore via des interactions ligands-récepteurs. Le dialogue entre ces cellules tumorales et le 

stroma immunitaire va alors créer un terrain favorable au développement irrépressible du mélanome (Figure 

13) 

• Diminution du recrutement et de l’activation des cellules innées antitumorales au profit de cellules 

immunosuppressives 

La 1ère façon de freiner la réponse immunitaire antitumorale pour les cellules de mélanome va être 

d’empêcher le recrutement ou l’activation de cellules immunitaires effectrices. Ce blocage est majoritairement 
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médié par la sécrétion de cytokines, souvent liée à une hyperactivation de la voie NFB (Nuclear Factor Kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells), une des voies essentielles de l’inflammation (Umansky and Sevko, 

2012). Certaines de ces chimiokines telles que le VEGF et le TGF- vont alors impacter le recrutement ainsi 

que la maturation des cellules dendritiques (Ellis and Hicklin, 2008; Javelaud et al., 2008), empêchant ainsi 

également l’activation des LT effecteurs (LTeff). Le recrutement des CD peut également être impacté par le 

défaut de production de la chimiokine CCL4 dans les cellules de mélanome mutées BRAF/PTEN et avec 

dérégulation de la voie Wnt (forme non dégradable de la caténine). Dans d’autres cas, l’immunorégulation 

peut être médiée par l’altération d’enzymes ou de médiateurs métaboliques. Ainsi, la surexpression dans les 

cellules de mélanome de l’enzyme IDO (Indoleamine 2,3-dioxygénase), qui convertit le tryptophane en 

kynurénine, engendre l’inhibition de l’activité cytolytique des cellules NK par diminution de l’expression de 

leurs ligands activateurs (tel que NKG2D) (Pietra et al., 2012). En parallèle, l’expression des récepteurs à 

l’adénosine A2ARs sur des cellules myéloïdes (macrophages, CD) impacte indirectement la fonction effectrice 

des cellules NK (Cekic et al., 2014).  

En plus d’empêcher le recrutement de cellules effectrices, les cellules de mélanomes peuvent favoriser 

le recrutement ou la fonction de cellules immunosuppressives. Ainsi, elles peuvent privilégier le recrutement et 

la polarisation des macrophages de type M2 pro-tumoraux (Figure 11). Les macrophages sont recrutés par 

sécrétion de CCL2 (Chemokine C-C-motif ligand 2). Une étude a montré que la réponse antitumorale des 

macrophages dépend du niveau de sécrétion de cette chimiokine (Nesbit et al., 2001) : en quantité importante, 

cette chimiokine induit une migration massive de macrophages produisant du TNF-, ce qui induit l’élimination 

de la tumeur ; en faible quantité cependant, le CCL2 induit une infiltration modeste des macrophages et la 

croissance tumorale. Deux cytokines jouent en revanche un rôle clair dans la polarisation des macrophages en 

macrophages M2 : le TGF- (par expression d’un programme transcriptionnel complet - en coopération avec 

les glucocorticoïdes) et l’IL-10 (par diminution de l’expression du CMH II et du ligand de co-stimulation B7 

sur les macrophages) (Wang et al., 2017a). Ces macrophages M2 ont alors pour rôle d’inhiber l’activation des 

LTeff, de favoriser l’invasion par production de métalloprotéases (MMP) et l’angiogenèse par celle de molécules 

comme le VEGF.  

De la même manière, si les neutrophiles recrutés par les chimiokines CXCL1/2/3/5 et 8 peuvent être 

protecteurs (type N1) lors de l’initiation de la tumeur, ils sont souvent pro-tumoraux (type N2) dans les stades 

avancés de mélanome. Le mécanisme par lequel les neutrophiles se polarisent vers un phénotype N2 n’est pas 

encore totalement élucidé mais il a été montré que la présence de TGF- dans différentes tumeurs favorisait 

fortement ce switch (Fridlender et al., 2009). Une étude plus récente a également démontré l’implication du G-

CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) et du CXCL6 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 6), sécrétés par 

des cellules tumorales circulantes, dans le recrutement et la polarisation des neutrophiles N2, appuyant ainsi 

l’implantation de métastases (Li et al., 2017c). Les neutrophiles N2 contribuent à l’immunosuppression par 



Figure 14 : Génération de MDSCs (Myeloid Derived Suppressor Cells) en 

condition tumorale
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expression de protéines co-inhibitrices (PD-L1), surexpression de molécules immunosuppressives (IDO) ou de 

cytokines impliquées dans le recrutement LTreg (IL17). 

Enfin, le microenvironnement du mélanome abrite également des cellules immunosuppressives 

appelées MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells), dérivées de précurseurs myéloïdes de la moelle osseuse 

et qui peuvent être induits et mobilisées par la présence de cytokines (VEGF, GM-CSF, G-CSF, IL-10, IL-6 

IL1-…) libérées dans un contexte cancéreux (Figure 14)  (Bronte and Gabrilovitch, 2010). Dans le mélanome 

en particulier, la sécrétion des ligands du récepteur CCR5 (C-C chemokine receptor type 5) (CCL3, CCL4 et 

CCL5) semble être importante pour le recrutement de MDSCs dans la tumeur. Des chercheurs ont en effet 

montré une accumulation de MDSCs CCR5+ dans des tumeurs de mélanome (modèle murin), associée à une 

augmentation des ligands de CCR5 et à une progression tumorale (Blattner et al., 2018). De plus, certains micro-

ARNs surexprimés dans le mélanome peuvent induire la conversion des monocytes en MDSCs (Huber et al., 

2018). Dans la tumeur, les MDSCs inhibent les fonctions effectrices des LT par plusieurs moyens (Fleming et 

al., 2018) : 

- La sécrétion d’arginase-1 (Arg1) et d’iNOS (inducible nitric oxyde synthase) qui résulte en production 

d’oxyde nitrique (NO) induit un arrêt du cycle cellulaire et une perte de fonctionnalité des LT (défaut 

de présentation par le TCR)  

- L’expression de l’enzyme IDO (Indoléamine 2, 3-dioxygénase) provoque un double effet via la 

déplétion environnementale de tryptophane dégradé (arrêt du cycle LTeff et différenciation des LT CD4+ 

en LTreg) et la production de kynurénine (inhibition de la survie et de la prolifération des LT)  

- La production de ROS induit une sous-expression du TCR et à forte dose provoque l’apoptose des LT 

- La sécrétion des cytokines TGF- et IL-10 par les MDSCs réduit l’activité des LT effecteurs et permet 

le recrutement des LTregs.   

- La surexpression du ligand co-inhibiteur PD-L1 sur les MDSCs induit l’anergie (la tolérance, non-

activation) des LT 

Les différents effets induits par les cellules tumorales sur ces cellules innées vont alors agir sur la croissance 

tumorale soit par effet direct (diminution de la cytotoxicité des NK par exemple), soit par effet indirect en 

empêchant le recrutement et l’activation des cellules du système immunitaire adaptatif.  

• Défaut de la présentation et de la reconnaissance antigénique 

La présentation des antigènes tumoraux spécifiques (TAA) par les CPA ou par les cellules tumorales 

elles-mêmes permet d’activer les lymphocytes T qui vont alors reconnaître les cellules tumorales afin de les 

éliminer (Figure 15) ; elle constitue donc le lien principal entre immunité innée et adaptative. Les cellules de 

mélanome peuvent échapper à cette reconnaissance via trois mécanismes principaux (Mahmoud et al., 2017) :  

- La diminution (ou perte) de l’expression des antigènes (TAA) à leur surface 



Figure 15 : Machinerie de présentation antigénique par le CMH I
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Figure adaptée de : 

http://lvts.fr/Pages_html/Encyclopedies/Cours%20Immuno/chapitre%202.htm

http://lvts.fr/Pages_html/Encyclopedies/Cours%20Immuno/chapitre%202.htm
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- Des défauts dans la machinerie de transport et de présentation des antigènes tels que la diminution 

de l’expression de la protéine de transport TAP (Transporter Associated with antigen Processing) qui 

participe au chargement de l’antigène sur les molécules du CMH I 

- La régulation négative des molécules du CMH (présentant l’antigène), très fréquemment due dans le 

mélanome à la perte de la 2-microglobuline (2m), requise pour la formation du complexe « 2m-

CMH I-peptide antigénique » et son transport à la surface de la cellule. Cette perte est due le plus 

souvent à une mutation d’une des copies du gène de la 2m puis de la perte de l’autre copie.  

De plus, même lorsque cette reconnaissance antigénique n’est pas affectée dans les tumeurs de mélanome, 

d’autres mécanismes existent pour empêcher une bonne réponse immunitaire adaptative.  

• Diminution du recrutement, de l’activation et de la survie des lymphocytes T effecteurs au profit de 

lymphocytes T régulateurs  

 En plus de l’interaction du TCR (LT) avec le CMH/antigène (CPA ou cellules tumorales), le lymphocyte 

a besoin d’un signal de costimulation pour être activé. Ce signal complémentaire est apporté par l’interaction 

de molécules costimulatrices des CPA ou cellules tumorales (CD80 et CD86, aussi appelés B7-1 et B7-2) avec 

leur récepteur activateur sur les LT (CD28). Parallèlement, l’interaction de ligands (PD-L1 - Programmed death 

ligand 1) ou de récepteurs (PD-1 – Programmed cell death protein 1, CTLA4 - Cytotoxic T-Lymphocyte-

Associated protein 4) inhibiteurs avec leurs partenaires provoquent un signal négatif qui engendre l’anergie 

des LT. Les cellules de mélanome surexpriment alors le ligand PD-L1 (B7-H1) pour empêcher l’activation des 

LT et provoquer leur apoptose (Dong et al., 2002). De la même manière, il a été montré que les cellules de 

mélanome surexprimaient CTLA4 de manière IFN- dépendante (Mo et al., 2018).  

 De plus, il a été montré que l’exposition constante des lymphocytes T CD8+ aux antigènes de 

mélanome provoquait un dysfonctionnement de ces cellules qui présentent un état d’épuisement. Cet état se 

traduit par une forte expansion clonale de ces LT non fonctionnels qui surexpriment des molécules inhibitrices 

comme PD1, TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) ou LAG-3 (Lymphocyte-

activation gene 3) (Li et al., 2019). Une étude a alors démontré que cette différenciation des LT en LT épuisés 

et dysfonctionnels par présentation chronique des antigènes par les cellules tumorales suit un programme 

chronologique parallèle à la progression tumorale (Schietinger et al., 2016). En phase précoce, les lymphocytes 

T sous-expriment les gènes impliqués dans l’activation de leurs fonctions effectrices de manière réversible alors 

qu’en phase de progression tardive, ils surexpriment les gènes impliqués dans l’immunosuppression de manière 

irréversible.  

 Par ailleurs, les cellules de mélanome peuvent échapper à la surveillance immunitaire adaptative grâce 

à leur reprogrammation métabolique. En effet, les cellules cancéreuses ont un besoin de consommation en 

nutriments très important pour pouvoir assurer leur prolifération rapide et basculent par exemple sur un 
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métabolisme glycolytique même en présence d’oxygène (Effet Warburg). De ce fait, les lymphocytes T dans le 

milieu intratumoral sont largement impactés par la privation de ces nutriments. Le manque de glucose, 

d’oxygène ou encore de certains acides aminés importants (Glutamine, Arginine, Tryptophane) inhibe en effet 

leur prolifération, leur survie ou même leur activation et leur fonction (sécrétion de cytokines, activité 

cytolytique) (Marzagalli et al., 2019). Contrairement à celui de la glutamine et l’arginine directement 

consommées par les cellules de mélanome, le manque de tryptophane est dû à la surexpression de l’enzyme 
IDO par les cellules tumorales et les MDSCs. La production de kynurénine (depuis le tryptophane) par cette 

enzyme permet également d’induire la surexpression du récepteur inhibiteur PD-1 sur les LTeff via sa liaison 

au facteur de transcription ligand-dépendant AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor). En outre, la liaison de la 

kynurénine à ce récepteur induit la différenciation des LT en LT régulateurs, cellules qui ont pour rôle 

d’atténuer la réponse immunitaire.  

Le microenvironnement du mélanome est effectivement composé de lymphocytes T régulateurs 

(LTreg). Ces cellules sont sur-représentées aussi bien dans les tumeurs primaires que dans les métastases 

ganglionnaires et distantes (Mourmouras et al., 2007; Viguier et al., 2004). Les LTreg sont caractérisés par 

l’expression en surface de CD4 et de CD25 et par celle du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3) et 

par leur action immunosuppressive. Cette action s’exerce par différents mécanismes comme la sécrétion de 

cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-, IL-35), la consommation massive d’IL-2 (empêchant ainsi les 

LTeff de profiter de cette cytokine induisant la prolifération) ou encore la surexpression de CTLA4 qui permet 

d’inhiber l’activation des cellules présentatrices d’antigènes (Togashi et al., 2019). Une des variables qui est le 

mieux corrélée avec un bon pronostic clinique et la survie des patients atteints de mélanome est d’ailleurs le 

ratio entre LT CD8+ et LTreg dans le microenvironnement tumoral du patient. Le recrutement des LTreg dans 

la tumeur se fait de manière générale par gradient des chimiokines CCL22, CCL2 et CCL17 qui se lient au 

récepteur CCR4 de ces cellules. Dans le mélanome, il semble que la migration des LTreg soit uniquement due à 

l’expression de CCL2 par les cellules de mélanomes. Etant donné cependant que le récepteur CCR4 est exprimé 

par d’autres cellules immunitaires, l’effet immunosuppressif de CCL2 va dépendre de la balance Treg/Teff dans 

le microenvironnement tumoral. En parallèle, l’expression des chimiokines TGF et IL-10 par les cellules de 

mélanome peut provoquer l’expansion des LTreg existants mais également induire la génération de nouveaux 

LTreg (Jacobs et al., 2012). Enfin, la surexpression de certains micro-ARNs (miR-30d) dans le mélanome 

provoque in fine une augmentation de la sécrétion d’IL10 et un recrutement des LTreg au détriment des LTeff 

(Gaziel-Sovran et al., 2011).  

 

Pour conclure sur le processus d’immuno-édition, il est important de souligner que son déroulement 

peut se révéler en réalité plus complexe que cela. En effet, les cellules tumorales peuvent ne pas suivre toutes 

ces étapes de manière séquentielle et entrer par exemple directement en phase d’équilibre ou en phase 

d’échappement. De plus, des facteurs environnementaux externes comme le stress ou le traitement du 
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patient par immunothérapies peuvent également influencer l’évolution de ce processus, dans un sens comme 

dans l’autre (O’Donnell et al., 2019).  

 

2.6. Traitements actuels et nouvelles stratégies thérapeutiques 

Lorsque le mélanome est à un stade non métastatique (localisé), le traitement de référence est l’exérèse 

chirurgicale. La zone de l’exérèse et les marges prises autour de la tumeur dépendent alors de la localisation 

du mélanome et de l’indice de Breslow. Si l’examen histopathologique et l’analyse du ganglion sentinelle ne 

montrent pas de signes précurseurs de métastases, le patient sera alors uniquement surveillé de manière 

régulière.  

En revanche, lorsque le mélanome a atteint le stade métastatique, la prise en charge des patients reposera 

sur des traitements systémiques. Pendant longtemps, le mélanome métastatique a eu un pronostic très sombre 

avec une médiane de survie entre six et neuf mois. Les chimiothérapies conventionnelles utilisées alors, des 

agents alkylants de l’ADN (Dacarbazine, Fotémustine, ou encore Témozolomide) présentaient au mieux un 

taux de réponse 15% à 20%, pour une durée médiane de réponse de 4 mois (Tsao, 2004). Elles restèrent le 

traitement de référence contre le mélanome métastatique jusqu’en 2011. A partir des années 2010 et jusqu’à 

aujourd’hui, deux grandes stratégies thérapeutiques ont révolutionné cette prise en charge : les thérapies ciblées 

et l’immunothérapie.   

 

2.6.1. Prise en charge clinique actuelle des patients avec une mélanome cutané métastatique 

 

2.6.1.1. Les thérapies ciblées : en monothérapie ou en combinaison 

La caractérisation des mutations spécifiques dans les années de 2000 dans les différents cancers, et 

notamment dans le mélanome, a permis le développement des thérapies ciblées. Elles ont pour avantage de 

viser spécifiquement la ou les voie(s) de signalisation dérégulée(s) dans les cellules cancéreuses. Elles vont 

donc être adaptées à chaque patient après analyse du profil mutationnel de sa tumeur.  

Comme évoqué précédemment, environ 40% à 60% des mélanomes cutanés portent une mutation du 

gène BRAF (Curtin et al., 2005) qui va engendrer l’activation constitutive de la voie des MAP kinases. 

Quatre-vingt-dix pourcents de ces mutations résultent en la substitution d’une valine (V) par un acide 

glutamique (E) au niveau du codon 600 (BRAFV600E), bien que d’autres substitutions existent (BRAFV600K, 

BRAFV600R). La protéine BRAF sous sa forme mutée est donc une cible thérapeutique très intéressante et a 

permis le développement et des inhibiteurs sélectifs de BRAF : le PLX4032 (Vémurafénib) ou le 

GSK2118436 (Dabrafénib) (Figure 16). Ces derniers agissent comme des inhibiteurs compétitifs de l’ATP 

(Adénosine triphosphate) pour la forme mutée de BRAF et induisent un arrêt de la prolifération dans les cellules 
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cancéreuses. Le Vémurafénib et le Dabrafénib ont l’AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) dans le 

mélanome métastatique chez les patients présentant une mutation BRAFV600E. Ils ont en effet montré leur 

supériorité en terme de survie globale par rapport à la Dacarbazine (Chapman et al., 2011; Hauschild et al., 

2012).  

Plusieurs obstacles se dressent cependant rapidement devant cette thérapie. Tout d’abord, une 

résistance primaire est observée chez environ 25% des patients qui ne montrent aucune réponse objective 

basale (Czarnecka et al., 2020). Ensuite, le problème majeur rencontré chez les patients primo-répondeurs est 

l’apparition d’une résistance acquise (ou secondaire) dans la quasi-totalité des cas, entraînant ainsi des rechutes 

rapides et agressives après 6 à 9 mois de traitements (Nazarian et al., 2010; Wagle et al., 2011). 

Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de BRAF (BRAFi) sont variés et peuvent être dus à 

l’acquisition de nouvelles altérations génétiques ou épigénétiques. Dans 70% à 80% des cas, la résistance est 

liée à une réactivation de la voie des MAPK via des altérations qui surviennent dans d’autres acteurs de la 

voie (NRAS, MEK, NF1…) (Dulgar et al., 2021). A titre d’exemple, des mutations activatrices de NRAS, 

retrouvées dans 30% des cas de résistances acquises, provoquent l’activation de la protéine CRAF, et donc celle 

de la voie des MAPK. D’autres voies dont la fonction est similaire à celle des MAPK peuvent être également 

affectées : c’est le cas par exemple de la voie phosphatidylinositide-3-kinase (PI3K)/AKT qui intervient dans 

la croissance et la survie cellulaire. Enfin, des modifications non génomiques peuvent également entrer en jeu 

dans les résistantes aux BRAFi. Ainsi, une reprogrammation transcriptionnelle par pression thérapeutique 

peut favoriser la résistance aux drogues en modifiant par exemple l’expression de marqueurs de 

différenciation tel que MITF ou de RTKs tels que AXL et EGFR. 

Afin d’améliorer et de prolonger l’efficacité des thérapies ciblées dans le mélanome, ces dernières sont 

aujourd’hui utilisées en combinaison. La stratégie est alors d’associer en première ligne de traitement un 

inhibiteur de BRAF avec un inhibiteur de MEK. Les inhibiteurs de MEK (Tramétinib et Cobimetinib) bloquent 

la voie des MAP Kinases en aval de la protéine BRAF (Figure 16). Ils ont reçu l’AMM en association aux 

inhibiteurs de BRAF dans le traitement du mélanome non résécable ou métastatique porteur d’une mutation 

V600. Cette association améliore la survie sans progression des patients, qui passe de 7 à 8 mois pour un anti-

BRAF seul à 11 à 12 mois pour une combinaison anti-BRAF/anti-MEK (Long et al., 2015; Robert et al., 2014). 

Plus récemment, d’autres inhibiteurs de BRAF (Encorafenib) et de MEK (Binimetinib) ont été développés et 

testés seuls ou en combinaison. En termes de survie sans progression, l’Encorafenib seul a montré sa supériorité 

par rapport au Vemurafenib (9,6 mois contre 7,3 mois) ; la combinaison Encorafenib/Binimetinib améliore 

encore cette SSP (qui passe à 14,9 mois) (Dummer et al., 2018). La combinaison améliore également la survie 

globale qui passe de 16,9 mois (Vemurafenib seul) à 33,6 mois (Ascierto et al., 2020).  Cette association a donc 

reçu l’AMM dans le traitement du mélanome non résécable ou métastatique, chez les adultes porteurs d’une 

mutation BRAF V600. 
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Une autre stratégie, en cours d’évaluation, serait de combiner ces thérapies ciblées avec un traitement par 

immunothérapie.  

 

2.6.1.2. Les anticorps monoclonaux : L’émergence d’une immunothérapie révolutionnaire 
 

Contrairement aux thérapies ciblées, le traitement par immunothérapie ne cible pas directement les 

cellules cancéreuses mais va être destiné à soutenir/réactiver la réponse immunitaire du patient contre la 

tumeur. Autrement dit, cette méthode a donc pour but de faire basculer une tumeur en phase d’échappement 

immunitaire vers une phase d’élimination. Parmi les différentes stratégies exploitées, la plus efficace et utilisée 

à ce jour comme traitement de référence reste l’injection d’anticorps monoclonaux, dits inhibiteurs de « point 

de contrôle » immunitaire (ICI ou ICB : Immune Checkpoint Inhibitors/Blockers). Deux grandes classes d’ICI 

ont été développés : les anti-CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et les anti-PD1 (Programmed Cell 

Death 1) (Figure 16) (Franklin et al., 2017).  

Le CTLA-4 est un récepteur exprimé à la surface des lymphocytes T activés, et qui peut interagir avec 

son ligand B7 exprimé à la surface des cellules présentatrices de l’antigène pour induire une inactivation du 

lymphocyte T. Cette réaction se déroule donc en général dans les organes lymphoïdes secondaires comme les 

ganglions lymphatiques. L’Ipilimumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le CTLA-4 capable de ce fait 

de lever l’inhibition physiologique induit par la liaison CTLA-4-B7.1/B7.2 (ou CD80/CD86) et de restaurer 

ainsi l’activation lymphocytaire (Figure 16 et 17). En 2011, l’Ipilimumab a obtenu l’AMM en 1ère ligne de 

traitement des patients atteints de mélanome métastatique non muté BRAF après avoir démontré une 

amélioration de la survie globale en comparaison avec un traitement par vaccination au GP100 (Hodi et al., 

2010) ou un traitement par Dacarbazine (Robert et al., 2011). Par la suite, Eggermont et ses collègues ont montré 

que ce traitement améliorait également chez des patients avec un mélanome cutané de stade III la survie sans 

récurrence médiane (qui passe de 17 à 26 mois) en comparaison avec un placebo (Eggermont et al., 2015). Des 

effets secondaires sévères d’ordre immunologique tels que des colites, des éruptions cutanées, ou des 

endocrinopathies ont été observés lors de ces études chez un pourcentage plus ou moins élevé de patients (de 

10% à 50%). Actuellement en France, il n’est plus possible de prescrire l’Ipilimumab en monothérapie, dont le 

traitement a été retiré de la « liste en sus » et n’est donc plus remboursé par la sécurité sociale.  

Le PD-1 est un récepteur exprimé à la surface des lymphocytes activés, et qui peut interagir avec son 

ligand principal PD-L1, exprimé à la surface des cellules tumorales et de certaines cellules immunitaires 

(macrophages associés à la tumeur, certains lymphocytes). Cette interaction a donc lieu directement dans le 

microenvironnement tumoral, dans une phase plus tardive que celle entre CTLA4 et B7. Dès 2012, une 

nouvelle classe d’ICI dirigée contre le récepteur PD-1 est arrivée avec le Nivolumab et le Pembrolizumab. 

Ces deux agents ont également pour but de lever l’inhibition des lymphocytes T dirigés contre la tumeur (Figure 

16 et 17) et ont obtenu l’AMM en 2015, en utilisation de 1ère ligne pour les patients BRAF non muté (BRAFWT) 



29 
 

et en seconde ligne chez les patients BRAF mutés ayant échappé à la thérapie ciblée. Ils ont tous deux montré 

leur supériorité par rapport à l’Ipilimumab. En effet, chez les patients avec un mélanome avancé ayant déjà 

échoué à une première thérapie systémique, le Pembrolizumab améliore la survie globale à 12 mois des qui 

passe de 58,2% avec l’Ipilimumab à 74.1% avec le Pembrolizumab. Son taux de réponse est également bien 

supérieur (33% contre 11%) (Robert et al., 2015a). En première ligne chez les patients BRAFWT, le Nivolumab 

montre également une bonne efficacité avec un taux de réponse de 40% (versus 14% pour la Dacarbazine) et 

un taux de survie à 1 an de presque 73% (contre 42% pour la Dacrabazine) (Robert et al., 2015b). Le Nivolumab 

s’est également montré performant chez les patients n’ayant pas répondu ou ayant échappé aux anti-CTLA4 

(Ipilimumab) en augmentant le taux de réponse objective chez ces patients (Weber et al., 2014).  

Contrairement aux inhibiteurs de MEK/BRAF, les anti-PD1 ont le double avantage de ne pas limiter 

leur action au mélanome mutés BRAF et d’offrir aux patients une réponse prolongée. Dorénavant, leur 

utilisation en 1ère ou 2cde ligne est laissé à l’appréciation du clinicien selon plusieurs critères (l’échelle de 

performance du patient, les organes impliqués, la charge tumorale, la cinétique de progression tumorale, etc.), 

indépendamment du statut mutationnel de la tumeur.  

Les anti-PD1 et les anti-CTLA4 agissant avec des mécanismes et surtout à des sites d’action différents, 

il était rationnel de tester l’association de ces deux classes d’anticorps. Un effet synergique des deux molécules 

a été tout d’abord montré in vivo chez la souris, en adéquation avec une augmentation du ratio lymphocytes T 

effecteurs/lymphocytes T régulateurs (Teff/Treg) et une diminution des MDSCs dans la tumeur (Curran et al., 

2010). Des études de phase III chez l’Homme a ensuite confirmé l’intérêt de ce traitement combiné en termes 

de survie sans progression (Larkin et al., 2015), et de survie globale (Wolchok et al., 2017). L’étude de Larkin 

et al a été actualisée avec des données à 5 ans (Larkin et al., 2019) : le taux de réponse objective pour la 

combinaison est de 58% et la survie globale de 52%. Cette efficacité est cependant obtenue au prix d’une toxicité 

élevée avec des évènement indésirables de grade 3-4 (sévères) chez près de 60% des patients.  

Cet axe thérapeutique a révolutionné la prise en charge du cancer (notamment du mélanome) et a fait 

l’objet de 2 prix Nobel de médecine en 2018 remis au Professeur James Allison et au Professeur Tasuko Honjo.  

 

2.6.1.3. Les phénomènes de résistance aux immunothérapies 

Même si les traitements par Immunothérapies peuvent être très efficaces chez certains patients, une 

grande proportion de patients ne répond malheureusement pas à ces anticorps monoclonaux. De plus, certains 

patients qui répondent en premier lieu aux ICI rechutent après une période de traitement plus ou moins longue. 

Les résistances aux immunothérapies peuvent donc être primaires (le patient ne répond pas initialement), 

adaptatives (réponse initiale mais progression à cause de certains clones résistants présents dès le départ et 

sélectionné par pression thérapeutique), ou acquises (réponse objective et progression après une assez longue 

période de temps à cause d’altérations acquises pendant le traitement) (Sharma et al., 2017). 
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(iv) Les résistances primaires et adaptatives aux immunothérapies 

Les mécanismes de résistances primaires et adaptatives peuvent être dus à des facteurs intrinsèques 

et extrinsèques à la cellules tumorale.  

• Les facteurs de résistance intrinsèques à la cellule tumorale :   

 La première raison pour laquelle une tumeur va résister aux ICI est l’absence de sa reconnaissance par 

les lymphocytes T, via la perte des protéines antigéniques. D’autre part, les cellules cancéreuses peuvent 

porter des antigènes reconnus par le système immunitaire mais développer des défauts de présentation 

antigénique à la surface du CMH de classe I via l’altération de protéines dans la machinerie de présentation 

(2-microglobuline e.g.) (Figure 18) (Sharma et al., 2017).  

En 2016, les caractéristiques génomiques et transcriptomiques provenant des tumeurs de patients 

résistants aux anti-PD1 ont été étudiées (Hugo et al., 2016). Les données génomiques ont tout d’abord montré 

que les patients avec une haute charge mutationnelle avaient une meilleure survie, indépendamment de leur 

réponse aux anti-PD1. En revanche, les patients répondeurs présentent des mutations plus fréquentes du gène 

BRCA2 (Breast Cancer 2), impliqué dans la réparation double-brin de l’ADN, que les patients non répondeurs. 

L’hypothèse la plus probable serait que le défaut de réparation de l’ADN pourrait aboutir à des signatures 

mutationnelles spécifiques qui contribueraient à la réponse aux anti-PD1. La présence de mutations de BRCA2 

pourrait donc potentiellement être un marqueur prédictif pour la réponse aux anti-PD1.  

L’analyse de la signature transcriptionnelle des tumeurs résistantes aux anti-PD1, nommée IPRES 

(Innate anti-PD-1 Resitance Signature), a montré la surexpression de gènes impliqués dans des mécanismes 

importants tels que la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), le remodelage de la 

MEC, la cicatrisation ou encore l’angiogenèse. Ces mécanismes ont eux-mêmes un impact, direct ou indirect, 

sur l’infiltration ou la fonction des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral. Plusieurs voies 

de signalisations, liées à ces mécanismes, sont touchées par ces altérations (Figure 18). Les principales sont : 

- La voie WNT/caténine. La voie WNT est impliquée dans la différenciation des mélanocytes et dans 

le switch épitélio-mésenchymateux des cellules de mélanome. De manière intéressante, l’étude de 

Hugo et al montre des altérations de la voie WNT chez les patients non-répondeurs (WNT5A, ROR2), 

mais aussi dans d’autres gènes impliqués dans la plasticité des cellules de mélanome et la TEM (comme 

AXL, LOWL2).  

La stabilisation de la −caténine, qui provoque une activation constitutive de la voie WNT est corrélée 

chez l’Homme avec une exclusion des lymphocytes T de la tumeur (Spranger et al., 2015). Dans un 

modèle murin, les mêmes auteurs ont montré que l’exclusion des lymphocytes T CD8+ était liée à 

l’absence d’un certain sous-type de cellules dendritiques : les CD CD103+, responsables de l’amorçage 

(ou « priming ») des lymphocytes T. L’activation de la voie WNT provoque en effet un changement 
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phénotypique des cellules et la diminution de l’expression de la chimiokine CCL4, qui attire les CD 

CD103+.  

 

- La voie PI3K. Il a été montré que la perte de la protéine PTEN, provoquant une activation constitutive 

la voie PI3K, était associée à la résistance aux immunothérapies (Peng et al., 2016). La perte de PTEN 

serait en effet corrélée avec une diminution de l’expression de l’IFN- et du granzyme B (The Cancer 

Genome Atlas) et avec l’infiltration des CD8+. Dans un modèle murin de mélanome, le traitement des 

tumeurs avec un inhibiteur sélectif de PI3K favorise leur réponse aux anti-PD1, renforçant l’idée que 

la voie PI3K joue un rôle dans la réponse aux ICI.  

 

- Très récemment, l’axe MNK1/2-eiF4E (MAPK interacting protein kinases 1/2 and Eukaryotic 

translation initiation factor 4E), lié à la voie des MAPK et qui régule la traduction des ARNm, a 

également montré son implication dans la résistance aux immunothérapies (Huang et al., 2021). Cette 

étude montre que phospho-eiF4E (activé par MNK1/2) contrôle l’expression traductionnelle de NGFR 

(Nerve Growth Factor Receptor), un effecteur très important du switch phénotypique des cellules 

cancéreuses. Les cellules cancéreuses alors dédifférenciés sous-expriment l’antigène spécifique 

Melan-A, perturbant ainsi la reconnaissance antigénique par les lympocytes. Par ailleurs, phospho-

eiF4E régule aussi traductionnellement la cytokine CCL5, importante dans le recrutement de MDSCs. 

Enfin, l’activation de la voie MNK1/2-eiF4E dans les cellules myéloïdes infiltrant la tumeur (MDSC 

et CD) provoque l’expression du ligand inhibiteur PD-L1, qui favorise l’échappement de la tumeur. 

L’inhibition des kinases MNK1/2 réverse tous ces phénotypes et sensibilise les tumeurs de mélanome 

aux anti-PD1. Une autre étude a également montré que la stimulation du complexe eiF4F provoquait 

l’augmentation de l’expression de PD-L1 via la régulation traductionnelle de STAT1 (Cerezo et al., 

2018). 

 

- La voie de l’IFN-. Cette voie est essentielle et jouent un rôle clé dans les résistances primaires, 

adaptatives et mêmes acquises aux inhibiteurs de checkpoint. Elle présente à la fois des effets 

bénéfiques et délétères dans la réponse immunitaire antitumorale. D’un côté, elle favorise la 

présentation antigénique via l’augmentation des protéines de la machinerie de présentation, permet le 

recrutement d’autres cellules immunitaires et possède des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques sur 

les cellules tumorales. De l’autre, l’exposition continue d’IFN- peut provoquer une immuno-édition 

des cellules cancéreuses et engendrer leur échappement immunitaire (Benci et al., 2016).   

Les cellules cancéreuses échappent en général en effets antitumoraux de l’IFN par sous-expression ou 

mutation des effecteurs de cette voie comme les récepteurs à cette cytokine JAK1/2 (Janus Kinase 1/2) 

et les facteurs de transcriptions STATs (Signal Transducer and Activators of Transcription). L’analyse 

des patients qui ne répondent pas aux anti-CTLA4 a montré qu’ils portaient fréquemment des mutations 



Figure adaptée de : Sharma et al, 2017, Cell

Dans les organes lymphoïdes secondaires ainsi que dans le microenvironnement tumoral (MET), des

interactions entre cellules immunitaires et cellules tumorales s’établissent. Ainsi, les cytokines (TGF-

b, CSF-1) et métabolites (Adénosine) relargué(e)s par les cellules immunosuppressives façonnent la

tumeur en influant sur la migration, la différenciation et la fonction des cellules immunitaires. De la

même manière, les molécules inhibitrices (CTLA-4, PD1, PD-L1, LAG3, TIM3) exprimées à la surface

des cellules tumorales ou immunitaires régulent les fonctions effectrices des cellules immunitaires

antitumorales. Ces phénomènes, étroitement liés à la composition du microenvironnement tumoral,

participent à la résistance aux immunothérapies.

B2M : beta2-microglobuline – CPA : Cellule présentatrice de l’antigène – CMH : Complexe Majeurd’Histocompatibilité – Mϕ II : Macrophage M2 –TCR : Récepteur du lymphocyte T (T Cell Receptor)

Figure 19 : Mécanismes de résistance aux immunothérapies extrinsèques à la cellule tumorale
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des gènes impliqués dans cette voie (Gao et al., 2016). Ces mutations empêchent les cellules 

cancéreuses de répondre à la stimulation par l’IFN- et leurs donnent un avantage pour échapper aux 

lymphocytes T. De plus, des mutations dans cette voie aboutissent à la perte d’expression de PD-L1 à 

la surface des cellules tumorales, rendant les patients résistants aux bloqueurs d’anti-PD1 également 

(Shin et al., 2017). 

Ces éléments suggèrent un rôle important de la plasticité tumorale dans la résistance aux inhibiteurs 

de « checkpoint ». Certaines modifications épigénétiques de l’ADN dans les cellules cancéreuses peut 

également favoriser la résistance aux ICI en provoquant le changement d’expression des gènes immuns et ainsi 

impacter certains mécanismes importants comme la transformation de la protéine antigénique ou sa 

présentation. De manière intéressante, des facteurs de déméthylation peuvent rétablir l’expression de certains 

de ces gènes immuns et avoir un impact thérapeutique intéressant (Héninger et al., 2015).   

Il faut cependant garder à l’esprit que certains de ces facteurs intrinsèques vont jouer directement sur 

les facteurs de résistance extrinsèque à la cellules tumorale. Par exemple, l’augmentation de l’expression des 

gènes immunosuppresseurs (IL10, VEGFA, VEGFC) et des gènes impliqués dans le chimiotactisme des 

monocytes et des macrophages (CCL2, CCL7, CCL8 et CCL13) (Hugo et al., 2016) va jouer un rôle direct dans 

la composition de l’environnement tumoral.  

• Les facteurs de résistance extrinsèques à la cellule tumorale :   

Les facteurs extrinsèques qui participent à la résistance primaire ou adaptive aux ICI impliquent des 

cellules immunitaires trouvées dans le microenvironnement tumoral comme les lymphocytes Tregs, les 

MDSCs et les macrophages M2 (Figure 19). 

Dans des modèles murins, il a été montré que la réponse aux anti-CTLA-4 était associée à une augmentation du 

ratio LTeff/LTreg. Ce shift serait dû à la fois à l’augmentation des LTeff et à la déplétion des LTregs (Simpson et 

al., 2013). Les tumeurs pour lesquels le traitement par immunothérapie est incapable de provoquer 

l’augmentation des LT effecteurs ou la diminution des LT régulateurs seront très probablement résistantes au 

traitement. 

La présence de MDSCs dans les cancers humains est corrélée à un mauvais pronostic de survie. Certaines études 

ont montré que la présence de MDSCs chez les patients atteints d’un mélanome était corrélée avec une moins 

bonne efficacité des inhibiteurs de checkpoint immunitaire (Hou et al., 2020; Meyer et al., 2014). Les MDSCs 

peuvent contribuer à la résistance aux immunothérapies de plusieurs manières. Ils peuvent en effet cibler 

directement les lymphocytes T et provoquer leur dysfonctionnement (voir paragraphe A.2.5.2.1-iii) ou 

structurer le microenvironnement tumoral via le réseau de molécules immunosuppressives qu’ils sécrètent 

(augmentation des macrophages M2 et des Tregs e.g.).  

Les macrophages associés à la tumeur (TAMs), qui incluent à la fois les macrophages M1 et M2, sont un 

autre type de cellules immunitaire qui peut affecter la réponse aux immunothérapies. Des études cliniques dans 
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plusieurs types de cancer montrent une association entre le fort pourcentage de TAMs (notamment de type M2) 

dans les tumeurs et leur mauvais pronostic (Hu et al., 2016). Une étude dans un modèle de carcinome 

hépatocellulaire a montré que les macrophages pouvaient inhiber la réponse des lymphocytes T via l’expression 

du ligand PD-L1 (Kuang et al., 2009). De manière intéressante, une autre étude dans le cancer du pancréas 

murin (dont l’infiltrat immun est largement composé de TAMs), a montré que le blocage du récepteur 

macrophagique CSF-1R induisait une diminution du nombre de TAMs, une augmentation de l’expression des 

molécules du checkpoint (comme PD-L1 et CTLA-4) et potentialisait la réponse aux ICI (Zhu et al., 2014). La 

diminution du nombre de TAMs permettrait donc dans des cancers à infiltrat myéloïdes de lever la résistance 

aux immunothérapies.  

En dehors de la composition cellulaire du microenvironnement tumoral, d’autres facteurs extrinsèques 

à la cellule tumorale peuvent jouer un rôle dans la résistance aux immunothérapies. Ainsi, des résistances 

adaptatives développées pendant un traitement aux ICI ont fait suite à la régulation positive de « checkpoints » 

immunitaires alternatifs tels que LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) ou TIM-3 (T-cell immunoglobulin, 

mucin domain-3 protein) (Koyama et al., 2016). Dans le carcinome du poumon non à petites cellules, la 

surexpression de ces molécules inhibitrices est corrélée avec un état d’épuisement des lymphocytes T et a 

pour conséquence la résistance aux ICI (Thommen et al., 2015).   

(v) Les résistances acquises aux immunothérapies 

Environ un quart des patients montrant une réponse objective aux anti-PD-1 ou anti-CTLA-4 vont 

malheureusement finir par rechuter après une période qui peut aller jusqu’à plusieurs années.  

 

L’un des mécanismes de résistance acquise est la perte de la présentation antigénique. En effet, dans 

une étude évaluant les mécanismes de résistance acquises aux anti-PD1 (Zaretsky et al., 2016), il a été montré 

que les cellules tumorales des patients ayant rechuté pouvait porter une mutation homozygote du gène de la -

microglobuline, qui aboutit à une forme tronquée de la protéine B2M (Figure 18). Sans protéine B2M 

fonctionnelle, la molécule du MHC I ne peut être exprimée correctement à la surface de la cellule et les antigènes 

ne peuvent donc être présentés. Chez deux autres patients de cette étude, des mutations perte de fonction des 

kinases JAK1 et JAK2, non présentes dans la biopsie pré-traitement, ont été retrouvées. Elles permettent aux 

cellules cancéreuses d’échapper à l’effet antiprolifératif de l’IFN-.  Comme dans le cas de résistances primaires, 

l’altération de ces voies de signalisation importantes dans la réponse immunitaire sont impliquées dans les 

mécanismes de résistances acquises.  

 

Enfin, étant donné que les lymphocytes T antitumoraux sont spécifiques des cellules cancéreuses 

exprimant leurs propres antigènes, il est possible que ces dernières développent des résistances via la 

diminution de l’expression ou via des mutations de ces antigènes spécifiques. Des données suggèrent en effet 

que les lymphocytes T réactivés par les ICI reconnaissent en premier lieu les néoantigènes tumoraux 
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(Schumacher and Schreiber, 2015). Par conséquent, les délétions génétiques, mutations ou changements 

épigénétiques qui mèneraient à la perte d’expression de ces néoantigènes présentés par les molécules du CMH 

permettrait l’acquisition de résistance aux ICI. 

 

2.6.2.  Les nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur l’Immunothérapie 

 

Depuis quelques années, l’engouement pour les thérapies basées sur la réponse immunitaire 

antitumorale bat son plein. Ainsi, toutes sortes de stratégies ont vu le jour : utilisation de cytokines, de vaccins 

à ADN ou ARN, d’agonistes aux récepteurs des LT, ou encore de TCR solubles ciblant les antigènes tumoraux 

(Steininger et al., 2021; Zhao et al., 2019b). Ici, nous nous concentrerons sur les stratégies les plus abouties et 

les plus encourageantes : l’immuno-virothérapie et le transfert adoptif de cellules.  

2.6.2.1. L’immuno-virothérapie oncolytique T-VEC 

Le Talimogene laherparepvec (T-VEC), un virus HSV (Herpes Simplex Virus) de type 1 

génétiquement modifié, est la première thérapie par virus oncolytique approuvée par la FDA (Food and Drug 

Agency) et l’AEM (l’Agence Européenne du Médicament) pour un traitement local du mélanome non résécable 

de stades IIIB, IIIC ou IVM1a. Il n’est cependant pas encore disponible en France. Il a été développé en 2003 

et testé in vitro et in vivo chez la souris dans différentes tumeurs solides afin de maximiser la réponse 

immunitaire dirigée spécifiquement contre les cellules cancéreuses. Tout d’abord, grâce à la délétion du gène 

de la proteine ICP34.5 (Infected Cell Protein 34.5) qui permet d’échapper aux voies cellulaires de réponse 

antivirale, le virus génétiquement modifié n’est plus aussi pathogène et va se répliquer sélectivement dans les 

cellules tumorales (dont les voies de réponse antivirale sont souvent défectueuses). Ensuite, grâce à la délétion 

du gène viral ICP47 (Infected Cell Protein 47) codant la protéine ICP47 qui bloque habituellement la 

présentation antigénique, il va favoriser la présentation de peptides antigéniques tumoraux présentés par le 

MHC I, renforçant ainsi la réponse immunitaire. Enfin, l’insertion de deux copies du gènes GM-CSF 

(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) humain va permettre le recrutement de cellules 

dendritiques sur le lieu de la tumeur (Liu et al., 2003). Après injection du virus dans la tumeur, le T-VEC se 

réplique dans les cellules cancéreuses infectées et les lyse. La libération des fragments variés qui en résulte, 

comme des antigènes associés à la tumeur et du GM-CSF, va initier une réponse immunitaire locale et favoriser 

la migration des cellules dendritiques. Ces dernières vont alors pouvoir engendrer une réponse immunitaire 

systémique par présentation des antigènes aux LT CD4+ et LT CD8+ dans les ganglions lymphatiques 

régionaux (Figure 20). 

En 2015, une étude clinique de phase 3 chez patients atteints de mélanome métastatique montre que 

l’injection intratumorale de T-VEC améliore le taux de réponse durable (16,3% vs 2,1%) et la survie globale 

(23,3 mois vs 18,9 mois) par rapport à une injection sous-cutanée de GM-CSF (Andtbacka et al., 2015). En 

2016 et 2018, des études de phase 1 (Puzanov et al., 2016) de phase 2 (Chesney et al., 2018) montrent qu’en 
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combinaison avec un anti-CTLA4 (Ipilimumab), le Talimogene laherparepvec augmente le taux de réponse 

objectif par rapport à l’Ipilimumab seul. Enfin, en 2017, un essai clinique de phase 1b étudie l’effet de la 

combinaison pembrolizumab (anti-PD-1) plus traitement intratumoral par T-VEC par analyse du taux de 

réponse des patients et des infiltrats immuns sur biopsies avant et pendant le traitement (Ribas et al., 2017). 

Ils observent alors par des critères de réponse liée à l’immunité (irRC) que 62% des patients testés répondent 

à la combinaison sans subir d’effets indésirables plus importants qu’avec chaque traitement seul. De manière 

intéressante, les patients répondent à ce traitement et montrent une augmentation des LT CD8+ et de 

l’expression de PD-L1 indépendamment de leur niveau d’infiltration basal de lymphocyte. Ceci suggère bien 

l’intérêt d’un pré-traitement par virus oncolytique afin d’amorcer la réponse innée puis adaptative dans le but 

de maximiser l’effets des anti-PD-1. Une étude clinique de phase 3 chez plus de 700 participants atteints de 

mélanome non résécable de stade IIIB et IVM1c comparant la réponse au Pembrolizumab et celle du 

Pembrolizumab + Talimogene laherparepvec est en cours et devrait aboutir au courant de l’année 2022 

(NCT02263508).  

 

2.6.2.2. Le Transfert Adoptif de Cellules : « TIL » et lymphocytes génétiquement modifiés  

Le transfert adoptif de cellules (ou TAC/ACT : Adoptive Cell Transfer) est une immunothérapie 

anticancéreuse personnalisée. Elle se base en effet sur l’utilisation, chez les patients atteints de cancer, de leurs 

propres cellules immunitaires ayant développé une activité antitumorale directe. Lors de cette thérapie, des 

lymphocytes antitumoraux sont prélevés du patient, mis en culture in vitro et sélectionnés/ou génétiquement 

modifiés pour leur capacité à reconnaître et agir contre la cellule tumorale (Rosenberg and Restifo, 2015). 

La culture de ces cellules in vitro dispense de l’immunosuppression qui survient normalement in vivo dans 

l’environnement tumoral. Le TAC permet la manipulation de l’hôte avant le transfert, afin de générer un 

microenvironnement favorable à l’immunité antitumorale. Enfin, en plus de leur activité cytotoxique 

spécifique des antigènes tumoraux, les lymphocytes réactifs transférés peuvent générer une réponse 

lymphocytaire mémoire, permettant potentiellement au patient d’être protégé à long-terme contre la tumeur.  

Cette thérapie par transfert adoptif de lymphocytes est donc une thérapie d’avenir dans de nombreux types de 

cancers (Ribas, 2021). 

 Le transfert adoptif de cellules peut utiliser soit les cellules immunitaires de l’hôte qui présentent 

naturellement une réactivité contre la tumeur (TA de « TIL »), soit des cellules immunitaires de l’hôte 

génétiquement modifiées avec un TCR antitumoral ou un récepteur antigénique chimérique (CAR : 

Chimeric Antigen Receptor). Ces deux types d’approches ont pu montrer leur intérêt via des régressions 

tumorales spectaculaires et des réponses à long-terme dans différents cancers dont le mélanome. 

• Le transfert adoptif de « TIL » 
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L’ensemble des lymphocytes retrouvés au sein de la tumeur, appelés TIL (Tumor Infiltrating 

Lymphocytes), contient des cellules capables de reconnaître spécifiquement la tumeur autologue. C’est de 

cette découverte dans les années 1980 ainsi que des essais murins de TAC à la même période qu’est né le 

premier essai de transfert adoptif de lymphocyte chez l’Homme en 1988 (Rosenberg et al., 1988). Il montre que 

le transfert adoptif de TIL autologues, en parallèle de l’injection du facteur de croissance lymphocytaire IL-2 

(Interleukin-2), peut provoquer la régression du cancer chez des patients avec un mélanome métastatique. 

Malheureusement, cette réponse est relativement transitoire et les cellules transférées disparaissent de la 

circulation sanguine peu de temps après leur injection. Quinze ans plus tard, une découverte améliore 

considérablement l’utilisation du TAC : la lymphodéplétion (ou élimination des cellules lymphoïdes) du 

patient par chimiothérapie juste avant le transfert des TIL favorise la régression tumorale et permet la 

repopulation à long-terme des lymphocytes antitumoraux injectés (Dudley et al., 2002). Bien que des TIL 

peuvent être isolés et amplifiés in vitro depuis toute sorte de tumeur, il semble que le mélanome soit le seul 

cancer pour lequel l’obtention de culture de lymphocytes capables de reconnaître spécifiquement la tumeur est 

reproductible. Cette approche utilisant des TIL autologues reste donc pour le moment la plus efficace pour 

induire une régression tumorale durable chez les patients atteints de mélanome. L’approche générale utilisée est 

la suivante (Figure 21) : l’échantillon de mélanome prélevé est divisé en fragments multiples individuellement 

cultivés dans du milieu supplémenté en IL-2. Les lymphocytes intratumoraux se multiplient, envahissent et 

détruisent la tumeur en 2-3 semaines. Les cultures pures de lymphocytes obtenues peuvent alors être testées 

(en coculture) pour leur réactivité contre la tumeur. Les cultures individuelles sélectionnées sont alors 

amplifiées en présence de cellules nourricières, d’anticorps anti-CD3 et d’IL-2. Cinq à six semaines après 

résection de la tumeur, le patient subit une chimiothérapie pour éliminer ses cellules lymphoïdes, le plus souvent 

par injection de cyclophosphamide et de fludarabine. Juste après, jusqu’à dix millions de lymphocytes obtenus 

in vitro lui sont administrés en parallèle d’un traitement IL-2. Dans l’étude pilote de Dudley et al, une régression 

objective du cancer a été observée dans 49% des cas (21 patients), dont 12% de régression complète. Une 

autre étude sur un plus grand nombre de patients quelques années plus tard a ensuite montré que ce taux de 

réponse objective pouvait aller jusqu’à 72% (en fonction de la méthode pré-traitement de déplétion utilisée) 

(Rosenberg et al., 2011). Vingt-deux pourcent des patients ont répondu de manière complète et le taux de survie 

à 5 ans est de 29% de manière générale mais de 93% chez les patients qui avaient obtenu une régression 

complète. Récemment, une étude clinique de phase 2 chez 66 patients avec un mélanome métastatique non 

résécable et ayant échappé à leur première ligne de traitement (ICI ou thérapies ciblées) a été menée (Sarnaik 

et al., 2020). En utilisant le protocole classique (décrit ci-dessus), ils ont obtenu un taux de réponse globale de 

36% et taux de contrôle de la maladie de 80%. Après plus de 18 mois d’observation, la durée de réponse 

médiane n’a pas encore été atteinte. Cependant, la toxicité, notamment due à l’administration d’IL-2 est élevée 

avec des effets indésirables de grade 3 ou 4 chez 97% des patients.   

Etant donné les résultats encourageants de la thérapie par TIL dans le mélanome, de nombreux centres 

anticancers à travers le monde ont mené des études pour reproduire et optimiser ce traitement. La bonne 
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compréhension et caractérisation des TIL capables de reconnaître la tumeur est importante pour contrôler au 

mieux cette thérapie. Les antigènes de mélanome peuvent être divisés en deux catégories : les antigènes 

associés à la tumeur qui sont des antigènes du soi exprimés de manière aberrante dans les cellules cancéreuses, 

et les antigènes spécifiques de la tumeur, qui sont des néoantigènes (résultats de mutations) exprimés 

uniquement par les cellules tumorales. Depuis des années maintenant, nous savons que les TIL reconnaissent 

fréquemment les antigènes associés à la tumeur tels que des antigènes de différenciation du mélanome. Ainsi, 

les antigènes MART-1 et gp100 sont reconnus par une majorité de TIL sélectionnés (Kvistborg et al., 2012). 

D’un autre côté, les néoantigènes sont des cibles très intéressantes car ils ont le potentiel d’être complètement 

étranger à l’hôte et ne devrait donc bénéficier d’aucune tolérance du système immunitaire central. Les progrès 

techniques de ces dernières années qui ont vu naître le séquençage exonique haut-débit et le développement 

de plateforme de screening pour des lymphocytes T spécifiques d’antigènes ont permis de caractériser de 

manière systématique les antigènes mutés reconnus par les TIL des patients. En ce sens, il a été montré que les 

tumeurs avec une haute charge mutationnelle était plus susceptibles de répondre aux immunothérapies de 

manière générale (Schumacher and Schreiber, 2015). En 2014, l’équipe du Dr. Robins montre que ce concept 

est possible (Figure 22) en identifiant chez deux patients atteints de mélanome ayant répondu durablement au 

transfert de TIL les cibles mutées reconnues par ces derniers (Lu et al., 2014). La même année, l’équipe du Dr. 

Rosenberg montre alors dans un modèle de carcinome que le transfert adoptif de TIL enrichis avec des cellules 

spécifiques de néoantigènes stabilise (1ère injection avec 25% de TIL spécifiques) puis fait régresser assez 

drastiquement (2ème injection avec > 95% de TIL spécifiques) la tumeur (Tran et al., 2014). Une étude clinique 

de phase I/II chez 10 patients traités par TA de TIL montre une régression tumorale dans 50% des cas qui semble 

être due à l’action des TIL spécifiques de néoantigènes. En effet, l’analyse immunitaire montre que chez les 3 

patients répondeurs testés, des lymphocytes T spécifiques de néoantigènes ont été détectés à chaque fois dans 

les produits de perfusion des TIL. L’activité de ces lymphocytes, dans les deux tiers des cas, s’est de plus 

considérablement amélioré après la transfert adoptif (van den Berg et al., 2020). Ces études suggèrent que les 

néoantigènes résultant de mutations sont en effet des cibles intéressantes et prometteuses dans la thérapie par 

transfert de TIL.  

• Le transfert adoptif de lymphocytes génétiquement modifiés  

 

La seconde stratégie du transfert adoptif de cellules, notamment pour les tumeurs de patients qui ne 

parviennent pas à développer des TIL réactifs de façon constante, est d’introduire dans les lymphocytes T 

normaux de patients des récepteurs antitumoraux. La spécificité des lymphocytes peut en effet être redirigé 

par l’intégration de gènes codant soit des TCR alpha-beta conventionnels, soit des récepteurs chimériques 

(CAR) (Figure 23). Les lymphocytes avec un TCR conventionnel reconnaissent les antigènes transformés et 

présentés par les molécules du CMH de l’hôte. Les CAR sont des récepteurs artificiels construits par liaison 

entre la région variable de l’anticorps (reconnaissant l’antigène) et les chaînes de signalisation intracellulaire 

(CD3-, CD28, 41BB), souvent en combinaison avec des molécules de costimulation. Cela leur permet d’être 
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complètement activés lors de la liaison avec l’antigène correspondant.  A contrario des LT-TCR, les LT-CAR 

reconnaissent donc les antigènes à la surface des cellules, qu’ils soient ou non présentés par les molécules du 

CMH (Rosenberg and Restifo, 2015; Simon and Uslu, 2018). Deux questions sont primordiales quant à 

l’utilisation des lymphocytes génétiquement modifiés : quel sous-type de lymphocytes doit être utilisé et quelle 

cible antigénique doit être sélectionnée ?  

Des études chez la souris, chez le singe ou plus récemment chez l’Homme suggèrent que l’utilisation 

de lymphocytes dans un stade précoce de différenciation (comme les LT naïfs, ou mémoires centraux), qui 

sont plus aptes à survivre et assurer leur fonction après transfert chez l’hôte, améliore la réponse immunitaire 

antitumorale (Berger et al., 2008; Klebanoff et al., 2005; Sommermeyer et al., 2016). Beaucoup d’études se 

sont concentrées sur les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Paradoxalement, les lymphocytes T CD8+ perdent 

peu à peu leur fonctionnalité lorsqu’elles se différencient et acquièrent la capacité de lyse des cellules cibles 

(Gattinoni et al., 2005; Gattinoni et al., 2011; McLellan and Ali Hosseini Rad, 2019).  

Le choix de la cible antigénique est également très important dans la construction des LT-CAR. 

Contrairement aux TIL autologues naturellement générés chez l’hôte qui présentent différents degrés d’affinité 

pour leur antigène cible, les lymphocytes génétiquement modifiés reconnaissent leur cible avec une très forte 

affinité. Cette capacité améliore potentiellement la réactivité de ces cellules contre la tumeur, mais est à l’origine 

de sévères effets toxiques dits « off-tumor, on-target » lorsque l’antigène est exprimé, même en moindre 

mesure, dans les cellules normales. Ainsi, le transfert de LT-CAR dirigés contre MART-1 et gp100 chez des 

patients avec un mélanome métastatique provoque une régression chez 30% des patients mais aboutit à la 

destruction des mélanocytes normaux de peau, des yeux ou des oreilles, provoquant des effets indésirables 

graves (Johnson et al., 2009). Idéalement, la cible des LT-CAR ne doit donc être exprimée que par la tumeur, 

ou dans une moindre mesure pas des tissus normaux non-essentiels et induire une réponse antitumorale efficace. 

Dans les cancers hématologiques, ces conditions ont pu être réunies et permettre la génération de LT-CAR-

CD19 utilisés pour la première fois en application clinique en 2010 (Kochenderfer et al., 2010) et de nombreuses 

autres fois depuis. Chez ces patients, la perte des lymphocytes B peut être compensée par l’injection périodiques 

d’immunoglobulines. Dans le mélanome, le CSPG4 (melanoma-associated chondroitin sulphate proteoglycan) 

semble être un bon candidat. Cet antigène, exprimé dans 90% des mélanomes (et dans d’autres cancers), joue 

un rôle important dans la progression de ce cancer, et n’est pas exprimé dans les tissus sains (Campoli et al., 

2004). Récemment, une étude in vitro (sur sphéroïdes) et in vivo (chez la souris) a montré l’intérêt de LT-CAR-

CSPG4 particuliers dans le sarcome à tissus mous (Leuci et al., 2020). Cependant, il a été observé chez certains 

patients traités par TAC et initialement répondeurs, une progression de la tumeur due au mécanisme 

d’échappement immunitaire. Sous pression thérapeutique, les cellules tumorales contournent la reconnaissance 

antigénique en réduisant, par exemple, l’expression des antigènes cibles. Pour prévenir ce genre de phénomène, 

une équipe a travaillé sur la génération de NKT-CAR spécifique du CSPG4 (Simon et al., 2018a). Les cellules 

NKT partagent les caractéristiques des LT et des NK, ont l’avantage d’avoir leur propre activité antitumorale, 

médiée par leur TCR endogène qui est activé par des glycolipides présentés par le ligand CD1b des CPA (Exley 

et al., 2017). L’équipe de Simon et ses collègues a alors montré que l’activité lytique spécifique de ces cellules, 
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in vitro, était au moins aussi importante que celle des LT-CAR. De manière importante, leur activité 

cytotoxique intrinsèque semble être maintenue. Cette caractéristique pourrait permettre, en cas de perte 

antigénique, de maintenir l’activité tumorale et de garder ainsi le contrôle de la tumeur. Des études cliniques 

plus approfondies seraient nécessaires pour affirmer le potentiel de ces cellules en thérapie adoptive dans le 

cadre du mélanome.  

Dans d’autres cancers, d’autres stratégies de double-ciblage des LT-CAR ont vu le jour au fil des 

années dans le but d’améliorer l’efficacité mais également de prévenir la toxicité liée aux effets « off-tumor, 

on-target » des traitements (Hong et al., 2020). La 1ère méthode est de modifier génétiquement les lymphocytes 

avec deux récepteurs chimériques qui s’activent uniquement en présence des deux antigènes cibles (logique 

combinatoire « ET »), augmentant ainsi la spécificité des effets cytotoxiques (Figure 24). La seconde, qui se 

base sur une logique combinatoire dite « ET-NON », prévient également les effets cytotoxiques contre les 

cellules saines. Cette stratégie utilise un CAR inhibiteur (iCAR) qui cible un antigène trouvé dans les tissus 

sains, couplé avec un CAR activateur qui cible l’antigène associé à la tumeur (Figure 24). Enfin, la troisième 

méthode (logique combinatoire « OU »), permet d’augmenter l’efficacité tumorale et de prévenir l’échappement 

immunitaire en contournant le problème de la perte antigénique. Dans ce cas, les CAR peuvent reconnaître deux 

antigènes associés à la tumeur, et chacun d’entre eux peut cette fois-ci activer le lymphocyte indépendamment.  

 

Actuellement, 8 études cliniques sur les LT-CAR dans le mélanome, ciblant différents antigènes, sont 

en cours aux Etats-Unis, en Allemagne et en Chine (https://clinicaltrials.gov/Melanoma&term=CAR+T+cells).  

Parallèlement, de nouvelles stratégies se mettent en place pour contrer les obstacles auxquels les LT-CAR 

doivent faire face dans les tumeurs solides. Ainsi, les défauts de migration des cellules transfusées depuis le 

sang du patient jusqu’à la tumeur pourraient être améliorés en induisant l’expression dans les LT-CAR de 

l’Heparanase, une enzyme capable de dégrader l’un des composants majeurs de la MEC  (Caruana et al., 2015). 

De plus, les mécanismes d’immunosuppression que subissent les LT-CAR dans le microenvironnement 

tumoral peuvent être contrés par exemple par extinction de l’expression des récepteurs inhibiteurs CTLA-4 

ou PD-1 dans les LT-CAR (Rupp et al., 2017; Simon et al., 2018b). Dans le même ordre d’idées, des cas 

cliniques ont reporté que des patients cancéreux (mélanome, lymphome) en progression tumorale sous thérapie 

par LT-CAR pouvait de nouveau répondre au traitement après administration d’ICI (anti-CTLA4, anti-PD1, 

respectivement) (Chapuis et al., 2016; Chong et al., 2017). 

 

De manière générale, le principe du transfert adoptif de cellules T, capables de générer une cytotoxicité 

spécifique contre les cellules tumorales présentant des antigènes cibles, de s’amplifier in vivo après leur 

interaction avec l’antigène, de circuler dans tout le corps du patient et de maintenir une réponse mémoire à 

long-terme, ouvre la porte à une thérapie solide contre différents types de cancers dans un futur proche. Les 

efforts de recherche dans ce champ thérapeutique procurent des solutions aux défis techniques qui ont limité 

dans un premier temps l’applicabilité de cette thérapie ; et prédisent une augmentation des études cliniques dans 

les 10 prochaines années (Ribas, 2021). 

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=Melanoma&term=CAR+T+cells&cntry=&state=&city=&dist=
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2.6.3. Les combinaisons de thérapie : une stratégie qui pourrait être gagnante  

 

Les stratégies de combinaisons entre mêmes types de traitements, telles que l’association de thérapies 

ciblées (anti-BRAF/anti-MEK) ou celles d’anticorps monoclonaux (anti-PD-1/anti-CTLA-4) sont intéressantes 

car elles permettent en général d’augmenter l’efficacité du traitement et/ou de repousser l’apparition de 

résistances. Cependant, elles ont pour désavantage de cibler les mêmes types de mécanismes, laissant donc la 

possibilité à la tumeur d’échapper à leur mode d’action.   

2.6.3.1. Les combinaisons d’immunothérapies et de thérapies ciblées  
 

Etonnamment, en plus de leurs effets sur la signalisation de la voie des MAPK, les inhibiteurs de 

BRAF/MEK joue un rôle important dans le cycle de l’immunité anticancéreuse. En plus de provoquer le 

relargage d’antigènes, ils favorisent l’expression de molécules stimulatrices (IFN-, IL-12, TNF-) et diminuent 

celle de cytokines immunosuppressives (IL-8, IL-6, IL-10, VEGF). De plus, ils augmentent l’infiltration des LT 

CD8+ dans la tumeur, diminuent celle des cellules immunosuppressives (MDSC, LTreg), et améliorent la 

reconnaissance antigénique par augmentation de l’expression des molécules du CMH (Kuske et al., 2018). 

Plusieurs études pré-cliniques et cliniques montrent que la combinaison des thérapies ciblées et des 

inhibiteurs de « checkpoints » immunitaires (ICI) pourrait provoquer une régression synergique de la tumeur 

et un contrôle rapide et à long-terme de cette dernière.  

Une première étude chez la souris a montré qu’un inhibiteur de RAF pouvait améliorer l’activité 

antitumorale des anti-CTLA-4 en soutenant l’expansion des LT CD8+ antigènes-spécifiques (Callahan et al., 

2014). De manière similaire, une étude murine sur un modèle de mélanome BRAFV600E/PTEN-/- montre que 

l’administration d’un anti-PD1 ou anti-PDL1 en combinaison avec un inhibiteur de BRAF améliore la réponse 

tumorale et la survie tout en augmentant le nombre et l’activité des TIL (Cooper et al., 2014). Il a également été 

montré que l’inhibition de BRAF et de MEK augmentait l’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales. La 

triple combinaison anti-MEK/anti-BRAF/anti-PD-1 en traitement du mélanome chez la souris s’est donc 

révélée plus efficace que la double thérapie ciblée (Hu-Lieskovan et al., 2015). Les inhibiteurs de MEK régulent 

également positivement l’expression de TIM-3, un autre récepteur inhibiteur de la réponse immunitaire. La 

combinaison du Trametinib et d’un anticorps bloquant de TIM-3 dans un modèle de souris de mélanome (B16-

F10) améliore ainsi la diminution de la croissance tumorale par rapport à ces traitements seuls (Liu et al., 2017).  

 La combinaison d’un inhibiteur de BRAF et d’un anti-CTLA4 a fait l’objet de nombreux essais 

cliniques (Yu et al., 2019). Malgré des résultats encourageants dans certaines de ces études, des problèmes de 

toxicité sévère (hépatotoxicité, toxicité gastrointestinale, effets indésirables cutanés de grade 3 ou 4, etc) qui 

ont souvent mené à l’interruption de l’essai montrent que cette combinaison n’est pas appropriée dans ces 

conditions de traitement. Plusieurs anticorps anti-PD1 ou anti-PD-L1 ont également été testés en combinaison 

avec des inhibiteurs de BRAF/MEK dans le mélanome métastatique (NCT01656642, NCT02130466 et 
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NCT02818023). La toxicité des anti-PD1 observée dans de précédentes études étant bien moindre que celle des 

anti-CTLA-4, des résultats cliniques de l’association anti-PD-1 ou anti-PD-L1 et anti-BRAF/MEK devraient 

pouvoir être obtenus dans un futur proche. En outre, lorsque des combinaisons de traitement sont utilisées, il est 

important de prendre en considération la séquence et l’utilisation dans le temps des différents traitements. 

Plusieurs études cliniques explorent donc ces aspects dans le mélanome, dont une de phase 3 (NCT02224781) 

qui évalue l’efficacité chez les patients mutés BRAF d’un traitement par thérapies ciblées 

(Dabrafenib/Trametinib) suivi d’un traitement par ICI (Ipilimumab/Nivolumab) ou du traitement inverse 

(Ipilimumab/Nivolumab puis Dabrafenib/Trametinib).  

 

2.6.3.2. La modulation du métabolisme : un soutien pour les thérapies existantes   
 

 De multiples autres stratégies de combinaisons, avec les thérapies ciblées ou les immunothérapies, 

existent. Elles prennent parti des thérapies existantes et y associe des molécules/traitements qui touchent de 

grands processus biologiques, souvent impliqués dans la croissance tumorale et la résistance thérapeutique. 

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes penchés sur une molécule qui influe sur le métabolisme des cellules. 

Or, moduler le métabolisme est l’une des stratégies clés pour contrôler la croissance tumorale et contrer les 

mécanismes de résistances aux thérapies (Bader et al., 2020; Bristot et al., 2020; Cerezo and Rocchi, 2020; 

Guerra et al., 2020).  

 

 Les cellules cancéreuses, qui ont besoin de proliférer rapidement, subissent un switch métabolique 

caractérisé par une consommation accrue de glucose et d’acides aminées (AA). Bien qu’elles soient capables 

d’engager la phosphorylation oxydative (OXPHOS) au niveau de leur mitochondrie, ces dernières utilisent le 

glucose comme principale source d’énergie et favorisent la glycolyse aérobie (en présence d’O2) au détriment 

de l’OXPHOS. Le glucose et les AA sont alors catabolisés en intermédiaires de carbone, utiles à l’assemblage 

des macromolécules à la production rapide d’ATP, nécessaires à ces cellules prolifératives (Guerra et al., 

2020). D’autre part, ces cellules sont capables, sous pression thérapeutique (notamment suite à l’utilisation de 

BRAFi), de switcher transitoirement vers un phénotype invasif et résistant, caractérisé par une division lente et 

un retour à un métabolisme hautement oxydatif (Bristot et al., 2020). La plasticité des cellules tumorales, 

capables de s’adapter à toutes sortes de contraintes métaboliques, leur permet souvent d’échapper à différents 

types de thérapies. Le rôle de l’influence du métabolisme dans la réponse aux immunothérapies a été clairement 

démontré. L’utilisation des différentes voies métaboliques jouent effectivement un rôle important dans les 

cellules tumorales mais aussi dans les cellules immunitaires, par effet direct ou indirect. Il est donc très 

intéressant de cibler ces voies métaboliques via des approches génétiques ou pharmacologiques.  

 

En effet, chaque type de cellule immunitaire présent dans la tumeur a des caractéristiques métaboliques 

différentes et peut être influencé différemment par des modulateurs métaboliques. Par exemple, les 

lymphocytes T effecteurs reposent sur métabolisme glycolytique, qui leur permet de répondre rapidement aux 



Figure 25 :  L’activité métabolique altérée des cellules cancéreuses altèrent le métabolisme 
des cellules immunitaires

Dans le microenvironnement tumoral (MET), les cellules cancéreuses métaboliquement très actives

interfèrent avec la fonction des cellules immunitaires en les privant de nutriments et en produisant des

métabolites immunosuppressifs. Les cellules tumorales consomment de grandes quantités de glucose etd’acides aminés (glutamine, arginine, tryptophane) pour nourrir la glycolyse, le métabolisme des

acides aminés et la glutaminolyse. Cette activité limite la disponibilité de ces nutriments aux cellules

immunitaires du MET. L’augmentation de la glycolyse résulte en une production accrue de lactate, qui

acidifie le MET et inhibe les fonctions effectrices des cellules immunitaires. Les cellules tumorales

libèrent également des acides gras (AG), de l’adénosine, de la kynurénine et de prostaglandines qui

répriment les fonctions des cellules immunitaires. La consommation élevée d’oxygène due à une forte

activité de la phosphorylation oxydative (OXPHOS) contribue à l’hypoxie dans le milieu et la libération

de ROS, qui inhibent également les fonctions antitumorales des cellules immunitaires.

3-PG : 3-Phosphoglyceric Acid – Acetyl-CoA : acetyl co-enzyme 1 – AMP : Adenosine MonoPhosphate – ATP :

Adénosine Triphosphate – COX : Cyclo-oxygénase – CTE : Chaîne de transport des électrons – Oxydf AG :

Oxydation des Acides Gras – S AG : Synthèse des Acides Gras – Glut : Transporteurs de glucose – IDO :

Indoleamine 2,3-Dioxygénase – TMC : Transporteurs des Monocarboxylates – OXPHOS : Phosphorylation

oxydative – Voie de PP : Voie des Pentoses Phosphates – ROS : Espèces Réactives de l’Oxygène – TAA :

Transporteurs des AA

Figure adaptée de : Guerra et al, 2020, Cell Report
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besoins énergétiques demandés par leur fonction, alors que les LT régulateurs ou encore les LT mémoires 

reposent plus sur un métabolisme lié à l’oxydation des acides gras. Les macrophages M1 ou M2 diffèrent 

également sur ce point : les premiers, pro-inflammatoires, ont un métabolisme hautement glycolytique alors que 

les seconds, immunosuppressifs, ont un métabolisme oxydatif (utilisation de l’OXPHOS) (Guerra et al., 2020). 

Les MDSCs quant à eux reposent sur un métabolisme lipidique (oxydation des acides gras), qui soutient leurs 

capacités immunosuppressives via l’induction d’oxyde nitrique (NO), d’arginase 1 (Arg-1) et de peroxynitrite 

(Hossain et al., 2015).  

 De manière non négligeable, le métabolisme des cellules cancéreuses et leur besoin énergétique 

interfère sur celui des cellules immunitaires et modèle indirectement la composition la tumeur. Les besoins 

nutritionnels excessifs des cellules tumorales imposent en effet aux cellules immunitaires qui les entourent un 

stress métabolique (Figure 25). Ainsi, le manque de glucose et de glutamine empêche les lymphocytes T de 

switcher vers un phénotype glycolytique qui leur permet d’exercer leur fonction effectrice. L’excès de lactate 

produit par les cellules cancéreuses (via l’effet Warburg) augmente l’acidité du MET et interfère avec le 

métabolisme des cellules immunitaires antitumorales et leur fonction. Le tryptophane, largement utilisé par les 

cellules cancéreuses et métabolisé en kynurénine par l’IDO, soutient la génération de LTreg et de MDSCs 

(Guerra et al., 2020). D’une manière similaire, la privation d’oxygène dans les LT induit la protéine HIF-

1 (Hypoxia Inducible Factor 1 alpha) qui impacte l’activité antitumorale des TIL CD8+ (Zhang et al., 2017b). 

 

 Comme nous l’avons vu dans le paragraphe A.2.6.1.3., les phénomènes de résistance aux 

immunothérapies extrinsèque à la cellules tumorale sont majoritairement dus à la composition du MET. Les 

intermédiaires métaboliques décrits ci-dessus, jouant un rôle important et souvent pléiotrope sur les cellules 

du système immunitaires, peuvent être ciblés par des inhibiteurs pharmacologiques qui font donc actuellement 

l’objet d’études cliniques, utilisés en combinaison avec des inhibiteurs de checkpoint immunitaires (Tableau 4) 

(Cerezo and Rocchi, 2020). Certaines drogues utilisées dans ces essais cliniques, cependant, ne ciblent pas 

directement les intermédiaires métaboliques mais les grandes voies de signalisation qui répondent aux 

fluctuations énergétiques de la cellule et régulent son métabolisme. C’est le cas de la voie AMPK (AMP-

Activated Protein Kinase).  

 

 Dans un environnement pauvre en glucose, le ratio ATP/AMP diminue (car la synthèse d’ATP est 

moindre). Cette fluctuation active alors l’AMPK qui va induire l’inhibition des mécanismes consommateurs 

d’énergie et encourager au contraire des processus cataboliques. La voie de l’AMPK joue un rôle important 

dans le cancer et ses effets sur les cellules tumorales sont aujourd’hui plutôt bien caractérisés (voir paragraphe 

B). Cette voie est en effet impliquée dans l’inhibition de la prolifération et l’activation des voies de mort des 

cellules cancéreuses, ralentissant ainsi leur croissance. Toutefois, au-delà de ses effets directs sur la croissance 

tumorale, l’AMPK joue un rôle important dans le modelage et la composition du MET. En effet, il a été montré 

que cette voie soutenait l’expansion et la survie des TIL dans le microenvironnement (Blagih et al., 2015; 

Eikawa et al., 2015). D’un autre côté, la fonction effectrice des lymphocytes T est largement limitée par 
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l’activation de l’AMPK (Ma et al., 2017). De plus, il semble que cette dernière atténue la fonction inflammatoire 

et sécrétrice de macrophages et des cellules dendritiques (Carroll et al., 2013; Challier et al., 2013). 

 L’une des drogues les plus connue pour cibler cette voie est la Metformine, un anti-diabétique qui 

active cette indirectement l’AMPK par altération de la chaîne respiratoire mitochondriale (voir paragraphe B.2). 

Plusieurs études pré-cliniques supposent que l’utilisation de la Metformine pourrait améliorer la réponse aux 

ICI en altérant les mécanismes métaboliques impliqués dans leur résistance. Dans des modèles murins de 

mélanome et de carcinome de colon, l’utilisation de la Metformine bloque la consommation d’oxygène par les 

cellules cancéreuses, ce qui rend le milieu moins hypoxique. De ce fait, elle permet aux LT d’utiliser cet 

oxygène, restaurant leur fonction. Elle améliore ainsi le taux de réponse de ces tumeurs aux anti-PD-1, 

provoquant leur régression (Scharping et al., 2017). Dans un autre modèle murin, l’administration de 

Metformine favorise la génération de LT mémoires, qui résulte en une meilleure immunité tumorale (Pearce et 

al., 2009). La Phenformine, un autre anti-diabétique similaire à la Metformine, induit la diminution des 

MDSCs dans la rate et les tumeurs de souris porteuses de mélanome. Elle synergise alors par ce biais l’effets 

des anti-PD1 sur la régression tumorale en améliorant la fonction des LT CD8+ (Kim et al., 2017). 

 

L’effet de la Metformine et de la voie AMPK sur les différentes populations de cellules immunitaires 

sera développé dans le paragraphe B.4.2. 

 

Ces différentes études, aux résultats parfois contradictoires, suggèrent que la voie AMPK joue un rôle 

complexe dans le microenvironnement tumoral. Elle est capable de moduler, de manière contexte et temps-

dépendant, les processus métaboliques et signalétiques qui régulent le stress des cellules cancéreuses ou encore 

l’immunité antitumorale. Les thérapies ciblant la voie de l’AMPK peuvent donc être considérées pour cette 

potentielle action à double-facette. 
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B. Implication de ciblage de la voie AMPK dans le cancer 

1. Généralités, régulation et fonction originelle de l’AMPK 

Chez les mammifères, les cellules doivent maintenir une balance énergétique stable, caractérisée par 

un rapport des concentrations ATP/ADP égale à 10/1. Les différents organismes ont donc développé des 

mécanismes pour adapter leur métabolisme aux contraintes énergétiques. Dans la cellule, la kinase AMPK 

(AMP-Activated Protein Kinase) est souvent décrite comme étant un « senseur » de l’énergie cellulaire et peut 

être activée par différents facteurs tels que le stress nutritionnel, l’hypoxie, l’exercice physique ou des 

activateurs naturels (leptine, adiponectine) ou chimiques (AICAR, Metformine). Inversement, l’AMPK peut 

être inhibée par des dérégulations métaboliques telles qu’un fort taux de glucose (Hardie et al., 2016).  

Cette kinase est largement conservée chez les organismes eucaryotes. Chez l’Homme, l’AMPK est un 

complexe hétérotrimérique formé d’une sous-unité catalytique alpha () de deux sous-unités régulatrices : les 

sous-unités beta () et gamma () (Figure 26). Il existe différents isoformes pour chacune de ces sous-unités (1, 

2, 1, 2, 1, 2, 3), différentiellement exprimées et activées dans les tissus (Steinberg and Kemp, 2009). Le 

complexe de l’AMPK est activé par phosphorylation d’un résidu de thréonine très conservé (Thr172) qui se 

situe dans la boucle d’activation du domaine catalytique  de la kinase. Cette activation peut être le fait de 

plusieurs phénomènes. Principalement, elle résulte de la dérégulation du ratio cellulaire AMP (Adénosine 

monophosphate) /ATP (Adénosine triphosphate) qui penche vers une augmentation de l’AMP intracellulaire. 

La fixation du 5’-AMP sur la sous-unité  de l’AMPK induit alors trois effets complémentaires (Figure 26) : 

l’activation allostérique de la kinase (son changement de conformation augmente de 2 à 5 fois son activité), la 

promotion de la phosphorylation de la Thr172 par des kinases en amont (LKB1 : Liver Kinase B1), et 

l’inhibition de la déphosphorylation de la Thr172 par des phosphatases (PP2CA : Protein Phosphatase 2 Ca 

ou PP2A : Protein Phosphatase 2 A). (Gowans et al., 2013; Sanders et al., 2007). Les effets sur l’activation de 

la phosphorylation et l’inhibition de la déphosphorylation peuvent être mimés par l’ADP.  

En plus de sa régulation allostérique par liaison de l’AMP, l’AMPK peut être régulée directement par 

différentes kinases telle que LKB1 ou CaMKK (Ca2+/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Kinase 

) LKB1, protéine originellement découverte et décrite comme étant un suppresseur de tumeur, est capable de 

phosphoryler l’AMPK directement sur sa Thr172. Son mode d’activation est assez singulier pour une kinase : 

il consiste en sa relocalisation du noyau jusqu’au cytoplasme par STRAD (Ste20-Related Adaptor) et MO25 

(Mouse Protein 25) (Hawley et al., 2003). La CaMKK est une sérine/thréonine kinase régulée par le 

complexe Ca2+/Calmoduline, qui se forme par liaison de l’ion calcium intracellulaire à cette calciprotéine 

ubiquitaire (la calmoduline). Son rôle est donc de répondre aux changements intracellulaires de calcium et 

d’activer les kinases CaMK (Calcium-Calmodulin-Kinases) I et IV, responsables de nombreuses réponses 

intracellulaires telles que la progression du cycle cellulaire, la motilité, l’inflammation (CaMKI) ou encore la 

survie et la réponse immunitaire (CaMKIV) (Huang and Racioppi, 2018). Il a également été montré cependant 

que cette kinase pouvait phosphoryler le résidu thréonine de différentes protéines telles que l’AMPK (Thr172) 
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(Hawley et al., 1995). Enfin, d’autres mécanismes fins de régulation ont été découverts. Il a par exemple été 

montré que la stimulation de l’AMPK par fixation de l’AMP nécessite la myristoylation (ajout d’un groupement 

chimique particulier) de la sous-unité  de l’AMPK (Oakhill et al., 2010). 

Face au stress métabolique de la cellule, l’AMPK activée va cibler de nombreux substrats qui jouent 

tous des rôles importants dans les différentes voies métaboliques de la cellules (Hardie, 2018). Chacune de 

ces régulations déclenchées par l’AMPK converge vers un seul but : fournir à la cellule suffisamment d’énergie 

pour surmonter ce stress. Pour cela, les voies anaboliques (de synthèse) devront être inhibées en faveur de 

l’activation des voies cataboliques, productrices d’énergie. Ainsi, l’AMPK régule le métabolisme du glucose, 

des lipides, des protéines et de la mitochondrie (Figure 27). L’absorption du glucose est donc favorisée par 

translocation à la membrane plasmique ou la transcription de ses récepteurs GLUT-1 et GLUT-4 (Glucose 

Transporter 1/4) dans les muscles squelettiques (Barnes et al., 2002; McGee et al., 2008) ; et la glycolyse est 

encouragée via, notamment, l’activation des enzymes impliquées dans cette voie (différentes 

phosphofructokinases). Par ailleurs, l’AMPK inactive, par phosphorylation directe, les enzymes lipogéniques 

ACC1/2 (Acetyl-Coenzyme A Carboxylase 1 and 2) (Carling et al., 1987; Fullerton et al., 2013) ce qui provoque 

la stimulation de la -oxydation des acides gras (AG) au détriment de leur synthèse. Similairement, l’AMPK 

peut inhiber la synthèse du cholestérol et celle des phospholipides par inactivation des enzymes correspondantes 

(Hardie, 2018). La kinase peut également favoriser l’entrée des AG dans la cellules par translocation à la 

membrane de leur transporteur (Habets et al., 2009). En parallèle, la synthèse des protéines est inhibée par 

l’AMPK via la phosphorylation de TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2) et de Raptor (Regulatory Associated 

Protein of mTOR) (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2003). La phosphorylation de ces deux protéines aboutit en 

effet à l’inhibition du complexe mTORC1, dont mTOR et Raptor font partis. La phosphorylation de la kinase 

EF2 (Elongation Factor 2) joue également un rôle dans l’inhibition de la synthèse protéique par l’AMPK 

(Johanns et al., 2017). Enfin, la dégradation spécifique de mitochondries défectueuses par autophagie, appelée 

mitophagie, est induite par la phosphorylation active de Ulk1 (Unc-51 like autophagy activating kinase) par 

l’AMPK dans les muscles squelettiques (Laker et al., 2017). Récemment, il a été montré que la mitophagie 

pouvait être induite par la phosphorylation AMPK-dépendante de MFF (Mitochondrial Fission Factor) et de 

TBK1 (Tank-binding kinase 1), provoquant respectivement la fission mitochondriale et la destruction par 

autophagosomes (Seabright et al., 2020). 

 

La voie de l’AMPK peut être étudiée grâce à plusieurs outils pharmacologiques. Il existe en effet des 

prodrogues, converties en analogues de l’AMP dans la cellule (comme l’AICAR [5-aminoimidazole- 4-

carboxamide ribonucleoside] ou le C13), des activateurs allostériques ne se fixant pas au site de liaison de 

l’AMP (comme A-769662 ou 991) ou encore des composés inhibants la synthèse mitochondriale d’ATP et 

augmentant l’AMP intracellulaire (Metformine, Phenformine, Resvératrol) (Hardie et al., 2016). Dans cette 

dernière classe d’activateurs se trouve l’une des molécules les plus utilisées pour l’étude de l’implication de la 

voie de l’AMPK dans des modèles divers et variés : la Metformine.  
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La Metformine fait partie d’une famille de molécules appelées les biguanides. Ces dernières sont 

caractérisées par la liaison de deux groupements guanidines via l’un de leur atome d’azote. La guanidine est 

extraite d’une plante, la Galega officinalis, utilisée pour ses vertus antidiabétiques depuis plusieurs siècles, avant 

même la découverte de ses effets sur la glycémie en 1918 (Watanabe, 1918). Il faudra attendre l’année 1957 

pour que le médecin français Jean Sterne prouve par des essais cliniques chez l’Homme que la Metformine 

possède le meilleur rapport bénéfice/risque de tous les biguanides testés. En effet, de nombreux autres dérivés 

de la guanidine furent identifiés (Phenformine, Buformine) et utilisés dans le traitement du diabète de type 2 

avant d’être écartés pour toxicité importante (induction d’acidose lactique) (Foretz and Viollet, 2014). La 

Metformine obtient donc l’AMM en tant qu’antidiabétique oral en 1958 en Europe puis en 1995 aux Etats-

Unis. De nos jours encore, la Metformine reste l’antidiabétique le plus prescrit dans le monde (avec plus de 

100 millions de patients traités par cette drogue en 2010) (https://www.americanscientist.org/article/metformin).  

 

A partir des années 2000, on découvre que les patients diabétiques ont un risque globalement plus élevé 

de développer des cancers que des personnes saines, à cause notamment de l’augmentation de leur niveau 

sérique de facteurs de croissance tels que l’insuline (Giovannucci et al., 2010). A la même période, de 

nombreuses études épidémiologiques rétrospectives chez les patients atteints de diabète de type II ont montré 

l’influence de la Metformine sur l’incidence de différents cancers. La première étude (Evans et al., 2005) montre 

que l’incidence de cancers chez les patients diabétiques traités avec de la Metformine est moindre que celle des 

patients traités avec d’autres antidiabétiques. Suite à cela, de nombreuses autres études ont rapporté un effet 

antinéoplasique de la Metformine tous cancers confondus (Bodmer et al., 2010; Bowker et al., 2006; Kim et 

al., 2018; Libby et al., 2009; Tokajuk et al., 2015) ou dans différents types de cancers (Sein, Prostate) (Bodmer 

et al., 2010; Murtola et al., 2008). La plus récente, établie par Kim et ses collègues, montre que dans une 

population coréenne atteinte de diabète de type 2, l’incidence de cancers chez les patients traités depuis 5 ans 

avec de la Metformine est de 13,2 ‰ contre 21,8 ‰ chez les patients traités avec d’autres traitements. En 

conséquence de ces études, de nombreux laboratoires ont étudié le mode d’action de cette molécule dans 

différents types de cancers, à la fois in vitro et in vivo. Cet aspect sera développé dans le paragraphe B.4.1.  

 

 Pris dans leur ensemble, ces éléments nous poussent à considérer la voie de l’AMPK comme une cible 

très intéressante dans le cadre du cancer. L’étude de son activation dans ce contexte, notamment à travers les 

effets de la Metformine, a donc fait l’objet de plus amples investigations.  

2. Mécanisme d’activation de la voie de l’AMPK par la Metformine 

La cible cellulaire principale de la Metformine est le complexe I de la chaîne respiratoire, qui se situe 

dans la mitochondrie. Souvent décrite comme étant la « centrale énergétique » de la cellule, la mitochondrie 

est un organite essentiel qui constitue le plus important producteur d’ATP de la cellule. Le cycle respiratoire 

(Glycolyse → Cycle de Krebs → Phosphorylation oxydative) sert à convertir l’énergie des molécules organiques 

https://www.americanscientist.org/article/metformin-out-of-backwaters-and-into-the-mainstream
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(comme le glucose) en énergie directement utilisable par la cellule (ATP). Les deux dernières étapes de ce 

cycle se déroulent dans la mitochondrie et constituent la respiration mitochondriale. Elles consistent en : 

- La génération de co-enzymes transporteurs d’hydrogènes sous leur forme réduite (NADH, FADH2) 

dans la matrice mitochondriale via le cycle de Krebs. 

- La génération d’ATP par phosphorylation oxydative grâce à la chaîne de transport d’électron (CTE), 

appelée aussi chaîne respiratoire mitochondriale, qui utilise les électrons provenant des co-enzymes 

réduites pour générer l’énergie nécessaire à la phosphorylation de l’ADP (Figure 28). 

 

En altérant le fonctionnement du complexe I de cette chaîne, la Metformine inhibe la phosphorylation 

oxydative mitochondriale en empêchant l’oxydation du NADH, ce qui provoque une diminution de la synthèse 

d’ATP et une augmentation des taux intracellulaires d’AMP (El-Mir et al., 2000; Owen et al., 2000). Le 

mécanisme précis d’inhibition de ce complexe I n’est pas encore clairement identifié aujourd’hui. Toutefois, la 

réduction de la charge énergétique de la cellule provoque un stress métabolique qui entraîne l’activation de 
l’AMPK ainsi que la stimulation des voies cataboliques générant de l’ATP. La Metformine est absorbée dans 

les cellules via des transporteurs OCT 1 à 4 (Organic Cation Transporters 1-4), PMAT (Plasma Membrane 

Monoamine Transporter) ou MATE1-2 (Multidrug and toxin extrusion protein) (Pernicova and Korbonits, 

2014). 

 

L’activation de l’AMPK par le Metformine nécessite l’implication de la kinase LKB1 in vitro et in vivo, 

en particulier dans les cellules musculaires squelettiques et les cellules hépatiques (Sakamoto et al., 2005). En 

2008, une étude sur cellules endothéliales montre que la phosphorylation (Ser428) de la LKB1 par la PKC- 

(Protein kinase calcium dependant zeta) est nécessaire à l’activation de l’AMPK par la Metformine (Xie et al., 

2008). La protéine LKB1 activée est alors exportée vers le cytosol où elle phosphoryle à son tour la sous-unité 

alpha de l’AMPK. Ce mécanisme LKB1-dépendant de l’activation de l’AMPK par la Metformine se déroule 

également dans le foie, dans lequel la molécule va jouer son rôle hypoglycémiant via l’augmentation de 

l’oxydation des acides gras et l’inhibition de la néoglucogénèse, la lipolyse et la synthèse protéique (Shu et al., 

2007; Zhou et al., 2001).  

 

Il a quelques années, il a été montré que la Metformine était capable dans des cellules isolées de muscle 

squelettique d’inhiber directement l’AMP désaminase, une enzyme impliquée dans le métabolisme des 

nucléotides puriques et qui catalyse la réaction transformant l’AMP en IMP (Inosine Monophosphate). Son 

inhibition provoque ainsi une augmentation de l’AMP intracellulaire, l’activation de l’AMPK et une 

augmentation de l’absorption du glucose et de l’oxydation des AG (Ouyang et al., 2011). Ce mécanisme est 

LKB1-indépendant. Plus récemment, une étude a montré que la Metformine pouvait altérer l’intégrité de la 

mitochondrie dans les cellules cancéreuses indirectement via l’induction d’un stress du réticulum 

endoplasmique (RE) (Loubiere et al., 2017). Ce stress induit une libération massive de calcium (Ca2+) du RE et 
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une entrée de ce calcium dans la mitochondrie, provoquant son gonflement et la désorganisation de ses crêtes. 

La destruction de la mitochondrie est en partie dépendante de l’activation de l’AMPK.   

 

 Pour finir, gardons en mémoire cependant que la Metformine peut également induire son effet 

antidiabétique indépendamment de l’activation de la voie AMPK (Chen et al., 2017b; Deschemin et al., 2017; 

Foretz et al., 2010; Saeedi et al., 2008). La Metformine induit par exemple, tout comme la déplétion d’acides 

aminés, l’inhibition de mTORC1 dans des cellules AMPK KO (knock-out) en inactivant le complexe 

« Ragulator-Rag» (Kalender et al., 2010; Sancak et al., 2010). Ce complexe redirige mTORC1 intracellulaire 

vers un compartiment périnucléaire dans lequel se trouve son activateur Rheb. D’autre part, la Metformine 

peut induire l’inhibition de mTOR de manière AMPK-indépendante par augmentation de l’expression de 

REDD1 (Ben Sahra et al., 2011). Les effets métaboliques sur les cellules cardiaques seraient également 

indépendants de l’activation de l’AMPK et passeraient plutôt par l’activation de la MAPK p38 et de la PKC 

(Protein Kinase C) (Saeedi et al., 2008). Plus récemment, une étude a montré que la Metformine inhibait 

l’adipogenèse de manière partiellement indépendante de l’AMPK, en inhibant l’activation de PPAR et 

induisant celle de Runx2 (Chen et al., 2017b).  

 

3. La voie AMPK : Effets sur la prolifération et la mort cellulaire 

En plus de ses effets étendus sur le métabolisme en général, l’AMPK est un acteur multifacette et joue un 

rôle dans d’autres processus cellulaires tels que la prolifération, la régulation du cycle cellulaire, la polarité 

des cellules, l’autophagie et l’apoptose (Figure 29) (Luo et al., 2010; Yuan et al., 2013a). Dans le cadre du 

cancer, nous nous intéressons à l’implication de l’AMPK sur la prolifération et la mort cellulaire.  

 

3.1. Effets sur la prolifération des cellules 

La prolifération cellulaire est contrôlée par le cycle cellulaire, lui-même régulé par les kinases CDKs 

(Cyclin dependant kinases) et par leurs inhibiteurs, les CDKi (CDK inhibitors) tels que p21 ou p27 (Schafer, 

1998). Il a été montré que l’activation de l’AMPK pouvait causer un arrêt du cycle cellulaire par plusieurs 

moyens (Figure 30). Dès 2001, il a ainsi été observé que l’AICAR, un activateur de l’AMPK, pouvait provoquer 

l’arrêt cellulaire en phase G1 du cycle dans des cellules cancéreuses de foie (Imamura et al., 2001). Cet arrêt du 

cycle était dû à la phosphorylation du facteur de transcription p53 en sérine 15 (Ser15) qui induisait lui-même 

l’augmentation de l’expression du CDKi de phase G1 P21 (CDKN1A : Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A). 

L’AMPK peut également causer un arrêt du cycle en phase G1 par la phosphorylation d’un autre CDKi : P27 

(CDKN1B: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B). Dans un modèle in vitro de cancer du sein, P27 est 

phosphorylé en Thr198 en réponse à un traitement par AICAR ou après déplétion du milieu en glucose. Cette 

phosphorylation provoque la stabilisation de la protéine et l’arrêt du cycle ainsi que l’autophagie (Liang et al., 

2007). Une autre étude a confirmé un petit peu plus tard que P27 pouvait en effet être phosphorylé par l’AMPK  



Figure 31 :  Régulation de l’autophagie par l’AMPK et mTORC1

Figure adaptée de : Tamargo-Gomez et al, 2018, Int. J. Mol. Sci.

Le processus de l’autophagie commence avec la formation d’une membrane d’isolation, appelée phagophore.

Puis, il implique l’activation temporelle et spatiale de nombreux composants moléculaires : (A) Le complexe

ULK1-FIP200-ATG13-ATG101 est responsable de l’initiation de l’autophagie. L’activité de ce complexe est

régulée de manière antagoniste par mTORC1 (inhibition) et l’AMPK (activation). (B) Le complexe PI3K de

classe III, formé par VPS34, Beclin-1, ATG4 et AMBRA1 entre autres, créé un domaine membranaire enrichi

en PtsIns3P qui favorise la nucléation du phagophore contenant les protéines ATG. L’AMPK est capabled’augmenter la fonction pro-autophagique de ce complexe et d’améliorer sa formation. (C) Deux protéines

transmembranaires différentes, VMP1 et ATG9, participent au recrutement de membranes au phagophore.L’AMPK peut phosphoryler ATG9 et induire son recrutement vers les sites de formation des autophagosomes.

(D) Deux systems de conjugaison “ubiquitin-like” (UBL), ATG12 et LC3, sont requises à la conjugaison de

LC3 au lipide phosphatidyl-ethanolamine (PE) à la membrane de l’autophagosome naissant (LC3-PE ou LC3-

II). (E) Enfin, les autophagosomes complètement formés se déplacent le long du réseau de microtubules et

peuvent éventuellement fusionner avec un lysosome (:autophagolysosome). Une fois que le contenu de la

vésicule et que la membrane interne est dégradée par les hydrolases acidiques, les molécules qui en résultent

(acides amines, lipides, etc.) sont recyclés dans le cytoplasme par des perméases membranaires.

ATG : AuTophaGy-related – UBL : Ubiquitin-like - VMP1 : Vacuole Membrane Protein 1
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(Short et al., 2010). Enfin, l’AMPK peut causer un arrêt du cycle en phase G1 indépendamment de l’activation 

de la kinase LKB1. En effet, dans différentes lignées tumorales LKB1-déficientes, il a été montré que 

l’activation de la CaMKK par ajout de calcium induisait également un arrêt du cycle cellulaire en G1 (Fogarty 

et al., 2016). Cet effet est AMPK-dépendant mais ne dépend en revanche pas de l’expression de P21 et P27, qui 

reste inchangée.  

En plus de ses effets sur les acteurs du cycle cellulaire, l’AMPK impacte indirectement la prolifération 

cellulaire en inhibant la synthèse protéique, nécessaire à la division. Dans des conditions pauvres en 

nutriment, l’AMPK phosphoryle TSC2, ce qui conduit à l’inactivation de mTOR par la régulation de la petite 

GTPase RHEB (Bolster et al., 2002). En parallèle, l’AMPK est capable de phosphoryler Raptor, une unité du 

complexe mTORC1. Ceci inactive ce complexe et induit une inhibition de la traduction protéique et du cycle 

cellulaire (Gwinn et al., 2008). Enfin, l’AMPK limite la synthèse des protéines en inhibant EF2 (Elongation 

factor 2) (Horman et al., 2002). 

  
 

3.2. Effets sur l’autophagie 

L’autophagie est un processus catabolique intracellulaire bien conservé dans toutes les cellules nuclées, 

qui aboutit à la dégradation lysosomale d’organelles intracellulaires (mitochondries altérées, fragments de 

ribosomes) ou bien de complexes protéiques de grandes tailles. Bien que la dégradation autophagique soit 

constitutivement active à un niveau basal, l’inducteur physiologique principal de l’autophagie est la pénurie de 

nutriments ou d’énergie (Tamargo-Gómez and Mariño, 2018). Il existe au moins trois types différents 

d’autophagies : la micro-autophagie, l’autophagie médiée par des chaperonnes et la macro-autophagie. Cette 

dernière est la forme principale d’autophagie et son appellation est souvent simplifiée par le terme autophagie, 

que nous utiliserons dès lors.  

 

Le processus de l’autophagie commence avec la formation d’une membrane, le phagophore, qui s’allonge 

pour former des vésicules à double-membrane appelées autophagosomes. Ces derniers séquestrent du contenu 

cytoplasmique (de manière spécifique ou non-spécifique) et navigue via le réseau de microtubules pour 

fusionner avec des lysosomes. Cette fusion créé un autophagolysosome dans lequel le contenu séquestré ainsi 

que de la membrane interne de l’autophagosome sont dégradés (Figure 31). Les produits relarguées par cette 

dégradation (lipides, AA, nucléotides) sont alors recyclées dans le cytoplasme et utilisées pour la synthèse de 

nouvelles molécules.  

D’un point de vue moléculaire, l’autophagie nécessite la participation d’un groupe de protéines très 

conversées appelées les ATG (AuTophaGy-related proteins), décrites initialement chez la levure. Ces protéines 

sont impliquées dans les différentes étapes de l’autophagie de manière séquentielle et coordonnées, et sont utiles 

à la formation, la maturation, le transport et la dégradation des autophagosomes (Koyama-Honda et al., 2013). 

Dans les cellules mammifères, la biogénèse des autophagosomes requiert l’activité combinée de deux 
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complexes protéiques qui sont le complexe ULK1/2 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1 et 2) et le 

complexe PI3K de classe 3/VPS34 (Vacuolar Protein Sorting 34)/Beclin-1, régulés par mTOR. Ils sont recrutés 

aux sites de formation des autophagosomes et permettent le recrutement de protéines nécessaires à la biogénèse 

de cette vésicule (Chan et al., 2007). Les protéines ULK sont des sérines-thréonines kinases orthologues des 

protéines ATG1 chez la levure. L’élongation et la fermeture des autophagosomes nécessitent l’intervention de 

deux complexes de conjugaison, dits « ubiquitin-like » : ATG12 et LC3, impliquant la participation de cystéines 

protéinases (ATG7, ATG10, ATG3). L’activité de ces deux systèmes, en coordination, est requise pour 

conjuguer LC3 au lipide PE (Phophatidyl-Ethanolamine) (Figure 31). LC3-PE, appelé LC3-II, est associé à 

la fois aux membranes externes et internes des autophagosomes matures et joue une fonction structurale qui 

permettrait l’élongation de l’autophagosome mature. La fusion avec le lysosome et l’étape de dégradations sont 

quant à elles dépendantes de LAMP-2 et Rab-7 (RAS-Associated Protein 7) (Jäger et al., 2004). 

 

Chez l’Homme, les deux principaux régulateurs de l’autophagie sont les kinases mTOR 

(mechanistic/mammalian target of rapamycin) et AMPK (Kim et al., 2011). mTOR peut faire partie de deux 

complexes différents : mTORC1 ou mTORC2. Ce dernier n’intervient que très peu dans la régulation de 

l’autophagie. En revanche, mTORC1, actif naturellement lorsque la cellule contient beaucoup de nutriments et 

d’énergie, est considéré comme un suppresseur majeur de l’autophagie (Hardie, 2011). L’AMPK quant à elle 

joue un rôle antagoniste en régulant positivement l’autophagie, ce qui concorde avec ses fonctions pro-

cataboliques. Les deux voies sont alors étroitement connectées, et l’inhibition de mTORC1 est le mécanisme 

principal par lequel l’AMPK induit l’autophagie.  

 

Lorsque les facteurs de croissance et autres acides aminés sont abondant, mTORC1 peut réprimer la 

formation des autophagosomes par phosphorylation inactivatrice d’ATG13, qui inhibe l’activité du complexe 

ULK1, ou directement en ciblant ULK1 lui-même (Puente et al., 2016). Au contraire, en réponse à des stimuli 

pro-autophagiques, l’AMPK augmente l’activité de ULK1 par phosphorylation de la thréonine 574 et des 

sérines 467, 555 et 637, induisant par conséquent le recrutement des protéines ATG et la formation des 

autophagosomes (Egan et al., 2011). De plus, l’AMPK bloque l’effet inhibiteur de mTORC1 sur ULK1, en 

inhibant l’activité de mTORC1 par deux moyens : la phosphorylation de TSC2  sur les thréonines 1227 et 

1345 qui favorise l’assemblage de TSC1/2 et stimule son activité GTPasique sur Rheb (Hardie, 2011), et celle 

de RAPTOR sur les sérines 722  et 792 qui entraîne sa dissociation du complexe mTORC1 (Gwinn et al., 

2008). 

 

En plus de la régulation de ULK1, l’AMPK est également impliquée dans celle du complexe PI3K de classe 

3/VPS34. Premièrement, comme ULK1 exerce lui-même une action positive sur les membres de ce complexe 

comme Beclin-1, AMBRA1 ou directement sur la sous-unité catalytique VPS34 (Russell et al., 2013), l’AMPK 

induit indirectement l’activation de ce complexe via l’activation de ULK1. mTORC1 peut également inhiber la 

biogénèse de l’autophagosome via la phosphorylation inhibitrice de ATG14, un composant essentiel du 
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complexe VPS34 (Park et al., 2016). L’inhibition de mTORC1 par l’AMPK reverse encore une fois ce 

phénomène. De plus, l’AMPK phosphoryle directement des sous-unités du complexe PI3KC3/VSP34, dont 

VPS34 lui-même, ce qui modifie leur affinité pour les autres composants du complexe (Kim et al., 2013). Par 

exemple, la phosphorylation de Beclin-1 sur la Thr388 augmente sa liaison à VPS34 et ATG14, ce qui augmente 

l’activité autophagique de la cellule après élimination du glucose.  

 

En dehors de la régulation des deux complexes majeurs, l’AMPK peut également phosphoryler ATG9 en 

Ser761. La phosphorylation d’ATG9 favorise le recrutement de vésicules contenant ATG9 à des 

autophagosomes LC3-positifs, améliorant ainsi l’élongation des autophagosomes (Weerasekara et al., 2014). 

Plus récemment, il a été montré que l’AMPK était également nécessaire à la fusion entre les autophagosomes 

et les lysosomes (Jang et al., 2018). 

 

Pour finir, rappelons que même si l’autophagie est avant tout un mécanisme de défense et de survie 

cellulaire, ce processus reste étroitement lié à la mort cellulaire. Dans certains cas, c’est une étape intermédiaire 

avant l’apoptose ou la nécrose. Dans d’autres contextes, l’autophagie peut conduire directment à la destruction 

de la cellule devenue non fonctionnelle dans un élan « d’auto-cannibalisme cellulaire ». Ce processus est appelé 

« mort autophagique », et est indépendante de l’activation des caspases (Maiuri et al., 2007). 

 

3.3. Effets sur l’apoptose 

Le phénomène de l’apoptose a été décrit pour la première fois dans les années 1970 par Kerr et ses collègues 

pour décrire une mort cellulaire différente de la nécrose (Kerr et al., 1972). L’apoptose est une forme active 

d’autodestruction qui résulte de la réaction de l’organisme à des stimuli physiologiques ou pathologiques. On 

dit donc de l’apoptose que c’est une mort cellulaire programmée, nécessaire à la survie de l’organisme. Ce 

mécanisme permet en effet d’éliminer les cellules endommagées ou toxiques tout en préservant les tissus 

alentours, afin de maintenir l’intégrité de l’organisme (Green, 1998). Ainsi, lorsque l’ADN d’une cellule est 

endommagé et que les mécanismes cellulaires spécifiques ne parviennent pas à réparer les dommages, la cellule 

est détruite par apoptose pour éviter qu’elle ne devienne cancéreuse.  

L’apoptose peut donc se déclencher sous l’influence de facteurs internes à la cellule comme le stress ou 

les dommages à l’ADN (voie intrinsèque) ou de stimuli externes qui se manifestent par la présence de 

cytokines/ligands solubles dans le milieu extracellulaire (voie extrinsèque) (Figure 32). Dans ce dernier cas, la 

liaison des facteurs solubles aux récepteurs de mort FAS (First Apoptosis Signal Receptor), TRAILR (Tumor-

necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor) ou TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) 

déclenchent l’apoptose (Ichim and Tait, 2016; Wang and Su, 2018). L’activation des voies intrinsèques et 

extrinsèques converge vers l’inhibition de la protéine mitochondriale anti-apoptotique Bcl-2 et/ou l’activation 

des protéines pro-apoptotiques BAX (Bcl-2–associated X) et BAK (Bcl2-Antagonist/Killer). Cela induit 

l’activation d’une cascade de protéines responsables de la formation de pores dans la membrane externe de la 
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mitochondrie, et la libération de facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome c ou Smac/DIABLO (Second 

mitochondria-derived activator of caspase/Direct Inhibitor Of Apoptosis- Binding Protein With Low pI). In fine, 

les voies extrinsèques et intrinsèques de l’apoptose aboutissent à l’activations des caspases (protéases à 

cystéine) qui vont modifier et activer certaines enzymes telles que des endonucléases. Ces dernières vont alors 

provoquer la fragmentation de l’ADN, spécifique d’une mort par apoptose.  

  
 Plusieurs éléments montrent que l’activation de la voie AMPK peut mener à l’apoptose des cellules. 

Tout d’abord, le stress métabolique provoqué par la privation de glucose dans les thymocytes favorise 

l’induction transcriptionnelle et la phosphorylation AMPK-dépendante de p53 sur la sérine 46 qui joue un 

rôle crucial dans l’induction de l’apoptose (Okoshi et al., 2008). Une autre étude a montré que l’AICAR pouvait 

induire de manière AMPK-dépendante l’apoptose dans des adipocytes suite à la phosphorylation d’eIF2a 

(Eukaryotic Initiaition Factor 2A) (Dagon et al., 2006).  

 Par ailleurs, l’étude de composés dits « naturels » ou phytochimiques, dont un certain nombre est 

capable d’induire l’activation de l’AMPK, a mis en avant d’autres moyens de régulation de l’apoptose par la 

kinase. Ainsi, le Resveratrol induit dans des cellules cancéreuses de colon la génération de ROS et l’activation 

de la voie AMPK, qui va mener à l’apoptose des cellules (Hwang et al., 2007). Une autre équipe montre ensuite 

dans une lignée de leucémie que cet effet est lié à l’induction de l’autophagie par la voie LKB1-AMPK-mTOR 

qui va elle-même induire l’augmentation du ratio Bax/Bcl2 et des caspases clivées, marqueurs de l’apoptose 

(Fan et al., 2018). D’autre part, le curcumin induit l’apoptose dans les cellules cancéreuses de colon suite à 

l’activation de la voie AMPK et aux conséquentes inhibitions de COX2 (Cyclooxygenase-2) et d’Akt, deux 

protéines anti-apoptotiques/pro-survie (Lee et al., 2009). Toujours dans ce modèle de cancer, le Magnolol est 

capable de diminuer l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et d’augmenter celle de la protéine pro-

apoptotique p53 de manière AMPK-dépendante, et de provoquer ainsi l’apoptose des cellules (Park et al., 2012). 

 Enfin, plusieurs études ont montré dans plusieurs cancers que les effets apoptotiques de la Metformine 

de manière AMPK-dépendante (Liu et al., 2012; Wang et al., 2008; Wu et al., 2011). L’étude de Wu et ses 

collaborateurs montre dans des cellules cancéreuses de poumon que l’activation de l’AMPK par la Metformine 

provoque une apoptose dépendante de l’activation de la voie JNK/p38-MAPK et de l’augmentation de 

l’expression de GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage inducible gene 153), aussi appelé CHOP.   

 

 La kinase AMPK, avec ses multiples cibles, régule de très nombreux processus cellulaires. Il n’est 

donc pas vraiment étonnant que son rôle dans le cancer soit controversé (Vara-Ciruelos et al., 2020). Agissant 

comme un suppresseur de tumeurs dans de nombreux cancers, il peut aussi accélérer la progression de la 

tumeur dans certaines situations. Les altérations divergentes des protéines impliquées dans la voie AMPK dans 

les cancers montrent également le rôle potentiellement ambivalent de cette voie. Cependant, de nombreux 

activateurs de l’AMPK tels que l’AICAR, la Phenformine ou encore la Metformine ont montré dans des 
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contextes variés leur potentiel anticancéreux ; pointant du doigt le rôle plutôt antitumoral de l’AMPK et 

l’intérêt du ciblage de cette molécule dans le cancer.  

4. Effets de la Metformine dans le cancer : de la cellule cancéreuse à son environnement

La Metformine, en tant qu’anti-diabétique, peut agir sur les cellules cancéreuses via deux grands modes 

d’action : des effets indirects dus à la présence d’insuline et d’IGF circulants et des effets directs par les voies 

de signalisation qu’elle touche. Les effets indirects sont principalement dus au fait que l’insuline et les IGF 

(Insulin Growth Factor) circulants favorisent la prolifération des cellules tumorales et la tumorigènèse (Yee, 

2006). Par sa capacité à diminuer l’insuline circulante chez les patients, la Metformine empêche donc ce 

phénomène. Cet aspect ne sera pas plus développé ici.  

4.1. Effets directs de la Metformine sur les cellules cancéreuses 

Les effets de la Metformine sur les cellules cancéreuses passent bien-sûr beaucoup par l’activation de la 
voie de l’AMPK, mais ils peuvent aussi être indépendants de cette voie.  

4.1.1. Effets de la Metformine dans le cancer 

À la suite des études rétrospectives sur la Metformine menées par Evans dans les années 2000, de 

nombreux laboratoires à travers le monde ont étudié les mécanismes d’actions de ce médicament dans différents 

types de cancers. Les effets in vitro de la Metformine, seule ou en combinaison avec des traitements existants, 

ont donc été étudiés entre autres dans le cancer du sein, de la prostate (Aljada and Mousa, 2012; Ben Sahra et 

al., 2008; Roos et al., 2019; Valtorta et al., 2017). De nombreuses études réalisées chez la souris dans le 

cancer du sein, du pancréas, du poumon ou encore dans l’ostéosarcome in vivo montrent que cette molécule 

peut induire une diminution du volume tumoral in vivo (Ko et al., 2016; Li et al., 2017b; Yousef and Tsiani, 

2017; Zhang et al., 2018a).  

Les effets de la Metformine dépendants de l’AMPK sont médiés par l’activation de la voie de 

signalisation LKB1/AMPK (Bost et al., 2012; Ikhlas and Ahmad, 2017) qui va avoir pour cible plusieurs 

processus biologiques importants. Tout d’abord, comme cela a été évoqué précédemment, l’activation de 

l’AMPK va provoquer celle de p53 et induire un arrêt du cycle en phase G1 ainsi que l’augmentation des 

acteurs pro-apoptotiques p21 et Bax. L’apoptose peut également être induite via l’induction du facteur de 

transcription FOXO3 (Forkhead Box O3) qui lui-même agit sur les facteurs apoptotiques FAS ligand, Bim ou 

Bcl-xL (Fu and Tindall, 2008). L’AMPK, via son action sur ULK1, va être également capable d’induire 

l’autophagie des cellules tumorales. De manière assez originale, il a également été montré que la Metformine 

pouvait induire dans les cellules cancéreuses mammaires l’expression de DICER, une protéine impliquée dans 
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le mécanisme des ARN interférents (siRNA) (Blandino et al., 2012). Cette induction provoque alors la 

diminution de l’expression de certains acteurs importants tels que c-Myc (proto-oncogène) ou HIF-1 impliqué 

dans les mécanismes de résistance aux thérapies.  

Enfin, l’activation de l’AMPK par la Metformine provoque l’inhibition de mTORC1 qui régule la 

croissance cellulaire et la prolifération en contrôlant la biogénèse ribosomale, la traduction des ARNm et le 

métabolisme. Le complexe mTORC1 est composé de DEPTOR (DEP domain-containing mTOR interacting 

protein), de mLST8 (mammalian LST8/G-Protein b-Subunit Like Protein), de RAPTOR (Regulatory-

Associated Protein Of mTOR), de PRAS40 (Proline-Rich AKT Substrate of 40 kDa) et de mTOR (mammalian 

Target Of Rapamycin), qui est généralement surexprimé dans les cellules malignes et associé à une résistance 

aux thérapies anti-cancéreuses. La Metformine est capable d’inhiber le complexe mTORC1 à travers plusieurs 

moyens, dont les plus directs sont l’activation de TSC1/2 ou l’inhibition de Raptor par l’AMPK (Figure 33). 

Par ce moyen, le Metformine empêche donc la croissance, la prolifération et même l’angiogenèse dans différents 

modèles de cancers (Liao et al., 2012). 

Parallèlement, les effets AMPK-indépendants de la Metformine ne sont pas négligeable dans le mode 

d’action de la molécule (Ikhlas and Ahmad, 2017). Tout d’abord, mTORC1 peut également être inhibé par la 

Metformine de manière indépendante à l’AMPK (Figure 33). Une étude a en effet montré que la Metformine 

et la Phenformine pouvaient inhiber mTORC1 via son action inhibitrice sur les GTPases RAG (Recombinant 

Activating Gene) (Kalender et al., 2010). Une fois activées par le complexe Ragulator, les GTPases RAG 

recrutent mTORC1 à la surface des lysosomes où celui-ci est activé par RHEB (Ras Homolog Enriched In 

Brain). D’autre part, on sait que la Metformine limite la sécrétion d’insuline et d’IGF-1. Or, en réponse à ces 

éléments, la sérine/thréonine kinase AKT est activée par la phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K). A son tour, 

AKT phosphoryle TSC2, ce qui induit l’inhibition de mTORC1 (Cai et al., 2006). Dans le cancer de la prostate, 

il a été montré que la Metformine pouvait induire la mort des cellules cancéreuses via l’activation de la voie 

p53/REDD1 (Regulated In Development And DNA Damage Responses 1), conduisant également à l’inhibition 

de mTORC1 via TSC2 (Ben Sahra et al., 2011).  

Enfin, indépendamment de l’inhibition de mTORC1, la Metformine supprime l’expression de 

nombreux gènes impliqués dans la division cellulaire (tubuline, histones, etc) (Oliveras-Ferraros et al., 2009), 

induit la voie de réparation des dommages à l’ADN grâce à l’activation d’ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated) (Vazquez-Martin et al., 2011), ou encore inhibe les facteurs de transcription ATF4 et XBP1 de la voie 

de l’UPR (Unfolded Protein Response), provoquant ainsi l’apoptose des cellules tumorales en cas de privation 

de glucose (Saito et al., 2009).  
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4.1.2. Effets de la Metformine dans le mélanome 

L’effet antitumoral de la Metformine a été particulièrement étudié dans le mélanome, pour lequel près 

de cinquante pourcents des patients ne bénéficient toujours pas de thérapies efficaces à long-terme. Dans ce 

contexte, de nombreux laboratoires ont montré que la Metformine ainsi que d’autres activateurs de l’AMPK 

(AICAR, Phenformine) étaient capables d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses de mélanome (Li 

et al., 2018; Petti et al., 2012; Tomic et al., 2011; Yuan et al., 2013b).  

Notre laboratoire a montré que la Metformine induisait dans le temps un arrêt du cycle cellulaire en 

phase G0-G1 (24H de traitement), puis une induction de l’autophagie (72H) et enfin l’apoptose (96H) des 

cellules de mélanome (Tomic et al., 2011). Dans cette étude, le mécanisme moléculaire aboutissant à l’arrêt du 

cycle n’a pas été identifié. Dans le cancer de la prostate, l’arrêt du cycle induit par la Metformine est provoqué 

par l’inhibition de la cycline D1 et la déphosphorylation de la protéine Rb (Ben Sahra et al., 2008). Dans le 

modèle de mélanome (Tomic et al., 2011), l’induction de la mort des cellules par apoptose semble être une 

conséquence de l’autophagie prolongée. De plus, l’inactivation de l’AMPK (inhibiteur pharmacologique ou 

siARN) montre une inhibition partielle des effets sur la mort des cellules de mélanome. Les mécanismes de 

mort induits par la Metformine sont donc à la fois dépendants et indépendants de l’AMPK. Enfin, cette 

molécule induit une diminution du volume tumoral dans un modèle de xénogreffes de souris. Une autre étude 

dans un modèle murin de mélanome a montré que la Metformine induit un arrêt du cycle, une autophagie et une 

apoptose de manière p53-dépendante (Janjetovic et al., 2011). De manière intéressante, il a également été 

montré au laboratoire que la Metformine était capable d’inhiber les capacités invasives des cellules de 

mélanome (Cerezo et al., 2013). Ainsi, l’expression des facteurs impliqués dans la pseudo-transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) (Slug, Snail, N-cadhérine) était inhibé par la molécule. Le mécanisme lié aux effets 

anti-invasifs observés est AMPK/p53-dépendant. Plus récemment, une équipe a montré que la Metformine 

pouvait inhiber la croissance et la motilité des cellules de mélanome via la surexpression de microARNs 

particuliers (Tseng et al., 2019). Ces derniers ciblent des gènes comme SCAMP3 (Secretory carrier membrane 

proteins) et EFEMP1 ((EGF) containing fibulin-like extracellular matrix protein 1) impliqués dans la croissance 

cellulaire et la motilité. Les effets de la Metformine sur les cellules de mélanome sont résumés sur la Figure 34.  

La Metformine pourrait jouer un rôle sur les cellules initiatrices de mélanome (MIC : Melanoma 

Initiating Cells). Ces cellules, qui possèdent certaines caractéristiques et marqueurs de cellules souches, ont été 

identifié dans des tumeurs de mélanome et participent à l’hétérogénéité de ces dernières. Elles pourraient être 

responsables du potentiel métastatique de la tumeur mais également de la résistance à certaines thérapies 

(Zabierowski and Herlyn, 2008). Une équipe a montré que l’activation de la voie de signalisation STAT3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3) était nécessaire à l’acquisition de ces « propriétés MIC » (Ohanna 

et al., 2013). De façon intéressante, une autre équipe a montré la même année que la Metformine bloque la voie 

NF-kB (Nuclear Factor-kappa B) et la phosphorylation de STAT3 dans les cellules cancéreuses aux propriétés 

de cellules souches (Hirsch et al., 2013). De même, il a été observé dans notre laboratoire une diminution du 
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nombre de cellules exprimant des marqueurs MIC (tels que JARID1, CD271 ou Notch1) après traitement à la 

Metformine (résultats non publiés) (Figure 34). 

Enfin, il a été montré beaucoup plus récemment dans un modèle de xénogreffe de mélanome qu’un 

jeûne intermittent des souris avec un régime hypoglycémique/normoglycémique améliorait considérablement 

l’effet antitumoral de la Metformine, uniquement lorsque cette dernière était administrée pendant la période 

d’hypoglycémie (Elgendy et al., 2019). L’effet observé est dû à une activation de la kinase GSK3 (Glycogen 

Synthase Kinase 3) qui induit la diminution de la protéine pro-survie MCL-1 (Myeloid Cell Leukemia-1). 

L’activation de GSK3 est la résultante d’une inhibition de la PP2A (phosphatase inhibant elle-même GSK3) 

par deux mécanismes distincts induits par la Metformine et le faible niveau de glucose.  

Des études pré-cliniques de combinaisons entre la Metformine et d’autres traitements ont été 

effectuées. Ainsi, le traitement de plusieurs lignées cellulaires de mélanome avec de la Metformine en 

combinaison avec du Vemurafenib a montré des résultats encourageants avec un effet antitumoral synergique 

des deux molécules dans 6 sur 11 des lignées testées (Niehr et al., 2011). Il a également été observé que la 

Metformine augmentait la cytotoxicité du cisplatine dans les cellules de mélanome (Hirsch et al., 2013; 

Janjetovic et al., 2011). Enfin, deux autres études, plus récentes, sur la combinaison de la Metformine avec un 

inhibiteur de Erk (Trousil et al., 2017) ou avec de la thérapie photodynamique (Tudor et al., 2017) décrivent 

également une efficacité anti-mélanome importante. Les combinaisons de dérivés de biguanides avec les 

immunothérapies seront évoquées dans le paragraphe 4.2.  

Aujourd’hui, plus de 300 essais cliniques ont été/sont menés pour tester l’efficacité de la Metformine 

dans différents cancers (https://clinicaltrials.gov/ct2/results), dont certains dans le cadre du mélanome. L’un de 

ces essais a été réalisé au service de dermatologie du CHU de Nice (NCT01840007). Il visait à évaluer 

l’efficacité de la Metformine seule chez les patients atteints de mélanome métastatiques en échec thérapeutique 

suite à un traitement par chimiothérapie/thérapies ciblées et qui n’était pas éligibles (ou ne répondaient pas) aux 

immunothérapies (Montaudié et al., 2017). Les résultats de cette étude pilote, effectuée sur 17 patients âgés de 

74 ans en moyenne, n’ont pas vraiment été encourageants. Ils montrent que l’utilisation de la Metformine à 

une dose correspondant à celle donnée aux patients diabétiques n’induit pas d’efficacité significative chez les 

patients atteint d’un mélanome métastatique. Le stade avancé du mélanome chez ces patients en échec 

thérapeutique et la faible biodisponibilité de la molécule sont des éléments qui pourrait expliquer ce résultat. Il 

serait donc intéressant de tester la Metformine ou un autre dérivé de biguanide possédant de meilleures 

caractéristiques pharmacologiques à un stade plus précoce de la maladie.  

 

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?recrs=&cond=Cancer&term=Metformin&cntry=&state=&city=&dist=
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4.2. Effets de la Metformine dans la réponse immunitaire antitumorale 

De nombreuses études in vivo dans différents types de cancers, comme évoqué précédemment, ont 

prouvé que les dérivés de la famille des biguanides, et en particulier la Metformine, avaient un réel potentiel 

antitumoral. Le rôle de la Metformine dans l’inhibition de la prolifération et l’induction de la mort des 

cellules cancéreuses explique en partie les effets observés in vivo. Cependant, de plus en plus d’études montrent 

que la Metformine serait également capable d’influencer, indirectement ou directement, le micro-

environnement tumoral et notamment la présence ou même la différenciation de certaines cellules 

immunitaires (Jin and Jin, 2020; Kurelac et al., 2020; Saito et al., 2020). 

 

4.2.1. Effets sur les lymphocytes 

Il a été reporté plusieurs fois dans la littérature récente que la Metformine pouvait booster la réponse 

immunitaire adaptative, notamment en augmentant l’infiltration des lymphocytes T dans la tumeur et en 

favorisant leur fonction cytotoxique (Cha et al., 2018; Eikawa et al., 2015; Pereira et al., 2018).  

Tout d’abord, la Metformine peut avoir un effet direct sur les lymphocytes (Figure 35). Ainsi, Pearce 

et ses collègues ont montré en 2009 que l’activation de l’AMPK, qui provoque une augmentation de l’oxydation 

des acides gras, est nécessaire à la génération de lymphocytes T mémoires (LTM) qui vont être responsable 

d’une immunité à long-terme (Pearce et al., 2009). Dans une expérience de vaccination, les souris C57BL/6 

sont immunisées avec de l’ovalbumine (Ova) puis, une semaine plus tard, traitées quotidiennement avec de la 

Metformine (ou un contrôle). Après 3 semaines de traitement, des cellules cancéreuses EL4-Ova sont injectées 

aux souris. Le traitement par la Metformine, qui a favorisé la génération de LTm contre l’Ova, protège alors les 

souris contre le développement des tumeurs. Très récemment, une équipe a montré que la génération de LT 

CD8+ mémoires par la Metformine était dépendante de la régulation négative du microARN-107 (miR-107) 

par activation d’AMPK. La diminution de l’expression de miR-107 permet d’augmenter celle d’Eomesdermin 

(Eomes), qui à son tour inhibe la transcription du gène codant PD-1 et favorise la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Zhang et al., 2020a). 

De plus, la Metformine est capable de protéger les lymphocytes infiltrant la tumeur de l’apoptose et 

empêche leur « épuisement », et ce de manière AMPK-dépendante. Cela entraîne chez les souris traitées une 

augmentation de la fonction inflammatoire de ces lymphocytes, capables de secréter de l’IL2 (Interleukin-2), 

de l’IFN- et du TNF- (Eikawa et al., 2015). Le transfert adoptif de lymphocytes naïfs traités ex vivo avec de 

la Metformine chez des souris portant une tumeur de mélanome (B16-Mo5) montre que cet effet protecteur est 

un effet direct. Parallèlement, il a été montré que la Metformine pouvait induire la diminution des lymphocytes 

T régulateurs (LTreg) dans plusieurs modèles tumoraux (sarcome, mélanome, leucémie) au sein de la tumeur 

(Kunisada et al., 2017). Dans cette étude, la Metformine induit une diminution des cellules CD4+/CD25+ 

(LTregs) mais permet également la régulation négative de l’expression de CTLA-4 et de la sécrétion d’IL-10. 
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Ce phénotype est causé par une inhibition du facteur de transcription FoxP3, qui provoque la différenciation 

des LT CD4+ naïfs en LTreg. Cette inhibition semble être liée au statut métabolique des lymphocytes, qui 

switch vers un profil glycolytique, sous l’effet de la Metformine. 

En plus de son effet direct sur les lymphocytes, la Metformine peut influencer le microenvironnement 

tumoral en agissant sur le métabolisme des cellules tumorales. Etant donné que cette molécule inhibe la 

respiration mitochondriale, tout laisse à penser que les cellules tumorales ainsi que les cellules immunitaires 

soient contraintes d’utiliser uniquement la glycolyse pour générer de l’énergie, créant ainsi une compétition 

pour le glucose dans le MET, délétère aux lymphocytes. Comment expliquer dans ce cas les effets pro-survie 

et pro-cytotoxique de la Metformine ? L’une des explications probable est apportée par deux études 

complémentaires (Incio et al., 2016; Scharping et al., 2017). La première, réalisée sur un modèle de cancer 

pancréatique lié à l’obésité, montre que la Metformine participe à la réduction du volume tumoral en induisant 

une meilleure perfusion vasculaire et en favorisant de ce fait le recrutement de LT cytotoxiques dans la 

tumeur. La seconde étude, réalisée dans un modèle de mélanome et de cancer colorectal, montre que 

l’hypoxie générée dans certaines tumeurs réduit la prolifération et l’activité des LT cytotoxiques (production 

d’IFN-γ) (Scharping et al., 2017). Or, la Metformine, en inhibant la phosphorylation oxydative, empêche la 

consommation d’oxygène par les cellules tumorales et diminue l’hypoxie dans le milieu. Chez les souris 

traitées avec de la Metformine, les TILs CD8+ retrouvent alors un profil métabolique oxydatif, au détriment 

des cellules cancéreuses, et retrouvent leur fonction cytotoxique. Le ciblage préférentiel des cellules 

cancéreuses par la Metformine peut être expliqué par l’expression beaucoup plus importante du récepteur 

OCT1, nécessaire à l’entrée de la molécule, sur ces cellules que sur les lymphocytes. Dans cette étude, le 

traitement des souris par la Metformine synergise l’effet antitumoral des anti-PD1. De plus, une étude dans le 

cancer de l’ovaire montre que la diminution d’HIF-1α par la Metformine dans les MDSCs réduit leur fonction 

immunosuppressive et favorise indirectement la fonction cytotoxique des LT CD8+ (Li et al., 2018). Cibler 

l’OXPHOS pour améliorer l’hypoxie dans le milieu tumoral semble donc être une bonne stratégie pour 

augmenter la réponse aux thérapies existantes et notamment aux immunothérapies (Boreel et al., 2021).  

Enfin, l’étude de Cha et ses collaborateurs a montré dans un modèle de tumeur mammaire que la 

Metformine promouvait l’activation des LT CD8+ indirectement via la diminution de l’expression de PD-L1 

par les cellules tumorales (Cha et al., 2018). L’activation de la voie AMPK par la molécule conduit en effet à 

la dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD : Endoplasmic Reticulum-Associated protein 

Degradation) du ligand inhibiteur PD-L1, qui n’est alors plus présenté à la membrane des cellules. Par 

conséquent, les LT CD8+ qui ne sont plus inhibé par leur liaison avec PD-L1 peuvent continuer d’assurer leur 

fonction cytotoxique. Dans cette étude, des effets antitumoraux synergiques ont été observés par traitement 

d’une combinaison entre la Metformine et les anti-CTLA-4. Très récemment, des progrès en termes de 

distribution de la Metformine jusqu’au site tumoral ont été réalisés. Le chargement de la molécule dans des 
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nanoparticules poreuses favorisent en effet sa libération dans la tumeur, ce qui provoque la dégradation de PD-

L1 et améliore la réponse immunitaire cytotoxique (Wen et al., 2021). 

 

4.2.2. Effets sur les cellules myéloïdes 

La population myéloïde au sein d’une tumeur est majoritairement composée de macrophages, qui 

peuvent être de type M1 ou M2 et de MDSCs (Myeloïd Derived Supressor Cells) (voir paragraphe A.2.5.2.1).  

L’effet de la Metformine sur les macrophages a été étudié à la fois directement sur des modèles de 

macrophages in vitro mais également de manière indirecte dans leur contexte tumoral in vivo. On les appelle 

alors les TAM (Tumor-Associated Macrophages). L’effet de ce biguanide dans les macrophages est alors assez 

controversé et dépend du contexte dans lequel cet effet est étudié.  

De manière générale, les études réalisées in vitro montrent que la Metformine a tendance à inhiber les 

signaux inflammatoires médiés par les macrophages. Ainsi, la Metformine empêche la sécrétion 

LPS(Lipposaccharides)-induite des cytokines TNF- et IL-6 dans les cellules murines macrophagiques 

RAW264.7 par inhibition parallèle des voies NF-B et ATF3 (Activating Transcription Factor 3) (Kim et al., 

2014). D’autres part, l’étude de macrophages dérivés de moelle osseuse de souris (BMDM : Bone Marrow 

Derived Macrophages) a montré qu’en plus de son effet inhibiteur sur la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires, la Metformine pouvait induire la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 ainsi 

que la sécrétion d’IL-10 par ces derniers (Jing et al., 2018; Kelly et al., 2015). Ces études in vitro et ex vivo 

suggéreraient alors que la Metformine induirait un phénotype pro-tumorigénique des macrophages. 

  Néanmoins, dans le contexte du cancer, il semble que le traitement par la Metformine est plus souvent 

associé à l’inhibition du rôle pro-tumorigénique des macrophages (Figure 35). Cela nous indique une fois de 

plus que les interactions entre les différents acteurs cellulaires au sein de la tumeur sont très importantes pour 

évaluer l’action des médicaments sur la fonction des TAMs ; dont l’effet peut être indirect. A ce propos, dans 

un modèle de co-culture entre des cellules d’hépatocarcinome et des macrophages, l’effet de la Metformine sur 

l’induction de marqueur M2 dans les macrophages est aboli et même contrebalancé lorsque ces derniers sont en 

présence des cellules tumorales (Chen et al., 2015). Cette dédifférenciation des macrophages M2 semble être 

dû à une réaction de la voie Notch dans les macrophages traités par la Metformine lorsque ceux-ci sont en 

présence des cellules tumorales seulement. En parallèle, des études de modèles cancéreux sur souris 

syngéniques montrent que la Metformine est associée à une diminution des TAMs, notamment de type M2, 

dans la tumeur. Dans des cellules tumorales de prostate, le biguanide induit la diminution de l’expression de 

COX2 (Cyclooxygénase-2) et par conséquent celle de la sécrétion de PGE2 (Prostaglandine-E2), produit par 

cette enzyme. PGE2 étant impliqué dans le recrutement des macrophages, cette inhibition provoque une 

diminution générale du nombre de TAMs dans le tissu tumoral (Liu et al., 2018a). De plus, deux autres études 
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montrent que la Metformine peut rediriger la polarisation des macrophages d’un phénotype M2 vers un 

phénotype M1 dans la tumeur (Ding et al., 2015; Wang et al., 2018a). Dans la 1ère, la Metformine inhibe in 

vitro la polarisation des macrophages M2 médiée par l’IL-13 de manière partiellement dépendante de 

l’AMPK, et induit également in vivo (modèle de cancer du poumon) la diminution des TAMs CD206+ (de type 

M2) (Ding et al., 2015). Dans la seconde, il a été montré dans plusieurs modèles cancéreux (mammaire, 

colorectal, rénal) que la Metformine induisait une inhibition de l’angiogenèse dépendante de la diminution du 

VEGF. L’effet observé est en fait la conséquence de l’augmentation du ratio des macrophages M1 

(CD68+/iNOS+) /M2 (CD68+/Arg1+) dans la tumeur chez les souris traitées avec de la Metformine. Encore 

une fois, la Metformine semble inhiber in vitro la polarisation des M2 induits par l’IL13 (Wang et al., 2018a). 

Dans le contexte d’une tumeur et de son sécrétome, la Metformine peut donc avoir un effet direct sur la 

polarisation des TAMs. De surcroît, une étude a montré que cette molécule pouvait également avoir un effet 

indirect sur la polarisation des macrophages. En effet, la Metformine active dans des cellules cancéreuses de 

sein la voie de l’AMPK et inhibe la voie NF-B, ce qui provoque une diminution de la sécrétion d’IL4, d’IL10 

et d’IL-13 (cytokines polarisant vers un type M2), et une augmentation de la sécrétion d’IFN (cytokine 

polarisant vers un type M1). Le milieu conditionné de ces cellules cancéreuses induit alors la polarisation des 

macrophages vers un phénotype fonctionnel M1 (sécrétion d’IL-12 et de TNF-) plutôt qu’un phénotype M2 

(sécrétion d’IL-8, d’IL-10 et de TGF−) (Chiang et al., 2017).  

Cibler directement les macrophages ou indirectement les cellules tumorales avoisinantes dans le MET 

afin de rediriger la polarisation des TAM d’un type M2 vers un type M1 semble donc être une bonne stratégie 

antitumorale. Très récemment, une stratégie très élégante, basée sur le développement de microparticules 

dérivées des macrophages et modifiées avec du mannose (Man-MPs) pour reconnaître préférentiellement les 

macrophages M2, a été élaborée (Wei et al., 2021). L’injection de Man-MPs chargées avec de la Metformine 

(Man-MPs-Met) dans des souris portant des tumeurs induit la diminution des macrophages M2 au profit des 

macrophages M1 dans ces dernières. Cela provoque une augmentation considérable des LT CD8+ infiltrant la 

tumeur, parallèlement à une diminution des LTreg et des MDSCs, qui aboutit à une régression drastique de la 

croissance tumorale chez ces souris. Pour finir, le traitement de souris portant des hépatocarcinomes avec des 

Man-MPs-Met en combinaison avec des anti-PD1 amplifie ces effets chez les souris chez qui on observe alors 

une réponse antitumorale complète.  

Enfin, il a été observé lors d’une étude s’appuyant à la fois sur des modèles mathématiques et 

expérimentaux, que le niveau d’hypoxie dans la tumeur jouait un rôle sur la polarisation des TAMs (Carmona-

Fontaine et al., 2017). Ainsi, un fort niveau d’hypoxie va orienter les macrophages vers un phénotype M2 et 

induire l’expression de marqueurs spécifiques comme Arg1 (Arginase 1) ou MRC-1 (Mannose Receptor C-

Type 1). Or, comme cela a été mentionné précédemment, la Metformine est capable en inhibant la respiration 

cellulaire de faire baisser ce niveau d’hypoxie dans la tumeur. Cela pourrait donc être une explication 

supplémentaire de l’effet de la Metformine sur la diminution des marqueurs M2 exprimés par les TAMs. 
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Quelques études montrent également l’effet d’activateurs de l’AMPK sur les MDSC. Une première 

étude, réalisée principalement in vitro sur un modèle de MDSC murin immortalisé (MSC-2), montre qu’un 

nouvel activateur de l’AMPK (OSU-53) inhibe la fonction immunosuppressive de ces cellules (Trikha et al., 

2016). En effet, le traitement des MSC-2 par OSU-53 inhibe leur production d’oxide nitrique (NO) ainsi que 

leur sécrétion d’IL-6 et de TNF-. De plus, ce traitement ralenti la migration des MSC-2 en réponse aux 

cytokines sécrétées par des cellules tumorales. Dans le même travail, le traitement de MDSC isolés de tumeurs 

de mélanome de patients avec de l’OSU-53 provoque une réduction significative de l’expression 

transcriptionnelle des gènes immunosuppresseurs comme Arginase 1 et iNOS (inductible Oxide Nitric 

Synthase). En 2017, Kim et ses collègues montrent dans un modèle de mélanome murin que la Phenformine 

provoque l’affaiblissement de l’infiltration de MDSC de type granulocytiques (G-MDSC) dans la tumeur. Ce 

processus semble dépendant de l’AMPK car l’ajour de CC (Compound C), un inhibiteur de l’AMPK, réverse 

le phénotype observé. De la même manière, l’utilisation d’un anti-oxydant atténue l’effet inhibiteur de la 

Phenformine sur les G-MDSC, ce qui suggère que la production de ROS induite par le biguanide est importante 

dans ce processus. Enfin, dans cette étude, la Phenformine augmente l’activité antitumorale des anti-PD1 et 

permet une diminution synergique du volume tumoral (Kim et al., 2017).  

 

La Metformine, ou d’autres activateurs de l’AMPK comme la Phenformine, ont montré leurs effets 

antitumoraux à la fois par leur action antiproliférative et cytotoxique sur les cellules tumorales et par leur 

action immunomodulatrice dans le microenvironnement tumoral. Ces molécules semblent donc être de bons 

candidats pour traiter patients atteints de mélanome, notamment en combinaison avec des immunothérapies. A 

ce sujet, une étude rétrospective a été menée assez récemment sur deux petites cohortes de patients avec 

mélanome métastatique traités avec (A) une combinaison Ipilimumab/Nivolumab ou (B) la 

Ipilimumab/Nivolumab et Metformine (Afzal et al., 2018). Les résultats, bien que non significatifs d’un point 

de vue statistique compte tenu du faible nombre de patients, sont très encourageants. Le taux de réponse 

globale passe alors de 54,5% (cohorte A) à 68,2% (cohorte B), la survie globale médiane de 28 mois (A) à 

46,7mois (B) et la survie sans progression médiane de 5 mois (A) à 19,8 mois (B).  

 

5. Les dérivés de la Metformine dans le traitement contre le mélanome 

Depuis la découverte des effets anti-cancéreux de la Metformine, plusieurs laboratoires ont travaillé sur le 

développement d’activateurs de l’AMPK en tant que nouvelles molécules antitumorales (Kim et al., 2016). 

Pour exemple, un dérivé des benzimidazoles, le composé 911, a montré un impact sur la croissance des cellules 

tumorales (Guigas and Viollet, 2016). D’autres activateurs directs de l’AMPK ont également montré des 

effets-tumoraux dans différents cancers. Ainsi, la molécule GSK621 induit une diminution de la viabilité des 
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cellules de LMA (Leucémie Myéloïde Aigüe) (Sujobert et al., 2015) alors qu’une autre molécule, appelée 

MT-63-78, montre un effet similaire sur des cellules du cancer de la prostate (Zadra et al., 2014). 

 Ces diverses études montrent l’intérêt porté à la voie de l’AMPK en tant que cible thérapeutique 

importante dans le cadre du cancer. Les résultats décevants de l’essai clinique sur la Metformine dans le cadre 

du mélanome réalisé au CHU de Nice (Montaudié et al., 2017) ont souligné notamment le problème de dose 

efficace de cette molécule dans le cadre du cancer. En effet, afin d’obtenir des résultats anticancéreux 

significatifs avec la Metformine in vitro ou in vivo, cette molécule doit être utilisée à des doses importantes 

(10mM in cellulo ou 2mg/souris/jour in vivo), qui ne sont pas retrouvées dans le corps du patient diabétique 

en clinique. Notre laboratoire a décidé de produire des dérivés de la Metformine, en collaboration avec 

l’Institut de Chimie de Nice (ICN), afin d’obtenir des composés possédant de meilleures capacités 

pharmacocinétiques (Brevet CNE/BOD-SB BEP170794 - NECs pro-AMPK). Le développement de ces 

dérivés a pour objectif de conserver la bonne tolérance des patients observée avec la Metformine tout en 

augmentant ses effets antitumoraux. Le travail sur l’un de ces dérivés, le CRO15, largement initié par le docteur 

Emilie Jaune lors sa thèse, a également fait également l’objet de mon travail de thèse. Une partie de ce travail, 

en partenariat avec le Dr. Jaune, a notamment mené à une première publication, qui sera présentée dans la partie 

« résultats » de ce manuscrit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 36  :  Représentation schématique de la structure de MELK

La protéine Melk est composée d’une domaine kinase (Lobe N-terminal représenté en orange et lobe

C-terminal en rose), d’une domaine UBA (Ubiquitin-Associated Domain) sur lequel peut se fixer des

protéines ubiquitinylées et d’une région régulatrice composée d’un domaine KA1 (Kinase-Associated-

1) et d’une domaine riche en sites de phosphorylation, dit « TP-rich ». La séquence d’activation,

représentée en rouge, contient le résidu de thréonine (T) 167, nécessaire à l’activité de la kinase. Les

résidus cystéines (C) sont quant à eux impliqués dans la formation de ponts disulfures.
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C. MELK, une cible thérapeutique potentielle dans le mélanome 

1. Généralités sur MELK 

La protéine MELK (Maternal Embryonic Leucine Zipper Kinase), également appelée MPK38 (Murine 

Protein Serine/Threonine Kinase 38) ou pEg3 (Eg3 protein), est une sérine/thréonine kinase impliquée dans 

la régulation de nombreux processus physio-pathologiques comme le développement embryonnaire, le cycle 

cellulaire, la prolifération, la réponse aux dommages à l’ADN ou encore l’apoptose (voir paragraphe C.2.). 

Cette protéine est restée très peu décrite jusque dans les années 2010, et malgré l’intérêt grandissant de la 

communité scientifique pour celle-ci ces dernières années, certaines de ses fonctions (notamment dans le cancer) 

restent encore aujourd’hui méconnues ou mal comprises (McDonald and Graves, 2020). Historiquement, 

MELK a été identifiée simultanément par deux groupes de recherche en 1997 en tant que kinase impliquée dans 

le développement embryonnaire (Heyer et al., 1997) ou au niveau cellulaire dans la transduction du signal dans 

certaines lignées hématopoïétiques (Gil et al., 1997). Cette protéine est codée par le gène MELK qui est situé 

sur le chromosome humain 9. Le clonage de l’ADNc de MELK a montré que la séquence de son domaine 

kinase partageait l’identité de celui des kinases de la famille Snf1/AMPK (Sucrose non-fermenting 1/AMPK), 

rangeant alors MELK dans cette famille de protéines.  

 

 Structurellement, MELK est composée comme les autres membre de sa famille d’un domaine 

sérine/thréonine kinase en N-terminal, suivi d’un domaine très conservé d’interaction aux protéines 

ubiquitinylées dit UBA (Ubiquitin-associated-domain) (Figure 36). Pour déclencher son activité catalytique, 

MELK doit être phosphorylé dans sa boucle d’activation sur la thréonine 167 (Thr167) (Canevari et al., 2013; 

Cao et al., 2013). La région C-terminale est une région régulatrice contenant une région « TP-rich », qui 

contient de nombreux sites de phosphorylation, et la région KA1 (Kinase-Associated 1) qui contribue à 

l’association de MELK avec d’autres kinases de la famille AMPK.  

 

En 2010, une étude montre que MELK est strictement exprimée dans les cellules en prolifération, que 

ce soit dans les tissus normaux ou cancéreux. Le niveau d’expression de la protéine varie pendant le cycle 

cellulaire et semble augmenter pendant la phase G2/M par rapport à la première partie de l’interphase. En fin 

de mitose, ce niveau d’expression diminue car la protéine semble en partie dégradée en parallèle de sa 

déphosphorylation (Badouel et al., 2010). De manière intéressante, MELK a été retrouvé surexprimé dans de 

nombreux cancers comme celui du sein, de l’ovaire, du colon, de la peau, du sang ou encore de la prostate, en 

comparaison des tissus sains correspondants (Thangaraj et al., 2020). Il a été suggéré que cette surexpression 

reflète alors le fait que l’indice mitotique des cellules tumorales est bien plus élevé que dans les cellules saines. 

L’étude de MELK dans le cancer à travers la régulation de ses différentes fonctions physio-pathologiques est 

donc importante à la bonne compréhension de cette protéine.  
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2. Fonctions de MELK 

2.1.1. Implication de MELK dans le développement embryonnaire 

 

Originellement, MELK a été cloné dans des ovocytes ; il a alors été observé que son expression était 

augmentée lors du développement embryonnaire précoce de la souris (Heyer et al., 1997, 1999). De manière 

similaire à d’autres transcrits impliqués dans le développement embryonnaire, le transcrit de MELK 

s’accumule depuis le stade de développement à 8 cellules jusqu’au stade de blastocyste. A contrario, 

l’expression de la protéine MELK est détectable pendant tout le développement pré-implantatoire. La 

présence de la protéine au stade très précoce est alors probablement due à la traduction de l’ARNm maternel 

présent dans le zygote (Heyer et al., 1999). En plus de son expression dans les tissus extra-embryonnaires, 

MELK est également observé dans les cellules épithéliales des membres, de la queue, des yeux et du nez. Ces 

premiers résultats suggèrent alors un rôle des MELK dans l’organisation spatiale et le développement des 

organes lors de l’embryogénèse.  

 Des études un peu plus récentes ont montré par la suite que MELK était exprimé au niveau cellulaire 

dans plusieurs types de cellules souches. Ainsi, MELK est exprimé dans les progéniteurs neuronaux 

multipotents MNP : Multipotent Neural Progenitors) à différents stades de développement. Sa surexpression 

dans les MNP favorise la génération de neurosphères, indiquant que MELK est impliqué dans l’auto-

renouvellement de ces cellules (Nakano et al., 2005). In vivo, dans le système nerveux central de la souris, 

l’expression de MELK est restreinte aux stades de développement embryonnaire précoce et intermédiaires. 

Après la naissance, MELK est détecté au niveau de l’hippocampe, région dans laquelle résident les cellules 

souches neuronales. Ces observations soutiennent les données obtenues in vitro. Ensuite, il a été montré que 

MELK était exprimé dans les myoblastes prolifératifs, dans un stade non différencié seulement (Niesler et al., 

2007), dans les progéniteurs de glande mammaire (Pickard et al., 2009), ou encore dans les cellules souches 

cancéreuses de glioblastome (Marie et al., 2008). Enfin, une étude effectuée dans un modèle embryologique 

murin a montré que l’expression de MELK est importante dans le développement de la rétine. En effet, sa 

délétion est responsable d’une microphtalmie chez la souris. L’analyse perte et gain de fonction de MELK au 

niveau de la rétine indique alors que son expression dans les cellules souches rétinienne est associé à leur 

prolifération, expliquant alors le phénotype observé (Saito et al., 2012). Toutes ces études montrent le rôle de 

MELK dans le développement embryonnaire, notamment via son expression spécifique dans les cellules 

souches de différents tissus.  

 

2.1.2. Rôle de MELK dans la prolifération et le cycle cellulaire 

 

L’expression de MELK, une fois les cellules normales différenciées, diminue à un niveau presque 

indétectable. La protéine est alors exprimée uniquement dans des cellules prolifératives telles que cela a été 

décrit dans les cellules cancéreuses. Le niveau des ARNm de MELK est en effet élevé au moment de la mitose. 

Cela permet à cette protéine d’agir sur différents substrats impliqués dans la prolifération cellulaire (Figure 37). 
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Ainsi, MELK se lie à ZRP9 (Zinc Finger-Like Protein 9) et le phosphoryle, ce qui induit sa translocation dans 

le noyau de la cellule (Seong et al., 2002). Là, ZRP9 peut activer le facteur de transcription B-Myb (MYB 

Related Protein B), impliqué, entre autre, dans la régulation positive du cycle cellulaire (Seong et al., 2003). 

Par ailleurs, il a été montré que MELK pouvait se fixer sur la protéine NIPP1 (Nuclear Inhibitor of Protein 

Serine/Threonine Phosphatase-1), un facteur nécessaire à l’assemblage du spliceosome. Cette interaction 

impliquant le domaine FHA (Forkhead Associated Domain) de NIPP et le domaine « TP-rich » de MELK, 

résulte en l’inhibition de l’épissage des ARN pré-messagers. Le complexe MELK-NIPP1 est surexprimé 

pendant la mitose, procurant à la cellule un moyen de régulation négative du cycle cellulaire par MELK 

(Vulsteke et al., 2004).  

  

 Les études montrent de manière générale que MELK induit la progression du cycle cellulaire. Tout 

d’abord, dans un modèle de cellules cancéreuses, l’expression de MELK est modulée de manière cyclique et 

suit l’expression d’acteurs du cycle cellulaire comme Cyclin-A/1, Cyclin-B et CDK4 (Badouel et al., 2010). 

De plus, dans différents cancers, la surexpression de MELK est décrite comme étant liée à la régulation 

positive concomitante de gènes essentiels dans la progression du cycle cellulaire tels que 

CDK1, CCNB1/2, TOP2A, AURKB, PLK1, and BUB1 ;  ce qui suggère fortement que MELK a un rôle 

important dans ce processus (McDonald and Graves, 2020). Cette protéine pourrait réguler à la fois les phases 

G2 et M (Mitose) du cycle, et la cytokinèse. En effet, MELK est capable de réguler le cycle cellulaire via la 

phosphorylation de Cdc25B, une tyrosine-phosphatase qui va alors se transloquer au centrosome et activer la 

protéine kinase CDK1, responsable de la transition G2/M (Davezac et al., 2002). Dans différents modèles de 

cancer, la protéine MELK semble indispensable à la transition entre la métaphase et l’anaphase (Minata et al., 

2014; Wang et al., 2014). De plus, chez l’amphibien Xenopus, MELK est important dans la cytokinèse, 

mécanisme qui permet la division de la cellule et de son contenu cytoplasmique en fin de mitose/méiose. 

Lorsque MELK est surexprimé ou au contraire délété dans ce modèle, la dynamique est l’organisation de cette 

division cellulaire est altérée (Le Page et al., 2011). Enfin, une étude a montré que MELK pouvait induire la 

progression du cycle cellulaire par phosphorylation de FOXM1 (Forkhead Box M1) sur ses résidus sérines 

(Joshi et al., 2013). Ce facteur de transcription régule à son tour de nombreux gènes essentiels pour la 

progression mitotique des cellules cancéreuses, tels que Aurora A/B et Cdc25B. Les membres de la famille de 

kinases Aurora, notamment Aurora A et B, sont en effet impliqués dans la condensation des chromosomes, 

l’assemblage du fuseau mitotique et la cytokinèse, nécessaires à l’aboutissement de la mitose (Ruchaud et al., 

2007). Enfin, il semble que l’activité de MELK augmente après sa phosphorylation par le complexe CDK1-

CyclineB ou par Erk1/2 (voie des MAPK), ce qui suggère un cross-talk entre les différentes voies de 

prolifération, qui pourrait induire un renforcement de la mitose.  

 L’ensemble de ces résultats soulignent l’implication de MELK dans la régulation du cycle cellulaire 

et dans l’activation de la prolifération.  
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2.1.3. Effets de MELK sur l’apoptose 

 

De manière intéressante, il semble que MELK puisse avoir à la fois un rôle pro-apoptotique ou pro-

survie, selon le contexte étudié (Figure 37). 

En effet, dans un contexte physiologique mais lorsque la cellule est en état de stress (stress oxydatif 

induit par H2O2 notamment), MELK peut activer la kinase ASK1 (Apoptosis-Signal-Regulating-Kinase-1) par 

phosphorylation directe de sa Thr838. Cette dernière active alors les kinases JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et 

p38 qui provoquent l’apoptose des cellules (Jung et al., 2008a). De plus, MELK peut contribuer à l’arrêt de la 

croissance et à l’apoptose des cellules médiés par la voie TGF-. En effet, il a été montré que MELK pouvait 

interagir directement avec les protéines SMAD (SMAD 2, 3, 4 et 7) via son domaine kinase. La 

phosphorylation de ces protéines est alors essentielle à l’induction de l’apoptose TGF- dépendante (Seong et 

al., 2010). Enfin, MELK peut provoquer la mort des cellules en inhibant leur survie. Ainsi, MELK inhibe 

l’activité de PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependant-Protein Kinase 1) via sa phosphorylation en Thr354, et 

l’empêche alors de phosphoryler sa cible Akt, pro-survie (Seong et al., 2012). En plus de cibler directement 

Ask1, les protéines SMAD et PDK1, MELK peut provoquer leur activation (Ask1 et SMADs) ou leur inhibition 

(PDK1) indirectement par interaction avec la protéine STRAP (Serine-threonine kinase Receptor-Associated 

Protein) (Seong et al., 2014). 

En revanche, MELK montre dans certaines conditions, notamment dans le contexte du cancer, un rôle 

pro-survie ou anti-apoptotique. Tout d’abord, il a été montré que la protéine pro-apoptotique Bcl-G était une 

cible importante de MELK. Dans le cancer du sein, MELK phosphoryle Bcl-G, ce qui provoque l’inhibition de 

son activité pro-apoptotique (Lin et al., 2007). Ensuite, il a été montré un peu plus récemment grâce à un 

screening effectué dans des cellules cancéreuses, que l’un des substrats de MELK était eiF4B (Wang et al., 

2016). MELK phosphoryle eiF4B en Ser406, notamment lors de la phase de mitose (M) du cycle cellulaire, afin 

de réguler la synthèse protéique. L’activation d’eiF4B par MELK induit particulièrement la synthèse de MCL-1, 

protéine anti-apoptotique qui joue un rôle important dans la survie des cellules cancéreuses. L’inactivation de 

MELK ou d’eiF4B induit alors l’apoptose des cellules cancéreuses. D’autre part, l’inhibition de MELK dans 

des cellules de leucémie lymphoïde chronique provoque l’apoptose rapide des cellules en parallèle de 

l’inhibition d’Akt et de l’augmentation de l’expression de p53 (Zhang et al., 2018b). De manière générale, de 

nombreuses études ont montré que l’inhibition de MELK dans les cellules cancéreuses (par ARN-interférant : 

ARNi) provoque un ralentissement de la prolifération et une induction de l’apoptose. Ces résultats ont parfois 

été discutés, notamment par rapport aux effets « off-target » (sur des gènes non-ciblés) des ARNi, mais 

l’utilisation de siARN ou de shARN multiples dans une même étude écarte cette possibilité. De plus, lorsque 

ces effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques de l’inhibition de MELK sont retrouvés de nombreuses fois par 

des laboratoires différents, la preuve que l’effet est bien dû à la perte de MELK devient solide (Settleman et al., 

2018). 
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Il semblerait donc qu’en fonction du modèle cellulaire mais surtout du contexte dans lequel se trouve 

les cellules (physiologique, cancer), la protéine MELK puisse avoir un effet antagoniste sur le processus de 

l’apoptose.  

2.1.4. Effets de MELK sur la voie des dommages à l’ADN 

 

Dans les cellules saines, la préservation de l’intégrité génomique est essentielle pour l’homéostasie 

cellulaire. Or, l’ADN des cellules est souvent régulièrement soumis à des agents nuisibles à sa structure, qu’ils 

soient exogènes ou endogènes. Pour pallier cela, la cellule possède un système de réparation des dommages 

à l’ADN (DDR : DNA Damage Response) qui intervient par exemple en cas de cassure double-brin. Dans ce 

système, des senseurs (tels que H2AX, BRCA1, ou 53BP1) reconnaissent les dégâts causés sur l’ADN et 

activent des transducteurs du signal, comme ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), qui vont eux-mêmes agir 

sur des médiateurs et/ou des effecteurs (CHK1/2, CDC25A, p53) pour provoquer l’arrêt du cycle cellulaire ou 

encore l’apoptose des cellules (Figure 38) (Bensimon et al., 2011). Les cellules cancéreuses prolifératives, qui 

doivent répliquer leur ADN beaucoup plus fréquemment et accumulent les erreurs, présentent de multiples 

aberrations géniques. Cependant, elles présentent bien souvent des altérations au niveau des protéines « points 

de contrôle » de la cascade DDR (DCM1, H2AX, ATM…) (Bartkova et al., 2005), ce qui leur permet de tolérer 

ces aberrations, et de survivre.  

En 2015, une étude réalisée sur des cellules cancéreuses de sein a montré que MELK était impliqué 

dans la résistance à la voie de réponse aux dommages à l’ADN (Beke et al., 2015). Grâce à un inhibiteur 

pharmacologique de MELK, ils montrent que l’inhibition de cette protéine induit dans ces cellules cancéreuses 

l’arrêt du cycle cellulaire en phase S et l’accumulation de fourches de réplications bloquées et de cassures 

double-brin de l’ADN. Au niveau protéique, ils observent une accumulation de la protéine H2AX phosphorylée 

(-H2AX : -Histone H2A Member X) dans le noyau des cellules, qui corrèle avec l’activation d’ATM et la 

phosphorylation de CHK2 (Checkpoint kinase 2). L’activation de la cascade DDR en réponse à l’inhibition de 

MELK induit ensuite la phosphorylation de p53 (Ser15), l’expression prolongée de p21, et la régulation 

négative de FOXM1 et de ses cibles ; expliquant alors l’arrêt du cycle observé. Cette étude montre que MELK 

augmenterait le seuil de tolérance aux dommages à l’ADN dans les cellules cancéreuses.  

Quelques années plus tard, une autre étude montre dans des cellules cancéreuses du col de l’utérus que 

l’inhibition de MELK (par siARN cette fois-ci) induit une augmentation de l’expression de -H2AX. En 

combinaison avec un agent alkylant de l’ADN, l’inhibition de MELK aboutit cette fois-ci à une augmentation 

de la caspase-3 clivée et donc à l’apoptose des cellules. Dans cette étude, MELK semble impliquer dans le 

mécanisme de réparation par recombinaison homologue, en modulant l’expression des protéines du complexe 

MRN (Mre11/Rad50/Nbs1), impliqué dans ce type de réparation (Wang et al., 2018b). La même année, dans 

un modèle de cancer du sein triple-négatif, il a été montré que MELK conférait une résistance à la radiothérapie 

via l’induction d’un autre mécanisme de réparation de l’ADN : la jonction d’extrémité non homologue (NHEJ : 

Non-homologous End-Joining). En effet, MELK est alors capable de stabiliser les protéines Ku70/Ku80 sur 

le site de la cassure de l’ADN et d’induire ce type de réparation sous l’effet de la radiation. L’inhibition de 
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MELK permet alors la dissolution de ce complexe et la mort des cellules cancéreuses (Nyati et al., 2018). Enfin, 

très récemment, une étude sur des cellules humaines cancéreuses de vessie montre que MELK est surexprimé 

dans les tumeurs de grade élevé et de mauvais pronostic. L’étude in vitro de l’expression de MELK dans ces 

cellules indique que son inhibition pharmacologique induit la phosphorylation d’ATM et de CHK2, 

provoquant ainsi la diminution de l’expression de MDMX, Cyclin-D1, CDK2 et E2F1 mais d’une augmentation 

de l’expression de p53 et de p21. Dans ce cancer, MELK semble donc empêcher l’arrêt du cycle par la voie 

ATM/CHK2/p53. (Chen et al., 2020) 

 

3. Régulation de MELK 

Comme les onze autres membres de la famille AMPK-RK (Related Kinases), MELK doit être 

phosphorylé sur la thréonine 167 (Thr-167) et la Sérine 171 (Ser171) dans la boucle d’activation pour effectuer 

son activité catalytique. Le mécanisme d’activation est en revanche unique au sein de sa famille car il consiste 

en une autophosphorylation de sa Thr167, et non en la phosphorylation de ce site par des kinase extérieures 

telles que LKB1 et CAMKK (Beullens et al., 2005; Lizcano et al., 2004). 

Potentiellement, MELK peut être régulé par le contrôle redox de ponts disulfures intramoléculaire 

entre deux cystéines présentes dans le domaine kinase (Cys-154 et Cys-168). Des analyses biochimiques 

suggèrent en effet que l’activité de MELK est maximale en présence d’agents réducteurs (comme le DTT : 

Dithiotréithiol) (Beullens et al., 2005). L’observation de la structure de MELK par cristallographie montre que 

la liaison disulfure intramoléculaire mène à une distorsion structurale qui pourrait empêcher l’activité 

catalytique de MELK (Cho et al., 2014), ce qui expliquerait l’effet observé avec l’utilisation du DTT. Il semble 

cependant que MELK peut s’associer avec d’autres protéines via des interactions disulfures. Le rôle de la 

formation du pont disulfure n’est pas encore bien élucidé et des études plus approfondies nous diront si ce pont 

est physiologiquement pertinent.   

La protéine MELK est également dotée d’une région régulatrice constituée d’une région « TP-rich » et 

d’un domaine KA1. Ce domaine semble jouer un rôle de régulateur négatif de la kinase car son clivage (côté 

C-terminal) permet d’améliorer l’activité de MELK in vitro (Beullens et al., 2005). De manière intéressante, ce 

domaine est capable de se lier aux membranes de la cellule, ce qui suggèrerait un mécanisme potentiel de 

MELK par liaison avec des membranes (Moravcevic et al., 2010). Dans son domaine « TP-rich », MELK peut 

également être phosphorylé par différentes protéines qui vont participer à sa régulation. Par exemple, la protéine 

MPF (Mitosis-Promoting Factor) et ERK peuvent phosphoryler la kinase en 5 sites différents (Thr414, Thr449, 

Thr451, Thr481 et Ser498) pendant la mitose (Badouel et al., 2006). D’autres part, la phosphorylation de MELK 

en Thr478 pendant la mitose favorise son interaction de PPP1R8 (Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 

8), un inhibiteur spécifique des protéines Ser/Thr phophatases de type 1 (Vulsteke et al., 2004).  

Il semble que les moyens de régulation de MELK soient nombreux et encore loin d’être tous élucidés. 

De plus amples recherches sur le sujet permettront sans doute d’avoir une vision plus claire et plus globale de 

sa régulation.  
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4. Implication de MELK dans le cancer et le mélanome 

4.1. MELK agit comme un oncogène : une idée solide mais controversée  

Depuis la découverte de MELK en 1997 en tant qu’acteur du développement embryonnaire, de 

nombreuses études ont étudié le rôle de cette protéine dans le cancer. La première étude, publiée en 2005, 

présente MELK comme une cible thérapeutique intéressante en cancérologie. Cette étude montre effet que le 

niveau transcriptionnel de MELK est surexprimé dans une vingtaine de tissus cancéreux (par rapport à leur 

tissue sain équivalent) (Gray et al., 2005). De plus, la diminution de l’expression de MELK dans des lignées 

cancéreuses du col de l’utérus, mammaires, colorectales et gastriques par utilisation d’ARN interférants (ARNi) 

provoque la diminution de leur prolifération. Dans les dix années qui suivirent, de nombreuses autres études 

montrent également une surexpression de MELK dans différents cancers (glioblastome, sein, prostate, etc) et 

une diminution de la prolifération des lignées cancéreuses correspondantes sous l’effet de l’inhibition de MELK 

par ARNi (Du et al., 2014; Kuner et al., 2013; Lin et al., 2007; Nakano et al., 2008). Sous l’influence de toutes 

ces études, le premier inhibiteur dit sélectif de MELK, appelé OTSSP167 (ou OTS167) a été 

développé (Chung et al., 2012). Son utilisation engendre une diminution de la croissance et une apoptose dans 

plusieurs lignées cancéreuses testées. Il est donc actuellement testé dans quatre essais cliniques différents 

(NCT01910545, NCT02926690, NCT02795520, NCT02768519). En plus de son utilisation en clinique, cet 

inhibiteur a largement été utilisé depuis son développement pour l’analyse fonctionnelle de MELK. 

Malheureusement, il a démontré par la suite qu’OTS167 était très peu sélectif pour MELK, et ciblait également 

une dizaine d’autres kinases (Ji et al., 2016; Klaeger et al., 2017). D’autres inhibiteurs ont par la suite été 

développés et certains, testés cette fois-ci pour leur sélectivité comme NVS-MELK8a et MELK-T1, montrent 

également des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques dans des modèles de cancer du sein (Beke et al., 

2015; McDonald et al., 2020).  

En 2014, la protéine MELK est à nouveau décrite comme essentielle à la prolifération de cellules de 

cancer du sein de type basal (BLBC) (Wang et al., 2014). Dans cette étude, ils montrent non-seulement l’effet 

antiprolifératif de l’inhibition de MELK par ARNi, mais aussi le retour (« rescue ») à un phénotype prolifératif 

par ajout de MELK exogène sauvage. Le phénotype n’est pas retrouvé lorsqu’ils ajoutent un MELK muté 

pour son domaine kinase. Ceci démontre alors que l’effet sur la prolifération observé avec les ARNi est bien 

MELK-dépendant.  

Malgré tous les indices qui laissent alors à penser que MELK agit comme un oncogène en favorisant 

la prolifération des cellules, certains résultats contradictoires poussent à mettre en doute cette affirmation. Trois 

ans plus tard en effet, une autre équipe montre dans le même modèle de cancer que la délétion de MELK par la 

technologie d’édition du génome CRISPR/Cas9 n’impacte pas du tout la prolifération des cellules ou encore 

la cytokinèse. Ils en concluent que l’expression de MELK n’est pas requise dans le cancer BLBC (Lin et al., 

2017). À la suite de cela, deux autres études utilisant la même technologie d’édition du génome ont montré des 

résultats similaires dans le cancer du sein ainsi que dans d’autres lignées cancéreuses (Giuliano et al., 2018; 

Huang et al., 2017). Huang et ses collègues montrent alors que l’utilisation d’un CRISPR interférence 
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(CRISPRi) dirigé contre MELK n’a aucun effet sur la prolifération des cellules cancéreuses de sein. De 

multiples « ARN guides » ciblant le promoteur de MELK ont été utilisés et font diminuer, lors de l’ajout de la 

Cas9, l’expression du transcrit de MELK et de sa protéine de manière efficace. Certains de ces « ARN guides » 

ont alors été clonés dans des vecteurs dont l’expression est induite par la doxycycline : des lignées stables ont 

alors été établies. L’extinction de MELK dans ces lignées par l’ajout de Cas9 et par plusieurs jours de traitement 

à la doxycycline n’induit pas de diminution de la prolifération cellulaire. Dans l’étude de Giuliano et ses 

collaborateurs, il est montré que l’extinction de MELK dans différentes lignées cancéreuses (sein, mélanome, 

colorectal) n’induit pas de défaut de prolifération des cellules dans un milieu semi-solide mimant la croissance 

dite « indépendante-de l’ancrage ». De plus, l’extinction de MELK dans deux lignées cancéreuses de sein n’a 

pas d’effet sur la croissance de xénogreffes chez la souris. Une étude cependant, utilisant la technologique 

CRISPR/Cas9 contre MELK dans un modèle de leucémie lymphoïde chronique, montre que l’extinction de 

MELK induit une diminution de la prolifération et une augmentation de l’apoptose (Zhang et al., 2018b). Cette 

analyse ne représente cependant qu’une petite partie du travail et n’est pas autant développée que dans les 

papiers mentionnés précédemment. Une des explications possibles de ces résultats en apparente contradiction 

avec le grand nombre d’études réalisées avec des ARNi et des inhibiteurs pharmacologiques serait le biais induit 

par la technique utilisée. Dans ces études d’extinction de MELK par édition du génome, il n’est pas exclu que 

les cellules aient le temps de reprogrammer leurs voies de signalisation afin de contourner la perte de MELK 

et de retrouver une croissance normale. D’autre part, la sélection d’un clone non dépendant de MELK pour la 

croissance cellulaire pourrait expliquer le phénotype obtenu. Enfin, ces résultats n’expliquent pas les six études 

réalisées par différents laboratoires qui montrent que les effets antiprolifératifs de l’inhibition de MELK par 

ARNi sont contrebalancés par l’ajout d’un MELK exogène sauvage (Hebbard et al., 2010; Janostiak et al., 

2017; Minata et al., 2014; Nakano et al., 2008; Wang et al., 2014; Xia et al., 2016).  

 

MELK et mélanome :  

 

En 2007, une étude sur la classification moléculaire des différents stades de mélanome révèle qu’il y 

a une corrélation positive entre l’expression de MELK dans les tumeurs et l’agressivité de cette dernière (Ryu 

et al., 2007). Plus récemment, une autre étude s’est intéressée à l’implication de MELK dans la croissance 

des cellules de mélanome (Janostiak et al., 2017). Cette dernière montre que l’activation de la voie des MAPK 

(qui est constitutive dans la majorité des mélanomes) provoque l’augmentation du facteur de transcription E2F1 

(E2F Transcription Factor 1) qui va lui-même induire l’augmentation de l’expression de MELK. Le 

traitement des cellules de mélanome par un inhibiteur de BRAF ou de MEK (Vémurafénib/Trametinib) ainsi 

que l’inhibition de l’expression de E2F1 par ARN interférant provoque alors la diminution de l’expression 

transcriptionnelle et protéique de MELK. Grâce à une construction génétique avec un gène rapporteur (essai 

luciférase), les auteurs montrent qu’E2F1 est capable de se lier directement au promoteur de MELK pour 

induire son expression. Par une approche grande échelle (SILAC : Stable Isotope Labelling by Amino acids in 

Cell culture), il est ensuite remarqué que l’inhibition de MELK régule notamment les acteurs de la voie NF-



Figure 39  :  Induction de la polarisation M2 des macrophages par MELK 

dans le sarcome utérin 

Figure tirée de : Zhang et al, 2020, Front Oncol

Melk induit la chimiorésistance des cellules cancéreuses de sarcome utérin non seulement par

un mécanisme anti-apoptotique médié par la voie JAK2/STAT3 mais également en

provoquant la polarisation des macrophages vers un type M2 via la même voie de

signalisation. Ces derniers contribuent également à la chimiorésistance des cellules

cancéreuses par sécrétion d’IL-6.
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B. Des analyses plus particulières montrent ensuite que MELK induit en fait la phosphorylation de 

SQSTM1(Sequestrosome1)/p62, elle-même responsable de l’activation de la voie NF-B (Duran et al., 2008; 

Long et al., 2010). Ainsi, l’activation de MELK aboutit alors à la phosphorylation de IB- (NF-B inhibitor 

), qui lève alors son inhibition sur NF-B/p65. Cette dernière va alors transloquer dans le noyau pour activer 

ses gènes cibles et induire la prolifération des cellules de mélanome. En inhibant l’expression de MELK, tous 

ces effets (prolifération des cellules, phosphorylation de SQSTM1, activation de la voie NF-B) sont réservés. 

Etant donné le rôle important de la voie NF-B dans le cancer et dans le mélanome, ces résultats indiquent que 

MELK pourrait être une cible thérapeutique intéressante dans le cadre de leur traitement.  

 

4.2. Rôle de MELK dans la réponse immunitaire antitumorale 

Une unique étude reliant MELK et la réponse immunitaire antitumorale, très récente, existe à ce jour 

(Zhang et al., 2020b). Elle montre, dans un modèle de sarcome utérin, disposant de très peu d’options 

thérapeutiques encore aujourd’hui, que MELK est surexprimé dans ce cancer et responsable de la résistance 

au traitement par doxorubicine. De manière intéressante, cette résistance est basée sur deux mécanismes 

principaux médiés par MELK : l’inhibition de l’apoptose dans les cellules cancéreuses, et l’induction de la 

polarisation des macrophages en macrophages de type M2. L’analyse des profils d’expression des ARNm 

ainsi que ceux des micro-ARNs dans ces cellules cancéreuses surexprimant MELK (+/- traitées à la 

doxorubicine) montre des modulations de transcrits impliqués dans l’apoptose ainsi qu’une diminution de 

l’expression du micro-ARN miR34-a dans les cellules surexprimant MELK. Cela amène les auteurs à 

s’intéresser à la voie JAK2/STAT3, impliquée dans la résistance à l’apoptose et liée à l’expression de miR-34a 

(Siddiquee and Turkson, 2008; Zhang et al., 2017a). Ils confirment alors que la surexpression de MELK dans 

les cellules induit l’activation de la voie JAK/STAT3, menant d’une part à l’expression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2, et d’autres part à la diminution de l’expression de miR-34a (Figure 39). De manière 

intéressante, miR34-a peut être sécrété par la cellule tumorale et cibler d’autres cellules au sein de la tumeur. 

Dans un modèle in vitro de macrophages, par utilisation de milieux conditionnés, ils montrent que la 

surexpression de MELK dans les cellules cancéreuses provoque la polarisation des macrophages vers un 

type M2, exprimant plus de CD206 et d’Arg-1, et moins d’iNOS. L’effet observé est alors expliqué par le fait 

que miR-34a, lorsqu’il est dans le milieu extracellulaire, inhibe la polarisation vers un type M2 médié par la 

voie JAK2/STAT3 via sa liaison avec le récepteur IL6-R (Figure 39). En provoquant la diminution de son 

expression, MELK restaure donc cette polarisation en macrophage M2. Enfin, les auteurs ont montré que les 

macrophages M2 participait à la résistance des cellules tumorales à la doxorubicine via leur sécrétion d’IL6. 

Chez la souris, le traitement des tumeurs de sarcome utérin par doxorubicine en combinaison avec un inhibiteur 

pharmacologique de MELK provoque alors une belle diminution de la croissance tumorale.   
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D. REDD1, protéine de la mort cellulaire au carrefour de l’hypoxie et de la réponse aux dommages 

à l’ADN médiée par p53 

1. Généralités sur REDD1 

La protéine REDD1 (REgulated in Development and DNA Damage Responses 1), appelée également 

DDIT4 (DNA Damage Inducible Transcript 4) ou encore Rpt801 est codée par le gène DDIT4 situé, chez 

l’Homme, sur le chromosome 10. Elle fut identifiée pour la première fois dans les années 2000 par deux équipes 

(Ellisen et al., 2002; Shoshani et al., 2002) et décrite comme étant impliquée dans la réponse aux dommages 

à l’ADN et à l’hypoxie. REDD1 est une petite protéine de 232 acides aminés, soit 25kDa, conservée de l’insecte 

jusqu’à l’Homme. L’observation et l’analyse de cette séquence d’acides aminés ne permet pas d’identifier de 

domaine fonctionnel particulier ou d’activité enzymatique. En 2010, l’analyse structuro-fonctionnelle de la 

protéine par cristallographie et mutagénèse dirigée indique que deux segments de la protéine sont essentiels à 

sa fonction de manière interdépendante (Vega-Rubin-de-Celis et al., 2010). La cristallographie indique que 

ces deux segments se replient ensemble pour former un nouveau domaine qui consiste en deux hélices alpha 

antiparallèles et d’un feuillet beta mixte.  

Au niveau cellulaire, REDD1 est ubiquitaire, il peut être localisé au niveau du cytoplasme, du noyau mais 

aussi de la mitochondrie (Britto et al., 2018; Horak et al., 2010) ou encore de la membrane plasmique (Michel 

et al., 2014). Sa localisation semblerait impliquée dans ses différentes fonctions. En condition physiologique 

basale, cette protéine est faiblement exprimée, mais son expression peut être induite par différents types de 

stress pour permettre à la cellule s’adapter en provoquant des réponses cellulaires adéquates telles que 

l’inhibition de mTOR (Ellisen et al., 2002; Katiyar et al., 2009; Kimball et al., 2008). La demi-vie de REDD1 

est courte (5-10min) et Katiyar et ses collègues ont montré qu’elle était dégradée par le protéasome sous 

l’influence du complexe ubiquitine-ligase CUL41-DDB1-ROC1--TRCP E3.  

 

2. Régulation de REDD1 

L’expression de REDD1 est régulée en réponse à de nombreux stress cellulaires. En fonction du stress 

engendré, la régulation de REDD1 va impliquer différents intervenants.  

 

Lorsque la cellule est soumise à un stress du réticulum endoplasmique par exemple, généré par 

l’accumulation de protéines mal repliées dans ce compartiment, l’expression transcriptionnelle de REDD1 va 

être induite par le facteur de transcription ATF4, lui-même activé par eiF2 phosphorylé (Whitney et al., 2009). 

L’axe PERK/eiF2/ATF4 induite par le stress du RE est donc essentielle à la régulation positive de REDD1. 

D’autre part, une équipe a montré que cette protéine peut être activée à la suite d’un stress induit par des 

radiations gamma dans une lignée d’ostéoblastes fœtaux. Cette activation est due à l’inhibition de l’expression 

d’un micro-ARN ciblant REDD1 : le miR30c (Li et al., 2012). Par ailleurs, dans une lignée cancéreuse de foie, 

REDD1 peut être inhibée de manière transcriptionnelle par IL6, une cytokine pléiotrope pro-inflammatoire, 
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de manière STAT3-dépendante (Pinno et al., 2016). Plus récemment, il a été montré que REDD1 pouvait être 

induit par un stress oxydatif. Dans les hépatocytes, l’introduction de ROS par H202 ou t-BPH (tert-

butylhydroperoxide) induit l’expression de la protéine REDD1. Cet effet est médié par l’activation du facteur 

de transcription hétérodimérique AP-1 (Activator-Protein 1), et de son composant c-Jun. Ce dernier se lie alors 

sur un site proche du promoteur de REDD1 et induit son expression (Cho et al., 2018a).  

 

La régulation de la protéine peut également se faire au niveau post-traductionnel, notamment en modulant 

sa dégradation. Ainsi, deux équipes niçoises ont pu montrer de tels phénomènes.  Dans la 1ère étude, l’insuline 

stimule l’expression de REDD1 via l’activation de la protéine MEK en la protégeant de sa dégradation 

(Regazzetti et al., 2012). A l’inverse, dans la seconde étude, il est montré que l’activation dans des cellules 

leucémiques de la caspase-3 induit la dégradation de REDD1 par clivage de 3 sites spécifiques à cette caspase 

(Puissant et al., 2014). 

 

En dehors de ces mécanismes de régulation décrits ponctuellement, les deux facteurs de stress principaux 

qui régulent l’activation de REDD1 restent l’hypoxie et les dommages à l’ADN.  

 

2.1. Réponse de REDD1 à l’hypoxie 

Originellement, REDD1 a été décrit comme étant une protéine impliquée dans la voie de réponse à l’hypoxie 

(Shoshani et al., 2002). Dans cette étude, l’expression de REDD1 est induite très rapidement après hypoxie 

(après environ 1H), de manière dépendante de l’activation d’HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1). HIF-1 est un 

facteur de transcription hétérodimérique qui contient une sous-unité alpha () et une sous-unité beta (). En 

condition de normoxie, HIF-1a est hydroxylé (Pro564) de manière dépendante à l’oxygène et il est alors reconnu 

par un complexe unbiquitine-ligase appelé pVHL (Von-Hippel-Lindau Protein) et dégradé par le protéasome. 

Dans un environnement hypoxique, HIF1 n’est plus hydroxylé, se dégage du complexe pVHL et transloque 

dans le noyau pour activer des gènes régulés par des motifs HRE (Hypoxia Responsive Element) (Gothié and 

Pouysségur, 2002). Ainsi, dans l’étude de Shoshani et ses collègues, HIF-1 se fixe au promoteur de REDD1 

pour induire son expression. Selon le contexte cellulaire, REDD1 va alors protéger les cellules de la mort induite 

par l’hypoxie à travers l’inhibition de la génération de ROS, ou au contraire sensibiliser les cellules à l’hypoxie 

pour induire leur apoptose.  

Une autre équipe a montré que l’inhibition de mTOR en réponse à l’hypoxie via REDD1 est dépendant du 

complexe TSC1/2 mais n’est pas dépendante de l’activation de l’AMPK ou de LKB1 (Brugarolas et al., 2004). 

En revanche, dans une autre étude conduite dans des cellules de carcinome de la tête et du cou, le stress 

énergétique induit par une hypoxie prolongée induit l’expression de REDD1 de manière dépendante à 

l’activation de l’AMPK (Schneider et al., 2008). Dans des cellules cancéreuses de prostate, l’induction de 

REDD1 médiée par HIF-1a est dépendante de l’activation de la voie Pi3K/Akt (Schwarzer et al., 2005). En 
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2010, il est montré que dans les adipocytes, l’ajout d’insuline peut provoquer l’activation d’HIF1 et 

l’augmentation de l’expression de REDD1 de manière dépendante à la voie PI3K/mTOR (Regazzetti et al., 

2010). Cet effet est déjà observable dans des conditions de normoxie, mais est amplifié en hypoxie. Très 

récemment, un mécanisme complètement différent a été décrit dans un modèle d’adénocarcinome de la prostate. 

Dans cette étude, l’expression de REDD1 est induite par la perte d’hétérozygotie (LOH) du gène KRAS muté 

en G12D (Ma et al., 2020). En effet cette LOH de KRASG12D est associée dans ce cancer à un phénotype 

agressif et de mauvais pronostic. Il a été montré ici que cette perte de fonction induisait dans les cellules 

cancéreuses une augmentation du métabolisme de la glutamine non canonique, de manière REDD1-

dépendante. Ce phénomène est encore une fois amplifié en environnement hypoxique.     

 

Comme évoqué précédemment, REDD1 est une protéine qui peut être rapidement dégradée. L’un des 

mécanismes de régulation de sa dégradation repose sur sa phosphorylation (en ser19, thr23 et thr25) par la 

kinase GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3b), qui induit son interaction avec le complexe E3 ubiquitine ligase 

CUL4A(Cullin 4A)/DDB1(DNA Damage Binding 1) et sa dégradation par le protéasome (Katiyar et al., 2009). 

Ce mécanisme rapide survient dès lors que la cellule passe d’un environnement hypoxique à une condition de 

normoxie, afin de restaurer le stress engendré par l’hypoxie. Depuis, d’autres ubiquitine-ligases ciblant REDD1 

et induisant sa dégradation protéasomale, telles que Parkin (Romaní-Aumedes et al., 2014) ou encore HUWE1 

(Thompson et al., 2014) ont été décrites. En 2013, une équipe montre que mTOR régule la stabilité de REDD1 

d’une manière protéasome dépendante qui n’est cependant pas liée à la régulation de CUL41 ou de HUWE1. 

Ainsi, l’inhibition de mTOR par REDD1 diminue la stabilité de cette dernière, agissant comme une boucle 

de rétrocontrôle négative (Tan and Hagen, 2013). 

 
 

2.2. Réponse de REDD1 aux dommages à l’ADN : implication de p53 

Comme son nom l’indique, l’expression de REDD1 (REgulated in Development and DNA Damage 

Responses 1) est également majoritairement régulée lorsque la cellule subit des dommages à l’ADN. Dans le 

travail d’Ellisen et ses collègues, il est montré que REDD1 peut en effet être activé sous l’influence de plusieurs 

types de stimuli induisant des dommages à l’ADN, tels que des rayons ionisants (IR) ou l’ajout d’un agent 

alkylant de l’ADN (MMS : Methyl Methane Sulfonate) (Ellisen et al., 2002). Cependant, chaque stimulus 

semble provoquer sa propre voie de réponse aux dommages générés. Les dommages induits par IR, qui 

provoquent l’activation de p21, passent par l’activation d’ATM et la stabilisation de p53 par phosphorylation 

de sa ser15. Dans cette étude, il est alors montré que l’expression de REDD1 à la suite de la stimulation par IR 

est dépendante de p53, capable de cibler directement la protéine et de la réguler transcriptionnellement.  

Dans une autre étude, il est montré dans des kératinocytes que l’induction de REDD1 par des dommages à 

l’ADN créés par ajout de MMS provoque la régulation transcriptionnelle de REDD1 qui impliquent des sites 

particuliers sur le promoteur de la protéine : les sites C/EBP et de liaison à Elk-1 (ETS-like-1) (Lin et al., 2005). 
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Ce processus semble en revanche indépendant de p53 car la délétion du site de liaison à p53 ne change pas le 

phénotype observé. Par ailleurs, une étude dans le lymphome B à large cellule montre que REDD1 peut être 

induit par l’activation de la voie NF-B non canonique (impliquant p100 et p52) sous l’effet d’une 

chimiothérapie induisant des dosages à l’ADN (Doxorubicine). Cette fois-ci encore, l’induction de REDD1 est 

indépendante de p53 (Ramachandiran et al., 2015). 

Enfin, il est important de noter que si p53 peut induire l’expression de REDD1 sous l’influence de certains 

stimuli provoquant des dommages à l’ADN, REDD1 régule négativement p53 en retour à travers l’inhibition 

de mTOR (Vadysirisack et al., 2011). Cette boucle de régulation permet alors probablement à la cellule de 

limiter l’effet pro-apoptotique induit par les dommages à l’ADN.   

 

Selon le contexte cellulaire ainsi que le type de stimulus induisant des dommages à l’ADN, l’induction de 

REDD1 peut être dépendante ou non de l’activation de p53 dans la cellule. Quoi qu’il en soit, les deux protéines 

semble étroitement liées par leur rôle majeur de régulateurs des voies de réponse aux dommages à l’ADN.  

 

2.2.1. Fonctions de p53 : Réparation des dommages à l’ADN, Arrêt du cycle cellulaire et Apoptose 

 

La protéine p53, codée par le gène TP53, est souvent décrite comme étant la « gardienne du génome » 

de la cellule. En réponse à de nombreux signaux de stress (dommages à l’ADN, activation d’un oncogène, 

hypoxie, etc), la protéine est stabilisée et activée et se lie à des séquences spécifiques au niveau des promoteurs 

de ses gènes cibles. Il est ainsi capable, en sa qualité de suppresseur de tumeur, d’induire un certain nombre 

de processus dont les principaux sont la réparation de l’ADN, l’arrêt du cycle cellulaire (transitoire ou 

permanant avec la sénescence) et l’apoptose. Le but ici n’est pas de brosser un portrait exhaustif du rôle de p53 

dans la régulation de toutes ces voies mais de décrire son implication globale dans ces différentes fonctions.  

 

Tout d’abord, suite aux dommages induits sur l’ADN (cassure double brin, erreur de réplication…), p53 

est capable d’activer plusieurs processus de réparations de l’ADN. Il va ainsi pouvoir interférer dans la 

réparation des mésappariements (MMR : Mismatch Repair), la réparation par excision de base (BER : Base 

Excision Repair) ou encore la réparation par excision de nucléotides (NER : Nucleotide Excision Repair) 

(Sengupta and Harris, 2005), mais aussi dans des mécanismes de réparation induits par des cassures double-

brins tels que la recombinaison homologue (HR : Homologous Recombination). Ces nombreux mécanismes de 

régulation des voies de réparation de l’ADN peuvent être dépendants ou indépendants de l’activité 
transcriptionnelle de p53 (Figure 40) (Williams and Schumacher, 2016). Son rôle peut être à la fois de 

stimuler les mécanismes de réparation (comme c’est le cas globalement pour la réparation par NER), ou parfois 

de freiner ces mécanismes. Par exemple, lors du processus de recombinaison homologue, la protéine RAD51 

qui se lie à l’ADN au niveau de sa cassure pour induire la reconstruction du brin, peut être régulé négativement 

de plusieurs manières par p53. Il existe en effet une régulation transcriptionnelle de cette protéine par liaison 

de p53 sur son promoteur (Arias-Lopez et al., 2006), mais également par interaction directe de p53 avec la 





76 
 

protéine RAD51, ce qui bloque le processus de réparation (Linke et al., 2003). Selon l’importance des dégâts 

causés sur l’ADN et l’implication des différentes voies de réparation, p53 va réguler finement ces mécanismes 

pour conduire soit à l’arrêt temporaire du cycle cellulaire et à la réparation de l’ADN, soit à l’apoptose des 

cellules trop endommagées.  

 

Ainsi, il a été montré que p53 activait de manière transcriptionnelle le gène CDKN1A codant pour la 

protéine  p21, impliquée à la fois dans un arrêt du cycle cellulaire transitoire et permanent (El-Deiry et al., 1993; 

Harper et al., 1993; Tonnessen-Murray et al., 2017). En effet, l’activation de p21 médiée par p53 inhibe 

l’activité des CDKs 2 et 4 (Cyclin Dependent Kinases 2/4), ce qui résulte en l’inhibition du recrutement des 

différentes cyclines (A, E, D1) et donc de la phosphorylation de Rb (Retinoblastoma tumor suppressor protein). 

Cette hypo-phosphorylation de Rb empêche la transcription médiée par E2F des gènes inducteurs de la phase 

S (Figure 41). La transition de la phase G1 à la phase S est donc inhibée par l’axe p53-p21. La protéine peut 

également induire un arrêt du cycle cellulaire en phase G2 via la régulation positive d’autres gènes cibles tels 

que GADD45 (Growth Arrest And DNA Damage Indusible ) (Kastan et al., 1992), 14-3-3 (Hermeking et 

al., 1997) ou encore Reprimo (Ohki et al., 2000). Dans le deuxième cas, il a été montré que 14-3-3 séquestrait 

Cdc25c, ce qui l’empêche de déphosphoryler Cdc2 et d’initier la transition G2/M. Dans le dernier cas, il a été 

montré que Reprimo induisait également l’inhibition de l’activité de Cdc2 et la translocation dans le noyau de 

la cycline B1.  

 Lorsque l’activation de p21 est prolongée et son niveau d’expression est élevé, le maintien de la 

protéine Rb sous sa forme non phosphorylée permet le recrutement de modificateurs de la chromatine qui 

provoque la condensation de l’ADN (hétérochromatine), mettant sous silence les gènes responsables de la 

progression du cycle (Narita et al., 2003).  

 

La protéine p53 peut également réguler transcriptionnellement des membres pro-apoptotiques de la 

famille Bcl-2 tels que Noxa et PUMA/BBC3 (Bcl-2 Binding Component 3) (Villunger et al., 2003). Ces derniers 

inhibent alors la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et provoquent l’apoptose des cellules. De plus, p53 peut 

contrôler l’apoptose des cellules par des mécanismes non-transcriptionnels. Ainsi, p53 peut se lier directement 

à Bax (Bcl-2 Associated X, apoptosis regulator) et Bak (Bcl-2 Homologous Antagonist Killer) dans le 

cytoplasme des cellules et augmenter la perméabilité de la membrane mitochondriale, ce qui permet l’efflux de 

facteurs apoptogènes (Cytochrome c) depuis la mitochondrie (Chipuk et al., 2004; Leu et al., 2004; Perfettini 

et al., 2004). Enfin, comme nous l’avons vu précédemment, p53 peut induire l’expression de REDD1, qui peut 

avoir un rôle apoptotique.  

 

 En plus de tout cela, p53 peut réguler de nombreux autres processus tels que le métabolisme de la 

cellule, l’autophagie (par activation de la transcription de gènes associés à l’autophagie ou par inhibition 

négative de mTOR) ou encore la transition épithélio-mésenchymateuse (Pitolli et al., 2019). Des mutations de 
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TP53, retrouvées fréquemment dans plusieurs types de cancer dont le mélanome (17% des cas) résultent en une 

perte de ses fonctions physiologiques de suppresseur de tumeur, et souvent à un gain de propriétés 

oncogéniques (Kim and Lozano, 2018). 

 

2.2.2. Régulation de p53 

 

Dans des conditions physiologiques, l’expression de p53 est maintenue à un niveau basal faible par 

l’ubiquitine ligase E3 MDM2 (Murine Double Minute 2), qui se lie à p53 et provoque son ubiquitinylation, 

induisant alors sa dégradation par le protéasome (Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997) (Figure 40). Cette 

action est réversible puisqu’il a été montré que sous l’influence de facteurs de stress, des protéines appelées 

USP (Ubiquitin Specific Proteases), telles que USP10 ou USP42 peuvent cliver les ubiquitines fixées à p53 et 

ainsi protéger la protéine de sa dégradation (Hock et al., 2011; Yuan et al., 2010). 

 

De plus, en réponse à différents types de stress, la protéine p53, en plus d’être stabilisée, est activée par des 

modifications post-traductionnelles comme sa phosphorylation et son acétylation (Reed and Quelle, 2015; 

Vousden and Prives, 2009). Son acétylation sur un grand nombre de lysine induit un changement 

conformationnel de la protéine, et est essentielle à certaines fonctions de la protéine. Par exemple, l’acétylation 

de p53 en lysine 120 (K120) est cruciale pour induire son effet apoptotique via Bax et Puma (Sykes et al., 2006). 

La phosphorylation de p53 en de nombreux sites permet en général une stabilisation de la protéine et est 

impliquée également dans ses fonctions sur le cycle cellulaire et l’apoptose (Kruse and Gu, 2008). Par exemple, 

les phosphorylations situées dans le domaine N-terminal de la protéine (comme celle en Ser15), induite par des 

dommages à l’ADN, permettent la stabilisation de p53 par inhibition de l’interaction p53-MDM2. Ces 

phosphorylations sont effectuées par des protéines impliquées dans le stress cellulaire telles que les kinases de 

la famille des MAPK (JNK, ERK, p38MAPK) ou les kinases des points de contrôles de l’intégrité du génome 

(ATR, ATM, CHK, etc).  

Une fois stabilisé et activé, le facteur de transcription peut alors se lier aux séquences promotrices de ces 

gènes cibles, et effectuer ses fonctions.  

 

3. Les fonctions cellulaires de REDD1 

3.1.1. Effets sur la prolifération et la mort cellulaire 

 

Lorsque l’expression de REDD1 est induite, sa fonction principale va être d’inhiber la protéine mTOR 

au sein du complexe mTORC1 (Brugarolas et al., 2004; Sofer et al., 2005). Il a tout d’abord été observé que 

cette inhibition sous dans un environnement hypoxique via REDD1 était dépendante du complexe TSC1/2. 

Dans l’étude réalisée par Sofer et ses collègues l’année suivante, il est montré qu’un stress nutritionnel dans les 

fibroblastes induisait également l’inhibition de mTOR, comme en témoigne la diminution de la phosphorylation 
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de ses cibles : S6K et 4EBP1. Cette inhibition est dépendante de REDD1 car elle n’est plus observée dans des 

cellules REDD1-/-. Cet effet est également dépendant de TSC2 et de l’inhibition de son substrat, la protéine 

GTPase Rheb. En revanche, même si l’activation de l’AMPK peut provoquer l’inhibition de mTOR de manière 

REDD1 dépendante, celle-ci n’est pas requise pour observer ce phénotype (Sofer et al., 2005). La même équipe 

a ensuite montré que l’activation de TSC2 par REDD1 dans un milieu hypoxique résulte de sa liaison avec la 

protéine 14-3-3, qui inhibe en condition normale la protéine TSC2. REDD1 libère donc TSC2 de sa liaison 

avec 14-3-3 et provoque son activation (DeYoung et al., 2008). De plus, une autre équipe a montré qu’en 

réponse à un stress nutritionnel, REDD1 provoquait la déphosphorylation d’Akt en thréonine 308 (Thr308) 

par la phosphatase PP2A, ce qui induit l’activation de TSC2. En effet, en présence de facteurs de croissance, 

Akt est activé par phosphorylation et régule négativement TSC2. REDD1 semble servir d’intermédiaire entre 

PP2A et Akt puisque sa liaison à l’une ou l’autre des protéines est primordiale à l’activation de TSC2 (Dennis 

et al., 2014). Par ailleurs, il a également été montré que la Metformine pouvait induire une inhibition de mTOR 

via REDD1, indépendamment de l’activation de l’AMPK mais dépendante de l’expression de p53 (Ben Sahra 

et al., 2011). Enfin, l’induction d’un stress énergétique provoque non seulement l’augmentation de REDD1 via 

l’activation d’ATF4 mais aussi celle de la protéine TXNIP (Thioredoxin-Interacting protein), originellement 

impliquée dans la régulation du potentiel redox. Cette dernière va être responsable de la stabilisation de 

REDD1, provoquant ainsi l’inhibition de mTOR (Jin et al., 2011) (Figure 42). Quel que soit le mécanisme 

d’inhibition de mTOR par REDD1 mis en jeu, ce dernier aboutit à une diminution de la prolifération des 

cellules par inhibition de la phosphorylation de ses deux effecteurs : S6K (S6 Kinase) et 4E-BP1 (Eukaryotic 

translation initiation factor 4E-binding protein 1). En effet, S6K cible la protéine ribosomale S6 (RPS6) et 

induit la synthèse de protéines alors que 4E-BP1 sous sa forme phosphorylée libère la protéine eiF4E qui 

provoque la traduction coiffe-dépendante de protéines impliquées dans le cycle cellulaire (Cycline D1, Myc, 

etc.). L’inhibition de ces deux protéines clés entraîne donc un arrêt de la progression du cycle cellulaire et 

de la croissance des cellules.  

 

En plus de son effet sur la prolifération, l’inhibition de la voie Akt/mTOR par REDD1 peut conduire à la 

mort cellulaire. Tout d’abord, nous avons vu que REDD1 pouvait directement inhiber la phosphorylation en 

thr308 d’Akt via PP2A (Dennis et al., 2014). Dans les cellules neuronales, REDD1 peut induire l’inhibition de 

la phosphorylation de la ser473 en plus de celle de la thr308 (Malagelada et al., 2008). Etant donné le rôle pro-

survie d’Akt, son inhibition par REDD1 est un premier mécanisme pour induire la mort des cellules. Ensuite, 

en ciblant mTOR qui est un inhibiteur majeur de l’autophagie, REDD1 est capable de promouvoir l’autophagie 

des cellules, potentiellement jusqu’à la mort autophagique. Ainsi, il a été montré dans plusieurs types 

cellulaires (muscle squelettique, fibroblastes, lymphocytes ou lignées cancéreuses) que REDD1 était requis pour 

induire l’initiation d’une autophagie dépendante de Ulk-1 en réponse à un stress énergétique, une hypoxie ou 

encore à l’utilisation de glucocorticoïdes (Liu et al., 2018a; Molitoris et al., 2011; Qiao et al., 2015; Steiner et 

al., 2015). Dans l’étude de Qiao et ses collègues, l’interaction de REDD1 avec la protéine pro-oxydante TXNIP 

en condition de stress favorise la production de ROS par inhibition de l’endopeptidase ATG4B (Autophagy 
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Related 4B) et provoque ainsi l’autophagie des cellules. Plus récemment, il a été montré dans les cardiomyocytes 

que TXNIP induisait la formation d’autophagosomes par son interaction avec REDD1, ce qui induit une 

autophagie dépendante de mTOR (Gao et al., 2020). Un mécanisme d’induction de l’autophagie dépendant de 

TXNIP/REDD1, mais cette fois-ci indépendant de mTOR, a été également décrit dans un modèle d’ostéo-

arthrite (Alvarez-Garcia et al., 2016). Enfin, dans des cellules cancéreuses de prostate, il a été montré que le 

facteur de transcription C/EBPβ (CCAAT/enhancer binding protein β) induit l’expression de REDD1, ce qui 

favorise la formation d’autophagosome et l’augmentation de LC3-II (Barakat et al., 2016). 

Dans la première étude sur REDD1, il est décrit que de manière contexte et cellule-dépendant(e), la protéine 

peut à la fois protéger de l’apoptose ou au contraire sensibiliser certaines cellules à l’apoptose induite par un 

stress oxydatif (Shoshani et al., 2002). Depuis, quelques études ont soutenu le fait que REDD1 pouvait jouer 

un rôle pro-apoptotique dans les cellules. Dans un modèle de cancer du sein, l’induction de ROS par ajout 

d’arsenic et de mélatonine induit l’expression de REDD1, ce qui provoque l’apoptose des cellules via 

l’inhibition de mTOR et l’activation des protéines de stress JNK/p38 (Yun et al., 2016). Une autre étude montre 

que l’hyperglycémie, dans des cellules de rétine, peut provoquer la production de ROS via l’induction de 

REDD1 et induire par conséquent la mort des cellules (Miller et al., 2018). Il semble donc qu’il y ait une boucle 

de régulation positive entre les ROS et REDD1. Dans des cellules endothéliales traitées avec du LPS, 

l’inhibition de REDD1 empêche la génération de ROS et de cytokines pro-inflammatoires et améliore la 

viabilité des cellules en supprimant l’apoptose (comme en témoigne l’augmentation de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2). Ce mécanisme est en partie dépendant de TXNIP (Hou et al., 2018). 

 

 

3.1.1. Effets de REDD1 sur la régulation mitochondriale 

 

Comme nous venons de le voir, les effets de REDD1 sur la mort cellulaire peuvent être dépendant de la 

génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Cependant, l’effet de REDD1 sur la production 

mitochondriale de ROS n’est pas encore bien élucidé car les études sur ce sujet donnent des résultats 

contradictoires. Dans certains cas, l’extinction de l’expression de REDD1 provoque une augmentation de la 

génération de ROS (Horak et al., 2010; Liu et al., 2019) et dans d’autres, une diminution (Hou et al., 2018; 

Qiao et al., 2015). Il est possible que ces contradictions soient dues aux différences d’intégrité mitochondriale 

dans les différents systèmes étudiés. Par exemple, REDD1 est pro-oxydant après un traitement H202 non 

toxique pour la mitochondrie (400µM) (Ellisen et al., 2002) ou après injection de glucose chez des souris 

diabétiques (30mM), ce qui ne touche pas directement la mitochondrie (Miller et al., 2019). En revanche, 

REDD1 est antioxydant en réponse à des stimuli qui altèrent l’intégrité mitochondriale tels que de fortes 

concentrations de H202 et des radiations ionisantes (Liu et al., 2019; Xu et al., 2013). Des études plus 

approfondies sur le lien entre intégrité mitochondriales et génération de ROS sont nécessaires pour valider cette 

hypothèse. L’altération de la production de ROS médiée par REDD1 pourrait être également liée à son 

interaction avec la protéine pro-oxydante TXNIP (Alvarez-Garcia et al., 2016; Jin et al., 2011; Qiao et al., 
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2015). Ainsi, le complexe REDD1-TXNIP pourrait améliorer le recyclage de la mitochondrie en favorisant la 

mitophagie. Ce processus permet la dégradation sélective par autophagie des mitochondries produisant des 

ROS. Encore une fois cependant, le rôle de REDD1 dans la mitophagie n’est pas très clair. Dans les ostéocytes 

et les macrophages, l’induction de REDD1 est capable d’augmenter la mitophagie (Alvarez-Garcia et al., 2016; 

Ip et al., 2017), mais dans les cellules musculaires, son expression n’est pas necessaire à la mitophagie (Britto 

et al., 2018). De plus, Britto et ses collègues ont montré que l’extinction de REDD1 provoque une régulation 

positive de l’AMPK, qui est elle-même favorise la mitophagie. 

D’autres part, une étude a montré que lorsque REDD1 est éteint, la consommation d’oxygène (O2) par les 

fibroblastes augmente (Lafarge et al., 2014). Dans les muscles squelettiques, ce résultat est confirmé (Britto et 

al., 2018). De plus, sa surexpression provoque une diminution de la respiration mitochondriale, corrélée à une 

diminution de la consommation d’O2. Par ailleurs, il semble que la délétion de REDD1 favorise les interactions 

entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie. Or, ces zones d’interaction entre les deux organites, 

appelées MAM (Mitochondrial-Associated ER-Membrane), sont nécessaire au transfert du calcium du RE à la 

mitochondrie, ce qui permet la consommation d’oxygène et la génération d’ATP. Par conséquent, REDD1 

pourrait provoquer une diminution de la consommation d’oxygène via la perturbation des MAM.  

 Enfin, la voie Akt/mTOR est impliquée dans la biogénèse de la mitochondrie. L’effet de REDD1, qui 

touche cette voie de signalisation, sur ces deux processus, reste également controversé. Par exemple, dans le 

muscle squelettique, la délétion de REDD1 n’a aucun effet sur l’expression des gènes de biogénèse 

mitochondriale, la synthèse de citrate et l’activité de de la cytochrome oxydase (Britto et al., 2018), alors que 

dans les chondrocytes, la perte de REDD1 provoque une diminution du contenu mitochondriale et des 

marqueurs de la biogénèse (Alvarez-Garcia et al., 2016).  

 

4. Rôle de REDD1 dans le cancer 

Etant donné le rôle de REDD1 dans l’inhibition de la voie mTOR, cette protéine est plutôt considérée 

intuitivement comme un suppresseur de tumeur. En effet, la délétion de REDD1 augmente la prolifération de 

fibroblastes embryonnaires de souris immortalisés implantés dans des souris Nude (Horak et al., 2010). De plus, 

dans des cellules cancéreuses qui présentent une faible expression basale de REDD1, l’induction de la protéine 

par plusieurs molécules pharmacologiques provoque une diminution de la croissance cellulaire et de la 

prolifération. Des effets anti-cancéreux ont ainsi été démontré dans des cancers de la prostate, de l’estomac, 

du rein, de leucémie myéloïde aigue, de l’ovaire et du sein (Ben Sahra et al., 2011; Chen et al., 2017a; Liao et 

al., 2018; Sinha et al., 2014; Stevens et al., 2019; Wang et al., 2015). Plus récemment, une étude a montré que 

la perte de REDD1 amenait à la progression tumorale de cellules mutées pour RAS par reprogrammation 

métabolique. En effet, la perte de REDD1 augmente l’absorption de lysophospholipides, le stockage des lipides 

ainsi que l’oxydation des acides gras, ce qui permet à la fois de soutenir le niveau d’ATP et celui de NADPH 

détoxifiant, suffisant à la cellule tumorale pour survivre et proliférer (Qiao et al., 2020). De manière 

intéressante, il a également été montré que l’expression de REDD1 était induite lors de l’activation des 
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lymphocytes T, et que son expression était essentielle à la prolifération et à la survie de ces cellules (Reuschel 

et al., 2015). Ce processus pourrait donc également jouer un rôle au sein de la tumeur, où REDD1 pourrait agir 

comme un suppresseur de tumeur en favorisant la prolifération des lymphocytes T.  

 Par ailleurs, l’expression constitutive de la protéine REDD1 est en général associée à un mauvais 

pronostic dans différents cancers et à leur caractère malin. Cette expression constitutive est également associée 

à la résistance de certains cancer aux thérapies (Chang et al., 2018; Pinto et al., 2017). Dans le glioblastome par 

exemple, l’expression de REDD1 protège les cellules du manque d’oxygène (Foltyn et al., 2019). D’autre part, 

dans le cancer du poumon, l’expression prolongée de REDD1 inhibe la boucle de régulation négative de 

mTORC1/S6K1 sur IRS1/PI3K/Akt, et promeut alors la survie des cellules (Jin et al., 2013). 

 Ces résultats indiquent que l’élévation transitoires de REDD1, par un activateur pharmacologique par 

exemple, est intéressante pour contrôler la croissance tumorale, alors que l’expression soutenue et constitutive 

de REDD1 dans les tumeurs pourraient en revanche leur conférer des avantages en termes de survie et de 

résistance aux thérapies.  

 

 

Au cours de cette introduction, nous avons donc exploré les aspects fonctionnels et de régulations de trois 

protéines importantes (AMPK, MELK et REDD1), situées au carrefour de voies métaboliques et cellulaires 

importantes à l’établissement et à la progression de différents cancers. Ces protéines, imbriquées dans un réseau 

de voies de signalisation régulant différents processus métaboliques mais aussi la prolifération, la survie ou la 

mort des cellules, ont en effet toutes un rôle important, parfois controversé ou contexte-dépendant, sur les 

cellules cancéreuses. Leur modulation, dans le cadre du mélanome ou d’autres cancers, est donc une piste très 

intéressante à examiner et a fait l’objet de la caractérisation d’une nouvelle molécule anti-mélanome développée 

au laboratoire : le CRO15.  
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RESULTATS 

 

A. Résultats publiés 

1. Contexte et hypothèse de travail 

L’incidence du mélanome a fortement augmenté ces trente dernières années. Aujourd’hui, plus de 

280 000 cas de mélanome sont recensés chaque année dans le monde. Cette tumeur au fort potentiel 

métastatique constitue un problème de santé publique majeur. En effet, malgré les progrès significatifs apportés 

ces dix dernières années dans la prise en charge thérapeutique du mélanome métastatique avec l’arrivée des 

thérapies ciblées et des immunothérapies, plus de 50% des patients ne disposent pas de solution thérapeutique 

leur procurant une réponse efficace à long-terme. L’identification de molécules candidates s’appuyant sur de 

nouvelles stratégies thérapeutiques est donc un élément incontournable pour la mise en place de biothérapies 

spécifiques contre le mélanome.  

 Ces dernières années, notre laboratoire s’est particulièrement intéressé aux effets anti-mélanome de la 

Metformine, une molécule appartenant à la famille des biguanides et traitement le plus utilisé pour le traitement 

du diabète de type 2. Parallèlement à d’autres groupes qui ont montré des effets antiprolifératifs de la 

Metformine dans différents cancers, notre équipe a montré que la Metformine (10 mM) induit de manière 

séquentielle un arrêt du cycle cellulaire en phase G0-G1, une autophagie puis une apoptose dans les cellules 

de mélanome (Tomic et al., 2011). La mort des cellules est un effet à long-terme de la Metformine qui ne 

survient qu’après 72H/96H de traitement. Par la suite, notre laboratoire a mis en évidence que la Metformine 

inhibait les capacités d’invasion et de migration des cellules de mélanome de manière AMPK et p53 

dépendantes (Cerezo et al., 2013). Les effets pro-autophagiques/pro-apoptotiques ou anti-invasifs de la 

Metformine observés in vitro ont été confirmés dans des modèles in vivo de xénogreffe de lignées de mélanome 

humain dans la souris immunodéprimée.  

 Malgré ces résultats encourageants, l’essai clinique multicentrique visant à évaluer l’efficacité de la 
Metformine en monothérapie chez des patients atteints de mélanome métastatique (non répondants aux 

thérapies actuelles) n’a pas démontré d’effet bénéfique (Montaudié et al., 2017). Cette différence avec les 

observations faites chez la souris peut notamment être expliqué par la dose maximale recommandée utilisée 

de 2540 mg/jour per os (soit environ 30-40 mg/kg chez l’Homme) contre 2 mg/jour en injection intra-

péritonéale soit environ 100 mg/kg chez la souris). La biodisponibilité de la Metformine prise oralement chez 

l’Homme n’est donc probablement pas suffisante pour induire un effet anticancéreux dans cette étude. De plus, 

les patients recrutés pour cette étude ayant échoués au moins à deux lignes de traitements étaient à un stade très 

avancé de progression du mélanome. Les conditions n’étaient donc pas optimales pour observer un potentiel 

bénéfice de la Metformine en monothérapie.  
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 Par conséquent, en collaboration avec l’équipe du Dr. Rachid Benhida à l’Institut de Chimie de Nice 

(ICN), nous avons développé et testé de nouveaux composés dérivés de la Metformine afin d’identifier une 

molécule présentant de meilleures propriétés pharmacocinétiques au site tumoral que celles de la Metformine, 

et susceptible d’améliorer la réponse clinique des patients atteints de mélanome. Après avoir évalué une 

centaine de nouvelles molécules dérivées de la Metformine par un screening structure-activité, un composé 

prometteur, appelé CRO15, a été sélectionné. D’abord identifié et en partie caractérisé par le Dr. Emilie Jaune, 

le composé a fait l’objet d’investigations ultérieures lors de ma thèse et ce travail a permis la publication d’un 

article scientifique dont nous sommes co-auteur principal (Jaune, Cavazza et al., 2021).  

1. Synthèse des résultats obtenus 

Lors de ce travail, nous avons tout d’abord montré que CRO15, une molécule dérivée de la Metformine 

contenant un motif biguanide cyclisé et un anneau aromatique supplémentaire, pouvait induire la mort des 

cellules de mélanome indépendamment de leur statut mutationnel, à une dose 1000 fois moins importante que 

la Metformine (Figure 1 de l’article) (Tomic et al., 2011). De manière intéressante, le traitement des cellules 

normales de la peau (mélanocytes, kératinocytes, fibroblastes) par CRO15 à cette même dose n’est pas toxique.  

La Metformine étant un inhibiteur de la respiration mitochondriale, nous avons évalué les effets de 

CRO15 sur ce processus. Par une expérience utilisant la technologie Seahorse (Agilent), nous avons suivi le 

taux de consommation d’oxygène (O.C.R : Oxygen Consumption Rate) des cellules de mélanome au cours du 

temps. Nous avons alors pu constater que le CRO15 provoquait une diminution de la respiration basale des 

cellules de mélanome, dans une mesure moindre que la Metformine (Figure 2 de l’article), et induisait une 

diminution du potentiel mitochondrial. Cette altération de la respiration résulte en une diminution de la 

production d’ATP et en l’activation de la voie AMPK. Lorsque nous empêchons l’activation de cette voie (grâce 

à des adénovirus dominant-négatifs pour les formes catalytiques alpha 1/2 de l’AMPK), nous observons une 

restauration partielle de la viabilité des cellules de mélanome traitées avec du CRO15. La mort induite par le 

CRO15 est donc en partie dépendante de l’activation de l’AMPK. Afin de découvrir les autres voies impliquées 

dans le mécanisme d’action de CRO15, nous avons effectué un « essai kinome » in vitro, qui permet de mesurer 

la modulation de l’activité d’une centaine de kinases impliquées dans les processus de tumorigenèse en présence 

de CRO15. Nous avons ainsi mis en évidence que CRO15 inhibe la kinase MELK. Ainsi, nous avons confirmé 

que CRO15 interagissait avec MELK et induisait une diminution de son expression protéique ainsi que de son 

activité (Figure 3 de l’article). En conséquence, nous observons sous l’effet de CRO15 une diminution de 

l’expression des cibles indirectes de MELK impliquées dans le cycle cellulaire (NF-B, CDK1, CDK2, 

Cycline-E). Comme évoqué dans l’introduction, MELK est également impliqué dans l’augmentation de la 

tolérance aux dommages à l’ADN dans les cellules cancéreuses. Il est donc attendu que son inhibition par 

CRO15 induit une augmentation des dommages à l’ADN, comme en témoigne la phosphorylation des senseurs 

(H2AX, CHK2) et des effecteurs de la voie de réponse aux dommages à l’ADN (ATM, CHK2). De manière 

intéressante, la surexpression de MELK couplée à l’inhibition de la voie AMPK restaure complètement la 
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viabilité des cellules en réponse au CRO15. Cela suggère que l’AMPK et MELK sont les deux cibles 

importantes impliquées dans le mécanisme de mort médié par notre molécule.  

Par ailleurs, l’effet cytotoxique de CRO15 est moins intense dans les cellules cancéreuses mutées pour 

TP53. Ce phénotype est expliqué par le fait que la mort des cellules cancéreuses médiée par CRO15 est 

partiellement dépendante de l’activation de p53 comme illustré par sa phosphorylation en sérine 15 (Ser15) 

(Figure 4 de l’article). La surexpression d’une forme exogène sauvage de p53 dans des cellules mutées TP53 

restaure l’effet cytotoxique de CRO15 sur ces cellules. De manière intéressante, CRO15 induit l’expression de 

REDD1, cible de p53, et cette induction est atténuée, mais toujours présente, lorsqu’on inhibe l’expression de 

p53. Nous avons ensuite cherché à déterminer le type de mort induit par notre molécule et avons découvert que 

CRO15 provoquait de manière parallèle et indépendante la mort par autophagie (conversion de LC3-I en LC3-

II) et l’apoptose des cellules de mélanome (clivage de PARP et des caspases 3 et 9) (Figure 5 de l’article). De 

plus, nous observons à nouveau l’induction de l’expression de REDD1 après le traitement des cellules par 

CRO15, et l’inhibition de la phosphorylation de mTOR, cible la plus connue de REDD1. Cette fois-ci, lorsque 

l’on inhibe la voie AMPK en parallèle de l’extinction de p53, l’induction de REDD1 est totalement inhibée et 

la viabilité des cellules traitées avec CRO15 est complètement restaurée. De manière similaire, l’extinction de 

l’expression de REDD1 empêche l’induction de l’apoptose et de l’autophagie et restaure également 

complètement la viabilité des cellules en réponse au CRO15 (Figure 5G et 5H de l’article).  

Etant donné les résultats intéressants observés in vitro, nous avons voulu observer l’effet du traitement 

quotidien de CRO15 dans un modèle de xénogreffe de cellules de mélanome mutées BRAF (A375) injectées 

dans des souris immunodéprimée Nude. Nous avons constaté que CRO15 induisait une diminution importante 

de la croissance tumorale, plus importante que celle observée avec la Metformine et comparable à celle 

observée avec un inhibiteur de BRAF, le PLX4032 (Vemurafenib) (Figure 6 de l’article). De manière 

intéressante, l’injection quotidienne de notre molécule ne semble pas toxique chez la souris, comme le montre 

la prise de poids des animaux et le dosage inchangé des transaminases hépatiques. A l’instar de nos observations 

in vitro, l’analyse des coupes de tumeurs a confirmé une induction de l’autophagie et de l’apoptose par CRO15 

dans les cellules tumorales. Pour finir, nous avons voulu vérifier que notre molécule était efficace dans les 

cellules de mélanome qui ont acquis une résistance aux thérapies ciblées. Nous avons alors constaté que 

CRO15 était aussi capable d’induire la mort de cellules résistantes au PLX4032, par les mêmes voies de 

signalisation et mécanismes que ceux observés dans les cellules sensibles au Vemurafenib aussi bien in vitro 

qu’in vivo (Figure 7 de l’article).  

Pour conclure, cette étude a montré que CRO15, un dérivé de la Metformine, était capable d’induire la 

mort des cellules de mélanome par autophagie et apoptose via deux mécanismes parallèles : l’activation de la 

voie AMPK, et l’inhibition de la kinase MELK. Ces modulations convergent alors, en partie à travers 

l’activation de la protéine p53, vers l’induction de l’expression de la protéine REDD1, responsable de la mort 

des cellules. Un schéma récapitulatif du mode d’action de CRO15 est proposé ci-contre (Figure R1).
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Abstract
In the search of biguanide-derived molecules against melanoma, we have discovered and developed a series of

bioactive products and identified the promising new compound CRO15. This molecule exerted anti-melanoma effects

on cells lines and cells isolated from patients including the ones derived from tumors resistant to BRAF inhibitors.

Moreover, CRO15 was able to decrease viability of cells lines from a broad range of cancer types. This compound acts

by two distinct mechanisms. First by activating the AMPK pathway induced by a mitochondrial disorder. Second by

inhibition of MELK kinase activity, which induces cell cycle arrest and activation of DNA damage repair pathways by

p53 and REDD1 activation. All of these mechanisms activate autophagic and apoptotic processes resulting in

melanoma cell death. The strong efficacy of CRO15 to reduce the growth of melanoma xenograft sensitive or resistant

to BRAF inhibitors opens interesting perspective.

Introduction
Melanoma is the most aggressive skin cancer and pos-

sesses a strong invasive capability that allows the devel-

opment of metastasis principally in the lymph nodes, liver,

lungs, and central nervous system. Metastatic melanoma

is one of the deadliest cancers because of its ability to

develop resistance to current therapies.

For 15 years, targeted therapies against BRAF (mutated

in 50–60% of primary melanoma) or MEK protein has

been developed, and some of them are commercialized,

including BRAF inhibitors such as vemurafenib (or

PLX4032), dabrafenib and encorafenib, as well as MEK

inhibitors such as selumetinib, trametinib, cobimetinib or

binimetinib1. The results with combination between

BRAF and MEK inhibitors seem promising with an

increase in the median progression-free survival

(9.9 months for combination versus 6.2 months for BRAF

inhibitors alone) and shrinkage of the tumor2,3. However,

after a few weeks of treatment, patients develop strong

resistance to therapies, allowing metastasis growth and

relapse4–6.

Melanoma cells have the capacity to escape the immune

response. This observation led to the development of

immune checkpoint inhibitors allowing the reactivation of

the immune system to kill melanoma cells7,8. Currently,

two different types of immunotherapies are available in

the form of blocking antibodies: Ipilimumab (anti-CTLA-

4) and Nivolumab or Pembrolizumab (anti-PD-1). Ipili-

mumab targets the CTLA-4 receptor of CD4+ T cells
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allowing their activation. This treatment increases survival

rate in patients, but only 15% respond to this treatment9.

PD-1 is also expressed on T cells and its expression

inhibits T cell activation. Its target PDL-1 is widely found

in melanoma cells. Anti-PD-1 treatment elicits a response

in approximately 30% of patients10. Even if these

responses are objective and long-lasting, approximately

65–70% of patients do not respond to this treatment.

More recently, the result of phase III trial using combi-

nation of ipilimumab and nivolumab demonstrated an

increase of efficacy compared with ipilimumab alone with

the detriment of higher toxicity11. Indeed, grade 3/4

toxicity rate were observed in 55% cases for combination

therapy. Thus, identification of new anti-melanoma

compounds is essential to developing new therapies.

In this perspective, we previously used a structure/

function approach that led to the characterization of the

anti-melanoma properties of Thiazolbenzenesulfonamide

(TZB). We thus identified HA15 as the lead compound of

this family, able trigger melanoma cell death by induction

of a strong endoplasmic reticulum stress12.

Here, we use a similar approach to improve the biolo-

gical activity of biguanides on melanoma.

Metformin is the most commonly used biguanide in

diabetic treatment. It assumes little side effects and is well

tolerated. A number of studies have shown that metfor-

min induces cell death by apoptosis in numerous types of

cancer, including melanoma13. We have shown that

metformin is responsible for cell cycle arrest of melanoma

cells in G1–G0 after 24 h of treatment14–16. This cell cycle

arrest induces AMPK pathway activation, which activates

autophagy and apoptosis signaling cascades, leading to

melanoma cell death. In vivo, we have demonstrated that

metformin decreases tumor growth in a xenograft mouse

model14. Furthermore, we have shown that metformin

decreases the invasive capacity of melanoma cells in an

AMPK/p53 dependent manner without affecting their cell

migration ability16. These results were confirmed by the

observation that metformin strongly decrease in mela-

noma pulmonary metastasis formation in C57BL/6 mice.

These results prompted us to perform a multicentric

clinical trial aiming to test the efficacy of metformin as

monotherapy for melanoma treatment. Unfortunately,

very few patients responded to this treatment17. It is

worth noting that metformin has low activity (IC50 in the

millimolar range) and low oral bioavailability requiring

therefore high daily dose for treatment of cancer. More-

over, taking into account the small molecular size of

metformin, its pleiotropic effects and mechanism of

action remain unclear and controversial.

As a result, we started a medicinal chemistry program

aimed at developing new metformin-derived molecules

with improved potency and suitable pharmacological

profile to obtain a better response in patients. After an

initial screening, an extensive structure-activity-based hit-

to-lead optimization led us to identify a new potential

candidate called CRO15.

Results
CRO15 exerts deleterious effects on melanoma cell

viability

After extensive screening of new molecules derived

from metformin, based on structure/activity character-

istics, a lead compound, called CRO15, with an original

structure was discovered. This molecule, described in Fig.

1A, shows a biguanide cyclized form, with an additional

aromatic ring compared to metformin.

The effect of CRO15 on melanoma cells viability was

determined using a blue trypan exclusion assay. Time

course experiments showed that after 4 h of treatment

with 5 μM CRO15, melanoma cell viability decreased in

comparison to the DMSO control condition (Fig. 1B).

These experiments were performed in A375 melanoma

cells, which are sensitive to BRAF inhibitors. After 48 h of

treatment, only 15% of melanoma cells were still alive.

Figure 1C shows a dose-dependent response after 48 h

of treatment of A375 melanoma cells with CRO15. The

50% inhibitory concentration (IC50) of this molecule was

identified to be between 2.5 and 5 μM. Our previous

results obtained on the same cell line demonstrated that

metformin was inducing cell death after 96 h of treatment

at 5 and 10mM14. The effects of CRO15 were confirmed

on other melanoma cell lines with various mutational

statuses (Fig. 1D). We observed a large decrease in mel-

anoma cell viability after 48 h, independent of their

mutations. The anti-melanoma effects of CRO15 were

also confirmed in a more physiological model of mela-

noma cell cultures freshly isolated from patient tumors

with BRAF mutation (Patient 1), NRAS mutation

(Patients 2 and 3), PTEN and p53 mutations (Patient 4)

and with no know mutation (Patient 5). Importantly, we

no toxicity of CRO15 (5 μM) was observed on normal

human cells, such as melanocytes, fibroblasts and kerati-

nocytes, at 48 h of treatment (Fig. 1F).

CRO15 induces a mitochondrial disorder and activates

AMPK pathway

To understand the signaling pathway induced by

CRO15, we first examined metabolic alterations and

AMPK pathway activation. Indeed, it is known that met-

formin can induce the AMPK (AMP-activated protein

kinase) pathway by inhibition of the complex I of the

respiratory chain of mitochondria.

To determine whether CRO15 has the same effects as

metformin, we first studied the mitochondrial potential of

melanoma cells after drug treatment (6 h) by Seahorse

experiments (Fig. 2A). We observed a significant reduc-

tion in basal mitochondrial respiration in response to
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Fig. 1 CRO15 exerts a deleterious effect on melanoma cell viability. A Chemical structure of metformin and CRO15. B–F Cell viability assay using

trypan blue exclusion method on B. A375 melanoma cells treated with 5 μM CRO15 at different times. C A375 melanoma cells were treated with the

indicated concentrations of CRO15 for 48 h. D Melanoma cell lines of various genotypes treated with 5 μM CRO15 for 48 h. E Human melanoma cells

freshly isolated from tumors treated for 48 h with 5 μM CRO15. F Primary human melanocytes, keratinocytes and fibroblasts treated 48 h with 5 μM

CRO15. For B to F, results are expressed as percentages of control and data given as the means ± SEM of three independent experiments performed

in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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CRO15, which was not as great as that seen with met-

formin. Interestingly, the results showed a problem in

restoration of maximal respiration after FCCP injection.

This experiment demonstrates that although CRO15 does

not have exactly the same efficiency as metformin on

mitochondrial respiration, it induces significant dysregu-

lations. To confirm the effects of CRO15 on mitochon-

drial metabolism, we measured mitochondrial

transmembrane potential in melanoma cells (Fig. 2B). We

used TMRE, a cell-permanent dye that readily accumu-

lates in active mitochondria. Depolarized or inactive

mitochondria have decreased membrane potential and fail

to sequester TMRE. We observed a depolarization of the

mitochondria in response to metformin (10 mM) but also

CRO15 treatment (5 μM). This result was confirmed by a

decrease in ATP production after CRO15 treatment

(Supplemental Fig. 1A) and a release of cytochrome C and

SMAC/Diablo in the cytoplasm after 6 and 24 h of

treatment with CRO15 (Fig. 2C).

Dysregulation of mitochondria implicated activation of

signaling pathways such as the AMPK pathway. Indeed, a

decrease in ATP/AMP ratio is responsible for activation

by phosphorylation of AMPK. Thus, treatment with

CRO15 induced a time-dependent phosphorylation of

AMPK on multiple melanoma cell lines (Fig. 2D and

Supplemental Fig. 1B) but had minimal effects on mela-

nocytes and fibroblasts consistent with its lack of toxicity

normal cells (Supplemental Fig. 1C).

AMPK kinase can act on many effectors. For example,

AMPK activation can induce the phosphorylation of ACC

(Acetyl-CoA carboxylase) and the dephosphorylation of

mTOR (mammalian target of rapamycin) and thus

inactivates their activities and stop diverse metabolisms

activities. To confirm the involvement of the AMPK

pathway in the mechanism of action of CRO15, we

infected A375 cells with adenoviruses expressing domi-

nant negative forms of AMPK α1 and α2, the two catalytic

subunits of AMPK kinase. These adenoviruses, by

expression of dominant negative forms of AMPK, shut

down activation of endogenous AMPK (Fig. 2E) and

patially restored cell viability of melanoma cells treated

with CRO15 (5 μM) for 24 h (Fig. 2F). These results

demonstrate that the AMPK pathway plays a role in

CRO15-induced decrease in melanoma cell viability.

CRO15 inhibits MELK kinase activity

To discover other pathways implicated in CRO15

mechanisms, we performed a kinome assay in comparison

to metformin in which more than 120 kinases involved in

cancer were analyzed (Table 1). This in vitro experiment

allowed us to observe the percentage of direct modulation

of different kinase activities induced by CRO15 in func-

tion of Z′ factor (Fig. 3A). We showed a strong inhibition

of activity of MAPKAPK2 (inhibition: 90%, Z′: 0.82) and

Table 1 Results of in vitro Kinome assay in response to

CRO15 (1 μM) or metformin (1mM) (n= 2).

Kinase CRO15
1 µM

Metformin
1 mM

MAPKAPK2 Activity Km app 90 −2

AKT2 (PKB beta) Activity 100 74 3

GSK3B (GSK3 beta) Activity Km app 72 2

MELK Activity Km app 72 2

JAK2 Activity Km app 64 −1

MAPK8 (JNK1) Binding 64 −5

FER Activity Km app 61 7

SRC Activity Km app 49 22

ABL1 T315I Activity Km app 46 0

CHEK1 (CHK1) Activity Km app 42 6

AKT1 (PKB alpha) Activity Km app 40 0

YES1 Activity Km app 40 7

AURKA (Aurora A) Activity Km app 39 4

WEE1 Binding 39 4

GSK3A (GSK3 alpha) Activity Km app 38 5

MAPK9 (JNK2) Binding 36 −3

EPHA7 Binding 35 −7

BRAF V599E Activity 100 34 4

CDK5/p35 Activity Km app 33 4

AMPK (A1/B2/G3) Activity Km app 32 1

CHEK2 (CHK2) Activity Km app 28 6

MAP3K14 (NIK) Binding 28 0

ABL1 Activity Km app 27 3

MAPK10 (JNK3) Binding 27 0

MST1R (RON) Activity Km app 27 −2

BLK Activity Km app 26 0

MAPK7 (ERK5) Activity Km app 25 4

MST4 Activity Km app 24 15

AMPK (A1/B2/G2) Activity Km app 23 7

FGFR1 Activity Km app 23 −12

RPS6KB1 (p70S6K) Activity Km app 22 1

ERN1 Binding 21 1

KDR (VEGFR2) Activity Km app 21 3

AMPK (A1/B1/G2) Binding 20 2

MET (cMet) Activity Km app 20 −4

PRKCH (PKC eta) Activity Km app 20 5

EPHB4 Activity Km app 19 5

FES (FPS) Activity Km app 19 1

IKBKB (IKK beta) Activity Km app 19 1

MAP2K1 (MEK1) Activity 100 19 16

PRKCQ (PKC theta) Activity Km app 19 −4

ROS1 Activity Km app 19 3

CSNK1G3 (CK1
gamma 3)

Activity Km app 18 2

RAF1 (cRAF)
Y340D Y341D

Activity 100 18 4

EGFR (ErbB1)
T790M L858R

Activity Km app 16 −1

PAK1 Activity Km app 16 −1

PIM1 Activity Km app 16 0

BRAF Activity 100 15 11

AMPK (A1/B1/G3) Binding 14 2

DYRK1B Activity Km app 14 3
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MELK kinase (inhibition: 72%, Z′: 0.90). Our results

regarding MAPKAPK2, also known as MAPK2, indicate

that this kinase is not involved in AMPK-independent

effects of CRO15 in intact cells as its downstream effector

HSP27 is not modulated (Supplemental Fig. 2A). Indeed,

MAPK2 is also directly regulated by p38 MAPK protein,

which, is activated under CRO15 treatment.

We thus focused our attention on MELK (maternal

embryonic leucine zipper kinase). This kinase is described

to be an oncogene and is overexpressed in multiple can-

cers, including melanoma18,19. Furthermore, MELK pro-

motes mitosis and proliferation of melanoma cells via the

NF-κB pathway20 and increases DNA damage tolerance to

promote proliferation of breast cancer cells21.

As shown in Fig. 3B, a probe consisting in CRO15

labeled with a fluorescent tag showed a strong co-

localization of CRO15 with MELK antibody (approxi-

mately 60%) in CT26 cells supporting an interaction

between CRO15 with MELK. We next determined in vitro

inhibition of MELK activation by CRO15 in comparison

with a known MELK inhibitor, OTS167 (Fig. 3C). As

OTS167, CRO15 decreases MELK activity in a dose-

dependent manner. However, in contrast to CRO15,

OTS167 is toxic to normal cells, such as melanocytes,

keratinocytes, and fibroblasts (Supplemental Fig. 2C).

To determine whether MELK is a target of CRO15 in

intact cells, we performed pull-down and biotin pre-

cipitation experiments in A375 cells infected with a

MELK adenovirus and treated with a biotin-tagged

CRO15. For the pull-down experiment, A375 lysates

were incubated overnight with 100 μM biotin-CRO15 or

Table 1 continued

Kinase CRO15
1 µM

Metformin
1 mM

KIT Activity Km app 14 −2

MAPK1 (ERK2) Activity Km app 14 6

DDR2 Binding 13 −1

MAPK3 (ERK1) Activity Km app 13 9

NTRK3 (TRKC) Activity Km app 13 1

AXL Activity Km app 12 0

DNA-PK Activity Km app 12 4

HCK Activity Km app 12 5

MAPK11 (p38 beta) Activity Km app 12 12

PDGFRA D842V Activity Km app 12 2

PLK2 Activity Km app 12 11

CSK Activity Km app 11 10

PDK1 Activity 100 11 6

FGFR2 Activity Km app 10 −4

FLT3 D835Y Activity Km app 10 5

HIPK3 (YAK1) Activity Km app 10 3

PDGFRA (PDGFR alpha) Activity Km app 10 0

AMPK (A2/B2/G3) Activity Km app 9 12

CDK1/cyclin B Activity Km app 8 5

DAPK3 (ZIPK) Activity Km app 8 0

DYRK2 Binding 8 1

FGFR3 Activity Km app 8 1

IGF1R Activity Km app 8 2

IKBKE (IKK epsilon) Activity Km app 8 2

ERBB4 (HER4) Activity Km app 7 1

MAPK14 (p38
alpha) Direct

Activity Km app 7 7

PRKACA (PKA) Activity Km app 7 16

DCAMKL1 (DCLK1) Activity Km app 6 7

EGFR (ErbB1) T790M Activity Km app 6 −2

EIF2AK2 (PKR) Binding 6 12

FLT4 (VEGFR3) Activity Km app 6 4

FRAP1 (mTOR) Activity Km app 6 3

PAK4 Activity Km app 6 2

RET Activity Km app 6 0

CSNK1G2 (CK1
gamma 2)

Activity Km app 5 −2

KIT D816H Binding 5 13

PRKCI (PKC iota) Activity Km app 5 −3

PRKCZ (PKC zeta) Activity Km app 5 6

PTK2 (FAK) Activity Km app 5 2

EGFR (ErbB1) L861Q Activity Km app 4 1

EPHA2 Activity Km app 4 9

MAP2K2 (MEK2) Activity 100 4 7

NIM1K Activity Km app 4 9

ROCK1 Activity Km app 4 0

CDK2/cyclin A Activity Km app 3 11

CSNK1G1 (CK1
gamma 1)

Activity Km app 3 6

DCAMKL2 (DCK2) Activity Km app 3 4

EGFR (ErbB1) L858R Activity Km app 3 −3

HIPK2 Activity Km app 2 7

MAPK12 (p38 gamma) Activity Km app 2 4

MERTK (cMER) Activity Km app 2 4

Table 1 continued

Kinase CRO15
1 µM

Metformin
1 mM

MAPK13 (p38 delta) Activity Km app 1 14

TAOK2 (TAO1) Activity Km app 1 9

ERBB2 (HER2) Activity Km app 0 3

FLT1 (VEGFR1) Activity Km app 0 1

ZAP70 Activity Km app 0 0

FGFR4 Activity Km app −1 8

TEK (Tie2) Activity Km app −1 5

FLT3 Activity Km app −2 6

EGFR (ErbB1) Activity Km app −4 2

AMPK (A1/B2/G1) Binding −5 2

AMPK (A2/B2/G1) Binding −5 5

ALK Activity Km app −7 5

AMPK (A2/B2/G2) Binding −8 0

MAPK15 (ERK7) Binding −11 1

KIT V560G Activity Km app −13 6

NTRK1 (TRKA) Activity Km app −14 2

BMX Activity Km app −22 7

PRKD1 (PKC mu) Activity Km app −56 18
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with biotin-MTF465, a non-active CRO15 analog devoid

of its pharmacophore. We thus demonstrated a direct

interaction of MELK with biotin-CRO15 (Fig. 3D) but

very weak with the negative control, biotin-MTF465. This

result was further confirmed by detecting MELK after

biotin precipitation on lysates of A375 treated for 2 h with

20 μM of biotin-CRO15.

We then determined the consequences of MELK inhi-

bition for melanoma cells. Importantly, MELK expression

correlates with melanoma progression22. A bio-informatic

analysis of expression data on melanoma shows that

MELK is significantly overexpressed in metastatic mela-

noma compared to primary melanoma (Supplemental Fig.

2B). Its overexpression correlates with the overexpression

of its downstream target CDK1 (Cyclin-Dependent Kinase

1), implicated in the mitosis process. We performed

kinetics of CRO15 (5 μM) in A375 cells, and detected a

time-dependent decrease in expression of MELK but also

of NF-κB phosphorylation and some mitosis markers,

such as Cyclin E, CDK1, and CDK2 (Cyclin-Dependent

Kinase 1 and 2) (Fig. 3E). Interestingly, we confirmed the

inhibition of all actors implicated in the NF-κB pathway to

induce melanoma cell proliferation (Supplemental Fig.

2A). Finally, MELK is known to increase DNA damage

tolerance in breast cancer cells21. In our system, the

inhibition of MELK by CRO15 was associated with a

strong inhibition of the DNA damage repair pathway with

decreased phosphorylation of ATM (Ataxia Telangiecta-

sia Mutated) associated with an increase in the DNA

damage marker γH2AX. CRO15-mediated activation of

CHK2 (Checkpoint Kinase 2) and γH2AX were also

observed by immunofluorescence in A375 cells (Supple-

mental Fig. 2D, E). To confirm that the biological activity

of CRO15 involves the activation of AMPK and the

inhibition of the MELK oncogene, we tried to counteract

its effects on rescue experiments (Fig. 3G). Noticeably,

knocking-down AMPK using siRNA or over-expressing

MELK using adenoviral construct partially restored cell

viability and the combination of both almost completely

abolished the anti-melanoma effect of CRO15. This

experiment unequivocally demonstrates the implication

of both AMPK activation and MELK inhibition in the

mode of action of CRO15.

DNA damage repair pathway induces p53 pathway

activation

As described in the literature, the ATM/CHK2 axis is

often responsible for p53 activation on serine 15 after

DNA damage23. Furthermore, AMPK activators included

metformin-activated p53 by phosphorylation on serine 15.

Thus, we wanted to determine whether CRO15 can also

activate this protein. We first examined the viability of

different melanoma cells mutated for p53 after CRO15

induction and we observed that, in the cells expressing an

inactive form of p53, the decrease of viability is less

important than in the other melanoma cell lines expres-

sing Wild Type p53 (Fig. 4A). We next wanted to deter-

mine whether p53 is implicated in CRO15 mechanisms.

CRO15 induced a time-dependent phosphorylation of p53

on Ser15 that suggested p53 activation in A375 cells (Fig.

4B). We confirmed an increase in p53 activity upon

CRO15 treatment by luciferase assays (Fig. 4C).

As expected, the activity of endogenous p53 was not

detectable in response to CRO15 or positive control

actinomycin in p53-mutated SK-MEL-28 cells (Fig. 4D,

right part). When we infected these cells with wild type

p53, CRO15 induced a strong activity of p53. In parallel,

shutting down p53 expression with a siRNA induced a

partial restoration of cell viability mediated by CRO15

(Fig. 4D, left part). This result is confirmed by western

blot analysis, which showed that knockdown of endo-

genous p53 abolished the phosphorylation of p53 on

Ser15 and attenuated the increase in expression of a direct

target gene of p53, REDD1 (Regulated in Development

and DNA damage response 1) in response to CRO15 (Fig.

4E).

Finally, SK-MEL-28 cells were infected with an adeno-

virus encoded an active form of p53, and we observed that

when we restored p53 function, we restored the sensitivity

to CRO15 (Supplemental Fig. 3A, B).

(see figure on previous page)

Fig. 3 CRO15 inhibits MELK kinase activity. A Scatter plot representing the percentage of kinase inhibition and their Z′ factor measured during

two independent in vitro kinome assay with 1 μM CRO15. B Immunofluorescence pictures of CT26 cancer cells treated with 5 μM CRO15 for 2 h.

MELK was labeled with a specific antibody (in red), CRO15 was coupled to a fluorescent tag (in green) and nuclei were stained with DAPI (in blue). C

In vitro test of kinase activity using recombinant MELK protein treated with CRO15 with the MELK inhibitor OTS167. D A375 cells were infected with

MELK adenovirus for 24 h. For the pull down assay, cells lysates were incubated overnight with 100 μM Biotin-CRO15 or its inactive analog MTF465.

For Biotin precipitation, cells were treated for 2 h with 20 μM Biotin-CRO15 or MTF465 before lysis and western blot analysis with the indicated

antibodies. One representative experiment of three is shown. E and F A375 cells were treated with 5 μM CRO15 with the indicated durations, and

lysates were analyzed by western blotting using the indicated antibodies. One representative experiment of three is shown. G A375 cells were

transfected with siRNA directed against AMPK α1 and AMPK α2 (20 nM each) or 40 nM of control siRNA. Twenty-four hours later, cells were infected

with a MELK adenovirus or a control adenovirus before treatment with 5 μM of CRO15. After 24H, viable cells were counted using the trypan blue dye

exclusion method (n= 3) (right panel). In parallel, cell lysates were analyzed by western blotting with the indicated antibodies (left panel). One

representative experiment of three is shown.
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CRO15 mediates the activation of autophagy and

apoptosis in melanoma cells

Metformin induces both autophagy and apoptosis in

melanoma cells to induce cell death14. We observed that

CRO15 induced a time-dependent accumulation of LC3-

II (Fig. 5A). This was confirmed by confocal microscopy,

with accumulation of LC3 in melanoma cells under

CRO15 stimulation in the same manner as that accu-

mulation of LC3 under rapamycin stimulation, which is

an autophagy activator (Fig. 5B and Supplemental Fig.

4A). To confirm that in our system, autophagy favors

melanoma cell death and does not protect them, we

blocked the autophagic flux with a protease inhibitor,

pepstatin and a cysteine protease inhibitor, E64d. After

stimulation with CRO15 for 24 h, we observed a partial

restoration of melanoma cell viability when autophagy

was blocked (Supplemental Fig. 4B, C). Finally, it was also

shown by autophagy inhibition with siRNA against LC3

and ATG5 (Data not shown). For the apoptosis pathway,

we observed a characteristic cleavage of PARP (Poly-

ADP-Ribose polymerase) in a time-dependent manner

under CRO15 treatment (Fig. 5A). We also observed a

decrease in total caspase 3 and 9 expression, which are

specific markers for caspase-dependent apoptosis. To

confirm the implication of apoptosis in CRO15-induced

cell death, we performed flow cytometry analysis (Fig. 5C).

First, we examined the presence of annexin V on the

cellular membrane in melanoma cells. Indeed, when cells

enter apoptosis, a flip-flop into the plasma membrane

takes place and phosphatidylserines, which are normally

inside the cells, are exposed to the extracellular medium

and can link with annexin V. After CRO15 stimulation,

we observed a large increase in melanoma cells stained

with annexin V. We also studied the presence of caspase 3

active cells after CRO15 stimulation. We observed that

melanoma cells treated with this drug present approxi-

mately 60% of caspase-3 active cells compared to the

control. Finally, autophagy and apoptosis after

CRO15 stimulation were also observed in electronic

microscopy (Supplemental Fig. 4D). In these pictures, we

observed the formation of apoptotic blebs and

autophagolysosomes with a double membrane char-

acteristic of autophagy.

To determine whether these two mechanisms are

dependent on each other, we blocked autophagy by siLC3,

apoptosis by Q-VD (inhibitor of pan caspase) and both

mechanisms at the same time (Supplemental Fig. 4E, F).

We observed that when the two mechanisms are blocked,

all melanoma cell viability is restored. When we blocked

only autophagy or apoptosis, we partially restored mela-

noma cell viability. Interestingly, when the two mechan-

isms are blocked independently, the other mechanism is

still activated. Thus, autophagy and apoptosis are two

mechanisms activated independently by CRO15.

We identify pathways involving AMPK and/or p53,

which are responsible for the cell death mechanism

induced by CRO15. To confirm that only these two pro-

teins are responsible for melanoma cell death induced by

CRO15, we blocked these two proteins and studied cell

viability. After infection with adenoviruses of dominant

negative forms of AMPKα1 and α2 and transfection of

sip53, we observed a total restoration of melanoma cell

viability after CRO15 stimulation for 24 h (Fig. 5D, E),

indicating that these 2 proteins are responsible for cell

death induced by CRO15. Interestingly, by western blot

analysis, we observed that CRO15 increased the expres-

sion of REDD1 after 2 h of stimulation but that this

increase was lost when the AMPK and p53 pathways were

inhibited (Fig. 5E). Thus, we wanted to determine whether

REDD1 can be implicated in melanoma cell death

mechanisms induced by CRO15. REDD1 is a protein

implicated in the stress response (i.e., DNA damage,

metabolic dysregulation, etc.) and can activate different

cell death mechanisms when restoration of melanoma cell

viability stress is too strong for the cell. We observed that

REDD1 is activated by CRO15 at an early time point post-

stimulation and that its principal target, mTOR, is no

longer phosphorylated and therefore inactivated (Fig. 5F).

To confirm the implication of REDD1 in the cell death

mechanism, we inhibited REDD1 expression with siRNA,

and in blue trypan exclusion, we observed that there was a

total restoration of melanoma cell viability after 24 h of

(see figure on previous page)

Fig. 4 CRO15 treatment induces p53 pathway activation. A Indicated melanoma cell lines were treated with 5 μM CRO15 for 48 h before viable

cells were counted using the trypan blue dye exclusion method. B A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated duration, and lysates

were analyzed by western blotting with indication antibodies. One representative experiment of three is shown. C Luciferase activity in A375 cells

transfected with a p53 luciferase reporter upon 5 μM CRO15 treatment or actinomycin used as a positive control for p53 induction. D (left part) A375

cells were transfected with sip53 and then treated with 5 μM CRO15. After 24 h of treatment, viable cells were counted using the trypan blue

exclusion method. The results are expressed as percentages of the DMSO control. (Right part) SK-MEL-28 cells were infected with control or p53-

encoding adenoviruses and transfected with a p53 luciferase reporter. Cells were treated 24H with 5 μM CRO15 and a luciferase assay was performed.

E A375 cells were transfected with control or p53 siRNA and treated with 5 μM CRO15 for the indicated duration. Lysates were analyzed by western

blotting with the indicated antibodies. One representative experiment of three is shown. For C and D, data given as the means ± SEM of three

independent experiments performed in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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CRO15 stimulation (Fig. 5G). Interestingly, we showed in

western blot analysis that when REDD1 is inhibited,

autophagy (with LC3 II conversion) and apoptosis (with

PARP cleavage) are lost under CRO15 stimulation (Fig.

5H).

In conclusion, we demonstrate that CRO15 induces

melanoma cell death by AMPK and p53 pathways to

induce autophagy and apoptosis of melanoma cells, and

this process is REDD1 dependent.

CRO15 decreases tumor growth in mouse models

To assess the antineoplastic potential effect of CRO15

in vivo, A375 melanoma cells (1.0 × 106) were injected

subcutaneously into 5-week-old female athymic nude

mice. After tumor apparition (approximately size of 50

mm3), mice were treated every day with Labrafil (control),

PLX4032 (0.7 mg/mouse/day) and CRO15 (0.7 mg/

mouse/day) over a period of 4 weeks. This dose corre-

sponds to the equivalent dose of PLX4032 given to patient

in melanoma therapy. Untreated control mice rapidly

developed visible tumors, and we observed a dramatic

increase in tumor growth throughout the study (Fig. 6A).

By contrast, treatment of mice with PLX4032 or CRO15

markedly attenuated the development of tumors. More-

over, the tumors derived from CRO15-treated mice pre-

sent consistently and significantly lower weight than those

from untreated control mice (Fig. 6B). Furthermore, the

treatment of mice with CRO15 induced no apparent

toxicity, and we noted no change in their behavior and

body mass (Fig. 6C). Furthermore, we evaluated hepatic

toxicity by measuring hepatic transaminases in the sera of

treated mice (Fig. 6D), and no change appeared between

control and CRO15-treated mice, indicating the absence

of hepatic toxicity. We then investigated the molecular

mechanisms involved in the anti-tumorigenic effects of

CRO15 in vivo. Tumor sections from mice were stained

with LC3 antibody, and we observed an increase in LC3

expression in CRO15 conditions, confirming the activa-

tion of autophagy by CRO15 in vivo (Fig. 6E). For apop-

tosis, we stained the tumor sections with active-caspase 3

antibodies and TUNEL assay. We observed an increase in

both active caspase 3 and TUNEL staining in CRO15

conditions (Fig. 6E). These results confirmed the activa-

tion of autophagy and apoptosis in vivo by CRO15.

CRO15 induces cell death in melanoma cells resistant to

BRAF inhibitors

As mentioned above, treatment of BRAF V600E mela-

noma patients with BRAF inhibitors, such as PLX4032,

leads to systematic resistance and metastasis relapse. In

Fig. 7A, we showed that CRO15 induces melanoma cell

death in A375, SK-MEL-28 and WM9 melanoma cells

that had acquired resistance to PLX4032. Interestingly, we

confirmed that in SK-MEL-28 cells mutated for p53,

CRO15 was less efficient. In addition, we observed that

CRO15 induces the same molecular and death mechan-

isms in A375 resistant melanoma cells. Indeed, in western

blot analysis, we observed phosphorylation of AMPK after

CRO15 stimulation. We also observed a decrease in

MELK expression and CDK1 in a time-dependent man-

ner. Phosphorylation of p53 (ser15), increased expression

of REDD1 and decreased phosphorylation of mTOR were

confirmed at early time of stimulation by CRO15 at 5 μM

(Fig. 7B). For cell death mechanisms induced by CRO15,

PARP cleavage and LC3-II accumulation were observed in

western blot analysis (Fig. 7B). These two mechanisms

were confirmed by confocal microscopy with staining of

LC3 for autophagy (Fig. 7C) and flow cytometry, with

increasing annexin V and active caspase 3 staining for

apoptosis (Fig. 7D). Finally, we tested the anti-

tumorigenic effect of CRO15 in mice injected with A375

R melanoma cells presenting acquired resistance to the

(see figure on previous page)

Fig. 5 CRO15 mediates the activation of autophagy and apoptosis in melanoma cells. A A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for the

indicated duration. Lysates were analyzed by western blotting with the indicated antibodies. One representative experiment of three is shown. B

Immunofluorescence pictures of A375 melanoma cells treated with DMSO, 5 μM CRO15 or 400 nM of the autophagy inducer rapamycin for 6 h. LC3B

was labeled with antibody (green), and DNA was visualized with DAPI (blue). C A375 melanoma cells were treated for 24 h with 5 μM CRO15, 5 μM

PLX4032 or with 1 μM of the pan-kinase inhibitor staurosporine for 6 h used as positive control of apoptosis induction. Cells were analyzed by flow

cytometry using a specific antibody against Caspase 3 active protein conjugated with FITC (upper panel) or Annexin V conjugated with ALEXA and

DAPI (lower panel) or against. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. D A375 cells were infected with dominant negative adenoviruses against α1 and α2

AMPK subunits for 24 h before transfection with sip53 for another 24 h. Cells was determined by trypan blue staining after a 24 h treatment with 5 μM

CRO15 or DMSO control. E A375 cells were infected with dominant negative adenoviruses against α1 and α2 AMPK subunits for 24 h and were

transfected with sip53 for another 24 h. Cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated durations, and lysates were analyzed by western blot

with the indicated antibodies. One experiment of three is shown. F A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated durations, and lysates

were analyzed by western blotting with the indicated antibodies. One representative experiment of three is shown. G A375 cells were transfected

with siREDD1 for 24 h and then treated with 5 μM CRO15 for 24 h before cell viability was determined using the trypan blue exclusion method. H.

A375 cells were transfected with siREDD1 for 24 h and then treated with 5 μM CRO15 for the indicated duration. Lysates were analyzed by western

blotting with the indicated antibodies. One representative experiment of three is shown. For D and G, the results are expressed as percentages of the

control and data given as the means ± SEM of three independent experiments performed in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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BRAF inhibitor PLX4032. Briefly, as previously described,

we subcutaneously injected A375 Resistant cells (1.0 ×

106) into nude mice, which were then treated with

Labrafil, PLX4032 (0.7 mg/mouse/day) and CRO15

(0.7 mg/mouse/day). Untreated mice or PLX4032-treated

mice rapidly developed dramatic tumor growth
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throughout the study (Fig. 7E). In contrast, CRO15-

treated mice markedly attenuated the development of

tumors. Moreover, tumors derived from CRO15-treated

mice were consistently and significantly lower than those

from untreated or PLX-treated mice (Fig. 7F). These data

clearly demonstrate the anti-melanoma activity of CRO15

in vivo in BRAF inhibitor-resistant cells. As observed in

tumors from melanoma cells sensitive to BRAF inhibitor,

CRO15 induced a strong increase in LC3, active caspase 3

and TUNEL staining compared to tumor sections from

control or PLX4032 (Supplemental Fig. 5B). In this

experiment, no apparent toxicity appeared with no change

in mouse behavior, body mass (Supplemental Fig. 5A) or

liver mass (data not shown).

Discussion
Currently, therapies against metastatic melanoma are

not efficient enough. Indeed, targeted therapies against

BRAF V600E/MEK initially show very efficient responses,

but after a few weeks of treatment, melanoma relapses

and metastases begin to grow again3–6,11. For immu-

notherapies, objective responses are sustainable but only

in 30 to 40% of patients in the best way7,8,24. Thus, for

many patients (more than 50%), there are no effective

treatments for their melanoma, and discovering new

therapies is essential. In this report, we present anti-

melanoma effects of a new biguanide-derived compound

CRO15. Melanoma presents many different mutations

and oncogene proteins. In this study, we showed that

CRO15 induces melanoma cell death independently of

their mutational status, and this is due to activation of the

AMPK and p53 pathways and inhibition of MELK kinase

activity. As biguanides, CRO15 is able to activate the

AMPK pathway by disrupting mitochondrial metabolism

and by changing the ATP/AMP ratio. Interestingly, in

melanoma glycolytic metabolism, mediated by mito-

chondrial activity, is very important25,26. Furthermore, it

was described that melanoma cells resistant to BRAF

inhibitors showed an oxidative metabolism that was more

important and dependent on mitochondria for cell sur-

vival27. In this context, mitochondria seem to be very

important, and their pharmacological dysregulation could

pave the road to develop new melanoma therapies. Fur-

thermore, AMPK is an energy sensor of the cells; it plays a

role in cellular energy homeostasis. It is composed of

3 subunits α, β, and γ28. Both subunits play a specific role

in the stability and activity of AMPK, and the α subunits

play a role in catalytic activity29. AMPK plays an impor-

tant role in metabolism regulation with inhibition of fatty

acid synthesis, cholesterol and triglycerides by ACC

phosphorylation30. However, AMPK also plays a role in

the induction of autophagy and apoptosis by a number of

different mechanisms. For example, AMPK can directly

phosphorylate ULK1 (UNC-51-like kinase)31 or activate

REDD132, both of which dephosphorylate mTOR and

induce autophagy. Interestingly, AMPK can also activate

the apoptosis pathway by eIF2a (eukaryotic Initiation

Factor 2 α)33 or by p5334. In our study, we showed that the

AMPK pathway is partially responsible for melanoma cell

death induced by CRO15. Despite the fact that the AMPK

pathway is present in all human cells and in cancer

human cells, but we did not observe any toxicity in nor-

mal human cells. Interestingly, we observed that CRO15 is

able to induce minimal AMPK phosphorylation in both

normal keratinocytes and melanocytes without affecting

their viability. Our hypothesis is that the AMPK pathway

is constitutively more activated in melanoma cells because

of their metabolic activity. When CRO15 is added to these

cells, a threshold is exceeded, and this high level of AMPK

induces the activation of autophagy and apoptosis in

melanoma cells. In normal human cells, the level of

AMPK is lower than this threshold, and thus, no cellular

death is induced. However, the other scenario is that

cancer cells might overexpress CRO15 transporters.

To determine the AMPK-independent effects of

CRO15, we performed a kinome assay, and we identified 2

kinases significantly inhibited by our compound. The first

candidate is a member of the Ser/Thr protein kinase

(see figure on previous page)

Fig. 7 CRO15 induced death in melanoma cells resistant to BRAF inhibitors. A Indicated melanoma cell lines were treated with 5 μM CRO15 or

5 μM PLX4032. After 48 h, cell viability was determined by Trypan blue exclusion method. The results are expressed as percentages of the

corresponding control and data given as the means ± SEM of three independent experiments performed in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <

0.001. B A375-resistant cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated durations. Lysates were analyzed by western blotting with the indicated

antibodies. One representative experiment of three is shown. C Immunofluorescence images of A375-resistant melanoma cells treated with 5 μM

CRO15 or 400 nM rapamycin for 6 h or DMSO control. LC3B was labeled with antibody (green), and the nuclei were visualized with DAPI (blue). D

A375-resistant melanoma cells were treated for 24 h with 5 μM of CRO15 or PLX4032 for 24 h or with 1 μM staurosporine for 6 h. Cells were analyzed

in flow cytometry with a specific antibody directed Annexin V (conjugated with ALEXA) or Caspase 3 active protein (conjugated with FITC). *p < 0.05;

**p < 0.01; ***p < 0.001. E Female immune-deficient BALB/c nu/nu (nude) mice were inoculated subcutaneously with 1.0 × 106 A375-resistant cells.

After 7 days, mice (n= 6 in each group) were treated with CRO15 (0.7 mg/mouse/day), PLX4032 (0.7 mg/mouse/day) or vehicle (Labrafil). Tumor

growth curves were determined by measuring the tumor volume. The bars indicate the mean ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01. F Tumor weight of A375-

resistant xenograft after mouse euthanasia. The bars indicate the mean ± SEM *p < 0.05; **p < 0.01.
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family, MAPKAPK2. This kinase is regulated through

direct phosphorylation by p38 MAP kinase. In conjunc-

tion with p38 MAP kinase, this kinase is known to be

involved in many cellular processes, including stress and

inflammatory responses, nuclear export, gene expression

regulation, cell proliferation and metastasis invasion. Heat

shock protein HSP27 was shown to be one of its sub-

strates35,36. Our experiments quickly allowed us to elim-

inate this candidate in the CRO15 mode of action in

melanoma cells. Indeed, CRO15 rapidly increases the

activation of p38 and does not decrease the phosphor-

ylation of MAPKAPK2 and of its substrate HSP27. Fur-

thermore, our preliminary experiments indicate that

CRO15 is not able to inhibit melanoma cell invasion,

which constitutes one of the main effects of the enzyme

(data not shown)36–38.

The second evaluated candidate of CRO15 was the

oncogene MELK. This protein is a member of the AMPK/

Snf1 family, which is a serine/threonine kinase that is

highly conserved across a variety of mammalian and non-

mammalian species. MELK has been shown to be acti-

vated by auto-phosphorylation in vitro, which is a unique

mechanism among the AMPK/Snf1 family members39.

This kinase is overexpressed in several human cancers

and stem cell populations, including melanoma

cells19,40,41. MELK plays a prominent role in cell cycle

control, cell proliferation and cancer treatment resistance

and is a good candidate for potential anti-cancer thera-

pies. Further, a recent study demonstrated the importance

of MELK expression and its effects on the NF-κB pathway

in melanoma proliferation20. Indeed, MELK is over-

expressed in primary and even more in metastatic mela-

noma, suggesting its implications in melanoma

progression22. This increasing expression is correlated

with increased expression of CDK1, an essential protein

promoting proliferation and mitosis42. However, two

recent articles questioned the role of MELK in cancer

development since, contrary to siRNA, disruption of

MELK using the CRISP-Cas9 approach had no appreci-

able impacts on tumor cell growth43,44. This apparent

discrepancy could be explained by a conditional depen-

dency on MELK for the proliferation of cancer cells45 as it

is required for clonogenic cell growth like other onco-

genes such as MYC or KRAS.

Our results showed that CRO15 directly decreases

MELK kinase activity during in vitro kinase assay but also

in intact melanoma cells, as indicated by the inhibition of

NF-κB phosphorylation and some mitotic makers, such as

Cyclin E, CDK1 or CDK2. These results suggest that in

our system, inhibition of MELK induced a decrease in

mitosis and cell proliferation after CRO15 stimulation

mediated by NF-κB pathway inhibition. Interestingly, in

contrast to the other MELK inhibitor OTS167, CRO15 is

non-toxic in normal cells, such as fibroblasts, melanocytes

and keratinocytes. MELK is also implicated in the DNA

damage response21. Indeed, MELK was shown to increase

the tolerance of cancer cells to the DNA damage response

by inhibiting the phosphorylation of ATM. This allows

cancer cells to inhibit activation of death mechanisms

induced by this response. When melanoma cells are

treated with CRO15, ATM phosphorylation is observed

during early stimulation, which induces activation of the

DNA damage pathway response. These results suggest

that CRO15 could remove ATM inhibition induced by

MELK and reactivate the DNA damage response pathway.

This activation allows phosphorylation of p53 on ser15 by

CHK2, which leads to the activation of REDD146, which is

responsible for melanoma cell death. Indeed, p53 plays an

essential role in human cells and is implicated in the DNA

damage response induced by ATM23. Activation of p53

induced a protective response against DNA damage and

tried to repair it. However, sustainable activation of DNA

damages induced an increase in REDD1 expression by

p53 and thus activation of cell-death mechanisms. REDD1

(RTP801/Dig2/DDIT4) was identified as a hypoxia-

inducible factor 1 (HIF-1) target gene involved in the

regulation of cell survival. REDD1 is also regulated in

response to DNA damage, nutrient depletion, gluco-

corticoid and insulin47,48. This protein is a negative reg-

ulator of mTOR and is defined as a key metabolic

regulator suppressing tumorigenesis thought effects on

mTOR activity49 and mitochondria. After CRO15 treat-

ment, REDD1 expression is quickly increased and induces

mTOR dephosphorylation. This is responsible for

autophagy induction, which is confirmed by the loss of

LC3-II conversion when REDD1 is deleted. In addition,

REDD1 also activates apoptosis50 and the knock down of

REDD1 leads to loss of PARP cleavage in melanoma cells

upon CRO15 treatment. REDD1 is the key protein acti-

vated in melanoma cells in response to CRO15 treatment

and is responsible for melanoma cell death.

When the AMPK and p53 pathways are independently

inhibited, activation of REDD1 by CRO15 is still con-

served at a lower level. The fact that REDD1 can be

independently activated by these two pathways is an

advantage for CRO15 treatment. Indeed, many melanoma

cells and other cancer cells present p53 inactivation.

However, CRO15 can induce cell death even in p53-

mutated melanoma cells. Moreover, MELK is important

in melanoma progression and therefore may be impli-

cated in resistance against current therapies. Indeed, we

observed that MELK, as well as CDK1, is significantly

overexpressed in metastatic melanoma. We next con-

firmed the efficiency of CRO15 in resistant melanoma

cells. Counterintuitively, the decrease in viability induced

by CRO15 seems to be more dramatic in PLX4032-

resistant cells than in their parental counterpart, except

for the SK-MEL-28 cell line, mutated for p53. The same
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mechanisms are activated in melanoma cells resistant to

BRAF inhibitors, which implicate MELK, AMPK, p53, and

REDD1. Autophagy and apoptosis induced by CRO15 are

responsible for melanoma cell death after REDD1 acti-

vation in these resistant melanoma cells. Furthermore,

MELK is overexpressed in many cancers, such as breast

cancer, glioma, and colon cancer, and plays a role in

oncogenes in these cancers18,19,41. Interestingly, CRO15

can decrease the viability of a number of cancer cell lines,

including breast, cervix or prostate cancer (Supplemental

Fig. 6).

Finally, in vivo results confirmed our hypothesis that

melanoma cells are impacted by CRO15 treatment.

Indeed, effects on tumoral volume and tumoral growth

both in xenograft-sensitive and resistant to BRAF inhi-

bitor mice models show that CRO15 is able to induce

melanoma cell death without apparent toxicity in mice.

Activation of autophagy and apoptosis in these tumors

confirms the implications of the same pathways in vivo.

Metabolic activity of melanoma cells and the potential

overexpression of MELK in these cells seem to be

important for CRO15-induced cell death and could

explain why normal human or mouse cells are not

affected by this compound. All these results allow us to

think that CRO15 could be a good candidate in the

development of new treatments against melanoma or

other cancer types. Furthermore, a recent study by

Janostiak et al. showed that in melanoma cells, MELK

expression is in part increased by the MAPK kinase

pathway via transcription factor E2F1 (19). Thus, inhibi-

tion of MELK in combination with BRAF inhibitors allows

for an effect on resistant melanoma cell viability com-

pared to BRAF inhibitors alone and decreases the devel-

opment of resistance. In this context, it could be

interesting to study the effect of the combination of

CRO15 or other MELK inhibitors and BRAF inhibitors for

melanoma treatment.

In summary, we demonstrate that CRO15 inhibits

tumor growth through autophagic and apoptotic

mechanisms induced by REDD1 and initiated by AMPK

and p53 activation by inhibition of MELK kinase activity.

Considering the drastic effects of CRO15 on cancer

growth in mice, together with the lack of apparent toxi-

city, this study provides compelling data to support the

future evaluation of CRO15 in clinical trials and

strengthens the idea that MELK inhibition could be use-

ful, alone or in combination, as a new therapeutic

approach in cancer treatment.

Materials and methods
Reagents and antibodies

Trypan blue, DMEM, RPMI, penicillin/streptomycin,

trypsin, siRNA against LC3, MELK and p53 were pur-

chased from Life Technology. Fetal calf serum (FCS) was

purchased from HyClone. MCDB 153 medium, metfor-

min, staurosporine and dimethylacetamide were pur-

chased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier,

France). Labrafil M1944 Cs was purchased from Gatte

fosse. Annexin V and DAPI were purchased from Roche

Applied Science. PLX4032 was purchased from Euro-

medex. HSP60, p53, HSP90, Actin, Cyclin E, AMPKα1

and AMPKα2 antibodies were purchased from Santa Cruz

Biotechnology (TEBU; Le Perray en Yvelines, France).

LC3-B, Ⓟ-AMPKα (T172), Ⓟ-mTOR (S2448), PARP,

AMPKα total, mTOR total, Ⓟ-ACC (Ser79), ACC total,

MELK, CDK1, Ⓟ-CHK2 (Thr68), CHK2 total, CDK2,

Ⓟ-P53 (ser15), Caspase 9 and Caspase 3 antibodies were

from Cell Signaling Technology (Berverly, MA, USA).

Antibodies against Ⓟ-CDC25B (S323), CDC25B total,

gamma-H2AX, and ATM total were purchased from

ABCAM. Antibodies against cyclin D1 and pRb were from

BD Bioscience (Pont de Claix, France). REDD1 antibody

was purchased from Proteintech. TMRE was purchased

from Abcam (ab113852-TMRE Mitochondrial Membrane

Potential Assay Kit). ATP production was measured using

a Malachite Green Phosphate Assay Kit produced by

Cayman chemical (n°10009325). MELK adenovirus and

Ⓟ-ATM (10H11.E12) antibody were purchased

from TEBU.

Cell cultures

Normal human melanocytes and fibroblasts were pre-

pared and maintained as previously described51. Mela-

noma cell lines were purchased from the American Tissue

Culture Collection. The resistant melanoma cell lines

A375 and SK-MEL-28 were a gift from Professor P.

Marchetti and described in Corazao-Rozas et al.52. See

Supplemental Experimental Procedures for cell

preparation.

siRNA transfection

Transfection of duplex siRNAs (50 nmol/l) was carried

out using Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) in

OptiMEM (Invitrogen) as described53. The day after

transfection, CRO15 was added to the medium, and

proteins were extracted 24 h. siRNA targeting LC3, P53

and MELK were purchased from Life Technology.

REDD1 siRNA was purchased from Dharmacon (Lafay-

ette, CO, USA). As a nonspecific control, scramble

sequence of siRNAs were used.

Adenoviral infections

Adenoviruses encoding a dominant-negative form (Ad

AMPK-DN) of subunits α1 and α2 of AMPK were a

generous gift of Dr. Foufelle (INSERM, UMR-S 872, Paris,

France). Adenoviruses encoding MELK and p53 protein

have been purchased from Tebu. An adenovirus of which

the expression cassette contains the major late promoter
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with no exogenous gene was used as a control (Ad con-

trol). Adenoviruses were produced in human embryonic

kidney 293 cells and stored at −80 °C. A375 cells were

infected for 48 h with adenoviruses before CRO15

treatment.

Trypan blue exclusion assay

For trypan blue staining, 200 μl of cells were aseptically

transferred to a 1.5 ml clear Eppendorf tube and incu-

bated for 3 min at room temperature with an equal

volume of 0.4% trypan blue solution. Viable cells were

counted, and the results are expressed as the percentage

of control cells. All the experiments were performed 3

times in triplicate.

Western blot analysis

Western blot analyses were performed as described54.

Proteins were extracted in buffer containing 50 mmol/l

Tris-HCl (pH 7.5), 15 mmol/l, NaCl, 1% Triton X-100,

and 1× protease and phosphatase inhibitors. Briefly,

after protein dosage by Pierce BCA protein assay kit,

30 μg of cell lysate from each condition were separated

by SDS-PAGE, transferred onto a polyvinylidene fluor-

ide membrane (Millipore), and then exposed to the

appropriate antibodies. Proteins were visualized with

the ECL System from Amersham. The western blot

analyses shown are representative of at least three

independent experiments.

Immunofluorescence microscopy

See Supplemental Experimental Procedures

SeaHorse experiments

ECAR and OCR were measured using the Seahorse

XF96 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience,

North Billerica, MA, USA). The Cell Mito Stress Test

media supplemented with 2 mm Glutamax, 1 mm sodium

pyruvate, and 25mm glucose was used. Briefly, 2. 104 cells

were plated in a seahorse-specific 96-well plate and then

pre-treated for 6 h with 5 μM CRO15 or 10mM metfor-

min or control.

Mitochondrial transmembrane potential measuring

See Supplemental Experimental Procedures

Cell fractionation

Cell fractionation was performed with the Calbiochem

kit, proteoextract 539790 following manufacturer’s

instructions.

Kinome assays

Kinome assays were performed with a kit as described in

the Thermo Fisher Kit, SelectScreenTM Biochemical

Profiling Service, Z′-LYTETM Assay.

MELK kinase assay

MELK kinase assay was performed with the ADP-Glo™

Kinase Assay kit from Promega.

Pull-down assay

Cells or cell lysates were incubated with CRO15-biotin

or control overnight at 4 °C. Fifty microliters of

streptavidin-agarose were added for 2 h at 4 °C. The

CRO15/MELK complexes were analyzed by SDS-PAGE

and immunoblotted using anti-MELK antibody.

Bioinformatic analysis

See Supplemental Experimental Procedures

Luciferase assay

See Supplemental Experimental Procedures

Flow cytometry

See Supplemental Experimental Procedures

In vivo murine cancer model

See Supplemental Experimental Procedures

Circulating levels of transaminase

Determination of serum transaminases (aspartate ami-

notransferase/alanine aminotransferase) was performed

using in vitro tests with pyridoxal phosphate activation on

a Roche/Hitachi cobas c systems (ASTPM, ALTPM,

cobas) as previously described12.

Electron microscopy

A375 cell pellets were collected in 1% OsO4, dehydrated

in alcohol series, and embedded in epoxy resin. Thin sec-

tions were contrasted with uranyl acetate and lead citrate.

Preparations were observed either with a Philips CM12

electron microscope operating at 80 kV (FEI) or with a Jeol

1400 mounted with CCD cameras (Morada, Olympus SIS).

ATP production measurement

Cells were plated on a 6-well plate and treated with

5 μM CRO15 for 6 h or with control. At the end of sti-

mulation, cells were lysed in FISHER buffer (TRIS 2M

pH= 8, NaCl 5M, NP-40 1%, Proteases Inhibitors), and

ATP production was measured as described in the

malachite green phosphate assay protocol by absorbance

at 620 nm.

Autophagic flux

Cells were pre-treated for 2 h with pepstatin and E64d to

inhibit autophagic flux prior to treatment for 24 h with

5 μM CRO15, 400 nM rapamycin or control. Cells were

analyzed by blue trypan exclusion and western blot analysis.

Unless specified in figure legends, all the data were

subjected to two-tailed T-test analysis using Prism 7
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(GraphPad Software, San Diego, California, USA). The

results are presented as the means ± SEM.
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EXPERIMENTAL SUPPLEMENTAL PROCEDURES 
 
Cell Cultures 
Cells were grown in RPMI 1640 or in DMEM supplemented with 10% FCS and 
penicillin/streptomycin (100 U/ml/50 mg/ml) at 37°C and 5% CO2. Fresh sterile tissues were 
obtained from surgical waste from patients diagnosed with metastatic melanoma at the Nice 
CHU hospital and treated as previously reported (Lehraiki et al., 2015). Written informed 
consent was obtained from each patient included in this study, and the study was approved 
by the hospital’s ethics committee (Nice Hospital Center and University of Nice Sophia 
Antipolis, no. 210-2998). 
 
Immunofluorescence Microscopy 
Monolayers prepared for fluorescent staining were grown on glass coverslips. 
Immunofluorescence experiments were carried out as previously described (Rouaud et al., 
2018). The confocal microscope was a Nikon A1R on an inverted Nikon Eclipse Ti stand (Nikon 
Instruments, Japan) using objectives Plan 2X dry, 0.1 NA and/or Plan Fluor 10X dry NA 0.30 
and/or Plan Apo 20X NA 0.8 and/or Apo 40X water 1.3 NA and/or Plan Fluor 40X oil 1.3 NA 
and/or Plan Apo 63X oil 1.4 NA. The LASERs used were LASER diode 405 nm and/or Argon 
LASER 488 nm and/or DPSS 561 nm, HeNe 633 nm. The microscope was composed of 2 PMTs 
equipped with 450/50 and 700/75 filter set, 2 GaAsP equipped with 515/30 and 585/65 filter-
set, and 1 external PMT for transmission. The microscope was equipped with an automated 
xy stage for mosaic acquisitions (Märzhäuser, Wetzlar, Germany), and z-acquisitions were 
performed using the microscope z-drive and/or piezo stage.  
For each condition, a minimum of 30 cells or 3 sections of tumors were analysed. 
Quantification of integrated intensity by cells was analyzed as a macro on Fiji. 
 
Mitochondrial Transmembrane Potential Measurement 
Mitochondrial transmembrane potential was measured by TMRE (tetramethylrhodamine, 
ethyl ester) staining. TMRE is a cell-permeant, positively charged red-orange dye that readily 
accumulates in active mitochondria due to their relative negative charge. Depolarized or 
inactive mitochondria have decreased membrane potential and fail to sequester TMRE. Cells 
were plated in 6-well plates and treated with 5 μM CRO15 for 6H, with 10 mM metformin for 
6, with DMSO as a negative control or with 20 μM CCCP for 20 mins as a positive control. Then, 
50 nM TMRE was added for 20 min at 37°C. Cells were washed, resuspended in PBS/BSA buffer 
and analyzed at Ex/Em = 549/575 nm by flow cytometry. 
 
 
Bioinformatic Analysis 
Melanoma gene expression microarray datasets are downloaded from Gene Expression 
Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) under series accession 
number GSE8401. A total of 83 samples, including 31 PM (primary melanoma) samples and 52 
MM (metastatic melanoma) samples, were available in the microarray dataset. The probe files 
were downloaded for analysis markers in the progression of malignant melanoma on Box-
plots represent Student’s t-test: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001). 
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Luciferase Assay 
Melanoma cells were seeded in a 24-well plate, and transient transfections were conducted 
the following day using 2 mL Lipofectamine (Gibco-BRL) and 0.3 mg of PG13-Luc, a p53-
dependent firefly luciferase reporter gene in a 200 μL final volume. The pCMVbGal plasmid 
was cotransfected to control the variability of transfection efficiency in the reporter assays. 
The day after transfection, metformin, CRO15 or actinomycin was added to the medium. 24 h 
after treatment, cells were harvested in 50 μL of lysis buffer and soluble extracts assayed for 
luciferase and ß-galactosidase activities. All transfections were repeated several times using 
different plasmid preparations. Luciferase assays were conducted exactly as previously 
described (Rocchi et al., 2001). 
 
Flow Cytometry 
Cells were treated for 24 h with 5 μM CRO15, 5 μM PLX4032 or 1 μM staurosporine for 6 h. 
Cells were detached with Hqtase and resuspended in specific buffer. For Annexin V-DAPI 
analysis, cells were incubated in Annexin buffer (Hepes 2 M, NaCl 5 M, KCl 1 M, MgCl2 2 M, 
CaCl2 2 M and H2O + 0.1 μL DAPI/100 μL) for 15 mins at 4°C in the dark. For caspase-3 active 
cell staining, a FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit from BD Pharmigen (550480) was used 
with the recommended protocol.  
 
In Vivo Murine Cancer Model 
Animal experiments were carried out in accordance with the Declaration of Helsinki and were 
approved by a local ethical committee CIEPAL (Comite Institutionnel d‘Ethique Pour l’Animal 
de Laboratoire-Azur). Female immune-deficient BALB/c nu/nu (nude) mice were obtained at 
5 weeks of age from Envigo Laboratory (Gannat, France). Mice were randomly allocated in the 
different experimental groups and inoculated subcutaneously with A375 or A375-resistant 
melanoma cells (1.0x106 cells/mouse). After tumor apparition (± 4-5 days, 50 mm3), animals 
received intraperitoneal injection of Labrafil (Control), PLX4032 (0.7 mg/mouse/day) or CRO15 
(0.7 mg/mouse/day) dissolved in Labrafil. The growth tumor curves were determined by 
measuring the tumor volume with a caliper and using the equation V=(L*W2)/2. The variance 
is similar between the different groups except for the CRO15 group in which mice were 
responded homogeneously. This experiment wasn’t conducted blind. At the end of the 
experiment, mice were euthanized by cervical dislocation, and tumors were taken for western 
blot and immunofluorescence experiments. TUNEL assay was performed using the In Situ Cell 
Death Detection Kit (Roche, Meylan, France). 
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Supplemental figure legends 

 
Supplemental Figure 1: CRO15 inhibits ATP and activates AMPK 
A. A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for 6 h before cell lysates were analyzed 
with a malachite green phosphate kit. 
B. WM793 and Mewo cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated times. 
Lysates were analyzed by western blotting with the indicated antibodies. One representative 
experiment of three is shown. 
C. NHM (Normal Human Melanocytes) and NHF (Normal Human Fibroblasts) isolated 
from foreskins were treated with AICAR 1 mM for 24h or with 5 μM CRO15 for the indicated 
duration. Lysates were analyzed by western blotting with the indicated antibodies. One 
representative experiment of three is shown.  
S79 = Serine79; T389 = Threonine389; T172 = Threonine172; S2448 = Serine2448.  

 
Supplemental Figure 2: CRO15 activates the DNA repair pathway 
A.  A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for the indicated times. Lysates were 
analyzed by western blotting with the indicated antibodies; p-P38 (Thr180/Tyr182); p-IKK  
(Ser180), p-IkB  (Ser32). One representative experiment of three is shown. 
B.  Bio-informatic analysis of MELK and CDK1 transcript expression in primary and 
metastasis melanomas. 
C. Primary human fibroblasts, melanocytes and keratinocytes were treated 48 h with 5 
μM CRO15 or MELK inhibitor OTS167 at the indicated concentrations. Cell viability was 
estimated by trypan blue staining. 
D.  Immunofluorescence images of A375-resistant melanoma cells treated with DMSO or 
5 μM CRO15 for 6 h. Active CHK2 was labeled with antibody (red), and DNA was visualized 
with DAPI (blue). Integrated density was determined for each condition on Fiji. Data are given 
as the median ±Min to max value of three independent experiments performed in triplicate. 
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
E.  Immunofluorescence images of A375-resistant melanoma cells treated with DMSO, 5 
μM CRO15 for 6 h or 1 mM Doxorubycin for 24 h. -H2AX was labeled with antibody (red), and 
DNA was visualized with DAPI (blue). Integrated density was determined for each condition 
on Fiji. Data are given as the median ±Min to max value of three independent experiments 
performed in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
 
Supplemental Figure 3: CRO15 activates the p53 pathway 
A. SK-MEL-28 cells were infected with an adenovirus encoding a functional p53 protein 
for 24 h and then treated with 5 μM CRO15. After 24 h, cell viability was determined by the 
trypan blue exclusion method. The results are expressed as percentages of the control and 
data given as the means ±SEM of three independent experiments performed in triplicate. *p 
< 0.05 ; **p < 0.01 ; ***p < 0.001. 
B. SK-MEL-28 cells were infected with an adenovirus encoding a functional p53 protein 
for 24 h and then treated with 5 μM CRO15 for the indicated times. Lysates were analyzed by 
western blotting with the indicated antibodies. One representative experiment of three is 
shown. 
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Supplemental Figure 4: CRO15 induces autophagy and apoptosis 
A. Integrated density from the experiment presented in 5B was determined for each 
condition on Fiji. Data are geometric means with 95% CI of three independent experiments 
performed in triplicate. *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; ***p < 0.001. 
B. A375 cells were pretreated with pepstatin and E64d for 2 h and then treated with 5 
μM CRO15 or 400 nM rapamycin. After 24 h, cell viability was determined by the trypan blue 
exclusion method. 
C. Lysates from cells treated as in B were analyzed by western blotting with the indicated 
antibodies. One representative experiment of three is shown. 
D. A375 cells were treated with 5 μM CRO15 for 24 h and prepared for electronic 
microscopy analysis.  
E. A375 cells were transfected with siLC3 and/or treated with 20 μM Q-VD before 
treatment with 5 μM CRO15. After 24 h, cell viability was determined by the trypan blue 
exclusion method. 
F. A375 cells were transfected with siLC3 and/or treated with 20 μM Q-VD and then 
treated with 5 μM CRO15. Lysates were analyzed by western blotting with the indicated 
antibodies. One representative experiment of three is shown. 
For B and E, the results are expressed as percentages of the control, and data are means ±SEM 
of three independent experiments performed in triplicate. *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; ***p < 
0.001. 

 
Supplemental Figure 5: CRO15 induces autophagy and apoptosis in a mouse model 
A. Mice from 7E were weighed 3 times a week. 
B. Immunofluorescence on xenografts on BRAF inhibitor-resistant tumor sections. LC3B 
(green) and active caspase 3 (red) were labeled with antibody, and apoptotic cells were 
visualized with TUNEL kit (green). DNA was visualized with DAPI (blue). 
 
Supplemental Figure 6: CRO15 induces cell death in other cancer types 
Indicated cancer cell lines were treated for 48 h with 5 μM CRO15. Cell viability was 
determined by the trypan blue exclusion method. The results are expressed as percentages of 
the control and data given as the means ±SEM of three independent experiments performed 
in triplicate. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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B. Résultats non publiés 

1. Contexte et hypothèse de travail 

La voie AMPK, régulateur majeur du métabolisme cellulaire, est également largement impliquée dans 

la réponse immunitaire antitumorale via ses effets sur les lymphocytes et sur les cellules myéloïdes. Il a en 

effet été montré que la Metformine, à travers l’activation de l’AMPK, favorisait la génération de lymphocytes 

T mémoires (Pearce et al., 2009; Zhang et al., 2020a) et protégeait les lymphocytes de l’apoptose tout en 

permettant le maintien de leur fonction cytotoxique (Eikawa et al., 2015). La Metformine protège également les 

lymphocytes des effets de l’hypoxie dans le microenvironnement tumoral par inhibition de la respiration 

mitochondriale, et leur permet ainsi d’assurer leur fonction (Scharping et al., 2017). Par ailleurs, l’activation de 

la voie AMPK dans les cellules cancéreuses permet la dégradation du ligand PD-L1, qui de ce fait ne joue plus 

son rôle inhibiteur sur les lymphocytes T cytotoxiques (Cha et al., 2018). L’effet de la voie AMPK sur les 

populations immunitaires myéloïdes est beaucoup plus controversé (Kurelac et al., 2020). Cependant, il a été 

montré qu’en présence de cellules tumorales, la Metformine était capable d’induire la repolarisation des 

macrophages M2 en macrophages M1, favorisant l’élimination de la tumeur (Chiang et al., 2017; Ding et al., 

2015; Wang et al., 2018a). Une étude récente a montré que le traitement de souris porteuses de tumeurs avec 

des microparticules chargées avec de la Metformine provoquait une diminution des macrophages M2 au sein 

de la tumeur. Cette diminution est associée à une augmentation du nombre de lymphocytes T cytotoxiques et à 

la régression de la croissance tumorale (Wei et al., 2021). D’autre part, la Phenformine induit la diminution des 

MDSCs au sein de la tumeur de manière AMPK-dépendante (Kim et al., 2017). En adéquation avec les effets 

de l’activation de la voie AMPK sur les cellules immunitaires, plusieurs études ont montré in vivo que la 

Metformine était capable de potentialiser la réponse aux immunothérapies par anticorps monoclonaux (anti-

CTLA4, anti-PD1) (Cha et al., 2018; Kim et al., 2017; Wei et al., 2021). Récemment, l’attention s’est également 

portée sur l’influence de la Metformine sur la modulation du microbiote intestinal (Cuesta-Zuluaga et al., 

2017; Wu et al., 2017). Le biguanide provoque en effet une augmentation du taux de Akkermansia 

muciniphila dans ce microbiote. Or, ces bactéries (A. muciniphila) sont impliquées dans la réponse aux 

inhibiteurs de checkpoint chez les patients atteints de mélanome (Gopalakrishnan et al., 2018). Cela suggère 

que la Metformine pourrait améliorer l’effet des ICI en modulant le microbiote intestinal. Enfin, une étude 

rétrospective sur des patients atteints de mélanome métastatique traités par immunothérapies traités ou non avec 

de la Metformine dans le cadre de leur diabète, montre que la Metformine améliore la survie globale et la survie 

sans progression (Afzal et al., 2018). 

D’autre part, même s’il existe peu de travaux sur la voie MELK dans la réponse immunitaire, il a été 

suggéré que la surexpression de MELK dans les cellules cancéreuses pouvait induire,  la polarisation des 

macrophages vers un type M2 dans le milieu environnant via la diminution du micro-ARN miR34a (Zhang et 

al., 2020b). 
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Lors de notre étude, nous avons montré que CRO15, composé dérivé de la Metformine, était capable 

d’inhiber la respiration mitochondriale et d’activer la voie AMPK d’un côté et d’inhiber la kinase MELK de 

l’autre. Ce double effet provoque ainsi la mort des cellules de mélanome (Jaune*, Cavazza* et al., 2021). Nous 

émettons donc l’hypothèse que par la modulation de ces voies, CRO15 serait lui aussi capable de favoriser la 

réponse immunitaire antitumorale en agissant sur les cellules immunitaires elles-mêmes ou en induisant un 

terrain favorable à leur activité.  

2. Résultats obtenus  

2.1. Choix du modèle d’étude 

Afin d’étudier l’influence de CRO15 sur la réponse immunitaire antitumorale in vivo, nous nous 

sommes tout d’abord intéressés à des modèles syngéniques de mélanome dont nous disposions au laboratoire : 

les cellules B16F10 (BRAFWT/NRASWT/NF1WT) issues d’un mélanome spontané chez la souris C57BL/6 

(Jackson Laboratories, 1954), des cellules Yumm1.7 (BRAFV600E/PTEN-/-/CDKN2A-/-) établies à partir des 

tumeurs de souris C57BL/6 génétiquement modifiées dans le laboratoire du Dr. Bosenberg (Dankort et al., 

2009; Meeth et al., 2016) et des cellules BP (BRAFV600E/PTEN-/-) générées depuis des tumeurs de souris 

C57BL/6 génétiquement modifiées dans le laboratoire du Dr. Wargo (Cooper et al., 2014). Malheureusement, 

les premiers tests d’allogreffes avec ces lignées ne nous ont pas permis d’aller plus loin avec ces modèles de 

mélanome. En effet, la croissance rapide des tumeurs de B16F10 et de Yumm1.7 a engendré l’apparition de 

nécroses, rédhibitoires aux yeux de la structure du bien-être animal de notre laboratoire. Nous avons ainsi dû 

sacrifier les souris prématurément et n’avons pas pu obtenir de résultats interprétables sur ces lignées. Les 

cellules BP étaient moins nécrosantes mais ont montré une réponse totale ou quasi-totale au traitement par 

anti-PD1, ne permettant pas l’observation d’une potentialisation de réponse par notre composé.  

Afin de pouvoir observer une telle potentialisation, nous nous sommes alors intéressés à un modèle 

d’adénocarcinome de colon, des cellules CT26, qui ont pour caractéristique d’être immunogéniques tout en 

induisant une réponse seulement partielle aux anti-PD1 (modèle parfois qualifié de « tiède ») (Selby et al., 

2016). Ce modèle, muté pour le gène KRAS et délété pour le gène CDKN2A, mais non muté pour le gène TP53 

(Castle et al., 2014), est devenu un modèle fréquemment utilisé pour étudier la modulation de la réponse aux 

immunothérapies (D’Alise et al., 2019; Shi et al., 2019; Tan et al., 2020; Taniura et al., 2020). Les patients 

atteints de carcinome de colon sont aujourd’hui majoritairement traités par chirurgie, chimiothérapie et 

thérapies ciblées (anti-VEGF, anti-EGFR notamment) (https://www.fondation-arc.org). Cependant, le 

traitement par combinaison d’immunothérapies (Nivolumab + Ipilimumab) de patients présentant un type 

particulier de carcinome colique métastatique a prouvé son efficacité (Overman et al., 2018) et cette bithérapie 

a été approuvée en 2018 par l’autorité de régulation sanitaire américaine (FDA). De plus, le modèle murin 

CT26 présente certaines caractéristiques qui se rapprochent de celles du mélanome humain. Par exemple, les 

tumeurs de CT26 ont un phénotype mésenchymateux et l’activité cytolytique mesurée au sein de ces tumeurs 

est également comparable à celle observée dans les tumeurs de mélanome humaines (Zhong et al., 2020). 

https://www.fondation-arc.org/cancer/cancer-colorectal/traitement-cancer
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Nous avons donc décidé, dans un premier temps, d’investiguer l’effet de CRO15 sur la réponse 
immunitaire antitumorale dans ce modèle de CT26. Le but, à moyen-terme, étant de revenir dans un autre 

modèle de mélanome murin que ceux testés jusqu’à présent, afin de vérifier que les potentiels effets observés 

s’appliquent également au mélanome.  

2.2. CRO15 induit une réponse antitumorale chez la souris dépendante du contexte immunitaire  

Afin d’évaluer la composante immunitaire potentielle dans la réponse antitumorale médiée par CRO15, 

nous avons comparé la croissance tumorale d’allogreffes de CT26 dans des souris Balb/c immunocompétentes 

et dans des souris Balb/C immunodéficientes (Nude) (Figure R2). Ces dernières possèdent un thymus non 

fonctionnel et ne peuvent pas générer de lymphocytes T effecteurs cytotoxiques. Dans les souris 

immunocompétentes, CRO15 induit une diminution significative de la croissance tumorale après onze à treize 

jours de traitement (Figure R2.B). La réponse modeste par rapport à celle précédemment observée dans le 

modèle de cellules humaines A375 (Jaune, Cavazza et al., 2021), est en adéquation avec les résultats de 

viabilités obtenus in vitro qui montrent que les cellules murines, plus agressives, répondent moins bien au 

CRO15 que les cellules humaines de mélanome (données non présentées ici). A contrario, nous n’observons 

aucun effet de CRO15 sur la croissance tumorale dans les souris Nude (Figure R2.A). Cela indique donc que 

la réponse immunitaire cytotoxique, joue un rôle dans les effets antitumoraux de CRO15.  

 

2.1. CRO15 potentialise la réponse immunitaire aux anti-PD1 dans un modèle de carcinome de 
colon 

2.1.1. CRO15 améliore la réponse antitumorale aux anti-PD1 dans un modèle d’allogreffe de 
CT26  

 

CRO15 semblant améliorer la réponse immunitaire antitumorale, nous nous sommes demandé s’il 

pouvait améliorer la réponse des CT26 aux anti-PD1. Pour cela, nous avons tout d’abord déterminé la 

croissance tumorale des tumeurs dans des souris Balb/c traitées avec du CRO15, des anti-PD1, la combinaison 

CRO15 et anti-PD1 ou les contrôles associés (Figure R3). Après 47 jours de traitement, nous pouvons observer 

un bénéfice significatif de tous les groupes traités sur la survie des souris par rapport au contrôle. De plus, nous 

pouvons observer un bénéfice (non significatif) du traitement combiné (CRO15 + anti-PD1) par rapport au 

traitement par anti-PD1 seul ou au traitement par CRO15 seul (Figure R3.A). Nous avons également montré 

que chaque traitement seul, et à fortiori la combinaison de CRO15 et des anti-PD1 réduisait la croissance 

tumorale par rapport au contrôle, comme nous l’indique les différences significatives observées au 15ème jour 

de traitement entre les moyennes des différents groupes (Figure R3.B). Nous semblons également voir un 

bénéfice du traitement CRO15 et anti-PD1 par rapport au CRO15 seul (p<0,05) et par rapport aux anti-PD1 

seuls mais le design de cette expérience ne nous donne pas le pouvoir statistique suffisant pour mettre en 
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évidence la significativité de cet effet. Les tumeurs des souris traitées en monothérapie (CRO15 ou anti-PD1) 

croissent avec un léger délai par rapport aux tumeurs contrôles mais finissent, pour la plupart, par échapper aux 

traitements (Figure R3.C). De manière intéressante, dans le groupe CRO15, deux tumeurs (25%) montrent une 

réponse prolongée au traitement (environ 35 jours) puis finissent par y échapper. C’est également le cas pour 

une tumeur traitée par anti-PD1 (14%). Dans ces deux groupes, nous pouvons voir une réponse complète dans 

12% (1/8, CRO15) et 28% (2/7, anti-PD1) des cas. En revanche, lorsque les traitements sont combinés, 25% 

des tumeurs (2/8) montrent une réponse prolongée et 50% (4/8) montrent une réponse complète. Cela suggère 

que le CRO15 potentialise la réponse aux anti-PD1 en augmentant notamment le taux de réponse (de 42% à 

75%) ainsi que le taux de réponse complète (de 28% à 50%) chez les souris porteuses d’un carcinome de 

colon. Cette expérience in vivo de survie et de croissance tumorale a été réitérée et a montré des résultats 

similaires (données non présentées).  

 

2.1.2. CRO15 diminue l’infiltrat tumoral des cellules myéloïdes immunosuppressives 

 

Afin de comprendre les effets obtenus en termes de croissance tumorale, nous nous sommes intéressés 

aux cellules immunitaires qui infiltrent les tumeurs. Pour cela, une nouvelle expérience in vivo a été réalisée 

afin d’observer par cytométrie de flux les différentes populations de cellules immunitaires dans la tumeur. 

Onze jours après le début du traitement, soit peu de temps après la dernière injection d’anti-PD1, les tumeurs 

ont été prélevées, dissociées, et marquées à l’aide d’anticorps spécifiques des populations d’intérêt. Nous 

observons tout d’abord qu’il n’y a pas de franche augmentation du pourcentage total de cellules immunitaires 

(CD45+) dans les groupes traités par rapport au groupe contrôle (Figure R4.A). Parmi cette population, nous ne 

voyons pas de fluctuations des lymphocytes B (CD45R+) ou des cellules NK (CD49b+). De manière contre-

intuitive par rapport aux résultats de croissance tumorale, nous ne voyons pas non plus d’augmentation franche 

des lymphocytes T totaux (CD3+), helper (CD4+) ou même cytotoxiques (CD8+) dans les groupes anti-PD1 

ou combinaison par rapport au contrôle. En revanche, nous pouvons observer dans le panel de cellules myéloïdes 

(CD45+, CD11b+) une diminution (p=0,06) des cellules Ly6C+, qui sont des cellules immunosuppressives 

de type monocytaire qui pourraient correspondre phénotypiquement aux m-MDSC. De la même manière, bien 

qu’il n’y ait pas vraiment de différence entre les pourcentages des macrophages totaux (CD11b+, F4/80+) entre 

les groupes, nous pouvons observer au sein de cette population une tendance à la diminution des cellules 

« Ly6C+, MHCII- » et inversement à l’augmentation des cellules « Ly6C+, MHCII+ » dans les groupes traités 

par rapport au contrôle. Ces populations pourraient correspondre aux macrophages tumoraux (TAM) de type 

M2 et de type M1, respectivement. Pour valider cette hypothèse, nous avons réitéré cette expérience in vivo en 

utilisant des anticorps spécifiques des TAM de type I (CD197) et de type II (CD204) (Taniyama et al., 2019; 

Zheng et al., 2020). Nous constatons alors au sein des macrophages une diminution significative des TAM de 

types II, pro-tumoraux (qui passent de 40% en contrôle à 28% en combinaison CRO15 + anti-PD1) (Figure 

R4.B). Nous n’observons pas de modulation de la population TAM de type I, très peu représentée dans les 
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macrophages (moins de 5%). Dans leur ensemble, ces données nous indiquent que CRO15 semble avoir un effet 

sur les populations myéloïdes immunosuppressives infiltrant la tumeur (m-MDSC et TAM-II) en provoquant 

leur diminution au sein de la tumeur.  

2.2. CRO15 module la polarisation des macrophages in vitro 

Nous venons de voir que CRO15 semblait induire une diminution d’infiltrats de macrophages de type 

M2 in vivo au sein de la tumeur. Ce phénomène pourrait être expliqué par le fait que notre composé induit une 

diminution de la polarisation des macrophages M2. Afin d’évaluer cette hypothèse, nous avons analysé in vitro 

l’effet de CRO15 sur la polarisation de macrophages humains (Figure R5). Pour cela, après avoir isolé des 

monocytes depuis une poche de sang de patient sain, nous les avons différenciés en macrophages. Nous avons 

ensuite pré-traité des macrophages (M0) avec du CRO15 avant d’induire leur polarisation, puis nous avons 

observé les marqueurs de surface spécifiques des macrophages M1 ou M2 par cytométrie en flux (Figure 

R5.A). Par cette analyse, nous avons montré que le traitement par CRO15 avait peu d’influence sur l’expression 

des marqueurs de surface dans les macrophages non polarisés (M0). En revanche, il provoque une diminution 

significative de la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) de certains marqueurs M1 (CD86) dans les 

macrophages polarisés M1 ainsi que des marqueurs M2 dans les macrophages polarisés M2 (CD200R, 

CD209) (Figure R5.B). La diminution des marqueurs M2 en présence de CRO15 (10 µM) semble légèrement 

plus accentuée que celle du marqueur M1 (diminution de la MFI de 71% (CD209) à 75% (CD200R) contre une 

diminution de 60% (CD86) par rapport au contrôle). Grâce à un marquage DAPI, nous avons évalué la viabilité 

des macrophages après traitement avec CRO15 et nous avons constaté que notre composé n’induisait pas de 

mort dans ces cellules aux doses utilisées (données non représentées). Ces données suggèrent que le CRO15 

bloque la polarisation des macrophages in vitro, que ce soit vers un phénotype M1 ou vers un phénotype M2.  

Ensuite, nous avons étudié les niveaux d’expression des transcrits de cytokines ou marqueurs de 

surface spécifiques des macrophages M1 et M2 afin d’appuyer nos données sur le phénotypage des macrophages 

(Figure R5.C). Nous pouvons tout d’abord constater que les macrophages M1 expriment plus fortement les 

cytokines et marqueurs « M1-spécifiques » que les marqueurs « M2-spécifiques », comme attendu. A l’inverse, 

les macrophages M2 expriment plus fortement les cytokines et marqueurs « M2-spécifiques ». Nous observons 

une tendance à l’augmentation (non significative) des transcrits de cytokines pro-inflammatoires IL1-, CCL2 

et CCL7. Les variations observées entre les différentes expériences ne permettent cependant pas vraiment 

d’affirmer ce phénomène. Nous observons de plus une augmentation reproductible et significative de la 

cytokine pro-inflammatoire IL-8. D’autre part, l’expression des transcrits de cytokines anti-inflammatoires 

« M2-spécifiques » a tendance à diminuer en réponse à CRO15. Cette diminution est significative pour le 

transcrit de la cytokine CCL17. De manière intéressante, l’expression transcriptionnelle des marqueurs de 

surface, qu’ils soient M1 ou M2, ne semble pas diminuée sous l’effet de CRO15. Cela suggère que la régulation 

de l’expression de ces marqueurs à la surface des macrophages serait post-transcriptionnelle.  



A. Schéma expérimental de l’isolement de monocytes et de la polarisation de macrophages humains
depuis une poche de sang. Brièvement, le sang humain est déposé sur Ficoll et centrifugé pour récolterl’anneau de PBMC (Peripheric Blood Mononuclear Cells). Après lavages, les monocytes sont

sélectionnés depuis les PBMC par tri positif sur billes magnétiques, puis ensemencés en plaques. Le

lendemain, les monocytes sont mis à maturer en macrophages par l’ajout de GM-CSF (50 ng/mL). Cinq
jours plus tard, les macrophages (M0) sont polarisés en M1 par ajout d’IFN-g (20 ng/mL) et de LPS
(100 ng/mL) ou en M2 par ajour d’IL-4 (20 ng/mL). Les cellules sont pré-traitées une nuit avec du
CRO15 (ou le contrôle) avant la polarisation puis traitées de nouveau la jour de la polarisation. 48H

plus tard, les macrophages sont décollés, marqués et analysés par cytométrie de flux.

B. A gauche, une Heatmap représente l’effet de CRO15 sur la polarisation des macrophages M0, M1 et M2.
La moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) pour chaque marqueur de surface spécifique des M1
(CD80, CD86) ou des M2 (CD206, CD200R, CD209) est évaluée par cytométrie de flux sur chaque

population de macrophages (non polarisés M0, polarisés M1, polarisés M2), traitée ou non avec

CRO15. A droite, des histogrammes représentent les MFI des marqueurs de surface dans les

macrophages M1 et M2 traités ou non avec CRO15. La moyenne de trois expériences indépendantes est

représentée ici. Un test Kruskal-Wallis a été effectué pour évaluer la significativité des différences

observées.

C. Analyse des cytokines et marqueurs de surface M1 et M2 par qPCR sur les populations de

macrophages M1 et M2 traités avec CRO15 (5 µM), 24H après l’induction de la polarisation.

Brièvement, les cellules sont grattées et centrifugées, lavées et placées en tampon de lyse. L’extractiond’ARN est effectuée sur colonne (RNeasy, QIAGEN). Après reverse transcription, les ADNc sont dilués et
utilisés pour la qPCR (SYBR Green). L’expression du gène d’intérêt est normalisée par le gène de
ménage L32, et représentée en quantité relative (2-DDCt) par rapport à l’expression du gène dans les
macrophages M1 non traités. Un test two-way Anova avec multiples comparaisons par test Sidak a été

utilisé pour évaluer la significativité des différences observées.

D. Effet de milieux conditionnés (CM) de cellules de mélanome (A375) traités ou non par CRO15 sur la

polarisation des macrophages. A gauche, l’expression d’IFN-g dans les A375 en qPCR après 24H de

traitement. Au milieu, la sécrétion d’IFN-g par les A375 mesurée par ELISA après 24H et 48H de

traitement. A droite, analyse par de l’évolution des moyennes d’intensité de fluorescence des

marqueurs de surface M1 et M2 cytométrie de flux. Brièvement, les A375 sont traitées avec CRO15

(ou le contrôle) pendant 6H, puis du milieu neuf est mis en contact avec les cellules traitées pendant

24H. Le milieu conditionné (CM) est ensuite déposé sur des macrophages M0 pendant 48H etl’expression des marqueurs est évaluée par cytométrie de flux. La moyenne de trois expériences

indépendantes est représentée ici.

* : p < 0.05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001
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Enfin, CRO15 induit dans les cellules de mélanome (A375) l’expression et la sécrétion de l’IFN-gamma 

(IFN-), une cytokine aux fonctions immunitaires multiples, qui favorise notamment la polarisation des 

macrophages vers un phénotype M1 (Figure R5.D). Nous avons donc déterminé si CRO15 influençait la 

polarisation des macrophages M0 via le sécrétome des cellules de mélanome mais le milieu conditionné de 

cellules A375 traitées avec du CRO15 n’a pas d’effet sur la polarisation des macrophages. Dans l’ensemble, ces 

données suggèrent que notre composé induit une diminution de la polarisation des macrophages in vitro en 

diminuant globalement l’expression protéique des marqueurs de surface spécifiques. Cette diminution ne 

semble pas corrélée avec l’expression transcriptionnelle de ces marqueurs. De plus, la diminution des 

marqueurs phénotypiques à la surface des macrophages ne semble atténuer que l’expression 

transcriptionnelle de certaines cytokines de type M2, et non celle des cytokines de type M1. Même si 

l’ensemble des données obtenues nécessitent d’être complétées avec l’analyse de l’expression d’autres 

cytokines spécifiques et par l’évaluation de leur expression/sécrétion protéique, nos résultats suggèrent que 

CRO15 inhibe la polarisation des macrophages M2 in vitro, expliquant au moins en partie la diminution de 

l’infiltrat M2 observée in vivo dans les souris.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, le mélanome métastatique est un cancer extrêmement 

agressif. Le taux de réponse objective chez les patients atteints de mélanome s’est considérablement amélioré 

ces 10-15 dernières années avec l’apparition de nouvelles thérapies. Les inhibiteurs de BRAF, qui font partie 

des thérapies ciblées contre le mélanome, montrent un taux de réponse objective de 75% chez les patients 

mutés BRAFV600E. Cette réponse est cependant transitoire car les patients rechutent presque systématiquement 

dans les 6 à 9 mois suivant la réponse (Nazarian et al., 2010; Wagle et al., 2011). L’association des inhibiteurs 

de BRAF avec des inhibiteurs de MEK augmente la survie sans progression des patients de quelques mois. 

D’autre part, le traitement par immunothérapie, notamment les anticorps monoclonaux anti-PD1, permet une 

réponse à plus long-terme, mais chez seulement 33% à 40% des patients (Robert et al., 2015b, 2015a). Là 

encore, des résistances au traitement peuvent apparaître chez ces patients et seulement 25,8% des patients avec 

un mélanome de grade III-IV montrent une réponse complète aux anti-PD1 (Betof Warner et al., 

2020).L’association d’un anti-PD1 avec un anti-CTLA4 permet d’augmenter ce taux de réponse (58%) mais au 

prix d’effets indésirables sévères (Larkin et al., 2019). Finalement, plus de 50% des patients atteints de 

mélanome métastatique ne bénéficient pas de solution thérapeutique efficace à long-terme. Les efforts dans ce 

domaine doivent donc être poursuivis et l’identification de nouvelles molécules candidates est donc un 

élément incontournable pour la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le mélanome.  

 Dans ce cadre-là, nous avons développé au laboratoire en collaboration avec l’équipe du Dr. Rachid 

Benhida à l’Institut de Chimie de Nice une nouvelle molécule dérivée de la Metformine appelée CRO15. Nous 

avons montré dans un premier remps que CRO15 pouvait induire la mort des cellules de mélanome, sensibles 

ou résistantes aux inhibiteurs de BRAF. Cette mort cellulaire est due à la modulation indépendante de deux 

voies de signalisation : l’activation de la voie AMPK d’une part, et l’inhibition de la kinase MELK d’autre 

part (Figure R1). Ces mécanismes moléculaires et les effets cytotoxiques qui en découlent seront discutés dans 

une première partie. Des données préliminaires suggèrent également que notre composé, CRO15, pourrait 

favoriser la réponse immunitaire antitumorale et améliorer la réponse à l’immunothérapie, notamment par 

son action sur les cellules immunitaires myéloïdes. Ces éléments seront discutés dans une seconde partie.  

 

A. Caractérisation des effets cytotoxiques de CRO15 dans les cellules cancéreuses 

1. Dérégulation métabolique mitochondriale induite par CRO15 

Le métabolisme des cellules cancéreuses est une caractéristique très importante dans la progression 

tumorale. Les adaptations métaboliques permettent en effet à ces cellules de survivre dans un environnement 

hostile (pauvre en oxygène, nutriments et glucose). Même si les cellules de mélanome ont un profil métabolique 

majoritairement glycolytique, qui leur permet de proliférer rapidement (Guerra et al., 2020), elles sont capables 
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de switcher, notamment sous pression thérapeutique, vers un métabolisme utilisant la phosphorylation 

oxydative (OXPHOS). Ceci leur permet de résister au traitement tout en arborant un phénotype hautement 

invasif caractérisé par une expression faible de marqueurs de différenciation des cellules (Bristot et al., 2020; 

Ohanna et al., 2018; Zhang et al., 2016). Il a également été montré dans d’autres cancers que la biogénèse et 

l’activité mitochondriale étaient associés à l’expression des marqueurs de la TEM (Transition Epithelio-

Mesenchymateuse) et à la capacité invasive des cellules (Jia et al., 2018; Lin et al., 2012). Cibler la plasticité 

métabolique des cellules cancéreuses pour les empêcher de s’adapter aux défis environnementaux semble donc 

être une bonne stratégie antitumorale. Nous avons montré dans cette étude que CRO15 induisait une diminution 

de la respiration mitochondriale basale ainsi qu’un défaut de la restauration de la respiration maximale après 

ajout d’un agent découplant. De plus, ce composé induit une diminution du potentiel mitochondrial, 

accompagné d’une diminution de la production d’ATP et d’une libération de cytochrome c dans le cytoplasme. 

Dans leur ensemble, ces résultats indiquent que CRO15 induit un désordre mitochondrial qui perturbe la 

respiration. Même si les expériences effectuées ne permettent pas exactement de déterminer la cible ou le 

complexe touché par CRO15, il semble que ce dernier n’ait pas exactement le même mode d’action que la 

Metformine, inhibiteur supposé du complexe I de la chaîne mitochondriale (Fontaine, 2018; Wheaton et al., 

2014). En effet, l’action de CRO15 sur l’inhibition de la respiration basale est moindre que celui observé avec 

la Metformine, alors que la restauration de la capacité respiratoire maximale semble plus affectée par notre 

composé. De plus, CRO15 induit une activation des voies de mort très rapide (quelques heures), contrairement 

à la Metformine. Des investigations plus poussées, comme des expériences d’inhibition sélective et 

indépendante des différents complexes ou des expériences de métabolomiques, permettraient de mieux 

comprendre la perturbation mitochondriale induite par CRO15 (Jones et al., 2020).  

 

2. CRO15 induit une activation de la voie AMPK qui provoque la mort des cellules cancéreuses 

La dérégulation métabolique induite par CRO15 engendre une diminution de la production d’ATP dans les 

cellules cancéreuses. La modulation de la balance énergétique ATP/AMP provoque alors l’activation de la 

protéine AMPK par sa phosphorylation en thréonine 172 (Thr172). La kinase AMPK est un senseur 

énergétique capable de réguler de nombreuses voies métaboliques. Son rôle premier est de restaurer 

l’homéostasie énergétique de la cellule pour lui permettre de survivre en condition de stress (Hardie, 2018). 

Pour cela, elle va promouvoir les voies cataboliques comme l’oxydation des acides gras (Carling et al., 1987), 

la glycolyse (Barnes et al., 2002) ou la mitophagie (Laker et al., 2017) et inhiber les voies anaboliques telles 

que la synthèse des lipides, du glycogène ou encore la synthèse des protéines via la phosphorylation de TSC2, 

inhibiteur de mTOR ou via la phosphorylation de la kinase eE2FK (Inoki et al., 2003; Johanns et al., 2017). 

Cependant, lorsque la balance énergétique ne parvient pas être restaurée et que l’activation de l’AMPK est 

intense et soutenue, la kinase va alors activer les voies de mort cellulaire (Chen et al., 2011; Song et al., 2014) 

telles que l’autophagie et l’apoptose. En effet, l’AMPK peut inhiber mTORC1, régulateur négatif majeur de 

l’autophagie, directement ou par le biais de l’activation de REDD1 (Schneider et al., 2008). L‘AMPK peut 
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également directement phosphoryler et activer des acteurs de l’autophagie tels que ULK1 (Egan et al., 2011) 

ou Vsp34 (Kim et al., 2013). D’autre part, l’AMPK peut induire l’apoptose par phosphorylation d’eiF2a 

(Dagon et al., 2006), par l’activation de p53 (Okoshi et al., 2008; Park et al., 2012) ou encore par celle de la 

voie JNK/p38 (Wu et al., 2011). Dans le cancer, l’expression de l’AMPK peut donc à la fois favoriser la survie 

des cellules cancéreuses (Chaube et al., 2015; Saito et al., 2015) ou au contraire mener à l’inhibition de leur 
prolifération et l’induction de leur mort. Parallèlement, il a également été montré que l’AMPK pouvait inhiber 

la TEM des cellules tumorales par l’activation de Foxo3a (Chou et al., 2014). La régulation fine de tous ces 

mécanismes par l’AMPK complexifie les prévisions de sa modulation dans un contexte cancéreux. Dans notre 

modèle, la phosphorylation de l’AMPK (Thr172) par CRO15 semble en partie responsable de la mort des 

cellules de mélanome.  

Même si nous n’avons pas complètement élucidé le mécanisme qui relie l’activation de l’AMPK à la mort 

de ces cellules, il semble que ce phénomène soit lié à l’induction de l’expression de la protéine REDD1. De 

manière intéressante, l’extinction de p53 atténue mais n’abolit pas complètement l’induction de REDD1 

CRO15-dépendante. En revanche, l’inhibition de l’activité catalytique de l’AMPK en parallèle de l’extinction 

de p53 abolit complètement l’expression de REDD1 induite par CRO15 et restaure totalement la viabilité 

cellulaire. Cela suggère que l’AMPK induit l’expression de cette protéine de mort de façon en partie p53-

indépendante. Etant donné le rôle prépondérant de l’hypoxie sur la régulation de REDD1 (Shoshani et al., 

2002), nous pouvons nous demander si la protéine HIF-1 n'est pas impliquée dans l'activation de REDD1 par 

l'AMPK. En effet, les protéines AMPK et HIF-1 sont étroitement interconnectées dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique, notamment en réponse à l’hypoxie (Dengler, 2020; Moldogazieva et al., 2020). Dans 

certains cas, la protéine AMPK semble plutôt inhiber l’activation de la protéine HIF-1 (Faubert et al., 2013; 

Lyu et al., 2018) alors que dans d’autres, l’AMPK est nécessaire à l’induction de cette protéine (Jung et al., 

2008b; Malik et al., 2017). Il serait donc intéressant de regarder l’expression de HIF1- dans les cellules de 

mélanome traitées avec CRO15. D’une autre manière, l’AMPK pourrait induire directement l’expression de 

REDD1, comme cela a été montré dans l’étude de Schneider et ses collègues (Schneider et al., 2008). 

 De manière intéressante, le traitement avec de faibles doses de CRO15 (0,5 µM) ne semble pas induire 

d’effet pro-survie dans les cellules cancéreuses. Il serait cependant intéressant d’observer l’effet de notre 

molécule in vitro, à des doses croissantes, sur la survie des cellules sous l’influence d’un stress métabolique 

(restriction nutritionnelle, en glucose, etc.) (Saito et al., 2015) afin de se rapprocher des conditions 

environnementales tumorales. Etant donné l’effet de CRO15 observé sur la croissance tumorale in vivo, nous 

pouvons supposer que notre molécule n’induit pas d’effet protecteur envers les cellules cancéreuses subissant 

un stress énergétique. Cet effet pourrait être expliqué par deux hypothèses complémentaires. D’une part, notre 

composé semble induire une activation soutenue de l’AMPK qui fait pencher la balance vers l’activation rapide 

des voies de mort. D’autre part, CRO15 agit par un second mécanisme antitumoral : l’inhibition de la kinase 

MELK.  
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3. Inhibition de la kinase MELK par CRO15  

La protéine MELK est une sérine/thréonine kinase appartenant à la famille AMPK/Snf1, qui est 

surexprimée dans de nombreux types de cancers et semble jouer un rôle oncogénique important (Thangaraj et 

al., 2020). Dans le mélanome en particulier, il a été montré que MELK était impliquée dans la prolifération 

des cellules tumorales via l’activation de la voie NF-B (Janostiak et al., 2017). De plus, l’analyse de bases de 

données bio-informatiques (GSE8401) nous indique que l’expression de MELK est plus importante dans les 

mélanomes métastatiques que dans les mélanomes primaires (Supp. Figure 2B de l’article). Cet élément renforce 

l’idée que cette kinase joue un rôle important dans la progression tumorale du mélanome (Ryu et al., 2007). Le 

rôle de MELK en tant qu’oncogène est cependant encore discuté aujourd’hui. En effet, des études ont montré 

que son extinction par la technologie CRISPR/Cas9 dans des cellules cancéreuses n’avait aucun impact sur la 

prolifération ou la mort des cellules (Giuliano et al., 2018; Lin et al., 2017). Il est donc important de déterminer 

l’impact d’une inhibition de MELK dans notre modèle de mélanome.  

En effet, nous avons montré grâce à des expériences in vitro (Kinome et essai kinase) que CRO15 inhibait 

l’activité de MELK. Ensuite, des expériences de pull-down (sur lysats cellulaires) et de biotin-précipitation (in 

cellulo) avec une forme biotinylée de CRO15 nous ont permis de confirmer l’interaction entre CRO15 et 

MELK. Nous n’avons cependant pas évalué lors de cette étude l’aspect direct de cette interaction in cellulo. 

Pour cela, il serait intéressant d’utiliser des techniques plus poussées qui permettent de mesurer « l’engagement 
d’une cible », dans notre cas, MELK, avec un ligand ou un composé. L’une de ces techniques, le CETSA 

(Cellular Thermal Shift Assay) est basée sur la modification de la stabilité d’une protéine sous l’effet de la 

chaleur lorsqu’elle est en interaction avec son ligand/composé. Elle a l’avantage de pouvoir être réalisée 

directement in cellulo et de ne pas nécessiter de modification de la protéine (Molina et al., 2013; Stefaniak and 

Huber, 2020). Cette méthode serait donc un bon outil pour vérifier que l’interaction entre CRO15 et MELK est 

bien une interaction directe. Nous avons de plus observé que CRO15, en plus d’inhiber l’activité kinase de 

MELK, diminuait son expression au cours du temps. Très peu de choses sont connues sur la régulation de 

l’expression ou de la stabilité de MELK. Une seule étude, récente, a montré que l’expression de MELK pouvait 

être inhibée par le micro-ARN miR-1273g-3p dans des cellules de carcinome de colon (Zhao et al., 2019a). Ce 

micro-ARN est lui-même ciblé par un long ARN non codant (LINC02418) qui empêche miR-1273g de se fixer 

à la séquence de l’ARNm de MELK et provoque par ce biais l’augmentation de son expression. Nous pourrions 

alors étudier si CRO15 induit dans nos cellules une augmentation de l’expression de miR-1273g. D’autre part, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que notre molécule induit la dégradation de MELK médiée par le 

protéasome, comme cela a été montré pour un autre inhibiteur de l’activité kinase de MELK, le MELK-T1, 

induisant également une diminution de l’expression protéique de la kinase (Beke et al., 2015). Une inhibition 

de ce système par l’ajout de MG-132 dans nos cellules avant le traitement par CRO15 permettrait de vérifier 

cette hypothèse.   

Dans différents cancers, la surexpression de MELK est liée à la régulation positive concomitante de gènes 

importants dans la progression du cycle cellulaire (CDK1, CCNB1/2, TOP2A, AURKB, PLK1, and BUB1) 
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(McDonald and Graves, 2020). Au niveau mécanistique, il a été montré que MELK était capable de 

phosphoryler CDC25B, régulateur positif majeur du couple CDK1/Cycline-B qui permet l’entrée en phase 

G2/M (Davezac et al., 2002). MELK peut également induire la progression du cycle cellulaire par 

phosphorylation de FOXM1 (Joshi et al., 2013) ou par activation de la voie NF-B (Janostiak et al., 2017). Plus 

récemment, il a été montré que MELK pouvait interagir avec et phosphoryler les protéines PLK1 (Polo-like 

kinase 1) (Thr210) et CDC25C (Thr48), ce qui provoque la phosphorylation de CDK1 (Thr161) et l’entrée en 

mitose (Tang et al., 2020). Dans notre étude, nous observons après un traitement des cellules par CRO15 une 

inhibition de la voie NF-B, ainsi qu’une diminution de l’expression des cibles mitotiques indirectes de MELK : 

CDK1, CDK2 et Cycline-E. Cela semble confirmer l’effet de notre molécule sur l’inhibition de la kinase 

MELK. Etant donné les variations observées, CRO15 pourrait avoir un effet inhibiteur sur le cycle cellulaire, 

notamment sur l’entrée des phases G1/S et G2/M. L’analyse des différentes phases du cycle sous l’influence 

de CRO15 n’a pas été réalisée dans cette étude. Etant donné cependant l’induction très précoce (quelques 

heures) des mécanismes de mort cellulaire par CRO15, nous pouvons émettre l’hypothèse que cet arrêt du cycle, 

s’il existe, a un impact très transitoire et masqué par les effets de mortalité.  

D’autre part, MELK a un rôle important dans l’augmentation de la tolérance des cellules cancéreuses face 

aux dommages à l’ADN en régulant les voies de réponses à ces altérations (DDR). Ainsi, il a été montré que 

l’inhibition de MELK dans différents modèles provoquait une augmentation des lésions sur l’ADN et 

l’accumulation de la protéine −H2AX en parallèle de l’activation d’ATM et de CHK2, qui aboutit à la 

phosphorylation de p53 (Ser15). Cela peut alors mener à l’arrêt du cycle cellulaire en G1/S (Beke et al., 2015; 

Chen et al., 2020) ou encore à l’apoptose des cellules par le clivage de la caspase 3 (Wang et al., 2018b). Dans 

notre modèle, nous avons montré en accord avec la littérature que CRO15 induisait en effet une augmentation 

rapide de la phosphorylation d’ATM (1H-2H), suivie par une accumulation de la forme phosphorylée de H2AX 

(-H2AX) (2H → 8H). Cet effet concorde avec l’activation de p53 (phosphorylation en Ser15) observée 2H à 

4H après le traitement des cellules par CRO15. Comme nous l’avons vu dans l’introduction, p53 peut avoir un 

rôle direct dans l’induction de l’apoptose (par exemple par régulation des gènes Noxa, PUMA, Bcl-2) ou même 

de l’autophagie (Pitolli et al., 2019). De manière intéressante, il a également été montré que l’activation de p53 

pouvait également induire l’expression de REDD1. Cette protéine peut en effet être induite par un stress 

cellulaire tel que celui causé par des dommages à l’ADN (Ellisen et al., 2002) ou encore par un traitement avec 

de la Metformine (Ben Sahra et al., 2011), via un mécanisme p53-dépendant. Ici, la surexpression de la kinase 

MELK par adénovirus ou l’extinction la protéine p53 par siARN permet d’atténuer l’induction de REDD1 et 

de restaurer en partie la viabilité des cellules sous l’effet de CRO15. Cela suggère que l’induction de la 

protéine REDD1 par CRO15, responsable de la mort des cellules cancéreuses, est médiée non seulement par 

l’activation de l’AMPK mais aussi par la modulation de l’axe MELK/p53. Etant donné que CRO15 sensibilise 

les cellules cancéreuses à la mort induite par les voies de réponses aux dommages à l’ADN (DDR), il serait 

intéressant de combiner ce composé avec un inducteur de cassures double-brins de l’ADN, tel que la cisplatine.  
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4. Induction de la mort des cellules de mélanome par autophagie et apoptose liée à REDD1 

Lorsque l’expression de la protéine REDD1 est induite par CRO15, les voies de morts par autophagie et 

par apoptose sont déclenchées dans la cellule. En effet, à partir de 4H de traitement avec du CRO15 (et jusqu’à 

24H après), un clivage de la caspase 3, de la caspase 9 ainsi que de la protéine PARP (témoin de l’activation 

des caspases) est observé dans les cellules de mélanome. L’induction de l’apoptose par CRO15 a été confirmée 

par cytométrie en flux (marquage Annexin-V/DAPI et caspase-3 active). L’induction de l’autophagie par 

CRO15 est, quant à elle, visible par la conversion de la protéine LC3-I en LC3-II (appelée aussi LC3-PE), en 

Western Blot ou par immunofluorescence. L’observation de bulles apoptotiques (apoptose) et de vacuoles à 

double-membrane (autophagie) par microscopie électronique dans des cellules traitées avec CRO15 appuie ces 

résultats.  Lorsque l’expression de REDD1 est éteinte, le clivage de PARP et la conversation de LC3 sont abolis 

sous l’effet de CRO15 et la viabilité des cellules est totalement restaurée. Cela nous indique que l’induction 

de l’expression REDD1 par CRO15 est responsable de la mort des cellules de mélanome par apoptose et 

autophagie. Dans la littérature, REDD1 peut provoquer la mort cellulaire par plusieurs moyens. Si cet effet peut 

passer par l’inhibition de la kinase pro-survie Akt (Dennis et al., 2014), ou encore par la liaison avec la protéine 

pro-oxydante TXNIP (Alvarez-Garcia et al., 2016), il est cependant majoritairement dépendant de l’inhibition 

de mTOR par l’activation de complexe TSC2 (DeYoung et al., 2008; Sofer et al., 2005). Dans notre modèle, 

nous pouvons observer une diminution de la phosphorylation de mTOR qui suit l’induction de l’expression 

de REDD1 après traitement au CRO15. De manière intéressante, l’AMPK est elle-même capable d’inhiber la 

phosphorylation de mTOR à travers la phosphorylation de TSC2 (Bolster et al., 2002). Nous pourrions donc 

émettre l’hypothèse que l’activation de l’AMPK par CRO15 pourrait induire la mort des cellules 

indépendamment de REDD1. Cependant, la restauration complète de la viabilité sous l’effet du siREDD1 après 

un traitement avec CRO15 nous fait supposer que l’effet de l’AMPK sur la mort dépendante de l’inhibition de 

mTOR passe essentiellement par REDD1.  

Il a été montré que l’inhibition de mTOR par REDD1 provoquait l’autophagie dans différents modèles 

(Gao et al., 2020; Liu et al., 2018b; Molitoris et al., 2011; Qiao et al., 2015). Dans certains cas (Molitoris et al., 

2011), cette autophagie peut être protective et prévenir la mort des cellules. Dans d’autres (Gao et al., 2020), 

elle peut promouvoir la mort des cellules. Afin de statuer sur le rôle de l’autophagie induite par CRO15, nous 

avons bloqué le flux autophagique avec des inhibiteurs de protéases dans nos cellules traitées par CRO15 et 

nous avons constaté une restauration partielle de la viabilité. Une inhibition de l’autophagie avec un ARN 

interférant dirigé contre LC3 entraine des résultats similaires. Ces données nous indiquent que l’autophagie 

induite par CRO15 n’est pas protectrice et au contraire favorise la mort des cellules de mélanome. .  

D’autre part, REDD1 peut jouer un rôle pro-apoptotique. Sous l’effet d’un stress glycémique, cette 

protéine peut en effet induire la production de ROS et l’apoptose des cellules (Miller et al., 2018). Dans un 

modèle de cancer du sein, c’est la présence de ROS qui induit l’expression de REDD1 et provoque l’apoptose 

des cellules via l’inhibition de mTOR et l’activation des protéines de stress JNK/p38 (Yun et al., 2016). De 

manière intéressante, nous avons observé dans notre modèle une induction de la phosphorylation de p38 par 
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CRO15 (Supp. Figure 2 de l’article). L’apoptose des cellules médiée par REDD1 pourrait donc passer par 

cette voie et il serait intéressant d’approfondir son analyse en réponse à CRO15. 

Dans notre étude, il semble que l’induction de l’autophagie et de l’apoptose dans les cellules de mélanome 

soit concomitante (le clivage des caspases et la conversion de LC3 surviennent tous deux entre 4H et 6H après 

le traitement par CRO15) et indépendante l’une de l’autre. En effet, l’inhibition de l’autophagie n’empêche 

pas le clivage de PARP et celle de l’apoptose n’empêche pas la conversion de LC3. L’inhibition de l’apoptose 

(par QVD, un inhibiteur pan-caspases) ne restaure que partiellement la viabilité des cellules de mélanome. Le 

mécanisme de mort est donc différent de celui observé avec la Metformine par lequel l’autophagie prolongée 

provoque l’apoptose des cellules (Tomic et al., 2011). Cela souligne le fait que même si CRO15 est dérivé de 

la Metformine et induit certains effets similaires à ceux observés avec ce biguanide, il possède son propre 

mode d’action. Tout comme l’extinction de REDD1, l’inhibition parallèle de l’autophagie et de l’apoptose 

restaure complètement la viabilité des cellules tumorales.  

Le fait que REDD1 puisse être activé par deux mécanismes indépendants, par l’activation de p53 ou 

l’activation de l’AMPK, est un élément très avantageux dans le cadre d’une thérapie anti-cancéreuse. En effet, 

sous pression thérapeutique, des mécanismes d’échappements par acquisition de résistances surviennent 

souvent dans les cellules cancéreuses. Dans le mélanome, relativement peu de tumeurs (17%) sont mutées TP53. 

Cependant, de nombreux autres cancers présentent des mutations inactivatrices ou des délétions de TP53, et ces 

dernières participent à la résistance aux différentes thérapies (Hientz et al., 2016). Dans ce cas, l’activation de 

REDD1 par la voie AMPK permet tout de même de contourner le problème et d’induire un effet cytotoxique 

partiel dans les cellules cancéreuses. A l’inverse, des cellules cancéreuses avec une plasticité métabolique 

élevée, qui pourraient potentiellement échapper aux effets de l’activation de l’AMPK sur la mort cellulaire en 

adaptant leur métabolisme (Jia et al., 2019), seraient tout de même affectées par CRO15 via l’inhibition de 

MELK et l’activation de p53. 

Ainsi, nous avons montré que CRO15 n’était pas seulement efficace dans les cellules de mélanome mais 

également dans d’autres types de cellules cancéreuses telles que des cellules de prostate, de colon, du col de 

l’utérus, de poumon ou de pancréas (Supp. Figure 6 de l’article). Cet effet est plutôt cohérent avec le mode 

d’action de CRO15 et les données trouvées dans la littérature. En effet, MELK n’est pas surexprimée seulement 

dans le mélanome mais également dans beaucoup d’autres cancers (Gray et al., 2005). D’autre part, la voie 

AMPK est essentielle au bon fonctionnement de la cellule de manière générale et peut donc être ciblée dans 

toute sorte de cancers. En accord avec ce principe, il a été montré que la Metformine avait un rôle anti-cancéreux 

dans de nombreux types de cancers, souvent de manière AMPK-dépendante (Bost et al., 2012; Ikhlas and 

Ahmad, 2017).  

 Le double effet induit par CRO15, observé dans un grand nombre de types cancéreux, est donc un atout 

majeur pour augmenter les probabilités de succès thérapeutique.  
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Cibler des mécanismes généraux essentiels au bon fonctionnement de tout type cellulaire est un atout avec 

lequel il faut rester prudent. En effet, les grandes voies ciblées par CRO15 (AMPK, MELK, p53) sont également 

présentes dans les cellules humaines normales. Nous pourrions nous demander alors si notre composé ne 

génère pas de toxicité sur les cellules saines, et provoquerait par ce biais des effets secondaires. De façon 

intéressante, nous avons montré que bien que le CRO15 soit capable d’induire une faible activation de la voie 

AMPK dans des cellules de peau normales (mélanocytes, fibroblastes et kératinocytes) à la dose efficace utilisée 

contre les cellules cancéreuses, il ne provoque pas leur mort. De plus, aucun effet toxique notoire n’a été 

remarqué in vivo lors du traitement des souris par notre composé quotidiennement pendant plusieurs semaines, 

comme le montrent le bon état général des souris (données non représentées), la courbe de poids ascendante 

des souris, et l’absence de toxicité hépatique mesurée par dosage des transaminases. Les cellules cancéreuses 

possèdent un métabolisme basal intense, plus important que celui des cellules saines, qui leur permet de 

soutenir leur croissance exponentielle (DeBerardinis and Chandel, 2016). Nous pourrions donc émettre 

l’hypothèse que le niveau d’activation basal de la voie AMPK est plus important dans les cellules cancéreuses 

que dans les cellules saines. De la même manière, la kinase MELK est exprimée majoritairement lors de 

l’embryogénèse (Heyer et al., 1999), dans les cellules souches progénitrices (Niesler et al., 2007; Pickard et al., 

2009) ou dans les cellules en cours de prolifération (Badouel et al., 2010; Saito et al., 2012) mais est très peu 

exprimé ou absente dans les cellules différenciées non prolifératives. Globalement, il serait donc possible que 

l’activation de la voie AMPK dans les cellules saines n’atteigne par le seuil nécessaire à l’induction de la mort 

des cellules. Par ailleurs, on pourrait penser que les cellules normales, beaucoup moins dépendantes de MELK 

que les cellules cancéreuses prolifératives, ne subissent que très peu l’impact de l’inhibition de MELK. 

Indépendamment de cette hypothèse, nous pourrions également imaginer que la voie d’entrée du CRO15 dans 

la cellule est favorisée dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines, par exemple par 

l’expression d’un transporteur membranaire spécifique, en plus grande quantité dans les cellules touchées. Les  

transporteurs de la Metformine impliqués dans l’absorption de la molécule sont les O.C.T 1 à 4 (Organic Cation 

Transporters 1-4), le PMAT (Plasma Membrane Monoamine Transporter), and les MATE1-2 (Multidrug and 

toxin extrusion protein) (Pernicova and Korbonits, 2014). Certains sont plus exprimés dans les cellules 

tumorales que dans leur contrepartie saine (Cho et al., 2018b). Les premiers éléments sur l’absence de toxicité 

de CRO15 sur les cellules normales sont encourageants. Cependant, des tests supplémentaires tels que la 

détermination de la toxicité de la molécule in vitro sur d’autres types cellulaires, celle de la dose maximale 

tolérée (MTD : Maximum Tolerated Dose) in vivo chez la souris, ou encore l’évaluation de l’effet de CRO15 

sur les différents organes in vivo, sont nécessaires pour valider l’absence de toxicité de cette molécule.  

 

5. Effet de CRO15 sur les cellules de mélanome résistantes aux inhibiteurs de BRAF 

Les cellules de mélanome résistantes aux thérapies, notamment aux inhibiteurs de BRAF, avec un 

phénotype différent (moins prolifératif et invasif) mais également un métabolisme différent. En effet, il a été 

montré que l’un des mécanismes de résistance de ces cellules passait par l’expression de l’histone déméthylase 



130 
 

JARID1B (Jumonji/ARID domain-containing protein 1B) associée à l’utilisation majoritaire d’un métabolisme 

oxydatif (OXPHOS) (Bristot et al., 2020; Roesch et al., 2013; Zhang et al., 2016). L’étude de Roesch et ses 

collègues montre que l’inhibition de l’OXPHOS dans la chaîne mitochondriale restaure la sensibilité des cellules 

à différents traitements dont le Vémurafenib. D’autre part, la surexpression de MELK, importante dans la 

progression du mélanome, est associée à la résistance aux chimiothérapie dans le cancer du côlon (Choi and 

Ku, 2011) et dans le myosarcome utérin (Zhang et al., 2020b). Etant donné le rôle inhibiteur de CRO15 sur la 

respiration mitochondriale et l’activité de la kinase MELK, nous avons donc évalué la réponse à ce composé 

dans des cellules résistantes au Vémurafenib. Comme dans les cellules sensibles aux inhibiteurs de BRAF, le 

CRO15 diminue la viabilité des cellules résistantes. Cet effet, de manière cohérente par rapport aux éléments 

évoqués ci-dessus, semble même légèrement plus important dans les cellules résistantes que dans les cellules 

sensibles, sauf dans le cas des SkMel28 (mutées TP53). L’analyse des voies de signalisation et des voies de 

mort modulées par CRO15 dans ces cellules semble indiquer que notre composé provoque la mort des cellules 

de mélanome résistantes au Vémurafenib par le même mode d’action que dans les cellules sensibles.   

 Plusieurs études ont montré que la Metformine ou la Phenformine améliorait la réponse aux inhibiteurs 

de BRAF ou de MEK dans des cellules de mélanome présentant différents statuts mutationnels (Niehr et al., 

2011; Ryabaya et al., 2019; Yuan et al., 2013b). Une étude clinique a été effectuée dans le mélanome pour 

évaluer l’effet de la combinaison de la Metformine avec du Vemurafenib (NCT01638676). Etant donné 

l’efficacité de CRO15 dans les cellules résistantes aux inhibiteurs de BRAF à une dose 2000 fois moins 

importante que celle utilisée pour la Metformine, il serait donc potentiellement intéressant de tester notre 

composé en combinaison avec des thérapies ciblées (inhibiteurs de BRAF et/ou de MEK).  

 

6. Effet de CRO15 dans les xénogreffes de cellules de mélanome  

Des expériences in vivo, sur des xénogreffes de cellules de mélanome humaines dans des souris 

immunodéficientes, ont été réalisées pour évaluer l’efficacité de CRO15 sur un modèle un peu plus physio-

pathologique. Elles ont montré sur les cellules sensibles comme résistantes aux inhibiteurs de BRAF que notre 

composé induisait une diminution significative de la croissance tumorale. L’analyse des tissus tumoraux 

révèlent que chez la souris, le CRO15 induit les mêmes processus de mort que ceux observés in vitro : 

l’autophagie et l’apoptose des cellules.  

 

Toutefois, les propriétés physico-chimiques de notre composé, de structure générale hydrophobe, 

nécessitent de le dissoudre dans un solvant organique aprotique polaire tel que le DMSO (diméthylsulfoxide) 

ou le DMA (Diméthylacétamide) et d’utiliser une formulation pour injection chez la souris à base de corps gras. 

Ici, en discussion avec les chercheurs en chimie de l’ICN avec qui nous collaborons, nous avons donc utilisé 

une formulation à base de DMA, de Tween80 et de macroglycérides linoléates (appelés aussi « Labrafil »). 

Cette composition était plutôt indiquée dans le cadre d’une injection en intra-péritonéal (ip), voie 

d’administration choisie pour cette étude Nous pourrions en collaboration avec les chimistes de la galénique, 
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travailler à une nouvelle formulation qui permettrait de traiter les souris per os (en gavage) dans le but de se 

rapprocher d’une mode d’administration compatible chez l’Homme. En effet, il existe d’autres composés 

insolubles dans l’eau, tel que le PLX4032 (Vemurafenib), utilisés en pré-clinique chez la souris en gavage avec 

une composition adaptée (2% Hydroxypropylcellulose, /0.5% hydroxypropyl methylcellulose/0.2% Tween80) 

(Bollag et al., 2010) et en clinique chez l’Homme par prise orale (https://www.vidal.fr/medicaments/zelboraf). 

En alternative, il pourrait également être intéressant de travailler à l’amélioration du composé en termes de 

solubilité par exemple, tout en gardant l’activité/sélectivité de la molécule afin de conserver le même mode 

d’action, qui donne tout l’intérêt à notre molécule. 

 

En conclusion de cette première partie, nous avons montré que le CRO15 provoquait la mort des cellules 

de mélanome par apoptose et autophagie induites par l’expression de la protéine REDD1. Cette expression est 

induite par l’activation de la kinase AMPK ou par celle de la protéine p53, elle-même provoquée par l’inhibition 

de MELK. Etant donné les effets importants de CRO15 sur la croissance et la prolifération des cellules de 

mélanome in vivo, ainsi que l’absence de toxicité apparente sur ces souris, cette étude apporte des résultats 

encourageants qui ont incité à poursuivre la caractérisation préclinique de la molécule et notamment d’évaluer 

l’effet de CRO15 sur la réponse immunitaire antitumorale.  

 

B. Caractérisation du rôle de CRO15 dans la réponse immunitaire antitumorale 

 

La Metformine, qui est d’abord l’anti-diabétique le plus utilisé au monde, a pour caractéristique d’activer 

la voie AMPK. Cette molécule est de plus en plus utilisée en recherche pour cette propriété, notamment pour 

étudier son rôle anticancéreux (Zhao et al., 2021). Grâce à ces nombreuses études, il a été montré que 

l’activation de l’AMPK par la Metformine pouvait favoriser la réponse immunitaire antitumorale des cellules 

lymphoïdes et myéloïdes, et potentialiser la réponse aux immunothérapies (ICI) (Cha et al., 2018; Dai et al., 

2021; Ding et al., 2015; Eikawa et al., 2015; Wei et al., 2021). Nous avons montré que CRO15, dérivé de la 

Metformine, activait également la voie de l’AMPK (Jaune, Cavazza et al., 2021). Par conséquent, nous avons 

étudié l’effet de notre molécule sur la réponse immunitaire antitumorale, seul et en combinaison avec des 

immunothérapies (anti-PD1). En général, la réponse aux anti-PD1 est plus liée à l’immunogénicité inhérente 

du modèle (charge mutationnelle ou néoantigènes) qu’à l’origine tissulaire de la tumeur (Gubin et al., 2014; 

Selby et al., 2016). En première approche, nous avons donc décidé d’évaluer les potentiels effets immunitaires 

de CRO15 sur un modèle murin de carcinome de colon (CT26) immunogénique et partiellement répondeur 

aux ICI, très utilisé pour étudier la modulation de la réponse aux immunothérapies (D’Alise et al., 2019; Shi et 

al., 2019; Tan et al., 2020; Taniura et al., 2020).  

https://www.vidal.fr/medicaments/gammes/zelboraf-53284.html
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1. Importance du contexte immunitaire et du choix du modèle cellulaire dans la réponse antitumorale 
médiée par CRO15 

Afin de déterminer l’importance de l’environnement immunitaire dans la réponse antitumorale induite 

par CRO15, nous avons comparé la réponse de la molécule dans des allogreffes de cellules CT26 sur des souris 

Balb/c immunodéprimées (Balb/C Nude, athymiques) ou complètement immunocompétentes (Balb/c). Nous 

avons alors constaté une diminution significative du volume tumoral en réponse au CRO15 uniquement dans 

les souris immunocompétentes, soulignant la plus-value d’un système immunitaire complet fonctionnel dans 

notre modèle. De manière notable, la réponse in vivo des tumeurs de CT26 au CRO15 semble beaucoup moins 

marquée, voire inexistante dans le cas des souris Balb/C Nude, que celle précédemment constatée sur des 

tumeurs de A375 (cellules de mélanome humaines). D’une part, cela pourrait être expliqué par l’agressivité 

plus importante des CT26 par rapport aux A375 : les tumeurs CT26 du groupe contrôle atteignent 1cm3 au bout 

d’une semaine seulement après la randomisation, alors qu’il faut une vingtaine de jours aux tumeurs contrôles 

A375 pour atteindre cette taille. D’autre part, ces résultats sont cohérents avec les ceux observés in vitro au 

laboratoire. En effet, la dose efficace de CRO15 pour induire 70% à 80% de mort dans les cellules CT26 est 

environ cinq fois plus importante (25 µM) que celle observée pour les A375. En adéquation avec ces résultats, 

l’expression de REDD1, dont le niveau basal est beaucoup plus faible dans les CT26, n’est induite de manière 

significative qu’à partir de 25 µM de CRO15 (données non présentées). L’analyse de l’expression des protéines 

cibles de CRO15 dans les différents types de tumeurs, révèle que MELK est exprimé moyennement à fortement 

dans tous les mélanomes et les cancers colorectaux (ENSG00000165304-MELK/pathology). En revanche, les 

formes catalytiques 1 et 2 de l’AMPK sont exprimées moyennement à fortement chez deux à trois fois plus 

fréquemment dans le mélanome que dans le cancer colorectal (ENSG00000162409-PRKAA2/pathology). De 

plus, les cellules de carcinome colorectal mutées KRASG13D présentent une activation de la kinase AMPK bien 

moindre que celle observée dans les cellules non mutées (sauvages), que ce soit de manière basale ou en 

réponse à un anti-EGFR (Ye et al., 2020). Ce défaut d’activation de l’AMPK, qui les rend résistantes aux 

thérapies ciblées (anti-EGFR) par stabilisation de la protéine pro-survie MCL-1, semble être dû à une activation 

de la glycolyse dans ces cellules. De manière intéressante, les CT26 sont mutées KRASG12D (Castle et al., 2014). 

Ces deux mutations (G12D et G13D), situées à un codon d’écart, sont toutes deux activatrices de la protéine 

KRAS et engendrent des caractéristiques phénotypiques très similaires (Muñoz-Maldonado et al., 2019). En 

accord avec toutes ces observations, nous pourrions émettre l’hypothèse que les cellules CT26 arborent un profil 

métabolique glycolytique qui provoque une activation basale plus faible de la voie AMPK. Cette hypothèse 

expliquerait qu’une dose plus importante de CRO15 soit nécessaire pour activer l’AMPK, induire l’expression 

de la protéine REDD1 et ainsi provoquer la mort des cellules de carcinome de colon. De manière intéressante, 

l’expérience d’allogreffes de cellules de mélanome BP, qui répondent fortement aux immunothérapies, dans 

des souris C57BL/6 a montré que la diminution de la croissance tumorale sous l’effet de CRO15 était bien plus 

importante avec une réduction de 75% de la moyenne du volume tumoral (CRO15 vs Contrôle) à 17 jours de 

traitement (données non présentées).   

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000165304-MELK/pathology
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000162409-PRKAA2/pathology
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Enfin, bien que le résultat obtenu ici souligne l’importance d’un environnement immunitaire complet 

dans la réponse antitumorale provoquée par le CRO15, il faut noter que l’expérience contrôle a été menée dans 

des souris Balb/C Nude. Ces souris présentent les avantages de présenter le même fond génétique que leur 

contrepartie immunocompétente et de ne pas produire de lymphocytes T matures (Jenkinson et al., 1981), mais 

elles ne sont pas dépourvues de leur système immunitaire inné (Cheers and Waller, 1975). Dans notre 

expérience, l’absence de système immunitaire adaptatif est apparemment suffisante pour provoquer un 

amoindrissement important de la réponse antitumorale médiée par CRO15. Nous pourrions émettre l’hypothèse 

que l’effet de CRO15 sur le système immunitaire est directement dépendant de l’activité effectrice des 

lymphocytes T. En effet, la fonction des lymphocytes T est une composante très importante de la réponse 

immunitaire antitumorale, comme le souligne les différentes stratégies d’immunothérapies basées sur leur 

activation (Eggermont et al., 2015; Ribas, 2021; Robert et al., 2015a). Par ailleurs, il est concevable que CRO15 

agissent plutôt sur les cellules du système immunitaire inné, mais que ces dernières aient besoin de la 

coopération des lymphocytes T pour provoquer leur effet antitumoral. La plupart du temps en effet, les stratégies 

basées sur l’amorçage de cellules immunitaires innées, telles que la vaccination par antigène tumoral induisant 

l’activation des cellules présentatrices d’antigène (CPA), nécessitent la présence de cellules immunitaires 

adaptatives afin d’établir une réponse antitumorale efficace à long-terme (Sayour and Mitchell, 2017; Shanker 

and Marincola, 2011).  

 

2. Potentialisation par CRO15 de la réponse aux anti-PD1 

Etant donné que CRO15 semble avoir un effet sur la réponse immunitaire antitumorale, nous avons voulu 

évaluer sa réponse en combinaison avec l’immunothérapie la plus utilisée actuellement : les anti-PD1. Nous 

avons alors montré que CRO15 potentialisait la réponse aux anti-PD1 en provoquant une augmentation du 

taux de réponse global au traitement mais également du taux de réponse complète observé chez les souris. Il 

en résulte une prolongation significative de la survie des souris traitées avec la combinaison CRO15 et anti-

PD1, en comparaison des souris contrôles. De manière intéressante, la réponse des CT26 aux anti-PD1 est très 

variable et hétérogène. En effet, malgré une expérience effectuée sur des hôtes génétiquement identiques, 

chaque tumeur traitée réagit différemment, et régresse ou non en réponse à cette immunothérapie. Cet effet est 

également retrouvé dans la littérature (Kuczynski et al., 2018), et pourrait être expliqué par l’apparition de 
mutations somatiques ou de variations du nombre de copies (CNV) de gènes pendant le développement de la 

tumeur in vivo, sous pression environnementale (Mosely et al., 2017). Ces expériences d’allogreffes ont été 

répétées plusieurs fois (n=2 en survie, n=3 en croissance tumorale) et ont montré des résultats similaires.   

 

Notre composé a d’abord été caractérisé en tant que molécule provoquant la mort des cellules tumorales. 

Etant donné que l’environnement immunitaire semble jouer un rôle dans la réponse au CRO15, nous pouvons 

nous demander si celui-ci n’induirait pas une « mort cellulaire immunogénique » (ICD : Immunogenic Cell 
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Death). L’ICD est définie comme « une forme de mort cellulaire régulée (RGD) suffisante pour activer une 

réponse immunitaire adaptative chez des hôtes syngéniques immunocompétents ». Elle est caractérisée par 

la sécrétion et/ou l’exposition à la membrane cellulaire de DAMPs (Damages Associated Molecular Patterns) 

ou cytokines particulières qui aident au recrutement et à la maturation des CPA, favorisent la phagocytose des 

cellules mourantes et facilitent le recrutement des lymphocytes T (Galluzzi et al., 2020). Par ailleurs, l’apoptose 

ou la nécroptose dépendante des caspases (Aaes et al., 2016; Casares et al., 2005) et l’autophagie (Martins et 

al., 2012; Michaud et al., 2011) sont deux mécanismes de mort qui peuvent être impliqués dans l’ICD induite 

par des chimiothérapies. Il serait donc intéressant d’évaluer des marqueurs de l’ICD dans des cellules traitées 

par le CRO15, molécule capable de provoquer ces deux mécanismes de mort. Un résultat préliminaire nous a 

permis de montrer que CRO15 induisait la sécrétion de la protéine HMGB1 (High Mobility Group protein B1) 

dans les cellules CT26 (données non présentées). Cette protéine étant l’une des DAMPs caractéristique d’une 

ICD, ce résultat est encourageant pour présager de l’induction d’une ICD par notre composé. Cependant, ce 

résultat à lui-seul ne suffit pas à affirmer cette hypothèse et devrait être accompagné de tests complémentaires 

tels que l’analyse in vitro de l’exposition de la calréticuline ou des tests de vaccination in vivo (Kepp et al., 

2014). 

 

Il a été montré que la Metformine induisait de manière AMPK-dépendante une diminution de l’expression 

de PD-L1 sur des cellules de tumeur mammaire en induisant sa dégradation protéasomale (Cha et al., 2018). 

Cette diminution permet indirectement l’activation des lymphocytes T CD8+ et la potentialisation de la réponse 

aux anti-CTLA4 dans des modèles d’allogreffes chez la souris. Très récemment, une autre équipe a montré que 

l’activation de l’AMPK par un changement de régime alimentaire (faible en glucose) ou par l’activateur 

A-769662 provoquait cette fois-ci la dégradation lysosomale de PD-L1 en induisant sa phosphorylation en 

Ser283. Cette phosphorylation inhibe son interaction avec la protéine stabilisatrice CMTM4 (CKLF-like 

MARVEL Transmembrane domain-containing protein 4), entrainant sa dégradation lysosomale (Dai et al., 

2021). Dans cette étude, la dégradation de PD-L1 par activation de l’AMPK permet également de potentialiser 

la réponse aux anti-CTLA4, dans un modèle de CT26. De façon intéressante, nous avons montré que CRO15 

induisait aussi une diminution de l’expression de PD-L1 in vitro dans les cellules A375 et CT26 mais n’avons 

pas observé de potentialisation des effets des anti-CTLA4 in vivo (données non présentées). Au lieu de cela, 

nous avons constaté une potentialisation de la réponse aux anti-PD1 des CT26. Etant donné que la dégradation 

de PD-L1 « mime » l’effet des anti-PD1 en empêchant l’interaction entre PD-L1 et PD-1, cet effet semble 

contre-intuitif. Cependant, il a été montré que le ligand PD-L1 n’exerce pas uniquement son activité inhibitrice 

sur les lymphocytes via sa liaison avec PD-1 mais également via sa liaison avec le ligand co-stimulateur B7.1 

(CD80) (Butte et al., 2007; Yang et al., 2011). Le ligand PD-L1 n’est pas seulement exprimé sur les cellules 

cancéreuses mais également sur certaines cellules immunitaires et notamment les cellules présentatrices de 

l’antigènes (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes B). Cette expression immune contribue également 

grandement, parfois exclusivement, à la réponse aux inhibiteurs de « checkpoint » (Kleinovink et al., 2017; 

Tang and Zheng, 2018). Or, nous n’avons pas évalué l’effet de CRO15 sur l’expression de PD-L1 dans ces 
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populations de cellules. En accord avec ces éléments, une étude a montré que la déstabilisation de l’expression 

de PD-L1 par un inhibiteur de l’EGFR (Gefitinib) dans un modèle de cancer du sein potentialisait la réponse 

aux anti-PD1 in vivo (Li et al., 2016). Dans notre modèle, il semble donc que le fait de cibler l’interaction de 

PD-L1 avec ces ligands par un double-mécanisme, le blocage de l’interaction par anticorps anti-PD1 et la 

dégradation de PD-L1 favorise la réponse immunitaire antitumorale. Nous ne pouvons cependant pas exclure 

l’hypothèse selon laquelle l’effet de CRO15 sur la réponse immunitaire serait totalement indépendant de son 

action sur la dégradation de PD-L1 dans les cellules tumorales. En effet, l’analyse des tumeurs de CT26 par 

cytométrie en flux indique que CRO15 modifie les infiltrats de cellules immunitaires dans la tumeur.  

 

Une première expérience in vivo nous montre que la combinaison de traitement CRO15 + anti-PD1 chez 

les souris porteuses de tumeurs CT26 induit une diminution des cellules myéloïdes Ly6C+ (p=0,06), cellules 

immunosuppressives de type monocytaire qui correspondent phénotypiquement aux m-MDSC (Bronte et al., 

2016). De manière intéressante, cet effet n’est observé que dans une partie des souris seulement en cas de 

traitement avec CRO15 seul. De plus, nous avons constaté dans une seconde expérience que la combinaison de 

traitement induisait une diminution significative des TAM (Tumor Associated Macrophages) de type II 

(CD45+/CD11b+/F4/80+/CD204+), pro-tumoraux. Ces données indiquent que la combinaison de CRO15 avec 

les anti-PD1 semble diminuer l’infiltrat intratumoral de populations myéloïdes immunosuppressives. Etant 

donné le nombre limité de canaux de détection sur le cytomètre de flux utilisé pour cette expérience qui réduit 

le nombre de combinaisons possibles pour un panel d’anticorps, nous avons fait le choix de sélectionner en plus 

des marqueurs myéloïdes classiques un marqueur M1 (CD197 appelé aussi CCR7) et un marqueur M2 

(CD204) pour discriminer les différentes populations de TAMs (Laganà et al., 2020; Miyasato et al., 2017; 

Taniyama et al., 2019; Zheng et al., 2020). Au vu des résultats qui nous montrent une très faible proportion 

de macrophages M1 infiltrant la tumeur (moins de 5%) et leur absence de variation par les traitements, il aurait 

été peut-être plus intéressant d’évaluer un autre marqueur de macrophages M2 tel que le CD206 ou le CD163. 

En effet, dans un environnement aussi complexe que celui d’une tumeur, des TAMs avec des phénotypes et 

des fonctionnalités mixtes et variées peuvent coexister (Biswas and Mantovani, 2010; Sica and Mantovani, 

2012; Smith et al., 2016). Sous l’influence de divers stimuli (cytokines, engagement avec un TLR), les 

macrophages peuvent alors subir une activation M1 ou M2, qui représentent les extrêmes d’un continuum 

d’états d’activation différents (Sica and Mantovani, 2012). De ce fait, une méthodologie à plus grande échelle 

comme la cytométrie de masse (CyTOF), ou la cytométrie spectrale qui permet de tester jusqu’à 32 marqueurs, 

permettrait d’évaluer plus précisément les différentes populations de macrophages infiltrant la tumeur et leur 

fonction sous l’effet de nos traitements afin de valider les tendances observées par cytométrie en flux classique.   

 

Les macrophages étant des cellules très plastiques qui peuvent rapidement changer d’état, nous avons émis 

l’hypothèse que CRO15 pouvait empêcher la polarisation des macrophages vers un phénotype M2. L’analyse 

in vitro de macrophages humains soumis à différents stimuli classiques de polarisation et traités avec du CRO15 

nous a permis de confirmer une diminution des marqueurs phénotypiques M2 : CD200R et CD209. 
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Cependant, en désaccord avec ce qui a été observé in vivo sur les TAMs, CRO15 induit également une 

diminution des marqueurs phénotypiques M1 (notamment du CD86). In vitro, il semblerait donc que CRO15 

empêche la polarisation des macrophages vers un phénotype M2, mais aussi M1. Physiologiquement, de 

nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans la polarisation des macrophages telles que les voies 

Notch, PI3K/Akt/mTOR, NF-B ou encore les différentes voies JAK/STAT (Amici et al., 2017). Le rôle de la 

voie AMPK sur la polarisation des macrophages est quant à lui plutôt ambigu et semble dépendre du contexte 

cellulaire. De manière générale, les études réalisées in vitro ou dans des modèles de pathologies inflammatoires 

(eg. colite, obésité) montrent que cette voie inhibe les signaux pro-inflammatoires des macrophages et favorise 

la polarisation vers un phénotype M2 (Jing et al., 2018; Kim et al., 2014; Zhang et al., 2020c). Cependant, dans 

le contexte du cancer, l’activation de la voie AMPK engendre souvent des effets anti-tumorigénique par 

inhibition de la fonction immunosuppressive des macrophages et leur repolarisation vers un phénotype M1 

(Chen et al., 2015; Wang et al., 2018a; Wei et al., 2021). La diminution de la polarisation des macrophages 

M1 traités avec CRO15 in vitro pourrait donc être expliquée par une activation de la voie AMPK. Elle pourrait 

également être le résultat de l’inhibition de la kinase Melk qui régule positivement la voie NF-B canonique, 

qui a elle-même un effet pro-inflammatoire dans les macrophages (Litvak et al., 2009; Sanjabi et al., 2000). 

Dans le microenvironnement tumoral (MET) en revanche, la complexité des interactions avec les autres cellules 

ou avec les protéines extracellulaires aboutissent probablement à une régulation différente de ces voies de 

signalisation, expliquant le phénotype différent observé. Que ce soit dans un contexte physiologique ou tumoral, 

l’une des voies incontournable activée lors de la polarisation des macrophages/TAMs vers un phénotype M2 

est la voie PI3K (Pathria et al., 2019). En effet, la kinase PI3K est nécessaire à l’activation d’Akt, mTORC1 

et S6K qui activent le facteur de transcription CEBP- (CCAAT Enhancer Binding Protein Beta), qui induit un 

programme transcriptionnel de gènes immunosuppresseurs (Kaneda et al., 2016a). Dans cette étude, l’inhibition 

de PI3K repolarise les macrophages M2 vers un phénotype M1 et induit l’expression de molécules du CMH-

II, la sécrétion de TNF, d’IL-12 et de NOS-2 tout en diminuant celles des cytokines anti-inflammatoires IL-

10 et Arginase-1 (Arg-1). De manière intéressante, CRO15, à travers l’activation de l’AMPK et l’induction de 

l’expression de la protéine REDD1, inhibe l’activation de mTOR dans les cellules tumorales. De plus, il a été 

montré que REDD1 pouvait inhiber directement la kinase Akt (Dennis et al., 2014). Il serait donc très 

intéressant de vérifier si l’inhibition des protéines en aval de PI3K (Akt, mTOR, S6K) par CRO15 dans des 

macrophages M2 conduit à l’inhibition de CEBP-. Cela pourrait expliquer le phénotype de polarisation en 

macrophages M2. De manière générale, l’une des perspectives à court-terme serait d’examiner les voies de 
signalisation importantes dans la polarisation et la fonction des macrophages qui pourraient être modulées 

par notre molécule (AMPK, PI3K/Akt/mTOR/CEBP, NF-B, ou même Notch). Ces variations pourraient être 

évaluées dans différents modèles tels que des macrophages humains primaires (physiologiques mais avec une 

disponibilité limitée) ou des modèles de macrophages immortalisés : les cellules THP-1 (humaines) ou les 

cellules RAW264.7 (murines). Idéalement, afin de prendre en compte le MET, important dans cette réponse, 
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les TAMs provenant de tumeurs de CT26 greffées dans des souris traitées avec les différents traitements 

pourraient être isolés afin d’en extraire les protéines pour analyser ces voies de signalisation.   

 

De nombreuses études ont également montré que le profil métabolique des macrophages joue un rôle 

critique dans la polarisation des macrophages (Covarrubias et al., 2015; Huang et al., 2016; Porta et al., 2018). 

En effet, les macrophages M1 dépendent majoritairement d’un catabolisme par glycolyse aérobie, pour 

promouvoir une production rapide d’ATP (Rodríguez-Prados et al., 2010). A contrario, les macrophages M2 

utilisent un métabolisme oxydatif (OXPHOS) et favorisent l’oxydation des acides gras pour satisfaire une 

demande en énergie soutenue (Huang et al., 2014; Vats et al., 2006). De manière intéressante, l’étude de Vats 

et collègues, montre que l’inhibition de la phosphorylation oxydative (par inhibition des composants de la chaine 

respiratoire mitochondriale ou par extinction de l’expression de la protéine PGC-1) empêche l’activation des 

macrophages anti-inflammatoires M2. D’autres part, dans l’étude de Huang et collègues, il est montré que 

l’activation des macrophages M2 est caractérisée par une augmentation de la capacité respiratoire de réserve, 

dépendant de l’oxydation des acides gras. Or, nous avons montré dans les cellules cancéreuses que CRO15 

inhibait la respiration basale mitochondriale et induisait un défaut de restauration de la capacité 

respiratoire maximale après ajout d’un agent découplant. Ces éléments nous indiquent que notre composé 

pourrait agir sur la polarisation des macrophages M2 en inhibant leur activité métabolique. Pour le vérifier, 

nous pourrions mesurer, le taux de consommation d’oxygène (OCR) par des expériences de « Seahorse » dans 

des macrophages, traités ou non avec du CRO15. Nous pourrions également étudier l’évolution du profil 

glycolytique (ECAR : Extracellular Acidification Rate) des macrophages M1 sous l’effet de notre composé.  

La voie PI3K/Akt/mTOR induit l’expression de l’Arginase 1, essentielle au métabolisme des acides 

aminés des macrophages M2 qui transforment grâce à cette enzyme la L-arginine en ornithine et urée, 

métabolites immunosuppresseurs (Kaneda et al., 2016b). Nous pouvons donc nous demander si la potentielle 

inhibition de mTOR dans les macrophages par CRO15 pourrait atténuer l’expression de Arg-1 et empêcher 

l’activation de cette voie métabolique. Enfin, le niveau d’oxygène et la concentration de lactate dans le MET 

jouent également un rôle dans la polarisation des macrophages. En particulier, les TAMs intègrent le niveau 

d’hypoxie et de lactate dans le microenvironnement pour activer des voies de signalisation qui induisent 

l’expression de gènes anti-inflammatoires/immunosuppresseurs tels que ARG1 et MRC1 (CD206). Les zones 

hypoxiques sont donc associées à la présence de TAMs M2. A contrario, les zones en normoxie sont associées 

à la présence de macrophages au phénotype pro-inflammatoire (Carmona-Fontaine et al., 2017). De plus, 

l’hypoxie provoque la sécrétion d’exosomes enrichis en chimiokines et cytokines qui favorisent la migration 

des TAMs vers la tumeur et leur différenciation en M2 par induction de la phosphorylation oxydative dans ces 

cellules (Park et al., 2019). Or, il a été montré que la Metformine, par son rôle inhibiteur de la phosphorylation 

oxydative, diminue la consommation d’oxygène par les cellules tumorales et donc l’hypoxie dans le MET  

(Scharping et al., 2017). Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que CRO15 pourrait réguler l’hypoxie 
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ambiante et favoriserait la génération de macrophages pro-inflammatoires par inhibition de la respiration 

mitochondriale. 

 

D’autres facteurs que celui de la polarisation des macrophages peuvent également expliquer la diminution 

des macrophages M2 dans les tumeurs de souris traitées avec CRO15 et des anti-PD1. Le recrutement et la 

migration des macrophages dans la tumeur, notamment, peut jouer un rôle important dans ce phénotype. Ainsi, 

de nombreuses chimiokines, telles que CCL2 (MCP-1), CCL3. CCL4, CXCL12, IL-6, IL-1, CSF-1 ou encore 

VEGF-A, favorisent le recrutement de monocytes dans différents modèles de cancer (Pathria et al., 2019). Parmi 

ces chimiokines, CCL2, exprimée par les cellules tumorales, les macrophages et les cellules stromales, permet 

à la fois le recrutement de MDSCs et de macrophages dans la tumeur (Connolly et al., 2016; Lesokhin et al., 

2012) et leur polarisation vers un phénotype immunosuppresseur (Li et al., 2017a). Il serait donc très intéressant 

d’évaluer la sécrétion de CCL2 dans notre modèle, sur des cellules CT26 ou des macrophages traités avec du 

CRO15.  

 

Lors de l’étude des populations immunitaires infiltrant la tumeur in vivo et de la polarisation des 

macrophages in vitro, nous nous sommes principalement intéressés à l’influence de nos traitements sur le 

phénotype des macrophages. En général, l’expression de marqueurs de surface spécifiques est associée à la 

fonction de ces cellules (Gautier et al., 2012). Cependant, il serait intéressant de vérifier si CRO15 induit 

également un changement fonctionnel dans ces macrophages. Pour cela, nous avons mesuré l’expression des 

cytokines M1/M2 dans des macrophages après 24H de traitement avec notre composé. De façon surprenante, 

nous n’observons pas de diminution de l’expression des ARNm correspondants aux différents marqueurs de 

surface observés. Il serait donc concevable que CRO15 régule l’expression des marqueurs de surface sur les 

macrophages de manière post-transcriptionnelle. Même s’il semble que la régulation de la polarisation des 

macrophages se fasse essentiellement de manière transcriptionnelle (Hörhold et al., 2020; Tugal Derin et al., 

2013), certaines études ont montré que la régulation de la traduction des ARNm dans les macrophages pouvait 

influer sur leur fonction pro-inflammatoire (Schott et al., 2014). Par exemple, sous stimulation avec du LPS, la 

protéine Brd4 (Bromodomain-containing factor 4) régule négativement l’axe MNK2-eiF4E, qui induit lui-

même la traduction de IB. Celui-ci empêche alors la liaison de NF-B aux promoteurs de gènes 

inflammatoires. L’inhibition de la traduction d’IB via la régulation négative de l’axe MNK2-eiF4E par Brd4 

favorise donc la réponse inflammatoire des macrophages (Bao et al., 2017). Une autre étude a montré que l’IFN-

 induisait, dans les macrophages amorcés avec un agoniste de TLR2, la régulation négative d’eiF4E par 

inhibition conjointe des kinases MNK et du complexe mTORC1. Cette régulation est alors associée à la 

suppression de la traduction de HES1 (Hes Family BHLH Transcription Factor 1), répresseur de 

l’inflammation (Su et al., 2015). Comme nous l’avons vu précédemment, CRO15 semble réguler l’expression 

des marqueurs de surface des macrophages de façon post-transcriptionnelle. De plus, CRO15 active la voie 

de l’AMPK et induit l’expression de REDD1, deux mécanismes impliqués dans l’inhibition du complexe 
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mTORC1. Etant donné que ce complexe est impliqué dans la traduction coiffe-dépendante des ARNm, il serait 

très intéressant d’évaluer l’action de notre composé dans les macrophages sur la régulation de l’assemblage du 

complexe eiF4F et par conséquent sur la régulation traductionnelle des différents acteurs de l’inflammation.  

Même si l’expression des cytokines anti-inflammatoires M2 a tendance à diminuer en présence de 

CRO15, cette diminution est faible et non significative pour la plupart des cytokines. A contrario, l’expression 

transcriptionnelle des cytokines pro-inflammatoires M1 ne semble par concorder avec le phénotype observé par 

cytométrie en flux. En effet, il semble que cette expression ait tendance à augmenter sous l’effet de CRO15, 

bien que l’hétérogénéité des résultats inter-expériences nous permette difficilement d’être conclusif. Enfin, il 

est possible que la cinétique choisie pour l’analyse de l’expression de ces cytokines ne soit pas optimale à 

l’observation des changements d’expression transcriptionnelle induits par le CRO15. Il serait donc nécessaire 

de répéter ces expériences avec des durées de traitements plus courtes (6h), ou au contraire plus longues (48h) 

pour se rapprocher des conditions d’analyse par cytométrie en flux. De plus, il serait indispensable d’évaluer 

l’expression protéique de ces cytokines par ELISA-Sandwich. En perspective, nous pourrions envisager 

d’effectuer des tests fonctionnels de cytotoxicité grâce à des modèle de coculture entre des cellules cancéreuses 

et des macrophages traités ou non avec du CRO15.  

Nous avons par ailleurs montré que CRO15 induisait la sécrétion d’IFN- par les cellules cancéreuses. Nous 

pourrions alors évaluer l’effet autocrine (sur les cellules cancéreuses elles-mêmes) et paracrine (sur des 

macrophages ou des lymphocytes en culture) de cette sécrétion. Même si dans les conditions expérimentales 

utilisées, le sécrétome des cellules cancéreuses traitées avec CRO15 ne module pas la polarisation des 

macrophages, de nombreux autres mécanismes pourraient être examinés. En effet, l’IFN- peut provoquer 

l’augmentation de l’expression des molécules du CMH I sur les cellules cancéreuses (Zhang et al., 2019) ou du 

CMH II sur de nombreux types cellulaires dont les cellules immunitaires (Wijdeven et al., 2018),  favorisant la 

présentation antigénique et donc la réponse immunitaire antitumorale. Il peut en revanche également favoriser 

l’expression de molécules immunosuppressives telles que l’IDO (Indolaimine-2, 3-deoxygenase), une enzyme 

de métabolisation du tryptophane qui contribue à l’immunotolérance et peut avoir un effet négatif direct sur la 

fonction des LT effecteurs (Sharma et al., 2017). Quoi qu’il en soit, ces mécanismes importants mériteraient 

d’être évalués sous l’effet, direct ou indirect (milieux conditionnés) de notre molécule.  

 

 De manière très surprenante, n‘avons pas observé de variations du pourcentage des lymphocytes T 

CD3+, et notamment des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, au sein des tumeurs de CT26 dans les souris 

Balb/C entre les différents groupes de traitement. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont pourtant des 

acteurs majeurs de la réponse immunitaires antitumorales, qui sont en général augmentés en réponse aux anti-

PD1 dans différents modèles de tumeurs (Duraiswamy et al., 2013; Gao et al., 2019; Tumeh et al., 2014; Wei 

et al., 2021). Même si notre composé n’a peut-être pas d’effet direct sur les lymphocytes, ceux-ci ont très 

probablement un rôle à jouer dans la réponse immunitaire médiée par le CRO15. En effet, nous avons vu 

précédemment que la réponse antitumorale de CRO15 dans les CT26 observée dans des souris Balb/C 
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immunocompétente était supérieure à celle observée dans des souris Balb/C Nude, dépourvues de 

lymphocytes T mais possédant un système immunitaire inné fonctionnel (paragraphe B.1.). Même si CRO15 

semble principalement agir sur les populations immunitaires myéloïdes, ces dernières interagissent avec les 

lymphocytes T pour permettre l’élimination de la tumeur. Nous pourrions donc nous demander d’une part si 

nous nous trouvions dans la bonne cinétique de traitement lorsque nous avons analysé les TILs (Tumor 

Infiltrating Lymphocytes) dans les tumeurs, l’infiltration et l’activité des TILs étant fortement régulées par le 

MET (Lanitis et al., 2017). D’autre part, il est possible que le pourcentage global de ces cellules ne varie pas 

mais que nos traitements favorisent l’activation des lymphocytes T ou préviennent leur « épuisement ». Une 

étude récente réalisée dans des modèles de CT26 et de MC38 a en effet montré que le pourcentage de 

lymphocytes T infiltrant la tumeur ne variait pas dans les souris traitées anti-PD1 mais que l’expression du 

récepteur PD-1 sur les lymphocytes CD8+ diminuait en réponse à ce traitement (Shi et al., 2019). En effet, dans 

un milieu où les lymphocytes T sont soumis à des stimuli chroniques (comme dans une tumeur), ils s’épuisent 

et expriment de nombreux récepteurs inhibiteurs tels que PD-1, TIM-3, LAG-3, BTLA (Band T lymphocyte 

Attenuator) ou encore TIGIT (T-cell ImmunoGlobulin and Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory motif 

domain) (Barber et al., 2006; Fourcade et al., 2012; Jin et al., 2010; Joller et al., 2011; Zhang et al., 2020d) tout 

en perdant leur fonction cytotoxique par inhibition de la sécrétion de TNF, IFN ou de Granzyme B. Il serait 

donc indispensable d’évaluer plus précisément dans nos tumeurs le degré d’épuisement ou d’activation des 

lymphocytes par analyse de ces différents marqueurs par FACS ou immunofluorescence. Dans l’ensemble, ces 

résultats de cytométrie en flux devront être confirmés et consolidés sur un plus grand nombre de souris grâce à 

des marquages complémentaires, et si possible réalisés à différents temps de traitement. De plus, nous pouvons 

nous interroger sur l’effet de CRO15 en périphérie de la tumeur, dans les organes lymphoïdes secondaires tels 

que les ganglions drainant la tumeur ou la rate dans lesquels se déroulent l’activation et la différenciation des 

lymphocytes. Enfin, des expériences de déplétion de différentes populations immunitaires telle que les LT 

CD8+ (anticorps déplétant anti-CD8) ou les macrophages (souris transgéniques CD11b-DTR traitées à la 

toxine diphtérique, par exemple (Cailhier et al., 2005)) permettront de déterminer l’implication de chacune de 

ces populations de cellules immunitaires dans la réponse antitumorale médiée par CRO15.  

 

 Etant donné les résultats encourageants obtenus dans ce modèle immunogénique de carcinome de colon 

(CT26), la perspective serait désormais de valider les effets immunitaires observés dans un modèle de 

mélanome. Le choix du modèle va alors être important pour étudier la réponse immunitaire dans des conditions 

qui se rapprochent le plus de celles des patients atteins de mélanome. Ces dernières années, de nombreux 

modèles de mélanome se sont développés dans ce but (Patton et al., 2021). Des modèles de souris génétiquement 

modifiées (GEM : Genetically Engineered Mouses) portant des mutations caractéristiques des tumeurs 

humaines de mélanome ont alors vu le jour pour évaluer les mécanismes de réponse aux thérapies ciblées 

(Dankort et al., 2009; Deuker et al., 2015; Petit et al., 2019) mais aussi aux immunothérapies (Galvani et al., 

2020; Pérez-Guijarro et al., 2020). De ces modèles ont été isolées des lignées (GDA : GEM-Derived Allografts) 

qui se greffent généralement sans rejet dans des souris syngéniques C57BL/6. C’est le cas des lignées YUMM 
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présentant différentes associations de mutations oncogéniques retrouvées dans le mélanome (Meeth et al., 

2016). Parmi elles se trouvent des lignées sensibles (Yumm 2.1, BRAFV600E/PTEN-/-/CDNK2+/-/BCATloxex3), ou 

plutôt résistantes (Yumm 1.1, BRAFV600E/PTEN-/-/CDNK2-/-) aux anti-PD-1. Il a été montré que dans les 

tumeurs solides, une forte charge mutationnelle était associée à la réponse aux immunothérapies (Klein et al., 

2021). De ce fait, certaines lignées ont été rendues plus immunogéniques par génération de nouvelles 

mutations grâce à des radiations UVs (Wang et al., 2017b) ou par expression d’un antigène modèle 

(l’Ovalbumine) (Lelliott et al., 2019) et répondent, au moins partiellement, aux inhibiteurs de point de contrôle 

immunitaire (ICI). Ces différentes lignées, de la plus sensible à la plus résistante aux ICI, pourraient être de 

bons modèles pour tester la réponse au CRO15 en combinaison aux anti-PD1. En effet, tout comme dans notre 

modèle de CT26, une lignée immunogénique partiellement répondante aux anti-PD1 permettrait d’évaluer la 

potentialisation de cette réponse par notre composé. D’autres part, l’utilisation d’une lignée résistante 

permettrait de déterminer si CRO15 a la capacité de « réchauffer » une tumeur dite « froide » pour la rendre 

sensible aux immunothérapies. Par ailleurs, il existe des souris dites humanisées (hu-CD34, Jackson 

Laboratory). Ces souris sont obtenues par transplantation de cellules souches hématopoïétiques et 

progénitrices humaines CD34+ dans des souris receveuses complètement immunodéficientes NGS (NOD scid 

gamma mouse – Jackson Laboratory), irradiées (Wang et al., 2018c). Elles permettent la génération de multiples 

lignées cellulaires immunitaires humaines, telles que les lymphocytes T, lymphocytes B, ou les cellules 

myéloïdes conventionnelles et plasmatiques (macrophages, cellules dendritiques). Des réponses lymphocytaires 

spécifiques, cytotoxiques et cytokiniques (production d’IFN-) sont observées dans ces souris humanisées 

(HuNSG) (Strowig et al., 2009). Récemment, il a été montré que ce modèle pouvait être utilisé pour évaluer la 

réponse aux anti-PD1 dans des xénogreffes dérivées de tumeurs de patients (PDX : Patient-Derived 

Xenografts) (Wang et al., 2018c). Ce modèle serait donc le nec plus ultra pour tester l’efficacité de CRO15, en 

monothérapie ou en combinaison avec des anti-PD1, dans un modèle le plus physio-pathologique possible : le 

mélanome humain.  

 

En conclusion de cette seconde partie, nous avons montré que le CRO15 induisait une modulation de la 

réponse immunitaire antitumorale et provoquait une potentialisation de la réponse aux anti-PD1 dans un 

modèle de carcinome de colon. Les premiers résultats suggèrent que cette potentialisation est due à une 

diminution d’infiltrat des cellules myéloïdes immunosuppressives (notamment les macrophages M2) par notre 

composé. Les mécanismes impliqués dans cette réponse immunitaire, et notamment l’implication de 

l’activation de la voie AMPK ou l’inhibition de la kinase MELK, restent encore à déterminer. Pour finir, ces 

résultats devront être validés dans un modèle de mélanome le plus physiopathologique possible.  

  

CRO15 est donc un composé particulièrement prometteur dont les effets antitumoraux sont médiés par 

des effets cytotoxiques et une potentialisation de la réponse immunitaire, qui pourraient ouvrir de nouvelles 

perspectives dans le développement de nouveaux traitements contre le mélanome et potentiellement d’autres 

tumeurs solides. 
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Innate lymphocyte-induced CXCR3B-mediated
melanocyte apoptosis is a potential initiator of
T-cell autoreactivity in vitiligo
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T-cells play a crucial role in progression of autoimmunity, including vitiligo, yet the initial

steps triggering their activation and tissue damage remain unknown. Here we demonstrate

increased presence of type-1 innate lymphoid cells (NK and ILC1)-producing interferon

gamma (IFNγ) in the blood and in non-lesional skin of vitiligo patients. Melanocytes of vitiligo

patients have strong basal expression of chemokine-receptor-3 (CXCR3) isoform B which is

directly regulated by IFNγ. CXCR3B activation by CXCL10 at the surface of cultured human

melanocytes induces their apoptosis. The remaining melanocytes, activated by the IFNγ

production, express co-stimulatory markers which trigger T-cell proliferation and subsequent

anti-melanocytic immunity. Inhibiting the CXCR3B activation prevents this apoptosis and the

further activation of T cells. Our results emphasize the key role of CXCR3B in apoptosis of

melanocytes and identify CXCR3B as a potential target to prevent and to treat vitiligo by

acting at the early stages of melanocyte destruction.
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D
uring the past decade significant advances in the under-
standing of vitiligo pathophysiology have been made.
Large GWAS studies showed the role of allelic variations

in genes involved in melanogenesis and immunity in vitiligo
patients1–3. The development of mouse models provided very
useful clues on the implication of the adaptive immune system in
the disappearance of melanocytes in the skin and hair follicles4–7.
Recent data emphasized the key role of the interferon gamma
(IFNγ) pathway in vitiligo. It has been recently shown that under
IFNγ stimulation, keratinocytes are stimulated to produce che-
mokines, such as CXCL9 or CXCL10, that further attract and
activate CD8+ T cells8. Chemokine (C-X-C motif) receptor 3
(CXCR3) is the main receptor for these chemokines and it has
been reported to be increased in vitiligo patients9. Targeting total
CXCR3 by using depleting antibodies has provided encouraging
results in vitiligo mouse model10. However, the initial source of
IFNγ remains obscure. Using transcriptional analysis, we recently
demonstrated a significant increase in CXCL10 in the non-
lesional (NL) vitiligo skin compared to healthy controls11. Sig-
nificant increases were also seen for natural killer (NK) receptors
including NKTR and KLRC1 as well as trends for increased
EOMES (master regulator of NK cells), CCL20 and NK-related
cytokines (TNFα and IL-15) which were all increased at least 1.5-
fold but did not reach statistical significance11. These data are in
accordance with the first transcriptome analysis comparing gene
expression profiles of skin from vitiligo patients with normal skin
of healthy volunteers that showed an increased expression of
genes associated with innate immune responses, particularly NK
cell function, activity and cytoxicity12. These included multiple
NK cell activation markers such as KLRK1 (also known as
NKG2D), KLRC2 and KLRC4, ligands for NK receptor
(CLEC2B), as well as markers of oxidative stress (CANP and
POSTN) and innate immunity (DEFB103A). Interestingly, all of
these genes were also upregulated in the NL skin of vitiligo
patients, suggesting that the activation of the innate immunity
may be present throughout the entire skin surface of vitiligo
patients.

NK cells are part of the group 1 innate lymphoid cells (ILC1)
that act as first line defense against microbial and viral infections,
early cellular transformation and tumour growth13. NK cells have
potent cytotoxic function and are able to discriminate and
eliminate stressed-cells because of a large panel of activating and
inhibitory receptors. Furthermore, NK cells also produce a wide
array of cytokines and chemokines to recruit and instruct other
immune cells for subsequent priming (adaptive response)14,15.
For this reason, NK cells are described as a bridge between innate
and adaptive immune system. It’s been known for almost 30 years
that there is an increase in circulating NK cells in the blood of
vitiligo patients16, yet their role in vitiligo skin remains largely
unexplored. In addition to NK cells, the ILC family encompasses
ILC1, ILC2, ILC3 and ILC regulatory subclasses. Similarities
between ILCs subsets have led to suggestions that ILCs are the
innate counterparts of T cell subsets. These are equivalent to

adaptive immune system T-helper (Th)1, Th2, Th17 and Treg-
like, respectively. ILCs are scarce cells in normal human skin but
are upregulated in atopic dermatitis (ILC2) and psoriasis skin
(ILC3)17. Latest research suggests that ILCs are highly hetero-
geneous cell types between individuals and tissues and they can
even convert to a different subtype during inflammation and
disease (eg., ILC3 converting to ILC1 in colorectal cancer)18.

Together these data suggest that NK cells and innate immune
system may play an important role in the early stages of vitiligo
which may begin in normal-appearing, NL skin of the patient. On
the other hand, it has been demonstrated that melanocytes from
vitiligo patients have intrinsic defects19. Moreover, there have
been some clues in the literature from work published over 20
years ago showing that melanocytes themselves can present
antigens20,21. Clinical and histological data showing a restrained
immunity against melanocytes in halo nevi22 or in localized
depigmentation of genital melanosis23 strongly suggest the key
role of melanocytes in initiating the anti-melanocytic immunity.
However, the exact role of melanocytes in trigerring the initial
steps of auto-immunity in vitiligo is far from being fully
understood.

We hypothesized that vitiligo is initiated by dysregulation in
innate immunity and melanocytes, and that innate immune cells
are the initial source of IFNγ production in the skin. Due to their
potent IFNγ producing capacity, we chose to focus on NK/ILC1
in this study. Our objective was to assess the role of the innate
immunity and melanocytes in the initial steps of vitiligo by using
melanocytes and blood extracted from vitiligo patients compared
to healthy volunteers. Here we show data suggesting that vitiligo
is likely to be initiated in the normal-appearing skin of vitiligo
subjects through activation of local innate lymphocyte-induced
melanocyte apoptosis and subsequent activation of adaptive and
memory immune responses. This apoptosis is mediated by mel-
anocytic CXCR3B, identifying this isoform of CXCR3 chemokine
receptor to be critical in melanocyte destruction and initiation of
the disease.

Results
Increased NK and ILC1 in vitiligo skin and blood. To char-
acterise the innate immune cells present in the skin and blood of
vitiligo patients and to examine whether these cells were the
source of IFNγ, we used specific antibodies directed against NK
and ILC1 subpopulation of innate immune cells and examined
their presence in vitiligo patients compared to healthy controls24.
Characteristics of vitiligo and control populations are presented
in Table 1. Our immunofluorescence results have shown that
indeed, cytotoxic NK cells (defined as CD56+Granzyme B+)
containing IFNγ (CD56+ IFNγ+) were present in NL human
vitiligo skin (Fig. 1a, b). Their presence was confirmed by
immunohistochemistry, and these cells were located just under
the epidermis of NL but not in lesional (L) skin (Fig. 1c). Semi-
quantification of their detection has shown significantly higher

Table 1 Patient characteristics

Characteristics Healthy Vitiligo

Subjects (n) 8 14

Age (years), median (IQR) 51 (39–74) 48 (43–56)

Gender (male/female) 5/3 7/7

Disease duration – 4 months–14 years

Family history (%) – 1 (7%)

Auto-immune thyroid disease (%) – 2 (14%)

Location of biopsy (n) Inner arm (3), leg (2), back (1), abdomen (1) and

buttock (1)

Inner arm (5), leg (3), back (2), abdomen (2) and

buttock (2)
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number of CD56+Granzyme B+ cells and CD56+ IFNγ+cells
in NL compared to L skin of vitiligo patients (n= 6) and a higher
number in NL skin of vitiligo patients compared to healthy skin
(n= 5) (Fig. 1a, b). We have also detected presence of Tbet+
CD161+ ILC1 in vitiligo skin (Fig. 1d) which were confirmed to
be negative for CD3 and CD56 and positive for IL-7Rα CD127.
Like NK cells, ILC1 cells were significantly more detected in NL
vitiligo skin compared to L vitiligo skin or to healthy controls
(Fig. 1d).

Next, we went on to examine whether similar differences in the
number of innate immune cells was seen in the peripheral blood.
Total NK cells make up ~1–5% of total PBMC in healthy subjects
(Fig. 1e). The majority of NK cells were CD56dim, that is, the
cytotoxic phenotype (~90%). Total NK population (CD3-CD56+),
cytokine-producing CD56bright NK cells as well as cytotoxic
CD56dim NK populations were significantly increased in the blood
of vitiligo patients (n= 11) compared to healthy controls (n= 6)
(Fig. 1e and Supplementary Fig. 1a). The higher increase was
observed for CD56bright NK cells. ILCs are rare cells making up
< 0.1% of total PBMC. In healthy subjects, ILC1 and ILC3 (defined

as Lin-CD127+CRTh2-CD117− and Lin-CD127+CRTh2-
CD117+cells, respectively), each made up 30–40% of total ILC
population, with ILC2 (defined as Lin-CD127+CRTh2+CD117+
cells) making up the rest (Fig. 1f and Supplementary Fig. 1b). We
have shown the proportion of ILC1 in PBMC of vitiligo subjects
(n= 10) to be significantly increased compared to controls (n= 8)
while the proportion of ILC3 was significantly decreased and ILC2
remained unchanged (Fig. 1f).Together, these results have shown
that there is increased presence of NK and ILC1 in the NL skin of
vitiligo patients and in their peripheral blood.

Stressed NK/ILC1 produce IFNγ and induce melanocytic che-
mokines. Hydrogen peroxide can damage DNA, lipids, and pro-
teins and induces damage-associated molecular pattern (DAMP)
molecules that are one of the main activating factors for innate
cells. It is well demonstrated that vitiligo melanocytes possess
higher susceptibility to oxidative insults25,26. We sorted NK and
total ILCs from PBMC of healthy (C) and vitiligo (V) patients and
examined their IFNγ responses 24, 48 and 72 h post stimulation
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with H2O2 (to induce oxidative stress in cells). Results have shown
H2O2 to induce IFNγ production in both NK and ILCs and this
effect was dose- and time-dependent (Fig. 2a). The stress-induced
IFNγ production by NK and ILCs from vitiligo subjects were
significantly higher compared to healthy subject’s responses at the

same dose (Fig. 2a) suggesting vitiligo innate cells were more
sensitive to oxidative stress compared to cells from healthy con-
trols. Innate cells can be activated by many DAMPs. Among them,
the role of HSP70 Heat Shock Protein (HSP70) and High Mobility
Group Box (HMGB)1 in vitiligo pathogenesis have been suggested
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by several studies27–29. Thus, we reproduced the experiment with
NK and total ILCs from PBMC of healthy (C) and vitiligo (V)
patients and this time examined their IFNγ responses after sti-
mulation with HMGB1 (Fig. 2b) or HSP70 (Fig. 2c). Similar to the
results obtained following H2O2 stimulation, HMGB1- and
HSP70-induced IFNγ production by NK and ILCs were dose- and
time-dependent and responses from vitiligo melanocytes were
significantly higher compared to responses in melanocytes from
healthy individuals at the same dose.

Next, we set out to examine if primary melanocytes can directly
respond to IFNγ. Stimulation of normal human melanocytes
(NHM, n= 5) with IFNγ for 24 h significantly upregulated their
production of CXCL9, CXCL10 and CXCL11 mRNA (Supple-
mentary Fig. 2) (P < 0.05). The production of these chemokines
was higher in normal human keratinocytes (NHK, n= 6), the
known potent producers of chemokines, compared to NHM
(Supplementary Fig. 2). Knowing that NHM upregulate their
chemokine production following IFNγ stimulation, we asked
whether this chemokine production varies between healthy and
vitiligo melanocytes. Stimulation of healthy or vitiligo melano-
cytes with IFNγ induced a significant increase in mRNA
expression of CXCL4, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 (Fig. 2d).
However, the production of CXCL9 and CXCL10 was much
higher comparatively to CXCL11. Only very limited amount of
CXCL4 were detected. Non-stimulated vitiligo melanocytes had
significantly higher baseline (or constitutive) production of
CXCL10 compared to healthy melanocytes (Fig. 2e). Stimulation
with IFNγ significantly increased both CXCL9 and CXCL10
protein in the supernatant of vitiligo melanocytes, producing on
average 4–5 fold more chemokines compared to healthy controls
(Fig. 2e). Together, these results suggest vitiligo melanocytes are
more sensitive to IFNγ stimulation and may have greater chemo-
attractive properties.

Next, we wanted to examine if stressed innate immune cells
can directly modulate melanocyte function. To do this, we sorted
NK and ILC1 from the PBMCs of healthy and vitiligo patients,
pre-stressed them in vitro with H2O2 for 48 h and transferred the
innate cells (without media) to their own autologous primary
melanocytes. Chemokine production was measured in the
supernatant 24 h after co-culture. Results have shown that the
addition of pre-stressed innate cells from healthy subjects to their
own primary melanocytes did not cause any significant change in
melanocyte chemokine production (Fig. 2f). However, addition of
pre-stressed NKs or ILCs from vitiligo patients dramatically
increased their own melanocyte production of CXCL9, CXCL10,
CXCL11 and IFNγ (Fig. 2f). This effect was further increased
when both pre-stressed NKs and ILCs were added together and
these levels were equal to, or greater than the responses seen
when exogenous IFNγ was added to melanocytes (positive control
condition). This data suggest that stressed innate immune cells
are capable of directly modulating melanocyte function by
upregulating their chemokine responses and thereby their
chemo-attractive properties. Importantly, these results show that
vitiligo melanocytes (compared to healthy melanocytes) are much
more sensitive to their own stressed innate immune cells. It is
important to note that although the cells were stimulated for 48 h
with H2O2 prior to transfer with melanocytes, these cells were still
capable of producing IFNγ and effectively modulating melano-
cyte function (Fig. 2f). To examine if NKs and/or ILCs are
directly capable of producing chemokines in response to stress,
we measured the production of CXCL9, CXC10 and CXCL11 by
NKs and ILCs after stimulation with HMGB1 or HSP70. NK/ILC
production of CXCL9, CXCL10 and CXCL11 following innate
stress was negligible (and often undected in the case for CXCL10)
compared to their IFNγ production following the same stress
stimuli (Supplementary Fig. 3). Moreover, this NK/ILC

production of chemokines is also negligible compared to the
chemokine production by melanocytes (Fig. 2f).

Human melanocytes express CXCR3B and it’s regulated by
IFNγ. CXCR3, a chemokine CXCL9, CXCL10 and CXCL11
receptor, is typically found on T cells, where the predominant
isoform expressed is of the CXCR3A form30. Whether CXCR3 is
expressed on human melanocytes is unknown. Here we demon-
strate that melanocytes isolated from healthy human skin express
CXCR3, particularly the CXCR3B isoform (Fig. 3). This isoform
is absent in mice and therefore not possible to study in animal
models of vitiligo. In human skin, CXCR3B was detected at
mRNA (Fig. 3a) and protein (Fig. 3b) level in cultured melano-
cytes and their numbers semi-quantitated in Fig. 3c. We
demonstrated melanocytes isolated from vitiligo skin have sig-
nificantly elevated expression of CXCR3B at baseline compared to
healthy control skin (Fig. 3a). IFNγ significantly upregulated
CXCR3B mRNA expression in both healthy and vitiligo patients
(Fig. 3a). While IFNγ significantly increased the number of
CXCR3B+ cells in healthy skin, IFNγ had no further effect on
vitiligo melanocytes whose CXCR3B expression was already high
(Fig. 3c). Expression of CXCR3B in healthy human keratinocytes
was significantly lower than the expression in healthy melano-
cytes which was confirmed at both mRNA and protein level
(Fig. 3a, b). Interestingly, IFNγ had no effect on keratinocyte
expression of CXCR3B (Fig. 3a, b). Finally, we have demonstrated
that there is an increased number of MITF+ CXCR3B+ mela-
nocytes in the NL skin of vitiligo patients compared to healthy
skin (P= 0.03) (Fig. 3d). MITF (Microphthalmia-associated
transcription factor), is a specific melanocyte marker and a master
regulator of melanocyte development.

CXCL10 activates melanocytic CXCR3B to induce apoptosis.
From previously published literature in human breast cancer31

there is evidence to suggest that CXCR3B-mediated signal is pro-
apoptotic. To examine the function of CXCR3 on viability of
human vitiligo melanocytes, real-time detection of melanocyte
death was monitored before and after exposure to CXCL10 using
IncuCyte® live cell imaging system. Stimulation with CXCL10
caused a significant dose-dependent increase in melanocyte death
compared to non-stimulated melanocytes but only in IFNγ
primed melanocytes (P= 0.006, Fig. 4a). As CXCR3B-specific
antagonists do not exist yet, initially we tested the effect of a
broad CXCR3 antagonist AS612568 on CXCL10-induced mela-
nocyte death. We have demonstrated AS612568 to inhibit mela-
nocyte death induced by CXCL10 in a dose-dependent manner,
completely abolishing CXCL10-induced effects at 2 μM (P=
0.045, Fig. 4a). Following these positive results, we set out to use a
more targeted approach transfecting the melanocytes with
siCXCR3 (or siControl). The knockdown efficiency of our
siCXCR3 was determined at both mRNA (Supplementary Fig. 4a)
and protein (Supplementary Fig. 4b) level, achieving >80%
silencing of the CXCR3B gene with 80 nM siCXCR3. Our results
have shown that in IFNγ pre-treated, siControl transfected cells,
CXCL10 significantly increased the death of melanocytes
(demonstrated by increased number of yellow-immunoreactive
cells in IncuCyte, Fig. 4b). This death was seen in melanocytes
extracted from both healthy (P= 0.008) and NL vitiligo skin
(P= 0.03) (Fig. 4c). Vitiligo melanocytes were significantly more
sensitive to CXCL10-induced death compared to healthy mela-
nocytes (P= 0.004), inducing ~2-fold difference in rate of mel-
anocyte death (Fig. 4c). Transfection of melanocytes with
siCXCR3 prior to CXCL10 stimulation, completely inhibited the
CXCL10-induced death and restored baseline responses in both
healthy (P= 0.004) and vitiligo (P= 0.03) melanocytes (also
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visualised in Fig. 4b by reduction in yellow-stained dead cells). To
more specifically examine the contributing role of CXCR3B, we
repeated this experiment in both healthy and vitiligo melanocytes
using custom design specific silencer RNA directed against the
CXCR3B isoform (efficiency of the SiCXCR3B at protein level
shown in Supplementary Fig. 4c). Transfection of melanocytes
with siCXCR3B prior to CXCL10 stimulation, significantly
reduced the CXCL10-induced death in both healthy (P= 0.002)
and vitiligo (P= 0.001) melanocytes (Fig. 4d). In addition to
CXCL10, we examined responses to CXCL9 and CXCL11.
Treatment with CXCL9 and CXCL11 also induced a significant

melanocyte death in both healthy (P= 0.034 and P= 0.007,
respectively) and vitiligo (P= P < 0.001 and P= 0.01) melano-
cytes that was almost completely prevented by the use of
SiCXCR3B (Fig. 4d). Interestingly, CXCL9-induced melanocyte
death was significantly lower compared with CXCL10-induced
death in both healthy (P < 0.001) and vitiligo (P= 0.0035)
patients. The difference was even more pronounced with
CXCL11, that induced much lower cell death compared to
CXCL10 (P < 0.001 for both healthy and vitiligo).

It has been shown that the activation of CXCR3B in breast
cancer cells activates p38 MAPK and PARP pathway, inducing
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cell apoptosis31. Studying the signalling pathway involved in
chemokine-induced CXCR3B activation in melanocytes, we have
shown that in melanocytes extracted from healthy patients and
not pre-treated with IFNγ, only a slight activation of p38 but not
PARP cleavage was seen following chemokine stimulation
(Fig. 4e). This was in contrast to vitiligo patients where we
observed increased activation of p38 and PARP cleavage. In
accordance to the melanocyte cell death observed using IncuCyte
experiment, the activation of the pathway is mostly observed after
CXCL10 treatment compared to CXCL9 or CXCL11 stimulation
(Fig. 4e). CXCL10-induced changes were of the similar
magnitude as those seen following stimulation with positive

control staurosporine (St), a potent pro-apoptotic therapeutic
agent (Fig. 4e). Interestingly, the absence of CXCL10-induced
apoptosis in NHM without IFNγ pre-treatment (Fig. 4e) while a
significant apoptosis is observed when they are pre-treated with
IFNγ (Fig. 4c), is in accordance with the low basal expression of
CXCR3B in NHM and its increased expression after IFNγ
stimulation (Fig. 3b, c). To assess the role of apoptosis in
CXCL10-induced melanocyte death, in parallel we have shown
cleavage of caspase-3 in vitiligo patients but not in healthy
controls and this effect to be reversed by QVd-OPh, a caspase
inhibitor (Fig. 4f). To further understand this CXCL10-induced
death mechanism, we pre-treated healthy and vitiligo
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melanocytes with IFNγ prior to CXCL10 and QVd stimulation,
and using FACS, we have demonstrated CXCL10 to significantly
increase the percentage of AnnexinV+DAPI+ apoptotic cells in
both healthy (2.7–9.4%) and vitiligo melanocytes (5.9–36.2%)
(Fig. 4g). The level of apoptosis was>3-fold greater in vitiligo
(P= 0.02) compared to healthy cells (P= 0.03) and apoptosis was
completely reversed by QVd in both groups (P= 0.03, Fig. 4g, h).
IFNγ or QVd alone or CXCL10 in non IFNγ primed cells had no
effect on apoptosis. It is interesting to note that as a comparison,
we detected low expression of CXCR3B on CD4+ and CD8+
lymphocytes isolated from PMBCs of healthy patients (Supple-
mentary Fig. 5a), however while CXCL10 stimulation of T cells
had no effect on T cell death, CXCL10 stimulated proliferation of
both CD4 and CD8 T cells (Supplementary Fig. 5b).

CXCR3B-induced melanocyte death triggers adaptive immu-
nity. To examine whether CXCR3B-induced melanocyte death
following pre-treatment with IFNγ and stimulation with CXCL10
may initiate adaptive melanocyte auto-immunity by their own
presentation of antigens, we replenished media post
CXCL10 stimulation and 3 days later stimulated melanocytes with
their autologous T cells. Our IncuCyte® results have shown that
there was significantly higher melanocyte death when T cells were
present with CXCL10-stimulated melanocytes compared to mela-
nocyte death seen with CXCL10 stimulation alone (P= 0.02) or
addition of T cells alone (P= 0.02) (Fig. 5a). These results were
reproducible and were of the similar magnitude as seen following
stimulation of melanocytes with allogenic T cells (Supplementary
Fig. 6). Interestingly, pre-incubation of T cells with CXCL10 for
24 h, prior to their addition to IFNγ-primed melanocytes did not
induce melanocyte death while the same T cells added to IFNγ-
primed melanocytes treated with CXCL10 did suggesting lack of
direct effect of CXCL10 on the T cells (Supplementary Fig. 7). T
cell enhanced melanocyte death in IFNγ-primed melanocytes was
accompanied by increased melanocyte expression of co-stimulatory
(CD40, CD80, HLA-DR) and adhesion (ICAM-1) molecules
(Fig. 5b) and parallel increase in absolute number of CD3+ T cells
in IncuCyte co-cultures with time (P= 0.03) (Fig. 5c). These
CD3+ T cells were indeed shown to be Ki67+ proliferating cells
(Fig. 5d). These data are supported by flow cytometric quantifi-
cation of T cell proliferation which showed an increased number of
dividing T cells (evaluated as %CD3+CFSE+ cells) when they
were co-cultured with IFNγ-primed NHM stimulated with
CXCL10 and responses were similar to that seen following PHA
stimulation (Fig. 5e). This degree of proliferation was not seen
when T cells were co-cultured with non-primed NHM exposed to
CXCL10. Treatment with CXCR3 antagonist prevented the
potentiating effect of T cells on CXCL10-induced melanocyte death
(P= 0.008) (Fig. 5a), augmentation of T cell number (P= 0.04)
(Fig. 5c) and T cell proliferation (Fig. 5d, e).

Discussion
Here we confirm the previously reported increased level of NK
cells in the blood of vitiligo patients16, and extend it to ILC1. Our
transcriptome data further suggest that NK and ILC1 cells are
also increased in NL skin of vitiligo patients. Interestingly, this
subtype is associated with the Th1 response which is known to be
the key adaptive pathway in vitiligo7,13. When these cells are
cultured under stress conditions, they produce IFNγ which
induces CXCLs production. Here we show that NK and ILCs
from vitiligo patients produce higher amount of IFNγ under
oxidative stress but also under the stimulation of the two main
DAMPs implicated in vitiligo pathophysiology, namely HSP70
and HMGB1 compared to healthy subjects. Thus, not only vitiligo
patients have an increased population of NK and ILC1 in their
skin and their blood, but these cells are more sensitive to DAMPs
compared to healthy individuals.

It has been previously shown that skin memory T regulatory
cells express CXCR3, that these cells are expressed in vitiligo skin
during the depigmenting process and they remain in the skin
even after repigmentation32. Those cells can be an important
source of IFNγ production and their presence in repigmented
areas could explain the recurrences of vitiligo lesions which often
affected the same skin locations. However, skin memory T reg-
ulatory cells need that the adaptive immunity occurs to be
recruited and thus can’t be the initial source of IFNγ production.
Thus, they can’t explain the initial steps that lead to the recruit-
ment and activation of T cells against melanocytes and the
development of the first clinical lesions. NK and ILC1 cells are
potent producer of IFNγ under endogeneous or exogeneous stress
conditions. Their significant increase in the blood and in the NL
vitiligo skin argues for their key role in the initial production of
IFNγ. Importantly, we showed that melanocytes express CXCR3,
more particularly the CXCR3B isoform. Also known as G
protein-coupled receptor 9 (GPR9), CD183, P-10 receptor, and
MIG receptor, CXCR3 is a chemokine receptor expressed on
autoreactive T cells that have been implicated in a range of
physiological processes and related disorders. CXCR3 is largely
absent from naive T cells but is upregulated upon activation with
antigen and recruits activated cells to sites of tissue inflammation
in response to its primary ligands: CXCL9, CXCL10, and
CXCL11. CXCL9 and CXCL10 are strongly produced in many
autoimmune and inflammatory diseases leading to the accumu-
lation of CXCR3+T cells with Th1 phenotypes33. CXCR3 has
three isoforms in human: CXCR3A, CXCR3B and CXCR3Alt34.
Importantly, the isoform B is absent in rodents therefore the
expression nor the role of CXCR3B could be investigated in
vitiligo animal models, thus requiring to be studying in human
samples. The isoform CXCR3A is expressed by T lymphocytes
and has an important role in the adaptive immune system30.
CXCR3A activation induces differentiation and proliferation.

Fig. 4 CXCL10 activates melanocytic CXCR3B to induce apoptosis. a Effect of CXCL10 (5, 20, 100 pg/ml) on cell viability in unstimulated or IFNγ

stimulated (50 ng/ml for 48 h) melanocytes from vitiligo patients, in presence or absence of CXCR3 antagonist AS612568 (0.02 μM, 0.2 μM or 2 μM)

(n= 5–8). Cell viability was monitored using lncuCyte® live cell fluorescence imaging system. b Illustrates live IncuCyte images of vitiligo melanocytes 24 h

after exposure to CXCL10 in cells transfected with siC or siCXCR3. Melanocytes were tracked with CellTrackerTM Red CMPTX dye and dead cells tracked

with IncuCyte® Cytotox Green reagent. Co-localised yellow cells represent dead melanocytes. The effect of siCXCR3 (or its siC) on CXCL10 (100 pg/ml)-

induced death of healthy (n= 4–8) and vitiligo (n= 4) melanocytes are shown in c. In d healthy and vitiligo melanocytes (n= 6–12) were transfected with

siCXCR3B (or its siC) and melanocyte death shown at 24 h following CXCL10, CXCL9 or CXCL11 (100 pg/ml) stimulation. In separate experiments, cell

lysates was used to study the signalling pathway induced by chemokines, IFNγ (50 ng/ml) or Staurosporine (positive control, 1 μg/ml) at 24 or 48 h post

stimulation, measuring the expression levels of phosphorylated and total p38 and total and cleaved poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) by Western Blot

analysis (e). HSP90 was used as an internal loading control. Representative blot of 3 separate experiments is shown. Total and cleaved caspase-3 activity

(f) and proportion of apoptotic cells (counted as % Annexin V+DAPI+cells in FACS analysis) (g) from healthy (n= 4) and vitiligo (n= 4) melanocytes

stimulated with 100 pg/ml CXCL10 for 24 h in presence or absence of QVd OPh (10 μM, caspase inhibitor) (h). Results are shown as individual dot plots

with a line at mean ± SEM
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CXCR3B is only marginally expressed at the surface of immune
cells and its activation induces apoptosis. We show here that
CXCR3B expression is low at baseline in melanocytes extracted
from healthy subjects and increases under IFNγ stimulation.
Melanocytes from vitiligo patients have elevated basal expression
of CXCR3B. Interestingly, we also observed a significant increase
in CXCR3B expression in melanocytes from NL skin of vitiligo
patients compared to the skin of healthy volunteers, reinforcing
the data showing that melanocytes from vitiligo patients have
intrinsic defects19. We demonstrate that CXCL10 activates the
downstream pathway of CXCR3B in melanocytes of vitiligo
patients, leading to their apoptosis. CXCL9, and in a much lesser
extent CXCL11, are also able to induce some CXCR3B-induced
apoptosis of melanocytes, but in a much less effective manner

compared to CXCL10. It has previously been demonstrated that
CXCL10 has a much greater binding affinity for CXCR3B com-
pared to CXCL9 or CXCL11 while the affinity is similar between
the three chemokines for the CXCR3A isoform35. This may be
attributed to differences in special conformation between
CXCR3A and CXCR3B36.

We show that CXCL10-induced apoptosis occurs to a greater
extent in melanocytes extracted from vitiligo patients and that
this apoptosis can be prevented by using CXCR3 antagonists, by
silencing CXCR3B, or by using caspase-inhibitors. Few data are
available on the expression and the role of CXCR3B in non-
immune cells, however CXCL10 was shown to inhibit angio-
genesis by activating CXCR3B at the surface of endothelial cells
and inducing their apoptosis37. We further demonstrate that
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Fig. 5 T cells enhance CXCL10-induced melanocyte death by induction of adaptive immunity. a CXCL10-induced death of vitiligo melanocytes in presence

or absence of patients own autologous T cells. As above, IFNγ-pretreated melanocytes were exposed to CXCL10 in presence or absence of CXCR3

antagonist AS612568 (2 μM). The next day, media was replaced and 3 days later patient’s own CD3+ T cell were sorted and added to the melanocytes

(n= 3) prior to initiation of IncuCyte. b At the end of the experiment (~48 h), supernatant was collected, remaining cells trypsinised and cytospin sections

prepared for immunofluorescence detection of co-stimulatory (CD40, CD80, HLA-DR) and adhesion (ICAM-1) molecules on melanocytes. c T cell-

induced potentiation of melanocyte death in IFNγ-pretreated melanocytes (compared to untreated melanocytes) was associated with a parallel increase in

the number of CD3+ T cells which was supported by increased expression of Ki67+cells in the same cytospin sections d. Results are shown as individual

dot plots with a line at mean ± SEM. e T cell proliferation was quantified by flow analysis measuring the percentage of CD3+CSFE+ cells undergoing 0, 1, 2

or 3+divisions (n= 3). Labelled cells at time zero was used as a negative reference, unstimulated cells left in culture for 72 h before labelling as a control

and cells stimulated with PHA for 72 h (Phytohemagglutinin, 5 μg/ml) as a positive control
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under IFNγ and CXCL10 stimulation, several vitiligo melanocytes
undergo apoptosis when the remaining ones become activated
expressing CD40, CD80, HLA-DR (MHC-II) and ICAM-1 at
their surface and present their own antigens, subsequently trig-
gering T cell proliferation and the onset of the adaptive response
by the lymphocytes. The fact that melanocytes may become
antigen presenting cells upon IFNγ stimulation was suggested
years ago21. We show here that not only vitiligo melanocytes
undergo initial apoptosis through the CXCR3B activation at their
surface but may also be the presenting cells that initiate the
adaptive response against themselves. This CXCR3B-induced
apoptosis that occurrs before T cells are attracted could also
explain the reduced number of melanocytes that is observed in
NL vitiligo skin38. Thus, both phenotypically normal melanocytes
as well as NK and ILC cells from vitiligo patients respond dif-
ferently to various stimuli when compared to cells from healthy
donors. These data suggest that all these cells harbour genetic
abnormalities. These results are in accordance with the genetic
studies which reported allelic variations in innate and adaptive
immune genes but also in melanocytic genes39.

Taken together, our results shed light on the initial events that
trigger the anti-melanocyte auto-immunity and give light to the
melanocytes as a central player in the initiation of this process.
Upon endogenous or exogenous stress, NK and ILC1 produce
IFNγ that induce the production of chemokines by not only
keratinocytes but by melanocytes. These chemokines attract and
activate T cells and furthermore, CXCL10 induces the initial
apoptosis of some melanocytes resulting in release of auto-
antigens. Activated by the local production of IFNγ, the
remaining melanocytes express co-stimulatory molecules (CD40,
CD80, MHC-II, ICAM-1) and present their own antigens to the
T cells attracted by the chemokines and initiate the adaptive
response (Fig. 6). These results emphasize the key role of
CXCR3B in the initial apoptosis of melanocytes and identify this
receptor as a target to prevent and to treat vitiligo by acting at the
very early steps in the destruction of melanocytes.

Methods
Biological samples and experimental outline. A total of 21 subjects were
recruited for this study (Table 1). Fourteen vitiligo patients (n= 14) with stable
disease were enrolled (Department of Dermatology, L’Archet Hospital, CHU Nice)
after informed, written consent was obtained. Eight healthy controls (n= 8) were
recruited from the same clinic who were surveilled for skin cancer (suspicious
biopsy or familiar history) but were negative on examination. The two groups were
matched for gender, age, and location. The study was approved by the National
ethics committee (N12.034). From each vitiligo patient, we obtained 3 × 4-mm skin
punch biopsies (1 lesional, L and 2 non-lesional, NL) and for each healthy control 2
NL biopsies. Fifty (50) ml of blood was obtained from all subjects. L and NL skin
was processed for immunohistochemistry and the remaining NL biopsy used to
extract primary melanocyte from the skin which were then propagated in vitro.
Blood was used to isolate peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by Ficoll
gradient centrifugation (Lymphoprep®, Euromedex, France). Ten million PBMCs
were used immediately for FACS analysis to examine the phenotype and frequency
of NK/ILC in the blood (for markers see below). The remainder of PBMCs
(30–40 × 106) were frozen down in FCS 10% DMSO and kept at −156 °C for
subsequent sorting of NK/ILC populations and co-culturing with patients own
autologous primary melanocytes extracted from their skin biopsies. Propagation of
primary melanocytes in vitro takes 2–3 months to obtain sufficient number of
melanocytes required for the experiment.

Immunofluorescence and immunohistochemistry. One L and NL skin biopsy
from each patient was embedded in Tissue-Tek® O.C.T medium in cryomolds
(Sakura Finetek, USA), snap-frozen in liquid nitrogen-cooled isopentane (2-methyl
butane) and stored at −80 °C before cutting. Tissue was cut with microtome into
7 μm sections and fixed on Superfrost Plus slides. After 20 min of air-drying,
sections were fixed in ice-cold acetone (30 min at −20 °C) and saturated for 2 h at
RT with PBS 5% BSA 3% normal goat serum. For detection of Granzyme B+ NK
cells and IFNγ-producing NK cells, we incubated sections overnight at 4 °C with
specific primary antibodies directed against human CD3, CD56, Granzyme B or
IFNγ (Abcam and all used at 1:100). The next day the signal was revealed by
incubating for 1 h at RT with secondary antibodies conjugated to

fluorochromogens (1:1000) and slides mounted with Prolong® Gold Antifade
Reagent with DAPI (Thermofisher). CD3-CD56+ NK cells were visualized as red
immunostained cells, Granzyme B and IFNγ as green and yellow as co-localised
NK cells containing Granzyme B or IFNγ. In isotype controls, the primary anti-
body was omitted. To confirm immunofluorescence results, skin slides were stained
with immunohistochemical markers directed against human CD3, CD56 and
Granzyme B using automated staining protocols (Dako Autostainer Link 47) and
results were interpreted by pathologist Dr. Nathalie Cardot-Leccia (Pasteur Hos-
pital, CHU Nice). In situ ILC1 population was detected using anti-human CD161
(green) (Novus Biological, US) and anti-Tbet (BioLegend, London, UK) (red) with
the use of True-Nuclear® Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) for nuclear
staining. CD161+ Tbet+ cells were visualized as red and confirmed to be CD3,
CD19 and CD14 negative but CD127+. Semi-quantitative analysis of all immu-
nofluorescence images and positive immunoreactive cells were counted over 10
non-overlapping fields in 5–8 patients/group using either Nikon A1R confocal
microscope or Leicca microscope, both at 40× objective.

FACS analysis of NK and ILC populations in the blood. Total NKs were defined
as CD3-CD56+ cells. Cytotoxic or cytokine-producing NKs were differentiated
based on their additional CD16 expression whereby CD56bright CD16dim cells are
cytokine producing NKs and CD56dim CD16bright are cytotoxic NK cells. Gating
strategy for ILC subpopulations initially involved gating all live PBMCs for negative
Lineage selection (to exclude CD3+ T cells, CD19+ B cells, CD14+ macrophages,
CD34+ eosinophil progenitors, CD123+ dendritic cells and TCR). Lin- cells were
then selected for CD127 positivity which stains for all ILCs but not NK cells which
are CD127-. Finally, CD117 (c-kit) and CRTh2 (prostaglandin D2 receptor,
CD294) markers were used to delineate between the 3 ILC subclasses whereby ILC1
were defined as Lin-CD127+ CRTh2-CD117-, ILC2 as Lin-CD127+CRTh2+
CD117+ and ILC3 as Lin-CD127+ CRTh2-CD117+ cells. All antibodies were
purchased from Miltenyi (Paris, France). Gating strategies are shown in Supple-
mentary Fig. 1.

Isolation of primary human melanocytes. On arrival, skin biopsies were rinsed in
70% ethanol followed by 2 × PBS 1% Antibiotic-Antimycotic solution (Gibco),
prior to dissociation of dermal-epidermal junctions by overnight digestion in a
Dispase solution (Life Technologies) at 4 °C. The next day, dermis was discarded
and epidermis digested in a trypsin/EDTA solution for 20 min at 37 °C. Cellular
suspension was passed through a 70 μm filter and melanocytes re-suspended in
MCDB 153 medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with 2%
fetal bovine serum (FBS; Perbio, Cramlington, UK), 5 μg/ml insulin (Sigma-
Aldrich), 0.5 μg/ml hydrocortisone (Sigma-Aldrich), 16 nM tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) (Sigma-Aldrich), 1 ng/ml fibroblast growth factor (FGF; Pro-
mega, Madison, WI, USA), 15 μg/ml bovine pituitary extract (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) and 10 μM forskolin (Sigma-Aldrich). Melanocytes were maintained at
37 °C in 95% O2/5% CO2 atmosphere and supplemented with 0.08% G418
geneticin (20 μg/ml, Invitrogen) for ~2 weeks to eliminate rapidly growing cells
(i.e., keratinocytes hence selecting for melanocyte propagation). Once selected,
melanocytes were grown in Cascade Biologics 254 medium (ThermoFisher Sci-
entific) with Human Melanocyte Growth Supplement (HMGS, Gibco).

Response of NK and ILCs to stress. NK and total ILC were sorted (SH800S Cell
Sorter, Sony Biotechnology) from PBMC of healthy and vitiligo patients using the
same strategy as for FACS analysis (Supplementary Fig. 1). Sorted NKs were plated
in round-bottom 96-well plates in RPMI 10% FCS prior to stimulation with three
different stress-inducing DAMP molecules including H2O2 (0.1, 1, 10 μM) (Sigma-
Aldrich Chimie, Lyon France), HMGB1 (250, 500 or 1000 ng/ml) or HSP70 (TKD
peptide at 250, 750 or 1500 ng/ml) (both from Abcam, Cambridge, UK). Super-
natant was collected at 24, 48 or 72 h post stimulation. IFNγ and chemokine
(CXCL9, CXCL10 and CXCL11) production was measured using commercially
available ELISA kits (PeproTech, NJ, USA).

Response of melanocytes and keratinocytes to exogenous IFNγ. NHM and
NHK were isolated from neonatal foreskin obtained after circumcision as pre-
viously described. Cells were stimulated with IFNγ (50 ng/ml, Miltenyi Biotec) for
24 h. Cell pellets were harvested for extraction of RNA (using RNeasy kits, Qiagen)
and 1 μg RNA used to synthesize cDNA using the Reverse Transcription System
(Promega) which was then used as a template for amplification by real-time qPCR
with SybrTM Green reagent (Life Technologies, CA, USA) and specific primers
directed against CXCL4, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 genes. All measurements
were performed in triplicate and results normalized to the expression of the SB34
housekeeping gene. In separate experiments, primary melanocytes from healthy
and vitiligo skin biopsies were also stimulated with IFNγ and 24 h later both cell
pellets and supernatants were collected for measurement of chemokine production
at mRNA and protein level.

ILC and melanocyte co-culture. The supernatant from the NKs and total ILCs
which were previously sorted from PBMCs and stressed with 1 μM H2O2 for 48 h
was replaced with fresh media prior to cells being directly added to their own
primary autologous healthy or vitiligo melanocytes. Melanocytes were also
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incubated with autologous non-stressed NKs or total ILCs as controls. Positive
controls were wells directly stimulated ex vivo with 50 ng/ml IFNγ. Supernatant
was collected 24 h post incubation with innate cells or IFNγ to measure melanocyte
production of CXCL9, CXCL10, CXCL11 and IFNγ by ELISA.

Detection of CXCR3B on human melanocytes. Melanocytes from healthy and
vitiligo subjects were stimulated with 50 ng/ml IFNγ for 24 h and cell pellets
harvested for RNA extraction. Real-time qPCR was performed using specific

primers directed against CXCR3 total or against CXCR3B and results normalized
to the house-keeping gene SB 34 (Supplementary Table 1). CXCR3B mRNA levels
were compared to expression in healthy human keratinocytes at baseline and
following IFNγ stimulation. In separate experiments, melanocytes and keratino-
cytes were grown on cover slides in 12-well plates and stimulated with IFNγ as
above. Twenty-four hours later, they were fixed with 1% paraformaldehyde,
saturated in PBS 3% BSA containing 3% goat serum for 1 h and incubated over-
night at 4 °C with primary antibody directed against CXCR3B (1:200) (Proteintech,
USA). The next day, slides were washed 3× with PBS 3% BSA 0.1% Tween20 prior
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cells are more sensitive to stress compared to healthy individuals and in response, they produce large amount of IFNγ (2) that induces the secretion of

chemokines by keratinocytes and to a lesser extent by melanocytes (3). These chemokines (mostly CXCL10), bind chemokine receptor CXCR3B at the

surface of melanocytes and induces their initial apoptosis and release of melanocytic antigens. The remaining melanocytes stimulated by IFNγ express co-

stimulatory (CD40, CD80, HLA-DR) and adhesion (ICAM-1) molecules and start presenting their own antigens to the naive T cells attracted by the

chemokines (5), thus initiating the initial steps involved in anti-melanocytic immunity in the skin (6). c Schematic representation of vitiligo skin treated with
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to incubation for 1 h with secondary antibody (goat anti mouse AF594, 1:1000 at
RT) and mounted with Prolong Gold Antifade reagent with DAPI (Thermofisher,
Waltham, USA). The number of CXCR3B+ immunoreactive cells (red) were
counted over 10 non-overlapping fields and expressed as CXCR3B+ immuno-
fluorescence per μm2. For in situ detection of CXCR3B+ melanocytes in the
human skin, OCT frozen sections were permebilised with PBS 0.3% TritonTM X-
100 (Abcam, France) for 10 min prior to saturation with PBS 5% BSA 10% normal
goat serum and 0.05% TritonTM X-100 for 2 h at RT. Slides were then incubated
overnight at 4 °C with primary antibodies (polylonal anti-MITF, 1:50, Sigma
Aldrich and monoclonal anti-CXCR3B, 1:50, Proteintech) and the next day 1 h
with secondary antibodies (anti-mouse AF594 and anti-rabbit AF488, both 1:1000)
prior to mounting the slides and visualizing under confocal microscope (Nikon
A1R using a ×60 objective. For each slide (5 subjects per group), the number of
MITF+CXCR3B+ cells (yellow immunostaining) were counted and averaged over
six non-overlapping fields. CXCR3B staining in melanocytes was confirmed using
another melanocyte marker gp100 (PMEL, premelanosome protein, 1:200,
Abcam).

Live imaging of melanocyte viability and proliferation. Melanocytes were plated
in 96-well plates (10,000/well) and stimulated with 50 ng/ml IFNγ for 48 h prior to
transfection with 50 or 80 nM siCXCR3 or siC (SmartPool scramble sequence
siRNA, Dharmacon, France) or with 80 nM custom-designed siCXCR3B or siC
(ThermoFisher, France) using Lipofectamine® RNAiMAX Reagent (Invitrogen,
France) in optiMEM medium (Invitrogen). Next day, media was replaced and
melanocytes stained with CellTracker® Red CMPTX dye for 20 min at 37 °C (1 μM,
Molecular Probes, USA) before addition of 100 pg/ml recombinant human CXCL9,
CXCL10 or CXCL11 (PeproTech) to melanocytes. Finally, Incucyte® green Cytotox
Reagent (100 nM, Essen Bioscience, Michigan, USA) was added to all wells and
melanocyte death monitored in real-time using IncuCyte® Zoom live-cell imaging
system (Essen Biosciences) which was inside a 37 °C humidified CO2 incubator
scanning the plate every 2 h. Multiple images were collected per well and quanti-
fication of dead melanocytes (yellow co-localised cells) was analysed using the
integrated Zoom® software. In separate experiments, non-transfected cells were
pre-incubated with IFNγ and 48 h later treated with CXCR3 antagonist AS612568
(0.02, 0.2, 2 μM, Calbiochem, China) and Cytotox® Reagent added just before live
imaging. To try and mimic an in vivo situation, vitiligo melanocytes were stimu-
lated with IFNγ (to upregulate their CD40 and CXCR3B expression) and 48 h later
stimulated with CXCL10 (100 pg/ml). The next day, supernatant was removed and
replaced with fresh media. In separate experiments, 24 h post CXCL10 stimulation,
all media was replaced and melanocytes left in culture for another 72 h before
adding either allogeneic PBMC (positive control experiments) or autologous non-
stimulated and sorted CD3+ T cells (1 × 106/ml) prior to IncuCyte live imaging. At
the end of the experiment (~40 h later), remaining melanocytes were trypsinized
and co-stimulatory (CD40, HLA-DR, CD80) and adhesion cell markers (ICAM-1)
on melanocytes, as well as proliferating T cells (CD3+ and Ki67+) were examined
by immunofluorescence staining of cytospin sections. Monoclonal antibodies
directed against human CD40 (G28.5, 1:100), HLA-DR (TU36, 1:200), CD80
(L307.4, 1:50) and ICAM-1 (HA58, 1:400) were purchased from BD Biosciences
(San Diego, CA, USA). Ki67 rabbit monoclonal antibody (SP6, 1:200) was pur-
chased from Abcam (Cambridge, UK). The number of CD3+ T cells in IncuCyte
was counted from time-lapse images with Fiji software using a macro whereby a
median filter was initially applied prior to application of ‘Find Maxima’ function to
identify and count all non-stained dark spots in the images. Quantification of
proliferation was performed using flow cytometry and CellTrace CFSE cell pro-
liferation kit (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Briefly, 1 × 106 cells were
labelled with 5 μM of CFSE in 96-well plates and 72 h later, cells collected, stained
with anti-CD3 conjugated to APC (BD Biosciences, 1:100) and fluorescence
measured with MACSQuant Analyzer (Miltenyi, Paris, France). Labelled cells at
time zero was used as a negative reference, unstimulated cells left in culture for 72 h
before labelling as a control and cells stimulated with PHA for 72 h (Phytohe-
magglutinin, 5 μg/ml) as a positive control.

CXCL10-induced signalling in healthy and vitiligo melanocytes. Protein sam-
ples from primary melanocytes stimulated with CXCL9, CXCL10, CXCL11 (100
pg/ml) or IFNγ (50 ng/ml) for 24 h were extracted in buffer containing 50 mmlo/L
Tris-HCl (pH 7.5), 15 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100 and 1× protease and
phosphatase inhibitors. Cell lysates (30 mg) were separated on SDS-polyacrylamide
gel (SDS-PAGE) and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane
(Millipore Corp). The membranes were incubated with antibodies directed against
total and active p38 and poly ADP-ribose polymersase (PARP) (Cell Signalling
Technology, 1:1000) followed by peroxidase-linked secondary antibodies. HSP90
was used as house-keeping genes. Reactive protein bands were detected using
chemiluminescent substrate (ECL System, Amersham) and Fujifilm LAS-4000
system. Staurosporine (1 μg/ml) was used as a positive control. In parallel
experiments, to confirm the role of apoptosis in CXCL10-induced melanocyte
death, cells were pretreated with IFNγ and stimulated with CXCL10 (100 pg/ml) in
presence of absence of QVd OPh (10 μM, caspase inhibitor, Biosciences) for 24 h.
Cell lysates were prepared for assessment of total and cleaved Caspase-3 activity
(Cell Signalling Technology, 1:1000) by WB and remaining cells stained with
Annexin V conjugate (Miltenyi, France) and DAPI for FACS analysis.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed with Graphpad Prism®

6 software. Mann-Whitney non-parametric analysis was used to test unpaired
differences between groups and Wilcoxon signed rank test for paired differences.
Differences were considered significant at P < 0.05.

Data availability
The data that support the findings of this study are available from the corresponding

author upon reasonable request.
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ABSTRACT: Cancer is the second cause of deaths worldwide and is forecasted to affect more that 22 million people in 2020.
Despite dramatic improvement in its care over the last two decades, the treatment of resistant forms of cancer is still an unmet
challenge. Thus, innovative and efficient treatments are still needed. In this context, we report herein the synthesis and the
evaluation of a new class of bioactive molecules belonging to the N-(4-(3-aminophenyl(thiazol-2-yl)acetamide family. Structure−
activity relationships could be driven and resulted in the discovery of lead compound 6b. The latter display high in vitro potency
against both sensitive and resistant cancer cell lines on three models: melanoma, pancreatic cancer, and chronic myeloid leukemia
(CML). 6b leads to cell death by concomitant induction of apoptosis and autophagy, shows good pharmacokinetic properties,
and demonstrates a significant reduction of tumor growth in vivo on A375 xenograft model in mice.

■ INTRODUCTION

Cancer is one of the major causes of death with approximately
8.2 million lethal cases in 2012. According to the American
Cancer Society, 14.1 million people affected by cancer have
been inventoried in 2012, and this number is expected to reach
22 million cases over the next two decades, due in part to the
increase in life expectancy.1 Cancer is characterized by the
uncontrolled growth of abnormal cells that have the potential
to invade and to spread throughout the body with the
consequence of threatening the survival of the organism.
Different strategies can be considered to relieve patients

diagnosed with cancer, all having however their own limitations.
When possible, surgery and radiation therapy are applied as first
treatment to most tumor masses. Surgery is the most effective
intervention for localized tumors but often damage large parts
of healthy tissues or organs and the small tumors or the not
visible metastases cannot be removed.2 In all cases, a molecular
treatment must be applied to kill the remaining cells,3 and those
treatments are characterized by their general lack of efficiency

and a significant to crippling toxicity for radio- and chemo-
therapy agents. Ultimately, the overall efficacy of the responses
to cancer remains quite limited, especially in advanced stages of
the disease when metastases develop, for which treatments
often only provide a means to delay death events for some
months.
One of the major causes of the failure of cancer

chemotherapies is drug resistance, which represents nowadays
a critical clinical challenge in oncology.4 This phenomenon is
encountered either at the first attempt when tumors do not
respond to treatment (intrinsic resistance) or over the course of
the treatment when tumors initially respond but then relapse
(acquired resistance).5 Overall, tumor cell resistance is a
complex process that expresses itself simultaneously at different
levels: with first line nonspecific barriers that diminish
intracellular drug concentration like efflux pumps or metabo-
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lism,5a then with more specific and flexible defenses related to
the signaling pathways or to the molecular target.6 The
development of the targeted therapies in the past 15 years on
which many hopes have relied is particularly prone to the
apparition of acquired resistances.7 Immunotherapies, although
recent advances have demonstrated promising results in terms
of efficacy and benefit for patients,8 are also concerned by
intrinsic and acquired resistances.9 Thus, in parallel or in
combination with current therapies, the research and develop-
ment of new drugs is of great importance to fight intrinsic
resistance, to delay the emergence of resistant cell populations,
or to restore their sensitivity to the level before the apparition
of resistance.
In this context, we describe herein the discovery and

optimization of a new class of drug-like molecules with
antiproliferative activity against tumor cells. On the basis of
initial findings showing antiproliferative activity of the well-
known antidiabetes drug troglitazone,10 a new scaffold was
constructed by iterative structure−activity relationships: N-(4-
(3-aminophenyl(thiazol-2-yl)acetamides. From this scaffold, a
number of compounds was synthesized and were found to
exhibit significant activity against a panel of cancer cell lines,
both sensitive and resistant to respective standard treatment
drugs. We focused on three important pathologies: (1)
melanoma, which is an aggressive form of skin cancer displaying
one of the highest mortality rates and for which resistance
problems to recent B-raf inhibitors is a major concern,7b (2)
chronic myelogenous leukemia (CML), a largely studied and
well characterized tumor cell model, as demonstrated by the

successful development of the kinase inhibitor imatinib, and (3)
highly deadly pancreatic cancer, for which the keystone
treatment proposed relies on the old nucleoside analogue
gemcitabine, which displays low response rates, high toxicity,
severe adverse effects, and very high resistance occurrence,
leading to only few weeks enhancement in median survival.11

From the initial hits structure, 29 active compounds divided
into two series were synthesized and evaluated for their
cytotoxic potential on a melanoma A375 cell lines model. The
10 most active compounds were screened on a panel of
melanoma, CML, and pancreatic cancer cells, either sensitive or
resistant to the standard drugs. The high cellular activities
measured against these three cancers, especially their capacity
to affect resistant cells, together with the selectivity observed
over healthy cells, prompted us to study the pharmacological
parameters of our lead compound 6b in mice. No apparent
toxicity was observable based on animal behavior, diet, and
organs weight, and the pharmacokinetic profile proved amply
favorable to in vivo studies, which were conducted on
melanoma xenograft mice models and demonstrated the potent
in vivo activity of compound 6b.11

■ RESULTS AND DISCUSSION

Chemistry. This work was initiated from the discovery in
our laboratories that molecules belonging to thiazolidinediones
(TZD) class were displaying non-negligible death induction of
melanoma cell lines by apoptosis.10 TZD, and particularly its
most representative derivative troglitazone (Figure 1), are
known PPARγ nuclear receptor ligands, which are previously

Figure 1. Structures of troglitazone and of the first hits identified.

Scheme 1. Synthesis of Analogues 4a−c and 5a−xa

aReagent and conditions: (a) Br2, AlCl3, diethyl ether, 0 °C to rt, 1 h (97%); (b) N-acetylthiourea, EtOH, 80 °C, 30 min (92%); (c) NaBH4, Pd/C
(10% mol), CH2Cl2/MeOH (50:50), 0 °C to rt, 1 h (83%); (d) acid chloride, pyridine, 0 °C, 2 h (61−82%); (e) sulfonyl chloride, triethylamine,
CH2Cl2/DMF (9:1), 25 °C, (22−74%).
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used in the treatment of type 2 diabetes to increase insulin
signaling and regulate glucose homeostasis.12,13 The independ-
ence between PPARγ activation and the cytotoxic effects of
TZD observed on melanoma was subsequently demonstrate-
d.10a From these promising preliminary results, we started a
medicinal chemistry study aimed at modifying the TZD
structure in order to overcome PPARγ activity and reach a
full selectivity toward apoptosis of neoplastic cells. By iterative
structure−activity relationships, we first showed that the
thiazolidinedione part of troglitazone was necessary for the
antiproliferative activity, whereas the presence of the (1-
methylcyclohexyl)methoxy moiety rather provided affinity
toward PPARγ receptors (data not shown). It was later found
that the thiazolidinedione moiety could be advantageously
replaced by a 2-aminothiazole ring and that the direct linkage,
without the methylene group, to the phenyl ring was also
benefic. This leads to the identification of the first hits 4-(3-
aminophenyl)thiazol-2-amine and N-(4-(3-aminophenyl)-
thiazol-2-yl)acetamide (Figure 1).
From these hit structures displaying moderate micromolar

cellular activities (vide infra), we explored modifications on the
aniline nitrogen atom by attaching linear, cyclic, or hetero-
aromatic groups linked by an amide or sulfonamide function.
The synthesis of all analogues was performed as depicted in

Scheme 1. The phenyl-thiazole core was prepared via a
Hantzsch aminothiazole synthesis according to our previously
reported procedure.14 The first step consists in the α-
bromination of meta-nitroacetophenone. The use of a catalytic
amount of aluminum trichloride under strict control of
temperature and reaction time allowed obtaining only the
desired monobrominated derivative in quantitative yields.14

Then bromoketone 1 is reacted with acetylthiourea under
Hantzsch conditions to afford 2-aminothiazole 2. Palladium
hydride reduction of the nitro group gave the corresponding
aniline 3. The different derivatives were obtained by coupling
aniline 3 with various acid chlorides (4a−c) or sulfonyl
chlorides (5a−x). Alternatively, a Sonogashira coupling
between 4-iodoaryl 5x derivative and the suitable terminal
alkynes afforded compounds 6a and 6b (Scheme 2).
The structures of all synthesized derivatives are summarized

in Table 1. The series A (2, 3, 4a−c, 5a−q) was first designed
to explore the introduction of various aromatic or hetero-
aromatic rings linked by an amide or sulfonamide function.
Compounds of series B (5r−x, 6a−b) were later synthesized to
study the modulation in the para position of phenylsulfonyl
group of 5f with various hydrophobic groups. In total, 29
compounds were synthesized and tested for their cytotoxic
properties.
Biological Evaluation. Cytotoxic Activity against Mela-

noma Sensitive Cells. The cytotoxic potency of the 22
compounds of series A was first evaluated using a cell viability

assay on A375 human melanoma cells upon single dose
treatment. All cell viability values are summarized in Table 2.
The structure of this first series of compounds and the

measured activity allowed us to define the first structure−
activity relationship. Our results showed that all compounds
present an activity in the medium to low micromolar range.
Five-membered aromatic rings (4b, 5a−e) as well as bicyclic
heteroaromatics (5l−q) seem unfavorable, with viability values
close to or higher than the parent aniline 3. Alkyl or aryl groups
without H-bond donating capability proved generally more
active than 3. Two interesting features are noteworthy. First,
substitution with apolar groups on a phenyl ring seems
favorable (5g−k vs 5f) and para substitution preferred over
meta position (5h vs 5g, 5k vs 5j). Second, a sulfonamide is
greatly preferred over an amide link (5k vs 4c).
These first findings prompted us to prepare a second series

of nine derivatives bearing apolar groups in para position of a
phenyl ring and linked on the aniline by a sulfonamide. The
activities of compounds of series B presenting different alkyl,
halogen, or alkyne groups are summarized in Table 3.
With the exception of the bis-phenyl derivatives (5v−w), all

compounds showed a strong activity better than the parent 4-
tolyl group of 5h. Three compounds (5x, 6a, and 6b)
demonstrated activities below the threshold of the test with
no cell survival at 10 μM after 48 h treatment.
Over the two series, the general tendency proved that

aliphatic substituents in para position are the best tolerated on
this scaffold. This first cell viability screening allowed us to
select 10 compounds (three of series A and seven of series B),
displaying activities below 20% at 10 μM to study their
cytotoxic potential against different sensitive and resistant cell
lines.
On the basis of the initial SAR deduced from Tables 2 and 3,

the 10 selected compounds (4c, 5h, 5k, 5r−u, 5x, 6a−b) were
evaluated against resistant melanoma cell lines as well as against
one hematologic cancer (CML) and one solid cancer
(pancreatic cancer), which are significantly affected by
resistance phenomena.

Evaluation against Melanoma Sensitive and Resistant
Cell Lines. The growth inhibition was tested for melanoma
against human A375 sensitive cells and compared to the
resistant cell lines A375 R5C3 (rendered resistant after in vitro
excessive prolonged exposure to vemurafenib, the standard
BRaf inhibitor) and A375 RIV (rendered resistant after in vivo
excessive prolonged exposure to vemurafenib).15 The cell
viability values are depicted in Table 4 and Chart 1.
We observed that at 10 μM, whatever the cell lines (sensitive

or resistant), all the 10 compounds proved more active than the
reference B-Raf inhibitor vemurafenib on A375 melanoma cells.
An apparent correlation between the size of the apolar
substituent in para position and the activity could be drawn,

Scheme 2. Synthesis of Analogues 6a−ba

aReagents and conditions: (a) 4-iodosulfonyl chloride, triethylamine, CH2Cl2/DMF (9:1), 25 °C, 20 h (60%); (b) from 5x, hex-1-yne or oct-1-yne,
DMF, triethylamine, Pd(OAc)2, PPh3, 50 °C, 2 h (72−89%).
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the best compounds being those presenting a bulky iodine
atom or hydrophobic aliphatic chains. Five derivatives (5x, 6a−
b) showed viabilities below 10% for all cell lines, with the best
product being the alkyne 6b, displaying no cell survival at 10

μM. The most interesting finding was their high activity on B-
raf inhibitor resistant cells, compared to vemurafenib, which has
no activity. This first finding suggests a new mechanism of
action of these molecules different from the inhibition of the

Table 1. Structure of All Synthesized Analogues Table 2. Evaluation of the Activity of Series A Compounds

compd % cell viabilitya compd % cell viabilitya

2 47.3 ± 14.3 5g 51.2 ± 11.9

3 38.4 ± 10.1 5h 19.8 ± 3.5

4a 40.0 ± 9.4 5i 26.3 ± 1.2

4b 29.2 ± 3.6 5j 20.4 ± 6.2

4c 18.3 ± 2.4 5k 3.3 ± 3.8

5a 29.6 ± 11.0 5l 46.5 ± 10.3

5b 45.7 ± 12.5 5m 65.5 ± 11.1

5c 37.5 ± 5.9 5n 60.7 ± 2.7

5d 36.8 ± 10.6 5o 29.2 ± 5.9

5e 29.2 ± 3.6 5p 59.5 ± 0.6

5f 72.2 ± 3.6 5q 29.6 ± 14.6
aCell viability on A375 melanoma cells after a 48 h treatment with 10
μM of the indicated compounds relative to a DMSO control ± SD
from three independent experiments, as determined by trypan blue
exclusion assay.

Table 3. Evaluation of the Activity of Series B Compounds

compd % cell viabilitya compd % cell viabilitya

5r 7.5 ± 1.2 5w 26.3 ± 1.2

5s 2.2 ± 3.8 5x <1.0b

5t 2.8 ± 4.8 6a <1.0b

5u 1.5 ± 2.6 6b <1.0b

5v 33.9 ± 14.0
aCell viability on A375 melanoma cells after a 48 h treatment with 10
μM of the indicated compounds relative to a DMSO control ± SD
from three independent experiments, as determined by trypan blue
exclusion assay. bNo viable cells.

Table 4. Evaluation of the Activity against Sensitive and
Resistant Melanoma Cell Lines

cell viability at 10 μM for 48 h

compd
% cell viabilitya

A375 (sensitive)

% cell viabilitya

A375 R5C3
(resistant)

% cell viabilitya

A375 RIV
(resistant)

4c 18.3 ± 2.4 63.8 ± 8.1 30.0 ± 5.8

5h 19.8 ± 3.5 75.9 ± 4.3 53.3 ± 8.8

5k 3.3 ± 3.8 49.6 ± 3.1 33.3 ± 6.7

5r 7.5 ± 1.2 80.1 ± 5.8 26.7 ± 3.3

5s 2.2 ± 3.8 9.9 ± 6.2 26.7 ± 3.2

5t 2.8 ± 4.8 15.6 ± 2.6 <1.0b

(27.7 ± 0.9)c

5u 1.5 ± 2.6 51.1 ± 6.8 <1.0b

(39.4 ± 1.9)c

5x <1.0b 8.4 ± 2.8 10.0 ± 0.1

6a <1.0b 7.8 ± 4.7 10.0 ± 5.8

6b <1.0b <1.0b (83.0 ± 7.5)c <1.0b

(12.0 ± 1.2)c

vemurafenib
(5 μM)

44 ± 3.6 101.4 ± 1.9 76.7 ± 3.3

aCell viability on A375 melanoma cells after a 48h treatment with 10
μM of the indicated compounds relative to a DMSO control ± SD
from three independent experiments, as determined by trypan blue
exclusion assay. bNo viable cells. cCell viability after a 48h treatment
with 1 μM due to high potency at 10 μM.
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Raf pathway and therefore prompted us to test these
compounds on other cancer cell lines.
Activity against Chronic Myeloid Leukemia Sensitive and

Resistant Cell Lines. After the promising results obtained on
melanoma cells, the 10 derivatives were tested against CML
K562 cells, either sensitive or resistant to the standard BCR-
ABL tyrosine kinase inhibitor imatinib. Indeed, if imatinib has
proven to be very effective in achieving high remission rates for
CML patients, up to 33% of them will develop acquired
resistance, due in part to the well-known T315 mutation.16 The
viability values for these cell lines are resumed in Table 5 and
Chart 2.
The 10 derivatives demonstrated also high activity on CML

cell lines at 10 μM. The activity of most derivatives proved in
the same range for sensitive and resistant cells, implying a

different mode of action than BCR-ABL oncoprotein inhibition.
The best activity values were obtained again for 6b that leads to
almost total mortality at the studied concentration.

Activity against Pancreatic Cancer Sensitive and Resistant
Cell Lines. The choice to test our most active compounds on
pancreatic cell lines was driven by the poor diagnosis and
overall survival of patients affected by this cancer, and the few
therapeutic options available in case of resistance.17 Indeed, the
first-line treatment relied almost exclusively on the nucleoside
analogue gemcitabine, which displays a narrow therapeutic
window and growing resistance phenomena that dramatically
reduce the global efficacy of the treatment.10 Therefore, the 10
most active compounds of our series were evaluated against
pancreatic cancer sensitive BxPC-3 cells and MIA PaCa-2 cells
resistant to gemcitabine. The activity of these compounds
against these lines is depicted in Table 6 and Chart 3.
Our compounds proved particularly toxic to pancreatic cells

and caused very high mortality at 10 μM for both sensitive and
resistant cell lines.
Taking all these results together, we selected the most potent

derivate 6b as lead compound for further in vitro and in vivo
studies of this new class of compounds.

Dose−Response Curves against Various Sensitive and
Resistant Cell Lines. First, the dose−activity response of 6b was
evaluated at 10 different concentrations on the seven studied
cell lines. The results are showed in Table 7 and Figure 2.

Toxicity and Selectivity of 6b over Noncancerous Cells.
We next investigated the toxicity of 6b on two noncancerous
cell lines: human keratinocytes and rapid dividing human
fibroblasts. The different cell lines were treated for 48 h with 5
μM and 10 μM of 6b, respectively 10- and 20-fold more than
the EC50 on melanoma cells. The results are given in Table 8
and Chart 4.
At 5 μM, no or marginal toxic effect of 6b was observed on

normal cells, whereas cancer cells displayed almost no survival.
At 10 μM, no significant toxicity was noted on keratinocytes
and fibroblasts. Total mortality of cancer cells was reached at

Chart 1. Evaluation of the Activity against Sensitive and Resistant Melanoma Cell Lines

Table 5. Activity against Sensitive and Resistant K562 CML
Cell Lines

cell viability at 10 μM for 48 h

compd
% cell viabilitya K562

(sensitive)
% cell viabilitya K562

(resistant)

4c 53.9 ± 6.0 89.7 ± 3.7

5h 15.3 ± 1.1 38.5 ± 2.5

5k 31.0 ± 5.9 25.6 ± 2.8

5r 12.8 ± 3.3 27.0 ± 3.6

5s 51.6 ± 3.4 60.9 ± 11.5

5t 51.0 ± 11.3 72.7 ± 8.1

5u 19.4 ± 3.3 35.1 ± 12.6

5x 15.0 ± 2.5 27.0 ± 3.6

6a 26.9 ± 4.6 35.1 ± 8.0

6b 0.6 ± 0.1 3.4 ± 3.4

imatinib
(1 μM)

9.7 ± 0.5 85.5 ± 17.7

aCell viability on K562 CML cells after a 48 h treatment with 10 μM
of the indicated compounds relative to a DMSO control ± SD from
three independent experiments, as determined by trypan blue
exclusion assay.
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this high dosage. These results show a good selectivity of 6b
toward cancer cells at its active concentration.
To demonstrate the effect of 6b on A375 melanoma cells

viability, a clonogenic survival assay was performed. Cells were
plated at low density and treated with 5 or 10 μM of 6b. After
10 days, cells were fixed and stained with crystal violet in order
to visualize the cell colonies (Figure 3A). Treatment with 6b at
5 and 10 μM induced a dose-dependent decrease in the
formation of colonies with respectively 77% and 94% of
clonogenicity inhibition (Figure 3B). Moreover, in the presence
of 6b, the colonies were less dense than the control colonies,
which is consistent with the effect of 6b on cell viability.
Preliminary Results for the Investigation of the Mode of

Action of 6b. At this stage of the study, we were interested in
the mechanism of action of our new family of compounds. To
this end, we set up preliminary experiments aimed at
investigating the mechanism of action of lead compound 6b
and particularly the mechanism of cell death. Flow cytometry
analysis on A375 melanoma cells was performed following the
activation of caspase 3, a key marker of apoptosis (Figure 4A).

6b induces a strong activation of apoptosis with 48% of cells
positive for active caspase 3. Western blot analyses on A375
melanoma cells were performed following the death related
markers poly ADP-ribose polymerase (PARP), a DNA repair
enzyme substrate of apoptosis-related caspase 3, and micro-
tubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3), a protein
involved in autophagy mechanisms (Figure 4B). Indeed, recent
data clearly pointed out the key role of autophagy in cancer
initiation, progression, invasion, metastasis, and, particularly, in
resistance events.18 Autophagy is a natural intracellular system
that delivers cytoplasmic constituents to the lysosome for their
degradation. It plays a wide variety of complex physiological
roles including the regulation of cell homeostasis, metabolism,
and tumor immune response. Although it is generally thought
to be a protective mechanism for the cell, it may, under certain
circumstances, also lead to cell death.18c Indeed, depending on
the context and the type of cancer, autophagy may suppress
tumor growth or may allow cancer cells to overcome metabolic
stress.19

We observed that 6b-stimulated cells displayed an increase of
the cleavage of the PARP enzyme, strongly arguing in favor of
the induction of apoptosis by 6b (Figure 4). We also analyzed
whether 6b might induce autophagy. During autophagy, LC3-I
is converted to LC3-II through the ATG4-dependent insertion
of a phosphoethanolamine moiety before being recruited into
the membrane of the forming phagophore, a double membrane
required for the recycling of protein aggregates and organelles.
Increased LC3-II expression was detected after 6b treatment, as
shown in Figure 4. The significant conversion from LC3-I to
LC3-II observed thus indicates a maturation of autophago-
somes and a contribution of autophagy to the global death
event.
To support these preliminary data, we studied LC3

expression by immunofluorescent staining of melanoma cells
treated with DMSO or 6b (Figure 5). Cells treated with 6b
showed a dramatic increase in LC3 staining compared with the
control, characterized by the presence of LC3 puncta (green
staining) in the cytoplasm of treated cells, reminiscent of
autophagosome formation. These data clearly support that 6b
also induces strong induction of autophagy.
We then evaluated the respective contribution of apoptosis

and autophagy in the cell death induced by 6b. We thus
performed viability assays using specific LC3-siRNAs and the

Chart 2. Activity against Sensitive and Resistant K562 CML Cell Lines

Table 6. Activity against BxPC-3 and MIA PaCa-2 Pancreatic
Cancer Cell Lines

cellular viability at 10 μM for 48 h

compd
% cell viabilitya BxPC-3

(sensitive)
% cell viabilitya MIA PaCa-2

(resistant)

4c 1.5 ± 0.3 7.0 ± 1.4

5h 21.6 ± 1.8 49.1 ± 5.0

5k 0.6 ± 0.1 7.0 ± 0.7

5r 21.0 ± 5.3 40.7 ± 0.7

5s 4.3 ± 1.8 <1.0b

5t <1.0b <1.0b

5u <1.0b <1.0b

5x <1.0b 15.8 ± 0.2

6a <1.0b <1.0b

6b <1.0b <1.0b

gemcitabine
(0.1 μM)

2.0 ± 0.4 86.5 ± 1.2

aCell viability on sensitive BxPC-3 and resistant MIA PaCa-2
pancreatic cells after a 48 h treatment with 10 μM of the indicated
compounds relative to a DMSO control ± SD from three independent
experiments, as determined by trypan blue exclusion assay. bNo viable
cells.
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pan-caspase inhibitor QVD to block apoptosis and/or
autophagy processes, respectively (Figure 6).
As presented on Western blot (Figure 6A), QVD and LC3-

siRNAs inhibited PARP cleavage and LC3B-II expression,

Chart 3. Activity against BxPC-3 and MIA PaCa-2 Pancreatic Cancer Cell Lines

Table 7. Dose−Response Values for 6b on the Studied
Cancer Cell Linesa

cell line sensitivity EC50 (μM, 48 h)a

A375 sensitive 0.56

A375 RIV resistant 0.48

A375 R5C3 resistant 1.32

K562 sensitive 1.42

K562 resistant 1.62

BxPC-3 sensitive 0.38

MIA PaCa-2 resistant 0.64
aMean of three independent experiments; standard error was below
10%. Cell viability depending on concentration plots measured at 10
different concentrations between 0.1 and 50 μM. Standard error was
below 10%.

Figure 2. Inhibitory curves of 6b against various cancer cell lines. 6b displays a submicromolar EC50 at 48 h on melanoma and pancreatic cancer cells
and reaches 1.5 μM against CML cells.

Table 8. Toxicity of Compound 6b on Healthy and
Cancerous Cell Linesa

cell lines 5 μM 10 μM

KHNb 91.2 ± 1.5 93.4 ± 1.9

FHNc 91.5 ± 0.9 85.1 ± 0.3

A375 sensitive <1.0d <1.0d

A375 RIV 0.3 ± 0.1 <1.0d

aCell viability after a 48 h treatment with 10 μM of the indicated
compounds relative to a DMSO control ± SD from three independent
experiments, as determined by trypan blue exclusion assay. bHuman
keratinocytes. cHuman fibroblasts. dNo viable cells.
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respectively, in the presence or absence of 6b treatment.
Independently, inhibition of apoptosis or autophagy partially
inhibited the cell death induced by 6b, whereas concomitant
inhibition of both mechanisms completely restored cell viability
(Figure 6B). Taken together, these data clearly indicate that
apoptosis and autophagy act simultaneously and contribute in
similar proportions to 6b-induced melanoma cell death. This
result is particularly interesting, as autophagy has been recently
proposed as a promising target to overcome resistance to
classical apoptotic drugs.20 Special efforts are currently

dedicated in our laboratories to further elucidate the mode of
action of these compounds and the signaling pathways that
might be involved.

Pharmacokinetic Profile of 6b. To evaluate the potential of
lead compound 6b for further medicinal chemistry develop-
ment, we investigated its in vitro and in vivo pharmacokinetic
properties.
As the chemical structure of the molecule presents no

apparent weakness toward plasma hydrolases, we evaluated
directly its stability on mouse microsomes. Therefore, in vivo
pharmacokinetic experiments in mice were envisaged to study
its distribution. 6b was formulated in a diluted saline solution
containing the emulsifier Kolliphor EL (see Experimental
Section) and administered intravenously dosing at 1 mg/kg (n
= 3 mice/group). As shown in Table 9, 6b showed a good half-
life time of over 45 min (Figure 7).
6b could be measured readily after dosing and until the end

of the experiment (2 h postdose), showing a good plasma
elimination half-life time T1/2 of 47 min. The compound
penetrated especially well into tissue components despite
volume of distribution Vd values slightly lower than expected
considering the lipophilic features of the molecule (Table 9).
The total clearance was moderate in plasma (43 mL/min/kg,

liver blood flow is 90 mL/min/kg, so half of it is moderate at
best), and thus the global exposure measured at the last time
proved particularly high with an AUC2h of 389 ng·h/mL for a 1
mg/kg dose. Furthermore, it is worth noting that all mice
behaved normally after intravenous injection and presented no
apparent sign of toxicity or behavior modification at this dose
during the time of the study. Overall, the pharmacokinetic
parameters of 6b in mice proved very encouraging and fit the
requirements for the in vivo evaluation of the compound on
tumor growth in xenografts models.

In Vivo Evaluation of 6b in Mice Xenogratfted with
Melanoma Cells. Finally, to assess the potential antineoplastic
effect of our lead compound 6b in vivo, xenograft experiments
were performed. A375 melanoma cells (1.5 × 106 cells) were
injected subcutaneously into six-week-old female athymic nude
mice. After 5 days of tumor growth, the mice (n = 6 in each
group) were treated by injection of either 6b with 0.7 mg/
mouse/day, or the vehicle (Labrafil) for the control group. The
volume of the tumors was measured twice a week, and the
animals were euthanized on day 31. Untreated control mice
rapidly developed visible tumors, and a rapid tumor growth was
observed throughout the course of the study (Figure 8A). The

Chart 4. Toxicity of Compound 6b on Healthy and Cancerous Cell Lines

Figure 3. Compound 6b inhibits colony formation of A375 cells. Cells
were plated at clonal density and maintained in growth medium
(CTR). One day after cell plating, 5 or 10 μM of 6b was added to the
culture medium. (A) Photographs of colony formation of A375 cells
10 days after treatment. (B) Quantification of colony formation by
measure of absorbance at 620 nm. The results are expressed as
percentages of the control. Data are mean ± SD of three independent
experiments performed in triplicate. ***, P < 0.001.
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treatment with 6b proved very effective on tumor growth with
mice showing a significantly attenuated development of tumors.
In addition, the tumors from the mice treated with 6b were
markedly smaller compared to those of the untreated control
mice group (Figure 8B,C). These data clearly demonstrate an
antineoplastic activity of our lead compound in vivo.
Furthermore, no apparent toxicity on animals was noticed
over the course of the treatment based on their normal
unmodified behavior compared to the controls and a constant

body mass, suggesting an absence of diet disturbance (Figure
8D).
To confirm the concomitant autophagic/apoptosis death

observed in cellulo, Western blot analyses following the
corresponding markers were performed on proteins extracted
from the tumors (Figure 9). The Western blots of tumors 5−8
showed an increase of PARP cleavage compared with control
tumors (tumors 1−4). Similar results were found concerning
autophagy with an increase of LC3-II expression observed in

Figure 4. Compound 6b induces concomitant apoptotic and autophagic phenomena. A: Flow cytometry analysis of A375 melanoma cells treated
with 10 μM of 6b for 48 h and labeled with FITC-conjugated antiactive caspase 3 antibody. The percentage of cells positively labeled with antiactive
caspase 3 antibody (apoptotic cells) is indicated for each condition. Staurosporine was used as a positive control (1 μM for 12 h). B: Western blots
showing the cleavage of PARP enzyme and the conversion LC3-I to LC3-II. A375 melanoma cells were treated for 24 h with 10 μM of 6b. Cell
lysates were separated by SDS-PAGE and analyzed by Western blot using the indicated antibody. HSP60 were used as a loading control. One
representative experiment of three is shown.

Figure 5. Immunofluorescence experiments on A375 melanoma cells showing the apparition of autophagosomes. Immunofluorescence pictures of
A375 melanoma cells treated with DSMO or 10 μM of 6b for 12 h. LC3B (LC3) was labeled with antibody (green), and DNA was visualized with
Hoechst (blue).
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tumors from mice treated with 6b. This supports the fact that
the reduction in tumor volume and weight observed in the 6b-
treated mice is, at least to some extent, the consequence of the
induction of apoptosis and autophagy.
All in all, the significant in vivo antineoplastic efficacy and

absence of toxicity are very promising and open the way to

further in vivo investigations with the goal in mind of using
these molecules as new antitumor agents.

■ CONCLUSION

From initial screenings and preliminary biological evaluation
results on a melanoma cells model, the N-(4-(3-aminophenyl-
(thiazol-2-yl)acetamide scaffold was designed and two
successive series of derivatives were synthesized that provided
clear structure−activity relationships. The most active ana-
logues were screened against a set of melanoma, leukemia, and
pancreatic cancer cells either sensitive or resistant to standard
treatments and proved active in the low micromolar range. The
lead compound 6b showed potent cellular activities against all
tested cell lines. In addition, it displayed no toxicity toward
normal cells, favorable pharmacokinetic parameters, and
delayed significantly the tumor growth in vivo, with mice
showing high tolerance for the compound.
In parallel, the efficiency of 6b toward different cancer cell

lines and the same activities observed on sensitive or resistant
cells suggested a new mode of action of this class of
compounds. Preliminary investigations suggest that 6b
promotes cell death by an original mechanism of action of
concomitant apoptotic and autophagic deaths.
In summary, we describe herein a new class of drug-like

molecules with highly favorable physicochemical and pharma-
cological properties showing high in vitro activities against both
sensitive and resistant cell lines. We showed that these
compounds act with an alternative mode of action, allowing
them to overcome classical resistance phenomena to apoptosis.
Furthermore, the notable in vivo efficacy and the absence of
toxicity of 6b make this class of molecules particularly
interesting as tools for chemical biology purposes for exploring
apoptotic and autophagic signaling as well as for medicinal
chemistry programs with the final aim to propose an anticancer
preclinical candidate.

■ EXPERIMENTAL SECTION

Reagents and Antibodies. Trypan blue, DMEM, RPMI,
penicillin/streptomycin, trypsin, Hoechst, and siRNA against LC3
were purchased from Life Technologies (Waltham, MA, USA), fetal
calf serum (FCS) from Hyclone, QVD from SM Biochemicals
(Anaheim, CA, USA), and Labrafil M1944CS was from Gattefosse ́
(Saint-Priest, France). MCDB 153 medium was purchased from
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) and KGM2 medium
from Promocell (Heidelberg, Germany). PARP and LC3B antibodies
were purchased from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). Hsp60
antibody was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA),

Figure 6. Analysis of the respective contribution of apoptosis and
autophagy in the cell death. A375 melanoma cells were transfected
with a siRNA against LC3 (siLC3) or a siRNA control (siCTR) and
treated with a pan caspase inhibitor (QVD) or DMSO. Then 24 h
after transfection, cells were treated with 10 μM of 6b or DMSO for
48 h. (top) Viability of the cells was estimated by Trypan blue staining.
The results are expressed as percentages of the control. Data are mean
± SD of three independent experiments performed in triplicate. *, P <
0.05 ; #, P < 0.05. (bottom) Cells were lysed and analyzed by Western
blotting using the indicated antibodies. Hsp60 was used as a loading
control. One representative experiment of three is shown.

Table 9. Pharmacokinetic Parameters of 6b

pharmacokinetic parameters

in vitroa

microsomal stability (min) >45

in vivob

T1/2 (min) 47 ± 4

clearance (mL/min/kg) 43 ± 4

Vd (L/kg) 2.91 ± 0.46

AUC2h (ng·h/mL) 389 ± 35
aMouse liver microsome stability T1/2 measured at 37 °C. bIn vivo
pharmacokinetic parameters in mice at a dose of 1 mg/kg
administered intravenously.

Figure 7. Concentration−time profile for compound 6b. Plasma
samples were collected at regular time after dosing, and quantification
of 6b was performed using UHPLC-MS/MS.
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and Alexa Fluor 488 goat antirabbit antibody was from Life
Technologies.
Cell Culture. Normal human melanocytes and fibroblasts were

prepared and maintained as described.20 Normal human keratinocytes
prepared from foreskins of newborns were grown under 5% CO2 at 37
°C in KGM2 medium. Informed consent was obtained from patients.
Different melanoma and other cancer cell lines were purchased from
American Tissue Culture Collection (Molsheim, France). Resistant
melanoma cell lines A375 were a gift of Prof. P. Marchetti and
prepared as previously described.15 Sensitive and resistant chronic
myeloid leukemia K562 cells were obtained from P. Auberger. Cells
were grown in RPMI 1640 (A375, BxPC-3, K562 cell lines) or in
DMEM medium (fibroblasts and MIA PaCa-2) supplemented with

10% FCS and penicillin/streptomycin (100 U/mL/50 μg/mL) at 37
°C and 5% CO2. For each experiment, A375, BxPC-3, and MIA PaCa-
2 cell lines were starved without serum during 14 h before drug
stimulation. All the other cells were maintained in growth medium
during drug stimulation.

Trypan Blue Exclusion Assays. For Trypan blue staining, 200 μL
of cells was aseptically transferred to a 1.5 mL clear Eppendorf tube
and incubated for 3 min at room temperature with an equal volume of
0.4% Trypan blue solution. Viable cells were counted with a Malassez
chamber, and the results are expressed as the percentage of the value
of control cells. All the experiments are performed three times in
triplicate.

Apoptosis Assays. Apoptosis was assessed by measuring the
activation of caspase 3 using a FITC-conjugated monoclonal active
caspase-3 antibody apoptosis kit (BD Life Science, Le Pont de Claix,
France). According to the provider protocol, after 6b treatment (10
μM, 48 h), A375 melanoma cells were collected, fixed, permeabilized,
and suspended again in 100 μL of staining solution containing FITC-
conjugated active caspase 3 antibody. After incubation at room
temperature for 30 min, cells were washed and analyzed by flow
cytometry. Positive cells for caspase 3 represent apoptotic cells.
Staurosporine was used as a positive control. Analysis was performed
using a fluorescence activated cell sorter (MACSQuant analyzer) and
MACSQuantify software.

Western Blot Assays. Proteins were extracted in Fisher buffer
containing TRIS-HCl pH 7.5 50 mM, NaCl 15 mM, Triton X-100 1%,
and proteases and phosphatases inhibitors. Briefly, cell lysates (20 μg)
were separated by SDS-PAGE, transferred onto a PVDF membrane
(Millipore, Molsheim, France), and then exposed to the appropriate

Figure 8. In vivo melanoma xenograft experiment of 6b. (A) Inhibition of tumor growth by 6b using an A375 xenograft model. A375 melanoma cells
(1.5 × 106 cells) were injected subcutaneously in female immune-deficient BALB/c nu/nu (nude) mice. After 5 days, mice (n = 6 in each group)
were treated with 6b (0,7 mg/day) or Labrafil (the beginning of the treatment is stamped by an arrow, A). The tumor growth curves were
determined by measuring the tumor volume. The bars indicate the mean ± SD *, P < 0.05; **, P < 0.01 ***, P < 0.001. (B,C) Mice were
euthanized, and tumors were weighed. The bars indicate the mean ± SD *, P < 0.05. (D) Evolution of the mouse weight during the xenograft
experiment.

Figure 9. Protein extraction of tumors from mice treated with Labrafil
or 6b were performed (four tumors each). The PARP cleavage and the
LC3 conversion were evaluated by Western blot using the suitable
antibody. HSP60 were used as a loading control. One representative
experiment of three is shown.
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antibodies. Proteins were visualized with the ECL system from
Amersham (Arlington, Heights, IL, USA). The Western blots shown
are representative of at least three independent experiments.
siRNA Transfection. Transfection of duplex siRNAs (50 nmol/L)

was carried out using lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen,
Washington, DC, USA) in Opti-MEM (Invitrogen) as described.12

The day after transfection, 6b was added to the medium and proteins
were extracted 48 h after the addition of 6b. Scramble sequence
siRNAs were used as nonspecific controls.
Clonogenicity Assay. A375 cells were plated at a density of 100

cells/cm2 in a 6-well plate. Compound 6b (5 μM or 10 μM) was
added 24 h after cell plating. The medium was renewed three times a
week. Ten days after plating, the cells were fixed with 3%
paraformaldehyde and stained with 0.4% crystal violet. Quantification
was evaluated by the measure of absorbance at 620 nm.
Immunofluorescence Assays. A375 melanoma cells were grown

on glass coverslips in 6-well dishes and treated for indicated times with
10 μM of 6b. Cells were then washed, fixed at room temperature for
20 min with 3% paraformaldehyde, and permeabilized by a 2 min
treatment with a phosphate-buffered saline 1% Triton solution before
being exposed to an anti-LC3B antibody for 1 h at room temperature.
Cells were next incubated with Alexa Fluor 488 goat antirabbit
antibody for 1 h at room temperature. Finally, coverslips were
mounted in moviol immunofluorescence mounting medium with
Hoechst and examined with the 60× objective using a Nikon A1R
microscope equipped with epifluorescence illumination.
In Vivo Murine Cancer Model. Animal experiments were carried

out in accordance with the French law and were approved by a local
institutional ethical committee. Animals were maintained in a
temperature-controlled facility (22 °C) on a 12 h light/dark cycle
and were given free access to food (standard laboratory chow diet
from UAR, Epinay-S/Orge, France). Mice were inoculated subcuta-
neously with A375 melanoma cells (1.5 × 106 cells per mouse in PBS).
After 5 days, animals received an intraperitoneal injection of
compound 6b (0.7 mg/mice/day) dissolved in a mixture of Labrafil
M1944CS, dimethylacetamide, and Tween 80 (90/9/1, vol/vol/vol)
as previously described.21 The growth tumor curves were determined
by measuring the tumor volume using the equation V = (L × W2)/2.
At the end of experiment, mice were killed by CO2 inhalation and
tumors were weighed. Frozen tumors were disrupted with a tissue
ruptor (Quiagen), and proteins were extracted in Fisher buffer.
Western blot assays were performed as described above.
Statistical Analysis. Results are presented as mean ± SE with

experiment numbers indicated in the figure legends. Statistical
significance was assessed using the Student’s t test. P ≤ 0.05 was
accepted as statistically significant.
General Procedures. Methanol, ethanol, pyridine, DMF, ethyl

acetate, diethyl ether, and dichloromethane were purchased from
Sigma-Aldrich. DMF was dried by distillation under reduced pressure
over MgSO4, pyridine, and triethylamine and was distilled over CaH2

under reduced pressure, while methanol, ethanol, diethyl ether, ethyl
acetate, and dichloromethane were used as received. All chemicals
were purchased from Aldrich, Merck, or Alfa Aesar and used without
further purification. Thin layer chromatography (TLC) was performed
on precoated Merck 60 GF254 silica gel plates and revealed first by
visualization under UV light (254 and 360 nm) then spraying
(ninhydrin or H2SO4/EtOH).

1H and 13C NMR spectra were
recorded on a Bruker Avance 200 MHz spectrometer. Mass spectra
(ESI-MS) were recorded on a Bruker (Daltonics Esquire 3000+).
HRMS spectra were recorded on a ThermoFisher Q Exactive (ESI-
MS) at a resolution of 140000 at m/z 200. The purity of compounds
was further assayed by HPLC analysis on a JASCO PU-2089 apparatus
with Supelco analytical column Ascentis Express C18, 100 mm × 46
mm 5 μM. Eluent A: water with 1‰ formic acid. Eluent B: CH3CN
with 1‰ formic acid. Four different methods were used which are
described as follows. Method 1: 0%B to 100%B over 10 min, 100%B
for 5 min then from 100%B to 0%B over 1 min (16 min in total).
Method 2: 25%B to 100%B over 13 min, 100%B for 5 min then from
100%B to 0%B over 1 min (19 min in total). Method 3: 25%B for 3
min then 25%B to 95%B over 5 min, 100%B for 5 min then from

100%B to 0%B over 1 min (14 min in total). Method 4: 25%B to
100%B over 14 min, 100%B for 5 min then from 100%B to 0%B over
1 min (19 min in total).

General Procedure for the Formation of Sulfonamides (I). To a
solution of N-(4-(3-aminophenyl)thiazol-2-yl)acetamide (1 equiv)
under argon in anhydrous DMF (0.2 M) were added anhydrous
triethylamine (1.6 equiv) and the corresponding sulfonyl chloride (1.2
equiv). The reaction mixture was allowed to react at rt until complete
conversion of the starting material (from 2 h to 48 h). DMF was
removed under reduced pressure, and the crude material was purified
by silica gel column chromatography to afford the pure corresponding
sulfonamides.

General Procedure for the Formation of Amides (II). To a solution
of N-(4-(3-aminophenyl)thiazol-2-yl)acetamide (1 equiv) under argon
in anhydrous pyridine (0.3 M) was added the corresponding acyl
chloride (1.1 equiv). The reaction mixture was allowed to react at rt
until complete conversion of the starting material (approximately 2 h),
and pyridine was removed under reduced pressure. The crude material
was dissolved in 50 mL of ethyl acetate. The aqueous layer was washed
twice with 1 M aq HCL solution (50 mL), then washed two times with
saturated aq NaHCO3 solution (50 mL) and brine (50 mL) and dried
with MgSO4 to afford the corresponding amide.

2-Bromo-1-(3-nitrophenyl)ethanone (1). To a suspension of
commercially available 3-nitroacetophenone (4.82 g, 29.19 mmol) in
anhydrous diethyl ether (25 mL) was added aluminum chloride (0.16
g, 1.20 mmol). The reaction mixture was then cooled to 0 °C before
dropwise addition of bromine (1.50 mL, 29.19 mmol). The reaction
was stirred for 1 h at room temperature until complete conversion of
the starting material (1H NMR monitoring) and quenched quickly to
avoid dibrominated compound formation. After addition of water (30
mL), the mixture was extracted three times with diethyl ether (30 mL)
and dried with MgSO4 to afford compound 1 as a yellowish-brown
solid (5.73 g, 97% yield). 1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 4.50 (s, 2H,
H1), 7.73 (t, J = 8.0 Hz, 1H and H7), 8.31 (ddd, J = 7.8, 1.7, 1.1 Hz,
1H, H8), 8.43 (ddd, J = 8.2, 2.3, 1.1 Hz, 1H, H6), 8.76 (t, J = 1.9 Hz,
1H, H4).

13C NMR (CDCl3, 200 MHz): δ 30.4, 123.9, 128.2, 130.4,
134.6, 135.2, 148.6, 189.5. MS-ESI (m/z): [M + H]+, 244.9.

N-(4-(3-Nitrophenyl)thiazol-2-yl)acetamide (2). To a solution of
2-bromo-1-(3-nitrophenyl)ethanone (4.27 g, 17,50 mmol) in ethanol
(technical grade, 150 mL) was added N-acethylthiourea (2.07 g, 17.50
mmol). The reaction mixture was heated to 80 °C for 30 min then
allowed to cool down to room temperature. The precipitate was
filtered and washed with an ice-cooled solution of 1:1 ethanol/diethyl
ether, affording compound 2 as a yellow solid (4.24 g, 92% yield). 1H
NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 2.17 (s, 3H, H1), 7.72 (t, J = 8.2 Hz,
1H, H10), 7.92 (s, 1H, H4), 8.16 (dd, J = 8.1, 2.4 Hz, 1H, H11), 8.33 (d,
J = 8.1 Hz, 1H, H9), 8.71 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H7), 12.38 (s, 1H,
NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 110.4, 120.0, 122.3,
130.4, 131.7, 135.8, 146.3, 148.3, 158.4, 168.8. HRMS-ESI (m/z): [M
+ H]+ calcd for C11H10O3N3S, 264.0437; found, 264.0439. HPLC
(λ254) purity 95.1%; tR 6.20 min (method 1).

N-(4-(3-Aminophenyl)thiazol-2-yl)acetamide (3). To a suspension
of N-(4-(3-nitrophenyl)thiazol-2-yl)acetamide (2.00 g, 7.60 mmol)
and 10% Pd/C (0.20 g, 10 wt %) in methanol (76 mL) under stirring
at 0 °C was added carefully by portions sodium borohydride (1.44 g,
38.00 mmol). The reaction mixture was stirred at 0 °C until complete
dissolution of sodium borohydride and was then allowed to react 3 h
at rt. After completion of the reaction monitored by TLC (CH2Cl2/
MeOH 90:10), the crude mixture was filtered through a pad of Celite,
concentrated under reduced pressure, and purified by silica gel column
chromatography eluted with CH2Cl2/MeOH (99:1 to 95:5) to afford
3 as a yellow−white solid (6.31 mmol, 83%). 1H NMR (DMSO-d6,
200 MHz): δ 2.16 (s, 3H, H1), 5.13 (s, 2H, NH2), 6.52 (dt, J = 6.4, 2.5
Hz, H9), 7.16−6.94 (m, 3H, H7, H10 and H11), 7.35 (s, 1H, H4), 12.22
(s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 107.0,
111.3, 113.6, 113.6, 127.2, 134.9, 148.9, 149.6, 157.6, 168.6. HRMS-
ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C11H12N3OS, 234.0696; found,
234.0700. HPLC (λ254) purity >99%; tR 3.78 min (method 1).

N-(3-(2-Acetamidothiazol-4-yl)phenyl)heptanamide (4a). The
general procedure for the formation of amide (II) was followed
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using 3 (400.0 mg, 1.72 mmol) and n-heptanoyl chloride (290.0 μL,
2.06 mmol) to afford the title compound as a yellow powder (481.6
mg, 82%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 0.99−0.84 (m, 3H, H18),
1.47−1.26 (m, 6H, H15, H16 and H17), 1.80−1.61 (m, 2H, H14), 2.21
(s, 3H, H1), 2.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H13), 7.33 (d, J = 7.7 Hz, 1H,
H10), 7.45 (ddd, J = 8.1, 2.1, 1.2 Hz, 1H, H9), 7.62 (dt, J = 7.6, 1.5 Hz,
1H, H11), 8.14 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H7).

13C NMR (acetone-d6, 50
MHz): δ 14.4, 22.9, 23.3, 26.3, 29.7, 32.4, 37.8, 108.3, 117.9, 119.4,
121.6, 129.7, 136.2, 140.8, 150.4, 158.8, 169.2, 172.3. HRMS-ESI (m/
z): [M + H]+ calcd for C18H24N3O2S, 346.1584; found, 346.1582.
HPLC (λ280) purity 96.0%; tR 4.27 min (method 1).
N-(3-(2-Acetamidothiazol-4-yl)phenyl)furan-2-carboxamide

(4b). The general procedure for the formation of amide (II) was
followed using 3 (300.0 mg, 1.29 mmol) and 2-furoyl chloride (205.0
mg, 1.57 mmol) to afford the title compound as a yellow powder
(259.6 mg, 61%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 2.18 (s, 3H, H1),
6.72 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, 1H, H15), 7.47−7.31 (m, 2H, H10, H14), 7.53
(s, 1H, H4), 7.63 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 2H, H11, H9), 7.95 (dd, J = 1.7,
0.8 Hz, 1H, H16), 8.39 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 10.27 (s, 1H, NHamide),
12.31 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.53,
108.06, 112.18, 114.79, 118.04, 119.96, 121.24, 129.00, 134.80, 138.90,
145.78, 147.50, 148.67, 156.26, 157.99, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M
+ H]+ calcd for C16H14N3O3S, 328.0756; found, 328.0748. HPLC
(λ280) purity 93.0%; tR 3.17 min (method 1).
N-((3-(2(Acetamidothiazol-4-yl)phenyl)-2-naphthamide (4c). The

general procedure for the formation of amide (II) was followed using 3
(300.0 mg, 1.29 mmol) and 2-naphthoyl chloride (285 mg, 1.50
mmol) to afford the title compound as a yellow powder (369.9 mg,
74%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 2.19 (s, 3H, H1), 7.43 (t, J =
7.9 Hz, 1H, H10), 7.79−7.53 (m, 5H, H4, H9, H11 and H20), 8.16−7.97
(m, 4H, H19, H15 and H14), 8.52 (t, J = 1.8 Hz, 1H, H7), 8.63 (s, 1H,
H18), 10.56 (s, 1H, NHamide), 12.35 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR
(DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 108.0, 118.1, 120.0, 121.2, 124.5, 126.9,
127.7, 127.9, 128.0, 128.1, 129.0, 132.1, 132.2, 134.3, 134.8, 139.6,
148.8, 158.0, 165.6, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C22H18N3O2S, 388.1114; found, 388.1112. HPLC (λ254) purity >99%;
tR 4.27 min (method 1).
N-(4-(3-(Thiophene-2-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5a). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol),
thiophene-2-sulfonyl chloride (94.0 mg, 0.52 mmol) as reagent, and
triethylamine (97.0 μL, 0.69 mmol). Purification by silica gel flash
chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title
compound as a white-yellowish powder (56.2 mg, 35%). 1H NMR
(acetone-d6, 200 MHz): δ 2.28 (s, 3H, H1), 7.21−7.04 (m, 2H, H9 and
H13), 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H10), 7.41 (s, 1H, H4), 7.55 (dd, J = 3.7,
1.3 Hz, 1H, H14), 7.66 (dt, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H, H11), 7.80 (dd, J = 5.0,
1.3 Hz, 1H, H12), 7.92 (t, J = 1.8 Hz, 1H, H7), 9.18 (s, 1H,
NHsulfonamide), 11.18 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz):
δ 22.5, 108.5, 117.8, 120.0, 121.9, 127.6, 129.5, 132.4, 133.4, 135.3,
137.9, 148.1, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C15H14N3O3S3, 380.0192; found, 380,0189. HPLC (λ254) purity >99%;
tR 6.83 min (method 2).
N-(4-(3-(1H-Imidazole-4-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5b). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol),
imidazole-4-sulfonyl chloride (86.0 mg, 0.52 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:CH3OH; 100:0 to 85:15) afforded the title compound as a
white powder (37.6 mg, 24%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ
2.16 (s, 3H, H1), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9), 7.24 (t, J = 7.5 Hz, 1H,
H10), 7.55−7.41 (m, 2H, H4 and H11), 7.89−7.62 (m, 3H, H7, H13 and
H14), 10.28 (s, 1H, NHsulfonamide), 12.28 (s, 1H, NHacetyl), 12.72 (s, 1H,
NHimidazole).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 108.2, 116.6,
118.8, 120.7, 121.9, 129.2, 135.0, 137.5, 138.2, 138.7, 148.4, 158.0,
168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C14H14N5O3S2,
364.0533; found, 364.0530. HPLC (λ280) purity 97.3%; tR 2.98 min
(method 2).
N-(4-(3-((5-Methylthiophene)-2-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-

yl)acetamide (5c). The general procedure for the formation of

sulfonamide (I) was followed using 3 (75.0 mg, 0.32 mmol), 5-
methylthiophene-2-sulfonyl chloride (75,0 mg, 0.38 mmol) as reagent,
and triethylamine Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20) afforded the title compound as a
white powder (47.5 mg, 37%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ
2.16 (d, J = 2.2 Hz, 3H, H1), 2.41 (s, 3H, H15), 6.81 (s, 1H, H14), 7.06
(d, J = 8.1 Hz, 1H, H9), 7.38−7.26 (m, 2H, H10 and H13), 7.64−7.48
(m, 2H, H11 and H4), 7.74 (s, 1H, H7), 10.47 (s, 1H, NHsulfonamide),
12.28 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 15.1, 22.5,
108.5, 117.5, 119.6, 121.7, 126.2, 129.5, 132.8, 135.2, 136.9, 138.1,
147.5, 148.2, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C16H16N3O3S3, 394.0348; found, 394.0347. HPLC (λ254) purity >99%;
tR 7.28 min (method 2).

N-(4-(3-(1-Methyl-1H-imidazole-4-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-
yl)acetamide (5d). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (75.0 mg, 0.32 mmol), 1-
methylimidazole-4-sulfonyl chloride (70.0 mg, 0.39 mmol) as reagent,
and triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:CH3OH; 100:0 to 90:10) afforded the title compound as a
white powder (64.2 mg, 53%). 1H NMR (acetone-d6, 200 MHz): δ
2.28 (s, 3H, H1), 3.72 (s, 3H, H15), 7.32−7.14 (m, 2H, H10 and H13),
7.37 (s, 1H, H4), 7.64−7.55 (m, 3H, H9, H11 and H14), 7.89 (s, 1H,
H7), 9.05 (s, 1H, NHsulfonamide), 11.19 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR
(DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.4, 33.4, 108.6, 117.28, 119.3, 121.3, 125.9,
128.7, 129.4, 129.7, 135.6, 139.0, 139.2, 140.4, 149.0, 158.7, 169.5.
HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C15H16N5O3S2, 378.0689;
found, 378.0687. HPLC (λ254) purity 97.9%; tR 4.28 min (method 2).

N-(4-(3-((2,4-Dimethylthiazole)-5-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-
yl)acetamide (5e). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (75.0 mg, 0.32 mmol), 2,4-
dimethyl-1,3-thiazole-5-sulfonyl chloride (82.0 mg, 0.39 mmol) as
reagent, and triethylamine purification by silica gel flash chromatog-
raphy (CH2Cl2:EtOAc; 80:20 to 50:50) afforded the title compound
as a white powder (57.3 mg, 43%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ
2.17 (s, 3H, H1), 2.37 (s, 3H, H13), 2.56 (s, 3H, H14), 7.05 (d, J = 7.1
Hz, 1H, H9), 7.33 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H10), 7.53 (s, 1H, H4), 7.64 (d, J
= 7.9 Hz, 1H, H11), 7.74 (s, 1H, H7), 10.66 (s, 1H, NHsulfonamide), 12.27
(s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 15.9, 18.9, 22.5,
108.6, 118.3, 120.4, 122.3, 128.6, 129.7, 135.4, 137.4, 148.0, 155.3,
158.1, 168.8, 168.9. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C16H17N4O3S3, 409.0457; found, 409.0455. HPLC (λ254) purity
>99%; tR 6.23 min (method 2).

N-(4-(3-(Phenylsulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)acetamide (5f).
The general procedure for the formation of sulfonamide (I) was
followed using 3 (102.0 mg, 0.44 mmol) and benzenesulfonyl chloride
(67.6 μL, 0.53 mmol) as reagents and triethylamine. Purification by
silica gel flash chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20)
afforded the title compound as a white fine powder (28.8 mg, 37%).
1H NMR (acetone-d6, 200 MHz): δ 2.28 (s, 3H, H1), 7.10 (ddd, J =
8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9), 7.30−7.20 (m, 1H, H10), 7.37 (s, 1H, H4),
7.64−7.46 (m, 4H, H11, H14 and H15), 7.90−7.79 (m, 3H, H7 and
H13), 9.12 (s, 1H, NHsulfonamide), 11.21 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR
(acetone-d6, 50 MHz): δ 22.5, 108.5, 117.6, 119.7, 121.6, 126.7 (2C),
129.3 (2C), 129.5, 132.9, 135.3, 138.2, 139.5, 148.1, 158.0, 168.7.
HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C17H16N3O3S2, 374.0628;
found, 374.0627. HPLC (λ254) purity 97.0%; tR 3.65 min (method 3).

N-(4-(3-((3-Methylphenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5g). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (150.0 mg, 0.64 mmol), 2-
naphthalenesulfonyl chloride (111.9 μL, 0.77 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the titled compound as a
white powder (185.8 mg, 74%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 2.21
(s, 3H, H1), 2.31 (s, 3H, H18), 6.98 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9),
7.37−7.15 (m, 4H, H4, H10, H11 and H15), 7.64−7.51 (m, 3H, H7, H14

and H13), 7.71 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H17).
13C NMR (CD3OD, 50 MHz):

δ 21.4, 22.7, 109.2, 119.9, 121.5, 123.4, 125.5, 128.6, 130.0, 130.5,
134.7, 137.1, 139.6, 140.6, 141.0, 150.5, 159,6, 171.0. HRMS-ESI (m/
z): [M + H]+ calcd for C18H18N3O3S2, 388.0784; found, 388.0784.
HPLC (λ254) purity >99%; tR 7.52 min (method 2).
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N-(4-(3-((4-Methylphenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5h). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (102.0 mg, 0.44 mmol), tosyl
chloride (101.0 mg, 0.53 mmol) as reagent, and triethylamine.
Purification by silica gel flash chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 100:0
to 80:20) afforded the title compound as a white powder (122.7 mg,
72%). 1H NMR (acetone-d6, 200 MHz): δ 2.28 (s, 3H, H1), 2.33 (s,
3H, H16), 7.10 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9), 7.34−7.20 (m, 3H,
H10 and H14), 7.37 (s, 1H, H4), 7.59 (ddd, J = 7.7, 1.6, 1.1 Hz, 1H,
H11), 7.75−7.66 (m, 2H, H13), 7.87 (ddd, J = 2.2, 1.6, 0.5 Hz, 1H, H7),
9.04 (s, 1H, NHsulfonamide), 11.17 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (acetone-
d6, 50 MHz): δ 20.9, 22.5, 108.4, 117.4, 119.5, 121.5, 126.7 (2C),
129.5, 129.7 (2C), 135.2, 136.6, 138.3, 143.3, 148.2, 158.1, 168.8.
HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C18H18N3O3S2, 388.0784;
found, 388.0788. HPLC (λ254) purity 97.8%; tR 3.90 min (method 3).
N-(4-(3-((2,3-Dihydro-1H-indene)-5-sulfonamido)phenyl)thiazol-

2-yl)acetamide (5i). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (75.0 mg, 0.32 mmol), indane-5-
sulfonyl chloride (83.0 mg, 0.39 mmol) as reagent, and triethylamine.
Purification by silica gel flash chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 100:0
to 80:20) afforded the title compound as a white powder (98.1 mg,
74%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 1.96 (p, J = 7.4 Hz, 2H,
H19), 2.14 (s, 3H, H1), 2.82 (t, J = 7.4 Hz, 4H, H18), 7.01 (d, J = 8.9
Hz, 1H, H9), 7.38−7.17 (m, 2H, H10 and H14), 7.76−7.41 (m, 5H, H4,
H7, H11, H13 and H17), 10.29 (s, 1H, NHsulfonamide), 12.25 (s, 1H,
NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 24.9, 32.0, 108.4,
117.2, 119.2, 121.3, 122.4, 124.8, 125.0, 129.5, 135.2, 135.2, 137.5,
138.4, 145.0, 148.1, 149.5, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+

calcd for C20H20N3O3S2, 414.0941; found, 414.0938. HPLC (λ254)
purity %; tR min (method 1).
N-(4-(3-(Naphthalene-1-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5j). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol), 1-
naphthalenesulfonyl chloride (120.0 mg, 0.53 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title compound as a
white powder (42.4 mg, 43%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 2.19
(s, 3H, H1), 6.93−6.81 (m, 1H, H9), 7.19−7.00 (m, 2H, H4, and H10),
7.76−7.37 (m, 5H, H7, H11, H20 and H18), 7.92 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
H19), 8.01 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H15), 8.21 (dd, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, H14),
8.77 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H13).

13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 22.7,
109.1, 119.3, 120.9, 123.1, 125.2, 125.8, 128.1, 129.3, 129.6, 130.3,
130.3, 131.5, 135.6, 135.8, 135.9, 137.0, 139.3, 150.5, 159.5, 171.0.
HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C21H18N3O3S2, 424.0784;
found, 424.0782. HPLC (λ254) purity 97.6%; tR 8.14 min (method 2).
N-(4-(3-(Naphthalene-2-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5k). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol), 2-
naphthalenesulfonyl chloride (120.0 mg, 0.53 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title compound as a
white powder (91.1 mg, 50%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 2.21
(s, 3H, H1), 6.99 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9), 7.27−7.12 (m,
2H, H4 and H10), 7.67−7.50 (m, 3H, H11, H19 and H20), 7.81−7.72
(m, 2H, H7 and H14), 8.00−7.87 (m, 3H, H18 and H13), 8.35 (d, J = 1.8
Hz, 1H, H17).

13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 22.5, 108.4, 117.6,
119.6, 121.6, 122.0, 127.7, 128.0, 129.0, 129.2, 129.5, 131.5, 134.3,
135.2, 136.4, 138.5, 148.0, 158.0, 168.8. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+

calcd for C21H18N3O3S2, 424.0784; found, 424.0785. HPLC (λ254)
purity 96.0%; tR 4.15 min (method 3).
N-(4-(3-((1-Methyl-1H-indole)-5-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-

yl)acetamide (5l). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (102.0 mg, 0.44 mmol), 1-
methyl-1H-indole-5-sulfonyl chloride (121.0 mg, 0.53 mmol) as
reagent, and triethylamine. Purification by silica gel flash chromatog-
raphy (CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 50:50) afforded the title compound
as a pale-yellow fine powder (72.0 mg, 39%). 1H NMR (acetone-d6,
500 MHz): δ 2.28 (s, 3H, H1), 3.83 (s, 3H, H20), 6.57 (dd, J = 3.2, 0.9
Hz, 1H, H19), 7.11 (ddd, J = 8.0, 2.3, 1.0 Hz, 1H, H9), 7.20 (t, J = 7.9
Hz, 1H, H10), 7.32 (s, 1H, H4), 7.35 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H18), 7.47 (d, J

= 8.7 Hz, 1H, H14), 7.52 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H, H11), 7.62 (dd, J =
8.7, 1.6 Hz, 1H, H13), 7.88 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H7), 8.13 (s, H17), 8.87
(s, 1H, NHsulfonamide), 11.13 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (acetone-d6,
125 MHz): δ 22.9, 33.2, 103.1, 108.6, 110.7, 118.8, 120.5, 120.6, 122.2,
122.4, 128.6, 130.1, 131.4, 132.7, 136.6, 139.3, 139.9, 149.9, 159.0,
169.2. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C20H19N4O3S2,
427.0891; found, 427.0893. HPLC (λ254) purity >99%; tR 7.21 min
(method 2).

N-(4-(3-((2-Oxochromane)-6-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5m). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (150.0 mg, 0.64 mmol),
coumarin-6-sulfonyl chloride (189.0 mg, 0.77 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 90:10 to 50:50) afforded the title compound as a
white-yellowish powder (23.2 mg, 8%). 1H NMR (acetone-d6, 500
MHz): δ 2.15 (s, 3H, H1), 6.37 (d, J = 9.7 Hz, 1H, H19), 6 6.97 (ddd, J
= 8.0, 2.3, 1.0 Hz, 1H, H9), 7.13 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H10), 7.25 (s, 1H,
H4), 7.31 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H14), 7.49 (ddd, J = 7.8, 1.7, 1.0 Hz, 1H,
H11), 7.73 (t, J = 1.8 Hz, 1H, H7), 7.85 (dd, J = 8.8, 2.3 Hz, 1H, H13),
7.90 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H18), 8.00 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H17), 9.02 (s,
1H, NHsulfonamide), 10.99 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (acetone-d6, 125
MHz): δ 22.9, 108.9, 118.5, 118.9, 119.7, 120.1, 121.3, 123.3, 128.9,
130.4, 131.0, 136.8, 136.9, 138.8, 143.8, 149.6, 157.5, 159.1, 159.7,
169.2. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C20H16N3O5S2,
442.0526; found, 442.0524. HPLC (λ254) purity >99%; tR 6.53 min
(method 2).

N-(4-(3-((1-Methyl-1H-indole)-4-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-
yl)acetamide (5n). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (92.0 mg, 0.44 mmol), 1-methyl-
1H-indole-4-sulfonyl chloride (109.0 mg, 0.53 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 50:50) afforded the title compound as a
pale-yellow fine powder (79.2 mg, 47%). 1H NMR (DMSO-d6, 200
MHz): δ 2.15 (s, 3H, H1), 3.79 (s, 3H, H20), 7.05−6.89 (m, 2H, H9

and H19), 7.19 (ddd, J = 17.6, 8.8, 6.5 Hz, 2H, H10 and H15), 7.45−
7.35 (m, 2H, H2 and H11), 7.79−7.50 (m, 4H, H7, H13, H14 and H18),
10.48 (s, 1H, NHsulfonamide), 12.25 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR
(DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 32.8, 99.9, 108.2, 115.1, 116.1, 118.1,
119.9, 120.6, 120.7, 123.8, 129.3, 129.3, 132.1, 135.0, 137.1, 138.4,
148.2, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C20H19N4O3S2, 427.0893; found, 427.0892. HPLC (λ254) purity
97.2%; tR 7.17 min (method 2).

N-(4-(3-(Benzo[b]thiophene-2-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5o). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol), 2-
benzothiphene-1-sulfonyl chloride (120.0 mg, 0.52 mmol) as reagents,
and triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 50:50) afforded the title compound as a
pale-yellow powder (41.3 mg, 22%). 1H NMR (acetone-d6, 500 MHz):
δ 2.28 (s, 3H, H1), 7.06 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.0 Hz, 1H, H9), 7.20 (t, J =
7.9 Hz, 1H, H10), 7.29 (s, 1H, H4), 7.38 (dddd, J = 24.1, 8.2, 7.1, 1.2
Hz, 2H, H17 and H18), 7.65 (ddd, J = 7.8, 1.6, 1.1 Hz, 1H, H11), 8.02−
7.86 (m, 4H, H7, H13, H16 and H19), 9.37 (s, 1H, NHsulfonamide), 11.14
(s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (acetone-d6, 125 MHz): δ 22.9, 108.9,
119.7, 121.3, 123.5, 123.7, 126.5, 126.7, 128.3, 130.4, 130.7, 136.8,
138.6, 138.7, 141.6, 142.5, 149.7, 159.1, 169.2. HRMS-ESI (m/z): [M
+ H]+ calcd for C19H16N3O3S3, 430.0348; found, 430.0346. HPLC
(λ254) purity >99%; tR 8.27 min (method 2).

N-(4-(3-(Quinoline-8-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)acetamide
(5p). The general procedure for the formation of sulfonamide (I) was
followed using 3 (150.0 mg, 0.64 mmol), 8-quinoline-1-sulfonyl
chloride (175.0 mg, 0.77 mmol) as reagents and triethylamine.
Purification by silica gel flash chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 90:10
to 50:50) afforded the title compound as a pale-yellow fine powder
(72.3 mg, 26%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 2.16 (s, 3H, H1),
6.98−6.85 (m, 1H, H9), 7.10 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H10), 7.43−7.30 (m,
2H, H4 and H11), 7.76−7.62 (m, 3H, H7, H14 and H19), 8.23 (dd, J =
8.3, 1.3 Hz, 1H, H15), 8.38 (dd, J = 7.3, 1.4 Hz, 1H, H18), 8.49 (dd, J =
8.4, 1.7 Hz, 1H, H13), 9.15 (dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 1H, H20), 10.20 (s, 1H,
NHsulfonamide), 12.25 (s, 1H, NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz):
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δ 22.5, 108.2, 117.1, 119.2, 121.2, 122.7, 125.6, 128.4, 129.1, 132.1,
134.3, 135.0, 135.2, 137.0, 138.3, 142.7, 148.2, 151.5, 158.0, 168.7.
HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C20H17N4O3S2, 425.0737;
found, 425.0735. HPLC (λ280) purity 96.7%; tR 7.02 min (method 2).
N-(4-(3-((2,3-Dihydrobenzo[b][1,4]dioxine)-6-sulfonamido)-

phenyl)thiazol-2-yl)acetamide (5q). The general procedure for the
formation of sulfonamide (I) was followed using 3 (75.0 mg, 0.32
mmol), 1,4-benzodioxan-6-sulfonyl chloride (91,0 mg, 0.39 mmol) as
reagent, and triethylamine Purification by silica gel flash chromatog-
raphy (CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20) afforded the title compound
as a white powder (52.4 mg, 37%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ
2.28 (s, 3H, H1), 4.28 (s, 4H, H18), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H14),
7.46−7.06 (m, 5H, H4, H9, H10, H13 and H17), 7.60 (dt, J = 7.7, 1.4 Hz,
1H, H11), 7.87 (s, 1H, H7), 8.97 (s, 1H, NHsulfonamide), 11.18 (s, 1H,
NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 64.0, 64.3, 108.4,
115.6, 117.2, 117.6, 119.3, 120.3, 121.4, 129.5, 131.9, 135.2, 138.3,
143.2, 147.2, 148.1, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd
for C19H18N3O5S2, 432.0682; found, 432.0679. HPLC (λ254) purity
97.5%; tR 6.88 min (method 2).
N-(4-(3-((4-Ethylphenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5r). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (150.0 mg, 0.65 mmol), 4-
ethylphenylsulfonyl chloride (124.6 μL, 0.77 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title compound as a
white powder (131.8 mg, 51%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 1.15
(t, J = 7.6 Hz, 3H, H17), 2.20 (s, 3H, H1), 2.62 (q, J = 7.6 Hz, 2H,
H16), 6.99 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9), 7.30−7.16 (m, 4H, H4,
H10 and H14), 7.58−7.51 (m, 1H, H11), 7.73−7.63 (m, 2H, H13).

13C
NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 15.7, 22.7, 29.8, 109.2, 119.9, 121.5,
123.3, 128.5 (2C), 129.6 (2C), 130.5, 137.1, 138.4, 139.6, 150.5, 151.3,
159.5, 171.0. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C19H20N3O3S2,
402.0941; found, 402.0939. HPLC (λ254) purity 98.8%; tR 8.17 min
(method 2).
N-(4-(3-((4-Butylphenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5s). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (150.0 mg, 0.65 mmol), 4-
butylphenylsulfonyl chloride (150.2 μL, 0.78 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20) afforded the title compound as a
white powder (199.9 mg, 72%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 0.86
(t, J = 7.2 Hz, 3H, H19), 1.26 (h, J = 7.0 Hz, 2H, H18), 1.59−1.41 (m,
2H, H17), 2.20 (s, 3H, H1), 2.58 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H16), 7.06−6.92
(m, 1H, H9), 7.31−7.12 (m, 4H, H4, H10 and H14), 7.55 (dt, J = 7.9, 1.2
Hz, 1H, H11), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H13).

13C NMR (CD3OD, 50
MHz): δ 14.3, 22.7, 23.4, 34.5, 36.5, 109.2, 120.0, 121.7, 123.4, 128.4
(2C), 130.1 (2C), 130.4, 137.1, 138.3, 139.6, 149.9, 150.5, 159.5,
171.0. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C21H24N3O3S2,
430.1254; found, 430.1252. HPLC (λ254) purity >99%; tR 9.55 min
(method 2).
N-(4-(3-((4-Pentylphenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5t). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (127.0 mg, 0.54 mmol), 4-
pentylphenylsulfonyl chloride (161.0 mg, 0.65 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20) afforded the title compound as a
white powder (200.2 mg, 72%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 0.83
(t, J = 6.7 Hz, 3H, H20), 1.38−1.08 (m, 4H, H19 and H18), 1.52 (p, J =
7.3 Hz, 2H, H17), 2.20 (s, 3H, H1), 2.57 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H16), 6.99
(ddd, J = 8.0, 2.2, 1.1 Hz, 1H, H9), 7.31−7.13 (m, 4H, H4, H10 and
H14), 7.55 (dt, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H, H11), 7.75−7.61 (m, 3H, H7 and
H14).

13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 14.5, 22.7, 23.6, 32.0, 32.6,
36.7, 109.2, 120.0, 121.7, 123.4, 128.4 (2C), 130.1 (2C), 130.4, 137.1,
138.3, 139.6, 149.9, 150.5, 159.5, 171.0. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+

calcd for C22H26N3O3S2, 444.1410; found, 444.1408. HPLC (λ254)
>99%; tR 10.18 min (method 2).
N-(4-(3-((4-(tert-Butyl)phenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-

acetamide (5u). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (150.0 mg, 0.65 mmol), 4-tert-
butylphenylsulfonyl chloride (180.0 mg, 0.77 mmol) as reagent, and

triethylamine Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 80:20) afforded the title compound as a
white powder (92.1 mg, 33%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 1.27
(s, 9H, H17), 2.21 (s, 3H, H1), 7.06−6.95 (m, 1H, H9), 7.29−7.13 (m,
2H, H4 and H10), 7.62−7.47 (m, 3H, H11 and H14), 7.78−7.64 (m, 3H,
H7 and H13).

13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 22.7, 31.5 (3C), 36.1,
109.2, 119.9, 121.5, 123.3, 127.2 (2C), 128.3 (2C), 130.5, 137.1, 138.2,
139.7, 150.6, 158.0, 159.6, 171.0. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd
for C21H24N3O3S2, 430.1254; found, 430.1251. HPLC (λ254) purity
>99%; tR 9.13 min (method 2).

N-(4-(3-([1,1′-Biphenyl]-4-sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5v). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (100.0 mg, 0.43 mmol),
biphenyl-4-sulfonyl chloride (130.0 mg, 0.51 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 80:20 to 60:40) afforded the title compound as a
white powder (85.1 mg, 43%). 1H NMR (acetone-d6, 200 MHz): δ
2.28 (s, 3H, H1), 7.19−7.10 (m, 1H, H9), 7.28 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H10),
7.54−7.37 (m, 4H, H4, H19 and H18), 7.73−7.58 (m, 3H, H11 and
H17), 7.94−7.76 (m, 5H, H7, H13 and H14).

13C NMR (DMSO-d6, 50
MHz): δ 22.5, 108.5, 117.5, 119.5, 121.6, 127.1 (2C), 127.3 (2C),
127.4 (2C), 128.6, 129.1 (2C), 129.6, 135.3, 138.2, 138.2, 138.3, 144.3,
148.1, 158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for
C23H20N3O3S2, 450.0941; found, 450.0935. HPLC (λ254): Purity
>99%; tR: 9.07 min (method 2).

N-(4-(3-((4′-Methyl-[1,1′-biphenyl])-4-sulfonamido)phenyl)-
thiazol-2-yl)acetamide (5w). The general procedure for the
formation of sulfonamide (I) was followed using 3 (102.0 mg, 0.44
mmol), 4′-methylbiphenyl-4-sulfonyl chloride (205.0 mg, 0.77 mmol)
as reagent, and triethylamine Purification by silica gel flash
chromatography (CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title
compound as a white powder (110.5 mg, 37%). 1H NMR (acetone-d6,
200 MHz): δ 2.27 (s, 3H, H1), 2.34 (s, 3H, H20), 7.19−7.12 (m, 1H,
H9), 7.31−7.22 (m, 3H, H10 and H18), 7.38 (s, 1H, H4), 7.65−7.49 (m,
3H, H11 and H17), 7.81−7.71 (m, 2H, H14), 7.97−7.80 (m, 3H, H7 and
H13).

13C NMR (acetone-d6, 50 MHz): δ 21.1, 22.9, 108.8, 119.3,
121.0, 122.9, 127.9 (2C), 128.0 (2C), 128.7 (2C), 130.3, 130.6 (2C),
136.8, 137.0, 139.3 (2C), 139.3, 146.0, 149.8, 159.0, 169.2. HRMS-ESI
(m/z): [M + H]+ calcd for C24H22N3O3S2, 464.1097; found, 464.1093.
HPLC (λ254) purity 97.5%; tR 9.52 min (method 2).

N-(4-(3-((4-Iodophenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-yl)-
acetamide (5x). The general procedure for the formation of
sulfonamide (I) was followed using 3 (1.50 g, 6.44 mmol), 4-
iodobenzenesulfonyl chloride (2.33 g, 7.73 mmol) as reagent, and
triethylamine. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded the title compound as a
white powder (1.85 g, 60%). 1H NMR (DMSO-d6, 200 MHz): δ 2.17
(s, 3H, H1), 7.05−6.96 (m, 1H, H9), 7.27 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H10),
7.62−7.45 (m, 3H, H4, H11 and H14), 7.69 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H7),
7.99−7.88 (m, 1H, H13), 10.45 (s, 1H, NHsulfonamide), 12.26 (s, 1H,
NHacetyl).

13C NMR (DMSO-d6, 50 MHz): δ 22.5, 101.2, 108.5, 117.7,
119.8, 121.8, 128.3 (2C), 129.6, 135.3, 137.9, 138.2 (2C), 139.0, 148.0,
158.0, 168.7. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd for C17H15IN3O3S2,
499.9594; found, 499.9591. HPLC (λ280) purity 96.2%; tR 4.15 min
(method 1).

N-(4-(3-((4-(Hex-1-yn-1-yl)phenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-
yl)acetamide (6a). To a mixture of DMF (1 mL) and Et3N (3 mL)
under argon was added 1-hexyne (57.5 μL, 0.49 mmol) followed by 5x
(300 mg, 0.66 mmol), Pd(OAc)2 (2.5 mg, 0.01 mmol), and PPh3 (5.2
mg, 0.02 mmol). The reaction was heated to 50 °C for about 2 h until
complete consumption of the starting material (TLC monitoring).
The mixture was then cooled to rt and diluted with 0.5 M aqueous
solution of NH4Cl (100 mL). The aqueous layer was extracted three
times with EtOAc (75 mL), and the combined organic layers were
washed with brine (150 mL), dried with MgSO4, and concentrated
under reduced pressure. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded 6a as an off-white powder
(74.8 mg, 0.17 mmol, 25%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 0.91 (t,
J = 7.1 Hz, 3H, H21), 1.62−1.35 (m, 4H, H20 and H19), 2.20 (s, 3H,
H1), 2.37 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H18), 6.97 (ddd, J = 8.0, 2.2, 0.9 Hz, 1H,
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H9), 7.27−7.16 (m, 2H, H4 and H10), 7.39 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H14),
7.57 (dt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H, H11), 7.76−7.64 (m, 2H, H7 and H13).
13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 14.1, 19.8, 22.7, 23.1, 31.9, 80.4, 95.4,
109.3, 120.2, 121.8, 123.6, 128.4 (2C), 130.4, 130.5, 132.9 (2C), 137.2,
139.3, 139.7, 150.5, 159.6, 171.0. HRMS-ESI (m/z): [M + H]+ calcd
for C23H24N3O3S2, 454.1254; found, 454.1249. HPLC (λ280) purity
>99%; tR 8.08 min (method 1).
N-(4-(3-((4-(Oct-1-yn-1-yl)phenyl)sulfonamido)phenyl)thiazol-2-

yl)acetamide (6b). To a mixture of DMF (1 mL) and Et3N (3 mL)
under argon was added 1-octyne (73.7 μL, 0.49 mmol) followed by 5x
(300 mg, 0.66 mmol), Pd(OAc)2 (2.5 mg, 0.01 mmol), and PPh3 (5.2
mg, 0.02 mmol). The reaction was heated to 50 °C for about 2 h until
complete consumption of the starting material (TLC monitoring).
The mixture was then cooled to rt and diluted with 0.5 M aqueous
solution of NH4Cl (100 mL). The aqueous layer was extracted three
times with EtOAc (75 mL), and the combined organic layers were
washed with brine (150 mL), dried with MgSO4, and concentrated
under reduced pressure. Purification by silica gel flash chromatography
(CH2Cl2:EtOAc; 100:0 to 70:30) afforded 6b as an off-white powder
(11.2 mg, 0.23 mmol, 35%). 1H NMR (CD3OD, 200 MHz): δ 0.97−
0.78 (m, 3H, H23), 1.62−1.15 (m, 9H, H22, H21, H20 and H19), 2.19 (s,
3H, H1), 2.34 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H18), 6.97 (ddd, J = 8.0, 2.1, and 0.9
Hz, 1H, H9), 7.26−7.14 (m, 2H, H4 and H10), 7.38 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
H14), 7.56 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H11), 7.74−7.65 (m, 3H, H7 and H13).
13C NMR (CD3OD, 50 MHz): δ 14.5, 20.2, 22.7, 23.7, 29.7, 29.8, 32.6,
80.4, 95.4, 109.3, 120.1, 121.7, 123.6, 128.4 (2C), 130.3, 130.5, 132.9
(2C), 137.1, 139.3, 139.7, 150.4, 159.6, 171.0. HRMS-ESI (m/z): [M
+ H]+ calcd for C25H28N3O3S2, 482.1567; found, 482.1565. HPLC
(λ280) purity 97.8%; tR 8.86 min (method 1).
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Abelson; EC50, effective dose giving 50% target inhibition;
KHN, human keratinocytes; FHN, human fibroblasts; PARP,
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