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MAP3K8/COT Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 8/COT

MAPK

MAPKi

MCI1R

MCT-1

MCT-4

MEK

MEKi

MET

MFN1

Mitogen-Activated Protein Kinase

Inhibiteurs de la Protéine Kinase Activée par les Mitogenes
Melanocortin-1 Receptor

Monocarboxylate Transporter 1

Monocarboxylate Transporter 4

MAP/ERK kinase

Inhibiteurs de MEK

Met Proto-Oncogene, un récepteur tyrosine kinase pour HGF

Mitofusine 1
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MFN2 Mitofusine 2
MITF Microphtalmia-associated Transcription Factor

MitoSOX™ Marqueur fluorescent spécifique pour le superoxyde mitochondrial

ML162 Molécule inductrice de ferroptose

ML210 Molécule inductrice de ferroptose

MLANA Melan-A, un marqueur de différenciation mélanocytaire

MMP-9 Matrix Metallopeptidase 9

MRD Minimal Residual Disease

mTOR Mammalian Target of Rapamycin

MUP Melanomas of Unknown Primary (Mélanomes de Primaire Inconnu)

NAD(P)H Nicotinamide Adénine Dinucléotide (Phosphate) réduit

NAD+ Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme oxydée)
NADH Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme réduite)
NADPH Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
NCOA4 Nuclear Receptor Coactivator 4

NCSC Cellules Souches de la Créte Neurale

NF1 Neurofibromin 1

NM Nodular Melanoma

NRAS N-ras proto-oncogene

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

02e- Anion Superoxyde

OPA1l Optic Atrophy 1

OXPHOS Phosphorylation Oxydative

pl6INKA4 protéine agissant comme un inhibiteur du cycle cellulaire
PAKs P21-activated kinases

PD-1 Programmed Death-1

PDH Pyruvate Déshydrogénase

PDK Pyruvate Déshydrogénase Kinase

PD-L1 Programmed Death-Ligand 1



PDX
PEP
PGCla
PGC-1a
PGK1
PHD2

PI3K-Akt-
mTOR

PIK3CA
PINK1
PKM
PKM2
PLIN3
PTEN
PUFAs
RAC1
Rb

RE

RTK
RECIST
RGP
RNS
ROS
RSL3
RTgPCR
scRNAseq
SIRT1
SKR

SKS

Patient-Derived Xenograft

Phosphoenolpyruvate

Coactivateur 1a du Récepteur Activé par les Proliférateurs de Peroxysome Gamma

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha

Phosphoglycerate Kinase 1

Prolyl Hydroxylase Domain-containing Protein 2

Phosphoinositide 3-Kinase/Protein Kinase B/mammalian Target of Rapamycin

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha

PTEN Induced Kinase 1

Pyruvate Kinase Muscle

Pyruvate Kinase M2

Perilipin 3

Phosphatase and Tensin Homolog

Acides Gras Polyinsaturés

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Rétinoblastome

Réticulum Endoplasmique

Récepteurs tyrosine kinase

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
Radial Growth Phase

Espéces Réactives de I'Azote

Espéces réactives de I'oxygene

RAS-Selective Lethal N°3

Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Séquencgage de I’ARN sur Cellule Unique (Single-Cell RNA Sequencing)

Sirtuin 1

cellules SKmel28 résistantes aux BRAFi

cellules SKmel28 sensibles aux BRAFi
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SLC5A9
SLC7A11
SMAD3
SOD
SOX10
SRC
SSM
SWI/SNF
TCA
TDO
TERT
TFAM
TFRC
TGFR

TN

TNFa

TNM

TP53
TRAP1
TYRP1
TYRP2
uv
VEGFA
VEGF-C
VGP
WNT5A
WT

Xc-

Sodium/Glucose Cotransporter 9

Solute Carrier Family 7 Member 11

SMAD Family Member 3

Superoxyde Dismutase

SRY-Box Transcription Factor 10
Proto-Oncogene tyrosine-protein kinase Src
Superficial Spreading Melanoma
Switch/Sucrose Non-Fermentable

Cycle de I’Acide Tricarboxylique (ou cycle de Krebs)
Tryptophane 2,3-Dioxygénase

Telomerase Reverse Transcriptase

Facteur de Transcription A, Mitochondrial
Transferrin Receptor

Transforming Growth Factor Beta

Triple-Négatifs (mélanomes sans mutations dans les genes BRAF, NRAS, ni NF1)

Tumor Necrosis Factor Alpha

Tumor, Node, Metastasis (Tumeur, Ganglion, Métastase) - Systéme de classification

pour le cancer

Tumor Protein p53

TNF Receptor-Associated Protein 1
Tyrosinase-Related Protein 1
Tyrosinase-Related Protein 2
Ultraviolets

Vascular Endothelial Growth Factor A
Vascular Endothelial Growth Factor-C
Vertical Growth Phase

Wnt Family Member 5A

Wild Type (Type Sauvage, désignant la forme non mutée d'un géne)

Systéme antiporteur cystine/glutamate
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YAP
YAP/TAZ

YAP-TAZ-
TEAD

a-MSH

AYm

Yes-Associated Protei

Yes-Associated Protein/Transcriptional Co-Activator with PDZ-Binding Motif

Yes-Associated Protein/Transcriptional
Domain Transcription Factor

alpha-melanocyte stimulating hormone

Potentiel de membrane mitochondrial

Coactivator with PDZ-Binding Motif/TEA
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Introduction

1. Généralités sur le mélanome
1. Peau et pigmentation
a) Anatomie et fonctions de la peau

La peau fonctionne comme la premiére ligne de défense contre les agressions extérieures de nature
physique, chimique, ou biologique. De plus, elle est intrinsequement impliquée dans la régulation de
la température corporelle au travers de processus tels que la sudation et la constriction/dilatation des
vaisseaux sanguins. La structure de la peau se présente en trois couches distinctes, de la plus profonde

a la plus superficielle : I'hypoderme, le derme et I'épiderme (Figure 1).

Epiderme
Couche cornée
Couche
‘{ granuleuse =
. | [
Epiderme 7 Couche | _ 1 Cellule de
épineuse \ b et (e]o) Langerhans
Derme T Couche basale{\ﬂ/, 4 1 j\ﬁ:*,‘" \\ = U ,/Q,,;’_Ce||u|e de Merkel
h '/,, L l \ ,,,IIV:I,—Kératinocyte
Hypoderme | Derme

Figure 1 : Anatomie et Histologie de la peau

b) Focus sur I'épiderme
En tant que couche la plus externe et superficielle de la peau, I'épiderme est organisé en épithélium
pavimenteux stratifié, contribuant significativement a sa fonction de protection cutanée. Il se compose
de plusieurs types cellulaires, principalement les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de
Langerhans (cellules présentatrices d’antigénes professionnelles intégrées dans la peau et les
mugqueuses), ainsi que les cellules de Merkel (cellules nerveuses sensorielles spécifiquement sensibles
a la pression) (Figure 1). L'épiderme est caractérisé par une subdivision en quatre couches : la lame
basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée (de la plus profonde a la plus
superficielle). Le nom de chacune de ces couches correspond au degré de différenciation des
kératinocytes, qui constituent approximativement 85% de la population cellulaire de I'épiderme. Les

kératinocytes subissent un processus de différenciation en réponse a des facteurs environnementaux
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divers, progressant des couches profondes vers la surface, ou ils acquierent les attributs des
kératinocytes de la couche cornée (les cornéocytes). Ces derniers ont une durée de vie de 35 a 45 jours
avant de se détacher de I'épiderme, nécessitant un renouvellement constant par des cellules
provenant des couches sous-jacentes. La production de kératine, une protéine fibreuse caractéristique
de la couche cornée, est leur fonction prédominante. Les kératinocytes, en formant un réseau
cellulaire trés dense (via des jonctions cellulaires adhérentes, des desmosomes et des
hémidesmosomes), offrent également une protection contre les contraintes mécaniques. De plus, ils
constituent une barriére contre les rayonnements ultraviolets du soleil et les Iésions de I'ADN qui en
découlent, par l'intermédiaire de la mélanine. Cette derniere est synthétisée par les mélanocytes, puis

transférée vers les kératinocytes.

c) Meélanocytes
Les mélanocytes représentent 10 a 15 % des cellules de I'épiderme et se situent au niveau de la lame
basale (Figure 1). Leur origine remonte aux cellules souches de la créte neurale, depuis laquelle ils
migrent pendant la phase embryonnaire jusqu'a I'épiderme, ou ils subissent un processus de
différenciation!. Ce processus de différenciation est marqué par l'expression du facteur de
transcription Microphtalmia-associated Transcription Factor (MITF), reflet de I'engagement dans la
lignée mélanocytaire?. Les mélanocytes sont dotés de prolongements dendritiques qui s'insinuent
entre les kératinocytes, facilitant une communication étroite entre ces deux types de cellules. Il est
estimé qu’un mélanocyte est capable de communiquer avec 30 a 40 kératinocytes, constituant ce
qu'on appelle une unité épidermique de mélanisation®. La principale fonction des mélanocytes est la
synthése de mélanine, un pigment responsable de la coloration de la peau et des cheveux. Une fois
synthétisée, la mélanine est transférée aux kératinocytes ou elle joue un réle essentiel dans la

protection contre les rayonnements ultraviolets (UV) en les absorbant ou en les dispersant®.

d) Synthese de mélanine
Deux types de mélanine peuvent étre synthétisés : I'eumélanine, un pigment brun qui exerce un effet
photo protecteur, et la phéomélanine, un pigment orange dont I'action photo protectrice est plus
faible®. Le rapport de synthése entre ces deux pigments est  I'origine de la diversité des teintes de la
peau, ainsi que du degré de protection contre les UV (Figure 2). Il est important de différencier la
pigmentation constitutive, c'est-a-dire la coloration intrinséque de la peau, et la pigmentation photo-
induite, qui est une réponse a l'exposition aux radiations ultraviolettes. La synthése de mélanine
s'effectue dans les mélanosomes (eumélanosomes ou phéomélanosomes), des organites spécifiques
des mélanocytes, faisant intervenir diverses enzymes et protéines structurales. Le mélanosome
traverse quatre étapes de maturation, qui sont caractérisées par la quantité, la qualité, et la structure

de la mélanine produite® (Figure 2). Au fur et a mesure de leur maturation, les mélanosomes sont
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transportés vers les dendrites en contact avec les kératinocytes. La mélanine mature est alors
transférée aux kératinocytes, leur conférant une protection contre les radiations UV. En amont du
processus, I'exposition des kératinocytes aux radiations UV déclenche une cascade de pigmentation.
Les radiations, absorbées par les molécules d’ADN, engendrent la formation de photo produits’ et une
réponse de stress cellulaire médiée par I'activation de la protéine p53. Lorsqu'elle est activée, la
protéine p53 se lie notamment au promoteur du géne POMC, induisant la synthése de alpha-
melanocyte stimulating hormone (a-MSH), qui, a son tour, se lie au récepteur MC1R (Melanocortin-1
Receptor), conduisant a I'activation de la voie de signalisation de I'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) et du facteur de transcription MITF®. Ce facteur de transcription, essentiel & la pigmentation,
va ensuite réguler I'expression de diverses enzymes clés, telles que Tyrosinase, TYRP1 et TYRP2

(Dopachrome Tautomerase)®.
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Figure 2 : Synthése de I'eumélanine et de la phéomélanine (tiré de Nasti et al, 2015)%.

2. Le mélanome
Le mélanome est une affection maligne, initiée par la transformation des mélanocytes en cellules

cancéreuses. Il convient de noter que les mélanocytes ne se limitent pas a la peau, mais peuvent
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également étre observés dans 'uvée de I'ceil, les méninges, le systeme ano-génital, ou encore I'oreille
interne. A chacune de ces localisations se forment des tumeurs présentant des spécificités cliniques,
histologiques et génétiques'’. Cependant, ici ne seront abordés que les éléments relatifs au mélanome

cutané, qui représente plus de 90% de I'ensemble des mélanomes?2.

a) Epidémiologie du mélanome cutané
Le mélanome cutané correspond a seulement 10% de I'ensemble des cancers de la peau, mais est
responsable de 75% des décés liés aux cancers cutanés en phase métastatique®®. Il est remarquable de
noter que le mélanome figure parmi les cancers qui ont connu la plus forte augmentation d’incidence
au cours des cinquante derniéres années*. A titre d’exemple, en France, l'incidence du mélanome est
passée de 4 nouveaux cas a 11,1 pour 100 000 personnes chez les femmes, et de 2,5 a 10,8 chez les
hommes, entre 1980 et 2012 (www.e-cancer.fr). En 2018, le mélanome représente 15000 nouveaux
diagnostics en France. En raison de cette incidence élevée, le mélanome demeure un enjeu majeur de
santé publique. Alors que les formes précoces sont souvent associées a un pronostic favorable, les
formes avancées présentent des taux de rémission extrémement bas®. Il est par conséquent impératif
de mettre en ceuvre des stratégies de prévention efficaces, incluant des campagnes de sensibilisation
et l'identification des facteurs de risque. Il est par conséquent impératif de mettre en ceuvre des
stratégies de prévention efficaces, incluant des campagnes de sensibilisation et I'identification des

facteurs de risque.

b) Facteurs de risques de mélanome cutané
Des études scientifiques soutiennent que le développement du mélanome est multifactoriel,
impliquant a la fois des facteurs génétiques et environnementaux. Concernant [|'aspect
environnemental, I'exposition aux rayonnements ultraviolets (UV) occupe une place prépondérante.
Cette exposition provient majoritairement de la lumiére solaire naturelle, surtout durant la petite
enfance, mais également des sources artificielles telles que les cabines UV, Les rayonnements UV
induisent divers dommages a I’ADN, notamment des transitions C>T. Les mélanomes sont par
conséquent des cancers qui présentent une charge mutationnelle particulierement élevée?’.
Etonnamment, les altérations responsables du développement des mélanomes ne correspondent pas
a celles d’'une signature UV. Par ailleurs, la susceptibilité aux UV varie considérablement selon le
phototype d’un individu, c’est-a-dire la couleur de sa peau, de ses yeux et de ses cheveux'®. Le
phototype est conditionné par le ratio de production de phéomélanine et d'eumélanine. De fagon
schématique, une concentration de phéomélanine plus élevée que celle d’eumélanine procure a un
individu un phototype “peau claire, cheveux roux” associé a une photosensibilité (c’est-a-dire une
sensibilité accrue aux effets néfastes des UV. Au contraire, une concentration d’eumélanine plus

élevée que celle de phéomélanine procure un phototype “peau foncée, cheveux bruns” qui protége
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d’avantage des UV. Par ailleurs, le nombre de nzevi a également été corrélé au risque de
développement de mélanome : une personne présentant plus de 100 nzevi a un risque 7 fois supérieur
de développer un mélanome comparativement & une personne en ayant moins de 15%,
L’histopathologie des naevi constitue aussi un indicateur de risque : un naevus présentant certaines
atypies est plus susceptible d’évoluer en une lésion maligne par rapport a un naevus commun. Enfin, il
existe des altérations génétiques germinales qui sont associées a une prédisposition héréditaire au
développement d’'un mélanome. Ces formes familiales représentent prés de 10% des diagnostiques®.
L'altération causale la plus courante est située sur le gene Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(CDKN2A)2°, || est estimé qu’entre 30 et 50% des individus porteurs d’une mutation germinale

CDKN2A finiront par développer un mélanome avant I'dge de 80 ans?.

c) Classification clinique des mélanomes cutanés
Chaque type de mélanome cutané se caractérise par une fréquence d'apparition et un degré
d'agressivité distincts. On en identifie principalement quatre types?* : le mélanome & extension
superficielle (SSM, Superficial Spreading Melanoma), le mélanome Lentigo Maligna (LMM), le
mélanome nodulaire (NM), et le mélanome acral lentigineux (ALM, Acral Lentiginous Melanoma)
(Figure 3). Les SSM sont les plus fréquents (entre 40% et 70% des mélanomes selon les études???3) et
se manifestent principalement sur les régions cutanées exposées aux radiations UV de facon
intermittente, telles que le tronc, ou les jambes. Ces mélanomes ont tendance a se manifester

relativement tét (en moyenne vers I'dge de 50 ans) et présentent une charge mutationnelle modérée.??

Superficial Spreading Melanoma Nodular Melanoma

-

NN <
N S

Figure 3 : classification clinique des mélanomes cutanés (tirée de Scatena et al, 2021)
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3. Du naevus au mélanome

Les naevi, communément appelés grains de beauté, sont des tumeurs bénignes résultant d’'une
prolifération clonale localisée de mélanocytes. Ces lésions demeurent stables durant toute la vie de
I'individu dans I'immense majorité des cas, et leur transition vers un mélanome est un événement rare.
Cependant leur prévalence élevée les rend malgré tout responsables d'une part considérable des
mélanomes. Il est estimé qu’environ 30% sont le fruit de la transformation maligne d’un naevus
préexistant, et 70% des mélanomes se développent de novo, c’est-a-dire sans lésion précurseur. Ces
chiffres sont cependant encore controversés dans la communauté scientifique. En effet, selon
certaines études les SSM, qui sont les mélanomes les plus fréquemment diagnostiqués, sont les plus
fréqguemment associés a ce processus de transformation maligne d’un naevus bénin?*. La proportion
de mélanomes issus de naevi devrait donc, en théorie, étre plus importante que ce qui est décrit par
certains auteurs. Afin d’évaluer le risque de malignité associé a un naevus lors de I’'examen clinique du
patient, certains critéres visuels, regroupés sous |’'acronyme ABCDE, sont utilisés. Un naevus suspect
présentera une Asymétrie (A), des Bords irréguliers (B), une Couleur hétérogene (C), un Diametre
excédant 6 mm (D), ou une Evolution de I'un de ces critéres (E), justifiant alors une surveillance
renforcée. La formation d’un naevus est induite par I'apparition d’altérations génétiques spécifiques
dans le génome de certains mélanocytes, notamment sur des génes impliqués dans la voie de

signalisation Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK).

a) La Cascade de Signalisation des MAPK
Cette voie de signalisation, qui est altérée dans la grande majorité des naevi et dans pres d’un tiers des
cancers, régule la prolifération, la migration et la survie des cellules®®. Son activation commence par
I'interaction entre un ligand extracellulaire (facteur de croissance, cytokine) et un récepteur
transmembranaire doté d'une activité tyrosine kinase. Cette liaison va provoquer
I"autophosphorylation du récepteur, qui déclenche a son tour la phosphorylation de diverses protéines
kinases cytoplasmiques. Une fois phosphorylée, une premiere protéine acquiert la capacité de
phosphoryler la suivante, qui peut alors phosphoryler la suivant, jusqu’a former une « cascade » de
phosphorylations. Classiquement la séquence de phosphorylations de ces protéines est : RAS-RAF-
MEK-ERK. L’activation finale de ERK conduit a sa translocation vers le noyau et I'activation de la
transcription de ses genes cibles, régulant entre autres les processus de prolifération et de survie

(Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique de la cascade d'activations de la voie des MAP kinases.

b) Naevi
Plusieurs catégories de naevi sont décrites : congénitaux, acquis, naevi bleus et nzevi de Spitz?. Cette
partie se focalisera exclusivement sur les nzevi acquis, de loin les plus courants. Ces derniers, absents
a la naissance, apparaissent principalement pendant I'enfance et tendent a régresser apres I'dge de
soixante ans?’. lls se manifestent sur des régions cutanées exposées aux rayonnements ultraviolets.
Comme évoqué précédemment, le développement du naevus est provoqué par I|'apparition
d’altérations génétiques sur les génes impliqués dans la voie des MAPK?® (Figure 4). La plupart des
naevi acquis (90%) sont caractérisés par une altération activatrice du géne BRAF*3°, une kinase
importante de cette voie. Cette altération conduit a la substitution d’une valine par un acide
glutamique en position 600 de la protéine (BRAF'6%%) Cette méme altération est observée dans prés
de 50% des mélanomes cutanés métastatiques'’!. Certains naevi comportent une altération perte de
fonction sur le géne NF1 (15%), un inhibiteur de la voie des MAPK, et 15% ont une altération activatrice
sur NRAS, une autre kinase de la voie des MAPK (Figure 4). L’existence de ces altérations dés le stade
de naevus est révélatrice de leur caractére « driver », c’est-a-dire initiateur de la formation de la
tumeur. Malgré leur capacité a déclencher I’expansion clonale d’un mélanocyte et la constitution d’un
nzvus, elles induisent également par la suite un arrét systématique de la prolifération et le passage a

un phénotype « senescence-like ». Ce phénotype est induit principalement par le raccourcissement
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des télomeéres et s’accompagne de |'activation de la protéine suppresseur de tumeur p16INK4, un

produit de I'expression du géne CDKN2A32, Cet état senescence-like est préservé par un équilibre entre

les régulateurs du cycle cellulaire, I'absence d’élongation des télomeéres et le systéme immunitaire®®.
Une altération graduelle de I'ensemble de ces voies permettra aux mélanocytes des naevi bénins de
s'affranchir de cet état sénescent et d’'amorcer une transformation cancéreuse. Ainsi, bien que les
altérations drivers soient nécessaires, elles ne sont pas suffisantes pour le développement du

mélanome, et I'accumulation d’altérations oncogéniques supplémentaires sera nécessaire.

c) Neevus Dysplasique
La définition de cette entité tumorale est encore controversée dans le monde scientifique. En
fonction des auteurs, les naevi dysplasiques sont un stade plus avancé de la progression d’un naevus
bénin, ou une lésion apparaissant spontanément, sans passer par le stade de naevus bénin. lls peuvent
se développer en nombre important dans le cadre d’un syndrome de prédisposition au mélanome
(syndrome des naevi atypiques), ou de facon sporadique chez des individus sans prédisposition
particuliére. Dans tous les cas leur présence est associée a un risque accru de développer un
mélanome, et ils sont donc souvent assimilé a un stade pré-cancéreux. Typiquement ils présentent un
diametre plus important que les naevi bénins (supérieur a 5mm) ainsi qu’une structure asymétrique,
des bords irréguliers et une pigmentation hétérogene. Les altérations drivers inhérentes a un navus
bénin ne suffisant pas a impulser cette progression tumorale, la charge mutationnelle d’un navus
dysplasique est par conséquent supérieure a celle d’un naevus bénin3. Cette charge mutationnelle
inclut de nouvelles altérations oncogéniques qui poussent davantage les mélanocytes vers leur
transformation maligne. Ces altérations, le plus souvent typiques d’une signature UV, octroient a la
cellule la capacité de sortir de leur état senescence-like. Une altération fréquente est celle du
promoteur du gene TERT (Telomerase Reverse Transcriptase), qui provoque la réexpression de ce géne
et induit par conséquent une reprise de I'élongation des télomeres. Un autre exemple classique
d’altération oncogénique secondaire observée dans les naevi dysplasiques est celui de la délétion
mono-allélique du géne CDKN2A. Ce géne code pour deux protéines suppresseurs de tumeur (p16INK4
et p14ARF), et la perte de cet allele permet aux cellules d'échapper a la sénescence et de reprendre

ses cycles de divisions cellulaires.

d) Mélanome
La poursuite du processus décrit ci-dessus par I'accumulation de nouvelles altérations génétiques finit
par provoquer la transformation du navus en mélanome in situ. Cependant cela ne concerne que 30%
des mélanomes cutanés. En effet 70% des mélanomes diagnostiqués sont considérés de novo, c’est-a-
dire développés spontanément sans lésion précurseur. Les mélanomes issus de navi sont le plus

souvent de type SSM3 et comportent I'altération driver BRAF V60OE (déja présente au stade naevus).
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Cette derniere est accompagnée d’altérations additionnelles de la voie des MAPK ainsi que des génes
TERT ou CDKN2AY2333 Les mélanomes issus de naevi surviennent principalement entre 40 et 60 ans,
et ne présentent pas de dommages chroniques liés aux UV, Les mélanomes de novo, quant a eux,
sont classiquement BRAF non mutés, surviennent chez des patients agés et montrent des signes

histologiques de dommages chroniques aux UV (élastose solaire).

4. Progression du mélanome
Les différents stades de progression du mélanome sont caractérisés par I'accumulation d'un certain

nombre d'altérations génétiques dans le génome des cellules pré-tumorales et tumorales. Par
conséquent, au stade métastatique, le plus avancé de la maladie, le mélanome cutané posséde une
charge mutationnelle importante3®*. Il convient de différencier les altérations initiatrices, dites « driver
», qui conférent un avantage sélectif majeur en termes de prolifération, des altérations « passenger »,

qui s"accumulent de facon aléatoire sans procurer d’avantage sélectif a la cellule.

a) Mélanome in situ
Le mélanome in situ correspond au stade le plus précoce du développement et de la progression du
mélanome. La tumeur est confinée au sein de I'épiderme et effectue une croissance radiale (Radial
Growth Phase, RGP)*® (Figure 5), c’est-a-dire purement superficielle et insuffisante pour envahir le
derme sous-jacent. Comme abordé dans la partie précédente, un mélanome in situ peut étre issu de
la transformation maligne d’un naevus bénin ou d’un naevus dysplasique préexistant (entre 20% et
50% en fonction des études??), ou se développer de novo sans lésion précurseur. Ce stade peut durer
plus ou moins longtemps en fonction du type de mélanome33. Les mélanomes de type SSM, une
catégorie de mélanomes ayant une exposition UV modérée, peuvent persister in situ pendant des mois
voire des années. A l'inverse, les mélanomes de type nodulaire (NM), qui sont décrits comme associés
a une exposition UV chronique importante, amorcent d’emblée une croissance de type verticale et ne
demeurent au stade in situ que trés peu de temps avant d’envahir le derme?. Au stade in situ, une
simple chirurgie permet I'excision totale du mélanome et un taux de survie des patients avoisinant
100%. Si aucune excision n’est effectuée, cette croissance se poursuit, et s’accompagne de

I'accumulation de nouveaux dommages génétiques qui favoriseront une transition vers un état invasif.

b) Meélanome invasif
Au stade invasif, la tumeur entame une croissance verticale (Vertical Growth Phase, VGP) (Figure 5),
correspondant a I’'émergence d’une masse tumorale se développant a la surface mais également en
profondeur au sein de I'épiderme. La profondeur de la Iésion au sein du derme est un indicateur du
risque de métastase®. Les altérations oncogéniques qui se sont accumulées avant le stade invasif
permettent de classer les mélanomes en quatre sous-catégories : mutés BRAF (52%, principalement

V600E mais aussi V600K), NRAS (28%), NF1 (14%) ou triple-négatifs (TN, 10%). Une signature UV
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(transition C>T) est mise en évidence dans prés de 90% des mélanomes mutés pour BRAF, NRAS ou
NF1. A contrario, les mélanomes TN exhibent une charge mutationnelle significativement réduite mais
présentent davantage de variations dans le nombre de copies de génes?’. Ces altérations acquises au
stade de naevus ou de mélanome in situ ne suffisent pas pour initier le passage au stade invasif.
L'émergence de nouvelles altérations oncogéniques au sein de certains sous-clones de mélanocytes
tumoraux est nécessaire. L'exemple le plus classique est celui de la perte bi-allélique de CDKN2A
(altération perte de fonction et/ou délétion), retrouvée dans environ 60% des mélanomes invasifs, et
qui n’est pas présente aux stades précédents?’33>3’, Un autre exemple bien documenté est celui des
génes du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF, en particulier ARID2 et ARIDIA,
considéré par certains auteurs comme un gardien de l'intégrité génomique. Les altérations survenant
au niveau des génes de ce complexe provoquent ainsi I'apparition d’'un grand nombre d'aberrations
chromosomiques qui favorisent probablement I'émergence d’un phénotype invasif®3. Enfin, a un stade
tardif de la progression des mélanomes invasifs émergent de nouvelles altérations spécifiques,

principalement au niveau des génes suppresseurs de tumeur TP53 et PTEN*"33,

Nevus banin Neevus Croissance Croissance Mélanome
dysplasique radiale verticale métastatique
Perte
. E-Cadhérine .
® ®
()

Perte
CDKN2A & PTEN

Epiderme
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basale Mutation
BRAF
Derme Métastases

distantes

©Jenna Rebelo

Figure 5 : Récapitulatif schématique des phases d’initiation et de progression du mélanome cutané
(http://www.pathophys.org/melanoma/ )

c) Mélanome métastatique
Les mélanomes sont qualifiés de métastatiques lorsque leurs cellules se disséminent a partir du site de
la tumeur primaire et colonisent d'autres tissus ou organes. Le risque de métastases est corrélé a la

profondeur de l'invasion et de I'ulcération de la lésion primaire?:. Les différentes étapes du processus
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cellulaire menant a la formation de métastases dans le cancer ont été bien définies et se déroulent
comme suit : invasion, angiogenése, extravasation, dissémination et enfin colonisation des organes
cibles. Afin d’effectuer ces différentes étapes a partir du site primaire, les cellules de mélanomes
doivent acquérir des capacités de migration et d’invasion. Bien que n’étant pas épithéliales, les cellules
de mélanomes changent leur phénotype par un processus similaire a la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMTlike)383°,

Comme pour de nombreuses tumeurs solides, les métastases du mélanome se développent
principalement dans les ganglions lymphatiques de la zone de drainage de la tumeur primaire, ainsi
gue dans des sites plus distaux, principalement les poumons, le cerveau, les os et d’autres régions de
la peau. Il est intéressant de noter qu’environ 4 % des mélanomes sont diagnostiqués sans tumeur
primaire détectable??33, Ces derniers sont appelés « melanomas of unknown primary » (MUP). Deux
tiers des MUP apparaissent dans les ganglions lymphatiques, les autres dans les sites viscéraux. Les
MUP présentent un nombre élevé d’altérations, dont une part importante correspond a une signature
UV, ce qui suggére qu'ils proviennent de mélanocytes trés exposés au soleil*?. Ils peuvent provenir de
mélanomes primaires qui ont régressé spontanément, ou encore de mélanocytes ayant métastasé a
partir de naevi bénins et acquis les altérations génétiques nécessaires a une transformation maligne
sur le site métastatique. Les métastases de mélanome présentent une capacité proliférative accrue,
un plus grand potentiel de colonisation des tissus et d’échappement au systéme immunitaire en raison
d'altérations génétiques supplémentaires. Cependant, aucune altération génétique spécifique des
cellules métastatiques n’a pu étre clairement identifiée a ce jour. Bien que les variations du nombre
de copies, I'amplification de MITF, les altérations du promoteur de TERT et la perte bi-allélique de
CDKN2A soient plus fréquentes dans les mélanomes métastatiques que dans les mélanomes primaires,
elles surviennent le plus souvent a un stade plus précoce?. Des données d’exomes issues de cohortes
de tumeurs primaires et métastatiques appariées n'a pas permis d'identifier d’altérations récurrentes
spécifiques aux métastases®.. Il existe néanmoins certains éléments de preuves impliquant |'activation
de la signalisation WNT par le biais d’altérations activatrices du géne CTNNBI (B-caténine)*. Malgré
cela les connaissances actuelles sont insuffisantes pour établir un modeéle concluant d'altérations

récurrentes associées a la progression métastatique.

d) Stadification du mélanome
Une fois le diagnostic de mélanome établi par analyse anatomopathologique du tissu tumoral, la
tumeur est classée sur des critéres cliniques et radiologiques selon le systeme TNM, ou T fait référence
a la tumeur, N aux ganglions lymphatiques (Node en anglais) et M aux métastases. Ce systeme est
établi par I’American Joint Committee on Cancer (AJCC). La classification TNM se subdivise en quatre

stades distincts, de | a IV, qui correspondent a différents degrés d'avancement de la Iésion maligne®®.
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Enrésumé, pour les stades | et I, la tumeur demeure localisée mais s’ulcére progressivement. Au stade
lll, des métastases sont identifiées initialement au niveau du ganglion lymphatique le plus proche,
communément appelé ganglion sentinelle. Enfin, au stade 1V, les métastases se propagent a des sites
éloignés. Il est également important de mentionner le modele de Clark, qui établit une classification
en cinq stades de progression, allant du naevus bénin au mélanome métastatique. Ce modele est
intrinsequement lié a I'indice de Breslow, qui mesure la profondeur de la lésion. L’'indice de Breslow
est un facteur pronostique crucial, permettant d'évaluer la survie a cing ans selon I'épaisseur de la

lésion.

2. Prise en charge thérapeutique du mélanome cutané

1. Chirurgie
La chirurgie est le traitement de premiére intention du mélanome primaire (non métastatique). Elle
implique |'excision chirurgicale de la tumeur avec une marge de tissu sain bordant la zone tumorale.
La largeur de la marge dépend de |'épaisseur de la tumeur, de sa localisation et d'autres facteurs. Si
des métastases ganglionnaires sont détectées cliniquement ou par des techniques d'imagerie, un
curage ganglionnaire peut étre effectué a la suite de I'excision. Il s'agit d'enlever chirurgicalement les
ganglions lymphatiques envahis afin d'enrayer la propagation du cancer®. La chirurgie peut également
étre utilisée pour traiter les métastases satellites et/ou en transit (c’est-a-dire situées a environ 2 cm
de la tumeur primaire). Dans ce cas de figure le geste chirurgical peut étre complétée par la

cryothérapie, la thérapie au laser, I'électro chimiothérapie ou la radiothérapie®.

2. Radiothérapie
La radiothérapie consiste a utiliser une certaine quantité de rayonnements ionisants de facon localisée
pour détruire les cellules cancéreuses dans une région bien délimitée. Elle peut étre utilisée dans un
but curatif (ablatif), c’est-a-dire pour détruire une tumeur ou un ensemble de tumeurs. Cette approche
est surtout utilisée pour traiter les métastases a distance, notamment celles situées au niveau cérébral
et osseux. Elle n’est pas utilisée pour la tumeur primaire, excepté pour les patients agés ou fragiles, ou

lorsque la chirurgie risque d'entrainer une mutilation grave.

La radiothérapie peut également étre utilisée de facon adjuvante, en complément de la chirurgie, afin
d’éliminer les cellules cancéreuses résiduelles qui peuvent persister apres I'opération. Cette approche
a été évaluée pour les ganglions lymphatiques apres I'excision du mélanome primaire. Elle permet

d’améliorer le contrdle locorégional mais n'a pas d'impact sur la survie globale®.
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3. Thérapies systémiques

a) Chimiothérapies
Le traitement thérapeutique du mélanome métastatique a largement progressé ces derniéeres
années* (Figure 7). La chimiothérapie, dont le mode d’action principale est de détruire les cellules qui
se divisent rapidement, a longtemps été le pilier du traitement du mélanome. L'une des premiéres
chimiothérapies utilisées dans le traitement du mélanome a été la dacarbazine (Figure 7), approuvée
par la FDA en 1975. Il s’agit d’un agent alkylant qui endommage I'ADN en introduisant des groupes
alkyles sur les bases guanine, entrainant la mort cellulaire par apoptose. Cependant, la dacarbazine n'a
donné qu'un taux de réponse modeste de 10 a 20 % et n'a pas montré d'amélioration significative des
taux de survie globale®. Le témozolomide, un analogue de la dacarbazine, a montré une efficacité
similaire et présentait I'avantage supplémentaire d'étre administré par voie orale®. La dacarbazine et
le témozolomide sont tous deux capables de traverser la barriere hémato-encéphalique, ce qui les

rend particulierement utiles dans le traitement des métastases cérébrales®.

Les nitroso-urées, qui comprennent la fotémustine, la carmustine et la lomustine, constituent une
autre classe d'agents alkylants actifs dans le mélanome. Bien qu'elle n'ait pas été approuvée par la FDA
pour le mélanome, la fotémustine a été approuvée en Europe. L'efficacité des nitrosourées est
comparable a celle de la dacarbazine et du témozolomide, mais leur utilisation est quelque peu limitée
en raison de leur profil d'effets secondaires séveres, qui comprend une aplasie médullaire et des

troubles gastro-intestinaux?.

b) Inhibiteurs d’immune-checkpoints
Les immune-checkpoints (ou points de contréle immunitaires) sont des protéines dont le réle principal

est le maintien de I'homéostasie du systéme immunitaire. lls peuvent avoir un effet activateur ou
inhibiteur. Dans des conditions physiologiques, les immune-checkpoints de type inhibiteurs favorisent
I'immunotolérance au soi et sont ainsi essentiels a la prévention des réactions auto-immunes et a la
. . 7 7 . . . 44 .
protection des tissus contre les dommages causés par une réponse immunitaire*. lls garantissent que
le systéme immunitaire réponde de maniére appropriée aux menaces sans attaquer de fagon délétere
les propres tissus de l'organisme. Leur fonctionnement repose classiquement sur un modele
récepteur/ligand. Les deux plus connus et étudiés a ce jour sont PD-1 et CTLA-4, ainsi que leur ligand

respectif PD-L1 et B7 (Figure 6).

Dans le cadre du cancer, les lymphocytes T infiltrant le tissu tumoral entrent en contact physique avec
diverses cellules, notamment les cellules cancéreuses et les cellules présentatrices d’antigenes. Ce
contact permet l'interaction entre les immune-checkpoints situés a la surface des lymphocytes T et

leurs ligands exprimés, quant a eux, a la surface des autres cellules. Dans le cas de PD-1, son interaction
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avec ses ligands PDL-1 et PDL-2, exprimés par les cellules tumorales, provoque un « épuisement » des
lymphocytes T, qui perdent alors leur activité cytotoxique et donc leur capacité a combattre
efficacement les cellules tumorales*. CTLA-4, quant a lui, agit dans les premiers stades de I'activation
des lymphocytes T en se liant au ligand B7 situé sur les cellules présentatrices d’antigenes, limitant
ainsi leur activation (Figure 6). Ces mécanismes, bien que naturellement destinés a limiter les Iésions
tissulaires au cours de I'inflammation, sont exploités par les cellules tumorales pour échapper au
systéme immunitaire. Par conséquent, l'inhibition de ces immune-checkpoints permet de restaurer,
au moins en partie, I'activité antitumorale du systéme immunitaire. En 2010, l'ipilimumab, un anticorps
qui cible CTLA-4, a été le premier a montrer un bénéfice en termes de survie dans le mélanome
métastatique® (Figure 7). En 2014, le nivolumab et le pembrolizumab, deux anticorps ciblant PD-1, ont
également montré des résultats satisfaisants pour le traitement du mélanome non résécable®. Une
étude sur le plus long terme a ensuite montré que le pembrolizumab procure une survie sans
progression (PFS) et une survie globale (OS) plus longues et est associé a un taux de réponse
significativement plus importants que l'ipilimumab. Enfin, des essais ont montré que la combinaison
ipilimumab-nivolumab améliore le taux de réponse et la survie globale par rapport a l'ipilimumab ou
au nivolumab en monothérapie®>>3 (Figure 7). Cependant, >50% des patients ont également présenté
une toxicité significative de cette bithérapie, ce qui représente une contrainte majeure a |'utilisation
des inhibiteurs d'immune checkpoints de fagon générale. L'apparition de ces effets indésirables, liés a
I'induction d’une réaction auto-immune, est variable et imprévisible, mais survient le plus souvent
pendant la phase d'induction®®. Une autre contrainte des inhibiteurs d’immune checkpoints est
I'absence de biomarqueur fiable a ce jour, permettant de prédire la réponse d’un patient donné.
Malgré ces écueils, les inhibiteurs d’'immune checkpoints ont aujourd’hui I'autorisation de mise sur le
marché pour le traitement curatif en 1% ligne de tous les mélanomes stade Ill inopérables et stade IV,
indépendamment de leur statut BRAF, soit par anti-PD1 seul, soit par combinaison ipilimumab-

nivolumab®.
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Figure 6 : représentation schématique du mode d'action des inhibiteurs d'immune-checkpoints
(adaptée de Lipe et al, 2021).

c) Les thérapies ciblées
Les thérapies ciblées sont apparues comme une avancée majeure dans le traitement du mélanome
métastatique, en apportant des réponses spectaculaires et des effets indésirables minimes en
comparaison des chimiothérapies conventionnelles jusque-la utilisées par les praticiens. Le principe de
fonctionnement des thérapies ciblées, qui explique une telle efficacité et une telle spécificité d’action
antitumorale, est I'inhibition sélective des protéines ou des voies de signalisation activées de fagon
aberrante dans les cellules cancéreuses. Comme abordé précédemment, pres de la moitié des
mélanomes invasifs présentent I'altération oncogénique driver BRAF V600E, qui induit une activation
constitutive de la voie de signalisation des MAPK. Cette altération, en combinaison avec d’autres
altérations oncogéniques, permet a la cellule de proliférer et de survivre tout en ignorant les signaux
qui tendent a freiner leur prolifération et a induire leur mort cellulaire. Par la méme occasion, la cellule
cancéreuse devient également dépendante de cette altération pour le maintien de son phénotype, ce
qui constitue donc une vulnérabilité. En effet, il devient ainsi possible d’exploiter cette dépendance
par le biais d’inhibiteurs spécifiques de la protéine BRAF mutée (Figure 4), pour induire la mort
sélective des cellules de mélanome, tout en épargnant les cellules normales qui ne dépendent pas de

cette voie.

En 2012, le vemurafenib, le premier inhibiteur de BRAF (BRAFi), a recu 'AMM en 1°¢ ligne de
traitement du mélanome non résécable ou métastatique porteur d’une altération BRAF V600 (Figure

7). Une étude randomisée ouverte avait évalué son efficacité comparativement a la chimiothérapie
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conventionnelle (dacarbazine), et avait montré un gain de la survie globale de 3,6 mois et un taux de
réponse presque 9 fois plus important®. En 2014, c’est au tour du dabrafenib, un BRAFi plus spécifique
de BRAF V600 que le vemurafenib, d’obtenir I’AMM dans cette méme indication. L'étude randomisée
ouverte qui I'avait comparé a la chimiothérapie n’avait pourtant pas objectivé d’amélioration de la

survie globale®®.

En effet, 'acquisition d’une résistance secondaire aux BRAFi en monothérapie est fréquente apres une
survie médiane sans progression de 6 a 7 mois>’. Divers mécanismes ont été décrits pour expliquer
cette résistance acquise, et seront détaillés plus tard dans une autre partie. Par ailleurs, malgré une
toxicité plus faible que les chimiothérapies conventionnelles, les BRAFi peuvent provoquer des effets
indésirables chez certains patients, comme des éruptions cutanées, des douleurs articulaires, une
photosensibilité accrue pour le vemurafenib et de la fievre dans le cas du dabrafenib. Mais des effets
indésirables plus graves, spécifiques de cette famille de molécules, ont également été rapportés. En
effet, de nombreuses études ont montré que ces traitements peuvent induire I'apparition de tumeurs
cutanées bénignes et malignes (papillomes, kératoacanthomes, carcinomes épidermoides
principalement), ou encore favoriser la progression de tumeurs préexistantes par le biais d’une
activation paradoxale de la voie MAPK. Ce phénoméne, qui survient chez 14 a 26% des patients
traités®®, est médié par I'hétérodimérisation de BRAF avec une kinase paralogue appelée CRAF®,
uniquement dans des cellules BRAF WT qui comportent une altération oncogénique sur I'un des autres

génes de la voie des MAPK, comme KRAS, NRAS ou NF1°,

Dans le but de réduire I'incidence de ces effets indésirables, et de ralentir I'acquisition d’une résistance
aux thérapies ciblées, des combinaisons d'inhibiteurs de BRAF et de MEK, une autre kinase située en
aval de la voie MAPK, ont ensuite été évaluées. En 2012, lI'inhibiteur de MEK (MEKi), nommé
trametinib, avait déja montré une efficacité clinique en monothérapie supérieure a la chimiothérapie
dans les mélanomes mutés BRAF?Y(Figure 7). Trés peu de temps aprés, le 1°" essai de phase Il a évaluer
I'efficacité du dabrafenib combiné au trametinib par rapport au dabrafenib seul a permis une
amélioration de la survie globale (9,4 mois vs 5,8 mois) et du taux de réponse globale (76% vs 54%),
ainsi qu’une réduction importante de la survenue d’effets indésirables liés a I'activation paradoxale de
la voie MAPK (exemple : apparition secondaire de carcinomes épidermoides cutanés = 7% vs 19%)°.
D’autres essais montreront par la suite des résultats similaires®*=®°, Ainsi, en 2015 le dabrafenib obtient
une extension d’indication en association au trametinib dans le traitement du mélanome non
résécable ou métastatique porteur d’une mutation BRAF V600°%. Par la suite, c’est au tour du
vemurafenib d’obtenir ’TAMM en combinaison avec un autre puissant MEKi, nommé cobimetinib®’
(Figure 7). Cette autorisation a été octroyée sur la base d’un essai de phase Il qui avait montré des

résultats comparables a celui du dabrafenib/trametinib®’. Enfin, I’encorafenib, un BRAFi de seconde
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génération, utilisé en combinaison avec un nouveau MEKi appelé binimetinib, obtient 'AMM en 2018
(Figure 7). L'encorafenib présente une meilleure efficacité de liaison avec la protéine BRAF mutée, ce
qui favorise une inhibition prolongée de son activité et une réduction de la dose administrée®, La
méta-analyse de 4 essais de phase Ill montre que cette combinaison, bien qu’efficace, est associée a
une survie globale et un taux de réponse global relativement comparables aux autres combinaisons
BRAFi/MEKi*®. En revanche, une autre méta-analyse conclut a la supériorité de la combinaison
encorafenib/binimetinib en termes de survie globale, de réponse globale, et de réduction des effets

indésirables®.

Pour conclure sur cette partie, I'avenement des immunothérapies et des thérapies ciblées a apporté
une telle amélioration dans le traitement des patients atteints d’'un mélanome métastatique, que la
chimiothérapie conventionnelle s’est rapidement effacée de la pratique clinique courante, pour laisser

place a ces nouvelles molécules comme traitements de référence.
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Figure 7 : Historique des principales thérapies du mélanome (tirée de Jenkins et al., 2020)%.
Nota Bene : les dates correspondent aux autorisations de la FDA aux USA, et non a celles de ’ANSM en France

3. La résistance aux thérapies ciblées

Malgré I'avancée majeure que constitue la thérapie ciblée par combinaison BRAFi/MEKi en termes
d’amélioration de la durée et de la qualité de vie des patients atteints d’'un mélanome muté BRAF, le
développement d'une résistance quasi-systématique demeure un obstacle majeur pour leur
traitement. La compréhension des mécanismes a l'origine de cette résistance est cruciale pour le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces. Ces mécanismes peuvent étre
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classés en fonction de différents criteres, comme le délai d'apparition de la résistance (résistance
primaire ou secondaire), leur caractere génétique ou non génétique, ou encore du type de
modification phénotypique qu’ils induisent pour permettre aux cellules tumorales d’échapper a la

thérapie.

1. Les différents types de résistance aux thérapies ciblées
La principale difficulté rencontrée dans I'étude de la résistance aux thérapies ciblées dans les
mélanomes, est I'impressionnante diversité des mécanismes identifiés a ce jour. Certains sont
intrinsequement présents dans la cellule tumorale initiale (résistance primaire ou intrinséque) (Figure
8), tandis que d’autres sont acquis au cours du traitement (résistance secondaire ou acquise). lls
peuvent aboutir a la réactivation de la voie MAPK ou bien a I'activation de voies oncogéniques
alternatives. La résistance peut étre médiée par les cellules tumorales elles-mémes, ou bien par le biais
du microenvironnement tumoral. Elle peut étre le fruit de modifications génétiques, épigénétiques,
post-transcriptionnelles, voire post-traductionnelles. La multitude de modes d’action rend ainsi leur
classification trés complexe. Cette partie va donc tenter de synthétiser les mécanismes connus en
fonctions de critéres communs, tels que leur caractéere génétique ou non-génétique, ou encore le type

de voie sur laquelle ils agissent, afin de mieux appréhender cette complexité.

34



Loss-of-function
mutation

Activating
mutation

Amplification

Upregulation

Downregulation

Change in
transcription

Splice variant

Methylation

Metabolic
rewiring

Proliferation

Pro-survival

Invasion

?0@%&*&L‘4—»#§§

Figure 8 : Synthése des principaux mécanismes de résistance primaire (« intrinsic »), secondaire
(« acquired ») et adaptative (« adaptive ») aux thérapies ciblées dans le mélanome (tirée de McKenna
etal., 2021)”.

a) Résistance primaire
La résistance « primaire », aussi appelée résistance « intrinséque », se caractérise par I'absence de
signe de régression au cours du traitement initial. Cette forme de résistance peut se traduire par une
progression de la maladie avec absence totale de réponse, qu’elle soit compléte ou partielle, comme
définit par les « Response Evaluation Criteria in Solid Tumors » (RECIST). Elle peut également se
traduire par une simple stabilisation de la maladie, dont la progression se retrouve donc ralentie par
le traitement, sans pour autant montrer des signes de régression tumorale. Ces deux situations sont
révélatrices de I'existence d’'un mécanisme de résistance intrinseque, c’est-a-dire déja présent dans
les cellules tumorales avant méme 'administration de la (ou des) molécule(s). Dans le mélanome,
environ 30% des patients présentent une résistance primaire au traitement par combinaison
BRAFi/MEKi’*72, Selon certains auteurs, plusieurs mécanismes sont spécifiquement associés a ce type

de résistance, comme la perte de PTEN ou NF1, I'amplification du géne cyclin D1 (Figure 8), certaines
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mutations des génes HOXD8, RAC1 et MEK, ou encore la sécrétion de Hepatocyte Growth Factor (HGF)

par les cellules du microenvironnement tumoral’.

Un gene suppresseur de tumeur codant pour un important répresseur de la voie oncogénique
PI13K/Akt/mTOR, appelé PTEN, est fréquemment altéré dans les mélanomes mutés BRAF naifs de tout

traitement, notamment a des stades de progression avancés!’33

. Il s’agit d’altérations génétiques
induisant une « perte de fonction » qui provoquent |'activation constitutive de cette voie de

sighalisation et favorisent ainsi I’émergence de résistances primaires aux BRAFi/MEKi”>74,

Les altérations perte de fonction sur le gene NF1, un régulateur négatif de la voie des MAPK, sont
également observées. Cependant, contrairement aux altérations activatrices de NRAS et KRAS, elles

sont impliquées uniquement dans la résistance primaire aux thérapies ciblées’*">,

Dans les mélanomes mutés BRAF, l'activation de la voie des MAPK entraine principalement une
prolifération cellulaire incontrdolée, en modifiant une autre voie d’aval nommée « voie Rb ». La voie Rb
(Rétinoblastome) est un régulateur essentiel de la prolifération cellulaire dans des conditions
physiologiques. Elle implique cing familles clés de protéines : les CDKN (ex : p16, codée par CDKN2A),
les cyclines-D (ex : cycline-D1), les cdk (principalement cdk4 et cdk6), les protéines Rb, et les facteurs
de transcription E2F. Lorsque les cellules répondent a des signaux de croissance, le complexe cycline-
D/cdk4-6 est activé et induit a son tour I'activation de Rb et E2F pour déclencher I'entrée dans le cycle
cellulaire. Les CDKN comme p16, quant a elles, tendent a inhiber la voie Rb, afin de réguler la division
cellulaire. L'amplification du gene CCND1, codant pour la cycline-D1, a été observée dans environ 20%

des échantillons de mélanome®®74.

Par ailleurs, la perte de pl6 par différents mécanismes
(délétion/altérations perte de fonction/méthylation du géne CDKN2A) est un mécanisme
fréquemment observé au cours de I'oncogénése du mélanome, de fagon mono-allélique dans un
premier temps, puis bi-allélique aux stades les plus avancés de la maladie. Une étude clinique a montré
que la délétion de CDKN2A et I'amplification de CCND1 étaient associées a une survie sans progression
plus courte chez les patients traités par BRAFi’®, renforcant ainsi leur implication dans la résistance

primaire aux thérapies ciblées.

L'altération activatrice P29S sur le géne RACI1, une petite GTPase de la famille des Rho impliquée dans
la régulation de la prolifération et de la migration cellulaires, peut étre observée dans pres de 4% des
mélanomes au moment du diagnostic. La présence de cette altération endogéne dans les tumeurs est

corrélée a la résistance primaire a l'inhibition de BRAF’*77,

Enfin, un dernier gene de la voie MAPK connu pour étre altéré dans les mélanomes résistants aux
BRAFi/MEKi est MAP3K8 (alias COT). Ce géne code pour une protéine kinase capable de phosphoryler

MEK, de fagon indépendante de la signalisation RAF d’'amont. Des altérations activatrices de MAP3K8
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sont présentes dans environ 1,5 % de tous les mélanomes naifs de tout traitement, et sont donc

pourvoyeuses de résistance primaire’®7°,

b) Résistance secondaire
La résistance secondaire (ou résistance acquise), quant a elle, correspond a I'échappement ou la
rechute de la maladie apres une période initiale de réponse au traitement. Dans certains cas cela peut
se traduire par une réponse partielle, suivie d’'une progression malgré la poursuite du traitement. Il
s’agit du scénario le plus fréquent dans le mélanome muté BRAF, avec environ 50% de réponses
partielles aux combinaisons BRAFi/MEKi’*72. Dans d’autres cas la résistance secondaire se traduit par
une réponse compléte, suivie d’une période de rémission, aboutissant finalement a une résurgence de
la maladie des mois, voire des années plus tard. Ce cas de figure est appelé « récidive », ou encore
« rechute ». Dans le mélanome, le temps médian entre la réponse initiale aux BRAFi/MEKi et la
survenue d’une résistance secondaire (correspondant au temps de survie sans progression) est
d’environ 11 & 12 mois’>’2. Le principal mécanisme de résistance aux BRAFi connu consiste en la
réactivation de la voie des MAPK. Cette réactivation peut avoir lieu suite a plusieurs évenements
impactant I'expression et/ou la fonction des différents acteurs de la voie de signalisation (Figure 8). La
résistance acquise peut également impliquer la réactivation de voies de signalisation oncogéniques
paralléles comme la voie PI3K/AKT/mTOR. Il peut étre tentant de penser que ces réactivations
surviennent suite a I'acquisitions d’altérations dans le génome des cellules tumorale. Cependant,
d’aprés une méta-analyse de 2015, la résistance des mélanomes mutés BRAF aux thérapies ciblées
peut étre imputée a une altération génétique dans 50% a 60% des cas®*®2, Cela signifie que prés de la
moitié des cas de résistance sont dus a des mécanismes non génétiques qui sont, encore aujourd’hui,
mal compris. Dans cette partie, nous allons nous concentrer uniquement sur les mécanismes de

résistance secondaire médiés par des altérations génétiques connues et bien documentées.

(1) Altérations de la voie des MAPK
L'initiation et la progression des mélanomes mutés BRAF V600 repose sur |'activation constitutive de
la voie de signalisation des MAPK. Le principe du traitement par une combinaison BRAFi/MEKi consiste
justement a supprimer cette activation. De facon logique, la grande majorité des altérations

génétiques responsables de la résistance secondaire a ces thérapies sont localisées sur des génes

impliqués dans cette méme voie®*832* (Figure 8). L'exemple le plus évident est celui des altérations
secondaires récurrentes sur les génes BRAF, MEK1 et MEK2, codant pour les cibles mémes des
inhibiteurs. Concernant BRAF, une altération secondaire de résistance est observée dans pres de 30%
des mélanomes résistants’®. Trois types d’altérations ont été décrites a ce jour : des amplifications du
géne muté V600%+%, des variants aberrants d’épissage du variant V600 capables de se dimériser

spontanément®, et I'altération activatrice secondaire BRAF L505H%. Quant a MEK1 (MAP2K1) et son
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paralogue MEK2 (MAP2K2), deux kinases centrales dans la voie MAPK, des variants activateurs sont
observés de facon récurrente dans les cas de résistance acquise (Figure 8), bien que plus rares que les
altérations secondaires de BRAF. Les plus fréquemment identifiés sont Q56P, E203K, C121S et K57E
pour MEK1, et E207K et Q60P pour MEK27°84,

Une altération de résistance est également fréquemment observée dans les genes NRAS et KRAS, deux
kinases situées en amont de BRAF au sein de la voie MAPK (Figure 8). Une altération activatrice sur
I’'un de ces deux genes est classiquement observée comme driver dans des mélanomes naifs de tout
traitement, principalement des variants activateurs simple nucléotide sur les codons G12, G13 et Q61
pour NRAS, et G12 et Q61 pour KRAS. Ces variants NRAS/KRAS et les variants BRAF V600 sont
mutuellement exclusifs dans les mélanomes nouvellement diagnostiqués, mais une co-occurrence est
observée dans prés de 20% des mélanomes résistants aux BRAFi/MEKi”>788_ || s’agit donc d’altérations

vectrices de résistance secondaire, car acquises au cours du traitement.

(2) Altérations de la voie PI3K-Akt-mTOR
Dans certains cas, la résistance aux thérapies ciblées n’est pas médiée par une réactivation de la voie
MAPK, mais par |'activation d’'une voie de signalisation oncogénique alternative. La principale est la
voie PI3K-Akt-mTOR, qui partage plusieurs similarités avec celle des MAPK : leur activation par des
récepteurs tyrosine kinase sous I'action de ligands extracellulaires, leur fonctionnement basé sur une
cascade de phosphorylations, leur capacité a induire un programme d’expression associé
principalement a la prolifération et la survie cellulaire, et leur fréquente dérégulation dans de
nombreux cancers. Ces deux voies peuvent également s’activer ou s’inhiber mutuellement par un
systeme de cross-talk, permettant de basculer rapidement de I'une a I'autre en fonction du contexte
cellulaire ou environnemental®. Des altérations génétiques récurrentes sur certains génes impliqués
dans cette voie ont été documentées par Shi et al dans 22% des cas de mélanomes ayant développé
une résistance secondaire aux thérapies ciblées. Ces altérations touchent principalement les genes
AKT1, AKT2 et AKT3, codant pour les effecteurs d’aval de cette voie (Figure 8). Il s’agit la plupart du
temps de variants simple nucléotide activateurs sur les codons Q79 et E177%. Il est important de noter
gu’il n'y a pas d’exclusion mutuelle entre les altérations de la voie PI3K-Akt-mTOR et celles de la voie
MAPK. Les deux types d’altérations peuvent étre observées en co-occurrence au sein du méme clone

tumoral, et ainsi contribuer de facon conjointe a la résistance des mélanomes aux thérapies ciblées’®.

Finalement, la grande diversité des altérations génomiques imputées dans I'acquisition de la

résistance, et leur implication dans différentes voies oncogéniques, limite fortement I'efficacité a long
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terme de la thérapie ciblée dans le mélanome. De plus, les tumeurs de mélanomes situées sur des sites
distincts chez un patient donné ont une évolution tres ramifiée. Ces derniéeres peuvent donc acquérir
des altérations de résistances propres, complexifiant encore d’avantage la mise en place d’une

stratégie thérapeutique efficace’®.

c) Réponse adaptative

Tandis que la majorité des cellules de mélanome sont détruites sous la pression initiale induite par la
combinaison BRAFi/MEKi, et que la tumeur répond objectivement au traitement, certaines cellules
adoptent une réponse adaptative précoce médiée par un processus complexe de reprogrammation
transcriptionnelle. Cette réponse adaptative les rend capables de modifier profondément leur état
phénotypique afin de survivre transitoirement malgré le stress infligé par la thérapie’. Il ne s’agit pas
d’un état de résistance a proprement parler, mais plutét de tolérance au traitement. Les cellules qui
tendent vers cet état sont nommées "cellules persistantes", et constituent ce que I'on appelle la
maladie résiduelle (MRD, pour « minimal residual disease ») (Figure 9). Ces cellules persistantes se
caractérisent le plus souvent par une croissance lente et une dédifférenciation, perdant ainsi leur
capacité a induire la progression tumorale. En revanche, elles bénéficient de plus de temps que les
autres cellules de mélanome pour développer des mécanismes de résistance stables®. Elles sont le
moyen principal par lequel une résistance secondaire émerge chez les patients traités par BRAFi/MEKi.

Initiation du
traitement

l Phase 1 Phase 2 Phase 3

Phase de tolerance = MRD

Volume tumoral relatif

I T T U T
o 10 20 30 40

Durée de traitement

Adapté de Rambow et al.
2018

Figure 9 : Maladie résiduelle au cours de la thérapie ciblée dans le mélanome (Adaptée de Rambow et
al., 2021)%,

Dans les cas de réponses partielles, ce mécanisme de réponse adaptative survient dans un grand
nombre de cellules, ce qui favorise le développement rapide d’une résistance secondaire et donc d’une

progression tumorale avant méme que le patient ait atteint la rémission. Au contraire, dans les cas de
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réponses completes, la résistance adaptative n’est amorcée que dans un tres faible contingent de
cellules tumorales, invisible a I'examen clinique ou radiologique. Le patient entre ainsi en rémission,
tandis que les rares cellules a avoir amorcé une résistance adaptative développent des mécanismes de
résistance stables. Une fois cela fait, ces dernieres basculent de nouveau vers un état prolifératif et

induisent la reprise de la progression tumorale

(1) Altérations de la voie YAP/TAZ

La voie de signalisation Hippo/YAP/TAZ, naturellement activée par certains facteurs de croissance et
par des contraintes mécaniques imposées par la matrice extracellulaire, régule des voies d’expression
impliqguées notamment dans le controle de la taille des organes, de I'homéostasie des cellules souches
et de la différenciation cellulaire. Dans le cadre du mélanome, Lin et al ont montré que YAP est
impliqué dans I’acquisition de la résistance aux BRAFi/MEKi, et que son inhibition améliore la sensibilité
aux médicaments dans les cellules cancéreuses®. Peu aprés, Kim et son équipe ont déterminé plus
précisément qu’en conséquence du remodelage du cytosquelette d’actine induit par les BRAFi, la voie
YAP/TAZ contribue a la résistance adaptative des cellules de mélanomes mutées BRAF exposées a cette

molécule, en favorisant I'expression de génes liés au cycle cellulaire et 3 la survie®.

(2) Voie des GTPases Rho

Les Rho sont des petites GTPases homologues de RAS, activées par divers récepteurs de la membrane
plasmique, qui régulent de nombreux processus dans les cellules. Elles déclenchent une cascade de
phosphorylation pouvant influencer I'activité des voie MAPK, PIK3-Akt-mTOR, ainsi que de

nombreuses autres voies de signalisation

Dans le mélanome, la sous-famille RhoA est connue pour promouvoir I'invasion et les métastases®.
Misek et al ont montré que les GTPases RhoA induisent |'activation du co-facteur de transcription YAP,
connu pour favoriser la résistance au BRAFi/MEKi dans le mélanome par la suppression de I'apoptose®.
L'accumulation de la protéine YAP et I'enrichissement d'une signature YAP ont été documentés dans
environ 40 % des échantillons cliniqgues de mélanome provenant de patients qui ont rechuté apreés

traitement par des inhibiteurs de la voie MAPK&.,

Delmas et al ont montré que les BRAFi/MEKi induisent I'expression de RhoB, une autre GTPase de la
méme sous-famille que RhoA, par le biais de I'activation du facteur de transcription c-Jun. RhoB active

a son tour AKT, favorisant ainsi la survie des cellules et |a résistance aux thérapies ciblées®*.

Les résultats de Orgaz et al montrent que la signalisation des protéines Rho est enrichie dans les

cellules résistantes de mélanome. lls suggérent également que les Rho induisent, par le biais de leur
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protéine cible ROCK, la résistance aux BRAFi/MEKi en favorisant le remodelage du cytosquelette

d’actine-myosine®.

(3) Voie RAC1/PAK/C-RAF

Les PAKs (P21-activated kinases), qui sont des sérine/thréonine kinases, contribuent a I'activation de
la voie des MAPK. Les PAKs peuvent phosphoryler directement les protéines CRAF et MEK, entrainant
|'activation subséquente de ERK, I'effecteur final de la voie MAPK. Lu et al ont montré que les protéines
PAK1 et PAK2 sont activées dans de nombreuses lignées résistantes de mélanomes, et se retrouvent
surexprimées dans les tumeurs de mélanomes résistantes chez certains patients aprés progression
sous thérapies ciblées. Leurs résultats montrent que les PAKs favorisent la résistance des mélanomes
par le biais de la réactivation de ERK, de la voie JNK-B-caténine, et aussi possiblement de la voie PIK3-
Akt-mTOR®. Les PAKs sont elles-mémes activées en amont par les protéines RAC1 et CDC42, qui sont
également surexprimées dans les tumeurs progressant sous BRAFi/MEKi. Cela permet ainsi d’expliquer

en partie comment survient cette augmentation de I'activité des PAKs dans les mélanomes résistants.

(4) Surexpression des récepteurs tyrosine kinase

En conditions physiologiques, les récepteurs tyrosine kinases s’activent en présence de ligands extra-
cellulaires spécifiques, tels que des cytokines et des facteurs de croissance, ce qui déclenche la cascade
de phosphorylation des voies de signalisation d’aval. Ce fonctionnement est perturbé dans de
nombreux cancers par I'intervention de différents mécanismes. Dans le cas du mélanome, les résultats
concordants de plusieurs études suggérent que le traitement par BRAFi entraine la surexpression
coordonnée de multiples récepteurs tyrosine kinase dans les cellules cancéreuses”. Il s’agit
principalement de EGFR, ERBB3, MET, PDGFR-a, IGF-1R, et AXL*®1% (Figure 8). Cela permet ainsi aux
cellules de mélanome de maintenir I'activation de la voie MAPK, ou d’induire I’activation de voie
alternatives comme la voie PIK3-Akt-mTOR. Plusieurs travaux ont montré que cette surexpression des
récepteurs tyrosine kinase est médiée par la régulation de facteurs de transcription comme I’activation

de FOXD3 pour ERBB3%, ou la suppression de SOX10 pour PDGFR-a et EGFR%2,

(5) Modifications épigénétiques

Les modifications épigénétiques sont des altérations héréditaires de la chromatine, sans changement
de la séquence d'ADN sous-jacente, qui influencent et régulent I’expression des genes dans la cellule.
Ces modifications peuvent inclure, mais ne sont pas limitées a, I'acétylation, la méthylation et la

phosphorylation des histones, ainsi que la méthylation de I'ADN.
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Hugo et al ont étudié les changements épigénétiques contribuant a la résistance aux thérapies ciblées
qui surviennent dans les cellules de mélanome. L'étude a comparé les données d’expression et de
méthylation de divers genes impliqués dans la résistance. Leurs résultats montrent, parmi d’autres,
une augmentation significative de I'expression et de I'activité du gene c-MET, dans les tumeurs de
patients en progression sous BRAFi/MEKi. Cette surexpression est accompagnée d’une diminution du
niveau de méthylation de plusieurs ilots CpG dans le gene c-MET, suggérant la nature épigénétique du
mécanisme de régulation sous-jacent. Le méme phénomene a pu étre observé dans des lignées de
mélanomes mutées BRAF rendues progressivement résistantes par exposition prolongée aux

BRAFi/MEKi.

Les modifications post-traductionnelles des histones jouent également un réle important dans
I'acquisition de la résistance aux thérapies ciblées. Par exemple, linhibition de [I'histone
méthyltransférase EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2), connue pour induire la répression
transcriptionnelle de certains génes, améliore la réponse au vémurafénib dans les lignées cellulaires
résistantes'®. La surexpression de BMI1, une autre histone méthyltransférase, induit une diminution
de la sensibilité aux inhibiteurs de BRAF en provoquant la suractivation de la voie de signalisation WNT-
B-Caténine. Les histones désacétylases (HDAC), dont I'activité inhibe I’expression de nombreux génes,
semblent également jouer un rdle important. Par exemple Strub et al ont montré sur des lignées
cellulaires que I’haploinsuffisance de I'HDAC SIRT6 augmente I'acétylation du locus IGFBP2, ce qui
favorise son expression et déclenche la signalisation de survie médiée par IGF-1R. Comme cela a été
abordé précédemment, il en résulte une résistance accrue des cellules aux inhibiteurs de BRAF et de
MEK, Au-dela de cet exemple, I'inhibition des HDAC peut resensibiliser les mélanomes a la thérapie

ou au contraire promouvoir la résistance, en fonction de la classe d’HDAC ciblée®®,

Enfin, les ARN non codants, notamment les micro-ARN (miARN) et les ARN longs non codants (IncARN),
font eux-aussi partie des mécanismes épigénétiques qui contribuent a I'acquisition d'une résistance
aux thérapies ciblées dans le mélanome. Ils peuvent interagir avec la chromatine, les protéines et
d'autres ARN impliqués dans la tumorigenése, et leur expression est souvent modifiée dans le cancer.
Par exemple, Gambi et al ont montré, a partir de lignées cellulaires et d’'un modéle PDX de mélanome
résistant aux thérapies ciblées, que le IncRNA LENOX contribue a la résistance des mélanomes aux
thérapies ciblées en modulant la phosphorylation oxydative (OXPHOS) grace a son interaction avec la
GTPase oncogénique RAP2C%7, De multiples miARN, tels que miR-7, miR-125a, miR-204-5p et miR-211-
5p, ont également été impliqués dans la résistance aux MAPKi, montrant I'importance de leur réle

dans la résistance aux thérapies du mélanome%,
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Collectivement, ces exemples montrent que les changements épigénétiques sont largement impliqués
dans I'acquisition de la résistance aux thérapies ciblées dans le mélanome, au méme titre que les

altérations génétiques.
(6) Influence du microenvironnement tumoral

L'analyse protéomique d’une cohorte de mélanomes a montré que la sécrétion d’hepatocyte growth
factor (HGF) par les cellules stromales entrainait la réactivation des voies MAPK et PI3K-Akt-mTOR, par
le biais de son récepteur MET, induisant ainsi la résistance primaire aux BRAFi'%. Les résultats d’une
autre étude suggérent que cette sécrétion de HGF provient des fibroblastes du microenvironnement
tumoral, qui se retrouvent activés sous I'effet d’'une quantité importante de FGF1. Ce dernier est lui-
méme sécrété par les cellules de mélanome sous I'induction du traitement par BRAFi''. || semble donc

y avoir un dialogue entre cellules de mélanome et cellules du microenvironnement qui favorise la

résistance aux thérapies ciblées.

En outre, Miskolczi et al ont montré que l'abondance accrue de collagéne dans la matrice
extracellulaire influence I'état de différenciation des cellules de mélanome, et donc in fine leur
résistance aux thérapies ciblées!'!, Hirata et al ont également étudié ce phénomeéne a partir d’un
modele de lignée murine de mélanome greffée sur des souris et ont ainsi observé que le traitement
par BRAFi induit l'activation "paradoxale" des fibroblastes associés au mélanome, ce qui favorise la
production et le remodelage de la matrice extra-cellulaire. Cela conduit alors a une activation accrue
de I'axe intégrine B1/FAK/Src dans les cellules de mélanome, qui favorise a son tour la résistance a la

molécule®'?,

Ces exemples illustrent ainsi le fait que le microenvironnement tumoral est un facteur important de la
résistance aux thérapies ciblées, car I'activité des cellules stromales et la composition de la matrice

extracellulaire influencent la sensibilité des cellules de mélanome aux thérapies ciblées

2. Switch phénotypique et hétérogénéité tumorale

Comme abordé précédemment, la résistance secondaire se met en place dans un 1°" temps par le biais
d’une réponse adaptative, qui correspond a un ensemble de mécanismes rapides contribuant a la
tolérance de la cellule aux thérapies ciblées’®. Ce phénomeéne survient dans un faible contingent de
cellules tumorales appelé « cellules persistantes », qui peuvent ainsi survivre temporairement malgré
la pression exercée par le traitement. Durant cette phase, les cellules persistantes perdent

généralement une grande partie de leur capacité proliférative et ne contribuent donc plus a la
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croissance tumorale (Figure 9). Cependant elles constituent un réservoir au sein duquel des
mécanismes de résistance stables ont le temps de se mettre en place pour amorcer la reprise de la
prolifération cellulaire et donc la rechute de la maladie®. Ce basculement vers un état transitoire, puis
vers un état prolifératif ou invasif, appelé communément « switch phénotypique », n’est pas médié
par l'acquisition de nouvelles altérations génétiques. C’est un ensemble de modifications
épigénétiques profondes et de régulations post-transcriptionnelles/post-traductionnelles complexes
qui régulent ce phénoméne sous I'influence du micro-environnement tumoral®®'*3, Tout ceci est
révélateur de la plasticité phénotypique des cellules de mélanome, qui leur octroie la capacité de
basculer d’un état vers un autre de fagon réversible, alimentant ainsi une importante hétérogénéité

cellulaire au sein d’une méme tumeur®.

a) Identification des différents états phénotypiques dans le mélanome

Au début des années 2000, les chercheurs ont identifié deux profils transcriptionnels distincts parmi
les différentes lignées de mélanome : un groupe de lignées avec une expression majoritaire des
marqueurs mélanocytaires EDNRB et MLANA, caractérisé par une forte prolifération, et I'autre groupe
associé a I'expression de WNT5A, TGFR et AXL, caractérisé par une forte capacité invasive'!*, Des
études ultérieures, par séquencage ARN de biopsies de patients ont permis d’étendre les signatures
génétiques précédemment définies. Cela a conduit a l'identification d'une signature « proliférative »
gouvernée par les facteurs de transcription MITF et SOX10, et d'une signature « invasive » gouvernée
quant a elle par les facteurs de transcription AP1 et TEAD!'. De facon intéressante, ces signatures se
sont révélées indépendantes des altérations « drivers » connues du mélanome, telles que BRAF V600E
ou NRAS Q61L. Par la suite, Tirosh et al ont analysé ces signatures par séquencage de I’ARN sur cellules
uniques (scRNAseq) a partir de tumeurs de patients, et ont montré qu’elles co-existent
systématiquement au sein d’'une méme tumeur!’®, En se basant sur cette méme technologie de
scRNAseq, réalisée sur un modéle PDX et des biopsies de patients traités par thérapie ciblée, Rambow
et al ont par la suite identifié de nouvelles signatures caractéristiques. Ils ont également montré que
les proportions respectives de chaque sous-population exprimant ces signatures évoluent au cours du
traitement par inhibiteurs de la voie MAPK®, Parallélement, Tsoi et al ont constaté de leur cdté que
ces différentes sous-populations peuvent étre décrites au sein d’un continuum de signatures
transcriptionnelles, formant une trajectoire de différenciation/dédifférenciation suivie par les cellules

de mélanome sous l'influence du traitement!*? (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma simplifié du switch phénotypique et de ses mécanismes de régulation au cours de

I'acquisition de la résistance aux thérapies ciblées dans le mélanome cutané’!’

b) Description des différents états phénotypiques dans le mélanome

De facon schématique les différents travaux évoqués juste avant ont permis d’identifier cing états
phénotypiques (Figure 10), correspondant chacun a une signature transcriptionnelle spécifique et un

profil de sensibilité aux thérapie particulier.
(1) Etat prolifératif (différencié/de type épithélial)

Cette population présente une signature d’expression associée a la différenciation mélanocytaire,
caractérisée notamment par une forte expression du facteur de transcription MITF (dont le role sera
détaillé plus loin) et une faible expression du récepteur tyrosine kinase AXL (profil MITF"e"/AXLY)
(Figure 10). Les genes cibles de MITF, comme MLANA, PMEL, DCT et TYRP, qui sont impliqués dans la
pigmentation, sont également considérés comme des marqueurs spécifiques de cet état prolifératif.
Les cellules appartenant a cette population possedent une capacité de prolifération importante, mais

sont également plus sensibles aux inhibiteurs de BRAF et de MEK 8,
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(2) Etat intermédiaire

Il s'agit d'un état transitoire qui survient probablement lorsque les cellules de mélanome passent du
phénotype prolifératif au phénotype invasif. Ces cellules présentent une expression de MITF
intermédiaire et sont marquées par un enrichissement a la fois en génes de la signature des crétes
neurales et en genes de la pigmentation. Les cellules dans cet état intermédiaire peuvent adopter un
comportement mixte, c’est-a-dire une prolifération importante, mais plus lente que I'état
prolifératif/différencié, et une capacité d’invasion modérée. Une sous-population particuliere a été
également identifiée au sein de cet état, appelée starved-like (SMC), qui présente une signature
métabolique spécifique et une tolérance accrue a la privation en nutriments, ainsi qu’aux thérapies

ciblées®,
(3) Etat invasif (indifférencié/mésenchymateux)

Cette population caractérisée par un profil MITF°%/AXL"&" présente une signature typique d’un
phénotype mésenchymateux, avec une prolifération lente, un potentiel invasif élevé et une résistance
aux thérapies ciblées'®®, Le changement phénotypique d’un état prolifératif vers un état invasif a été
caractérisé par Hoek et al des 2008 sur la base de signatures transcriptionnelles. Cette sous-population
surexprime des génes dont les produits sécrétés sont impliqués dans la modification de
I'environnement extracellulaire (par exemple INHBA, COL5A1 et SERPINE1), ou des genes connus pour

réguler négativement la voie Wnt/ B-Catenine (comme WNT5A, DKK1 et CTGF)'*°,

(4) Etat semblable aux cellules souches de la créte neurale (NCSC)

Cet état correspond a des cellules qui ont retrouvé un profil d’expression similaire a celui des cellules
progénitrices issues des crétes neurales, dont dérivent les mélanocytes. Ce profil comporte
notamment une faible expression de MITF, similaire a |'état invasif, mais également des niveaux élevés
d’expression de NGFR, SOX10, AQP1, GFRA2 et RXRy. Cette population hérite ainsi de certaines
propriétés propres aux cellules des crétes neurales, notamment une plasticité phénotypique et
épigénétique accrues et des capacités de migration et d’invasion importantes. Comme les cellules de

I'état invasif, il s’agit d’'une population résistante aux thérapies ciblées!*?,

(5) Etat hyperdifférencié

Cet état est caractérisé par des niveaux tres élevés d’expression de MITF ainsi que de ses genes cibles,

notamment ceux impliqués dans la pigmentation. Alors que les cellules prolifératives MITF"&"/AXL'o%

46



sont sensibles aux thérapies ciblées, cet état hyperdifférencié MITF"&" est paradoxalement associé a
une forte résistance!!®, Des analyses scRNAseq et immunohistochimiques réalisées sur modéle PDX
traités par MAPKi ont révélé que cette population émerge de facon trés précoce au cours du

traitement, et est donc probablement un acteur clé de la réponse adaptative®.

L'existence de ces sous-populations a été ensuite confirmée sur des échantillons de patients par
immunohistochimie multiplexée. De fagon plus surprenante, il a été montré que ces différents états

t%0. Cela suggére que dans

sont déja présents au sein de la tumeur avant la mise en place du traitemen
des tumeurs naives, bien que la majorité des cellules de mélanome présente un état prolifératif,
contribuant a la croissance tumorale, certaines cellules sont capables de passer de maniere
stochastique vers d’autres états, probablement sous I'influence de signaux intrinseques et de facteurs

environnementaux.

c) Réle de MITF dans le switch phénotypique

MITF est un facteur de transcription de type basic helix-loop-helix leucine zipper qui joue un réle
essentiel dans I'établissement et le maintien du lignage mélanocytaire. Il permet le développement
des mélanocytes a partir des cellules de la créte neurale et est indispensable a leur survie. Il régule
I’expression d’une multitude de genes impliqués dans la différenciation mélanocytaire, la production
de mélanine, la survie, le cycle cellulaire, la réparation de I'ADN, et le métabolisme!?. || posséde de
nombreuses isoforme, notamment I'isoforme MITF-M (nommé par la suite MITF), qui est spécifique

des mélanocytes et des cellules de mélanome 2.

Plusieurs travaux ont montré que MITF joue également un role trés important dans I'oncogénése et la
progression du mélanome, en régulant I'expression de geénes impliqués dans d’autres processus
biologiques, tels que la survie cellulaire, I'invasion, la biogénese et I'autophagie des lysosomes et la
perte de sénescence'??, Différents niveaux d’expression de MITF induisent I'expression variable de
chacun des programmes transcriptionnels qu’il gouverne, favorisant ainsi le développement de
plusieurs phénotypes distincts (Figure 11). Schématiquement, un niveau d’expression élevé de MITF
favorise un phénotype mélanocytaire pigmenté, sensible aux thérapies ciblées, tandis qu’un niveau
faible de MITF meéne la cellule vers un état dédifférencié, invasif et résistant. Cependant, un niveau
tres élevé de I'expression de MITF peut également étre associé a une résistance importante aux
BRAFi/MEKi, comme c’est le cas dans la population hyperdifférenciée décrite par Rambow et al®®. Une
grande variété de facteurs intrinseques et environnementaux peut influencer le niveau d’expression

de MITF, déclenchant ainsi le passage d’un état phénotypique vers un autre (Figure 11).
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Figure 11 : Influence du niveau d’expression/activité de MITF sur le phénotype des cellules de
mélanome (tirée de Hartman et al., 2015)%%,

d) Facteurs régulant I'expression de MITF

Dans le cadre de la recherche sur le cancer, une attention particuliere a été portée sur le
microenvironnement tumoral et son réle dans la plasticité phénotypique adaptative. Les cellules non
cancéreuses du microenvironnement tumoral, ainsi que les conditions métaboliques, peuvent avoir un
impact significatif sur les phénotypes des cellules de mélanome, en modulant I'expression et I’activité

de MITF (Figure 12).
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Figure 12 : Diagramme schématique des voies de signalisation et conditions environnementales

régulant positivement ou négativement I'expression de MITF (tirée de Goding et al., 2019)**

(1) Les conditions métaboliques du microenvironnement tumoral

La disponibilité du dioxygéne, de nutriments, et de toutes les autres ressources indispensables au bon
fonctionnement des cellules de mélanome et des cellules du microenvironnement, a un tres fort

impact sur leur phénotype. En 2013 Widmer et al démontrent, dans les biopsies tissulaires, que les
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cellules de mélanome dédifférenciées sont principalement situées dans les régions hypoxiques de la

13 |’importante hypoxie a

tumeur, comme déterminé par leur expression de marqueurs spécifiques
laquelle peuvent étre exposées les cellules de mélanome en raison de la mauvaise vascularisation de
la tumeur induit une surexpression du facteur de transcription BHLHB2/DEC1/BHLHE4O0 par le biais du
facteur de transcription HIF1a, ce qui entraine la répression de MITF?*(Figure 12). D’autres situations
de stress, comme le stress du réticulum endoplasmique (RE), la privation en glucose ou encore en
acides aminés (Figure 12), peuvent réprimer I'expression de MITF par la voie de réponse intégrée au
stress (ISR). Cette voie est médiée notamment par le facteur de transcription ATF4 qui inhibe
I'expression de MITF en entrant en compétition avec CREB pour la liaison a son promoteur!?>1%, Les
situations de stress contribuent également a cette inhibition par l'intermédiaire du facteur de
transcription BRN2, activé par diverses voies oncogéniques (voies MAPK, PI3K/PAX3, Wnt/B-caténine
et TNFa/MYC), capable lui aussi de se lier directement au promoteur de MITF pour réprimer sa
transcription!?’. Le stress cellulaire peut aussi favoriser I’activation de la voie du facteur AP-1, un
complexe constitué de plusieurs familles de facteurs de transcription comme c-JUN et Fral (FOSL1),
qui inhibe I'expression de MITF par l'intermédiaire du modificateur de chromatine HMGA1, conduisant
ainsi les cellules de mélanome vers un état invasif et résistant aux BRAFi/MEKi'?*. Enfin, certains stress
environnementaux peuvent induire I'activation de kinases spécifiques, qui déclenchent conjointement
a leur tour la phosphorylation de elF2a. Ce dernier est un important facteur d’initiation de la
traduction. Sa phosphorylation a pour effet d’inhiber spécifiquement la traduction de MITF, et plus

généralement de médier la réponse intégrée au stress conjointement avec ATF41%8,

(2) Les cellules et le stroma du microenvironnement tumoral

Les fibroblastes associés au cancer (CAF) peuvent influencer le phénotype des cellules de mélanome
par le biais de facteurs sécrétés. C'est notamment le cas du TGFR, qui peut induire I'activation des axes
c-JUN (AP-1) et YAP-TAZ-TEAD, ce qui a pour conséquence de réprimer |'expression de MITF dans les
cellules de mélanome!?*. D’autre part, Girard et al ont montré qu’au cours d’un traitement par MAPKi,
les cellules de mélanome acquierent un phénotype similaire aux CAF. Ce dernier est caractérisé par
une activité contractile dépendante de I'axe actine/myosine-YAP-MRTF et la capacité a produire du
collagéne de type |, entrainant une augmentation de la densité et de la rigidité du stroma tumoral?,
Ce phénomene est décrit comme une boucle de rétroaction positive entre les cellules de mélanome et
le remodelage de la matrice extra-cellulaire, contribuant ainsi a la résistance aux médicaments. Le
méme groupe de chercheurs a également montré que les récepteurs du domaine discoidine DDR1 et

DDR2, qui sont des récepteurs du collagene de type |, sont capables de réguler la prolifération

cellulaire, la migration et I'invasion des cellules de mélanomes!*’,
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Les cellules immunitaires sont également une source de nombreux facteurs sécrétés qui ont un impact
majeur sur le phénotype des cellules de mélanome. Par exemple, le recrutement de neutrophiles et
de lymphocytes T activés au sein de la tumeur induit une inflammation et la sécrétion de TNFa, qui
peut favoriser un état MITF°" en activant les facteurs de transcription BRN2 et c-Jun*?*, WNT5A, un
facteur sécrété par les cellules myéloides suppressives, contribue également a inhiber I'expression de
MITF en activant c-JUN par I'intermédiaire de la voie Wnt-Bcaténine!?*. L'interleukine 1 (IL-1), une
cytokine pro-inflammatoire principalement produite par les macrophages et les polynucléaires
neutrophiles, est capable de déclencher la voie de réponse au stress médiée par I'axe JNK/c-Jun, et
d’augmenter I'expression de HIFla, deux voies connues pour réprimer I'expression de MITF et
favoriser la dédifférenciation des cellules de mélanome. L'IL-1 est également impliquée dans la
production de la métalloprotéinase 9 (MMP-9), qui joue un réle important dans le remodelage de la
matrice extracellulaire et renforce I'invasion des cellules tumorales'?*. En effet, comme cela a été
abordé dans le précédent paragraphe, la composition de la matrice extra-cellulaire, sous le controle
des différentes cellules stromales de la tumeur, a également une grande influence sur le niveau

d’expression de MITF.

De fagon générale, les divers changements survenant au sein du microenvironnement tumoral
induisent de fortes variations du niveau d’expression de MITF, ce qui améliore I'adaptabilité des

cellules de mélanome a différents types de stress et favorise ainsi leur survie.

e) Switch phénotypique et acquisition de la résistance

Comme cela vient d’étre décrit, le passage de certaines cellules d’un état prolifératif vers un état
invasif, SMC ou encore NCSC, est favorisé par des facteurs environnementaux qui déclenchent des
voies innées de réponse au stress ou a I'inflammation (voie HIF1la, voie AP-1-TEAD, voie ATF4). Ces
changements phénotypiques peuvent aussi étre déclenchés par des fluctuations intrinséques de voies
de signalisations. Cela permet aux différents états phénotypiques de coexister a tout moment au sein
de la tumeur dans des proportions variées. Alors que le traitement d’une tumeur de mélanome par
BRAFi/MEKi induit dans un premier temps la mort des cellules prolifératives, qui représentent
initialement la population majoritaire au sein de la tumeur, il a été montré que I'exposition a cette
combinaison induit également I’émergence de la population hyperdifférenciée MITF"e" de facon trés
précoce®™. Cette population, qui résiste fortement aux BRAFi/MEKi, se retrouve enrichie par un effet
de sélection, mais également par un switch progressif des autres cellules vers cet état phénotypique.
En effet, par le biais de plusieurs mécanismes, l'inhibition de la voie MAPK provoque initialement la
surexpression de MITF dans les cellules de mélanome, et favorise donc la transition vers cet état

hyperdifférencié MITF"&"130  parallélement, I'exposition chronique aux BRAFi/MEKi sélectionne
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également les cellules invasives, NCSC ainsi que les cellules intermédiaires, et renforce le switch vers
ces états phénotypiques!®. Le renforcement de ces programmes transcriptionnels est médié par les
voies de réponse au stress et a l'inflammation évoqués dans la partie précédente. De fagon
intéressante, les cellules de type « cellules souches de la créte neurale » (NCSC) peuvent également
promouvoir le switch des autres cellules vers cet état phénotypique de maniére paracrine, favorisant
davantage sa propagation au sein de la tumeur®®!. Les NCSC sont des cellules trés permissives a la
reprogrammation non-génétique, capables de s’adapter aux différentes conditions de stress, et sont
donc considérées par certains auteurs comme un élément clé de I'acquisition de la résistance aux
thérapies ciblées. Cette séquence d’événements n’est pas parfaitement reproductible et est amenée
a varier d’un patient a l'autre. Cependant, il est supposé que de facon générale, la thérapie ciblée
sélectionne les cellules ayant préalablement adopté un état qui favorise la tolérance aux thérapies
ciblées (Figure 10), et que ces dernieres vont alors renforcer et stabiliser un programme
transcriptionnel associé a la résistance par le biais de nouvelles altérations génétiques, ou de boucles
de rétroaction positives qui sont ensuite fixées par des mécanismes épigénétiques?. Ces clones, ou
« épiclones », en fonction du mécanisme sélectionné, deviennent alors progressivement une
population majoritaire au sein de la tumeur et induisent finalement la rechute de la maladie. Ainsi, les
populations invasives MITF'Y/AXL"&", NCSC et SMC, existent de facon ubiquitaire dans toutes les
tumeurs de mélanome et constituent ensemble un réservoir de cellules persistantes, a partir duquel

la rechute survient inévitablement.

f) Réle du facteur de transcription Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR)

Notre équipe (Gene Expression and Oncogenesis) a, ces derniéres années, contribué a Ia
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans le changement phénotypique des
cellules de mélanome. Notre laboratoire a ainsi montré que le facteur de transcription ligand-
dépendant AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor) intervient dans la dédifférenciation cellulaire et favorise
I'expression de programmes de résistance aux BRAFi!32, Il régule notamment, de facon directe ou
indirecte, I’expression de génes de résistance bien connus, comme AXL et EGFR. A l'aide d'un criblage
CRISPR médié par I'activation d’expression génique (CRISPR-SAM), les travaux de I'équipe ont révélé
plus spécifiquement l'importance de I'axe AhR-SMAD3 dans le processus d’acquisition de la résistance
aux thérapies ciblées!®. Enfin, notre équipe a démontré qu’une fois activé AhR régule directement
I’expression d’un éventail de genes cibles induisant un phénotype invasif dans les cellules de
mélanome, et déclenche I'activation de la voie SRC. Cette derniere est bien connue pour favoriser la
migration et I'invasion des cellules cancéreuses, ainsi que la résistance aux BRAFi dans le mélanome.

A I'aide d’'un modeéle PDX (patient derived xenograft) de mélanome résistant au BRAFi, nous avons
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démontré que l'inhibition de cette kinase SRC (a I'aide du dasatinib ou du bosutinib) re-sensibilise de

maniére significative les cellules de mélanome®34,

Outre son role avéré dans I'émergence de la résistance des cellules de mélanome aux thérapies ciblées,
certaines données de la littérature impliquent également AhR dans la régulation du métabolisme
énergétique des cellules cancéreuses!®*™1¥’, De plus, le facteur de transcription MITF, jouant un réle
primordial dans le contréle du phénotype des cellules de mélanome et dont I'activité est inversement
corrélée a celle de AhR, est également trés impliqué dans la régulation de leur métabolisme
énergétique comme nous le verrons plus tard. Par ailleurs, la reprogrammation des voies de
production de I'énergie cellulaire devient progressivement un champ de recherche central dans I'étude
de l'initiation, de la progression et de la résistance des tumeurs cancéreuses. C’'est a partir de ce
constat que notre laboratoire s’est intéressé aux changements métaboliques survenant au cours de
I"acquisition de la résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK des cellules de mélanome, ainsi qu’au

role potentiel que pourrait jouer AhR dans ce processus.

4, Résistance et reprogrammation métabolique
1. Généralités sur le métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique comprend toutes les réactions chimiques qui assurent la production
continue de I'énergie nécessaire au soutien des fonctions cellulaires et des activités globales de
I'organisme. Cette énergie est utilisée pour générer des mouvements mécaniques, pour le transport
actif de diverses molécules, la biosynthese de macromolécules complexes et pour de nombreuses
autres fonctions cellulaires. Le métabolisme peut étre divisé en deux processus principaux : le
catabolisme et I'anabolisme. Le catabolisme est la décomposition de macromolécules complexes en
molécules plus simples, ce qui libére de I'énergie. L'anabolisme est le processus inverse, qui consiste
en I'assemblage de macromolécules complexes a partir de molécules plus simples, en consommant de

I'énergie.

L'une des molécules les plus importantes pour le transfert d'énergie dans les cellules est I'adénosine
triphosphate (ATP) (Figure 13). L'ATP est un nucléotide doté d'une structure triphosphate linéaire, qui
peut stocker et libérer facilement une grande quantité d'énergie chimique. Un autre transporteur
d'énergie essentiel est le NAD+, qui stocke I'énergie sous sa forme réduite NADH®, Ce dernier agit
comme un transporteur d'électrons universel, transportant les électrons des sites cataboliques vers la
chaine respiratoire mitochondriale. Les cellules animales utilisent principalement cing types de
substrats pour produire cette énergie : les glucides (et majoritairement le glucose), les acides gras, les
cétones, les acides aminés (notamment la glutamine) et le lactate®3®, Le glucose, les acides gras et les

acides aminés proviennent généralement de sources alimentaires, mais certains peuvent étre
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synthétisés de facon endogene dans la cellule. Le glucose et les acides gras peuvent étre stockés dans
I'organisme sous forme de glycogéne et de triglycérides respectivement, afin d’étre mobilisés en cas
de privation de nutriments. Les acides aminés, quant a eux, peuvent étre libérés par dégradation des
protéines. En revanche, les cétones et le lactate ne sont produits que de maniére transitoire et ne sont

pas stockés.
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Figure 13 : Différentes voies du métabolisme énergétique

La glycolyse est la premiere étape du catabolisme du glucose, et consiste a décomposer le glucose en
deux molécules de pyruvate par le biais de dix réactions enzymatiques successives dans le cytosol. La
glycolyse produit 2 molécules d'ATP par molécule de glucose et s'appuie sur le NAD+ pour accepter les
électrons libérés par ces réactions, formant ainsi du NADH®°. En présence d'oxygéne, le pyruvate est
transporté dans les mitochondries, ou il est converti en acétyl-CoA, un processus catalysé par I'enzyme
pyruvate déshydrogénase (PDH). L'acétyl-CoA entre ensuite dans le cycle de I'acide tricarboxylique
(cycle TCA), également connu sous le nom de cycle de I'acide citrique, ou cycle de Krebs, qui se déroule
dans la matrice mitochondriale. Il est important de noter que I'acétyl-CoA peut également étre produit
par le biais d’autres voies cataboliques, notamment par la B-oxydation des acides gras*. Le cycle TCA
correspond a une succession de réactions d’oxydo-réduction générant des transporteurs d'électrons a
haute énergie, tels que le NADH et le FADH2, ainsi qu'une petite quantité d'ATP%®, Ces transporteurs
d'électrons sont ensuite utilisés au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale a la surface de la
membrane interne. L'énergie qu’ils contiennent y est utilisée pour transférer des protons a l'intérieur

de l'espace intermembranaire de la mitochondrie, générant ainsi un important gradient
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électrochimique. Ce gradient génére de I’énergie sous la forme d’une différence de potentiel
électrique, qui est convertie pour produire une grande quantité d'ATP (Figure 16). A la derniére étape
de la chaine respiratoire, le dioxygéne joue le role d'accepteur final d'électrons. Grace a ce processus,
plus communément appelé phosphorylation oxydative (OXPHOS), jusqu'a environ 30 molécules d’ATP

peuvent étre produites par molécule de glucose!®,

Cependant, bien que trés rentable sur le plan énergétique, I’'OXPHOS nécessite de grandes quantités
de dioxygene pour produire de I’ATP. En |'absence d'oxygéne, la cellule ne dispose plus d’accepteurs
efficaces d’électrons, ce qui provoque I'arrét de la chalne respiratoire mitochondriale. Le pyruvate
produit par la glycolyse n’est alors plus converti en acétyl-CoA dans la mitochondrie. A la place, il reste
dans le cytosol ou il est réduit en acide lactique par fermentation lactique, un processus catalysé par
La lactate-Déshydrogénase (LDH)'*. Ce processus consomme le NADH produit en amont, et le NAD+
qui en résulte peut alors entrer de nouveau dans la glycolyse. Bien que cette glycolyse anaérobie
produise beaucoup moins d’ATP que 'OXPHQS, elle est nécessaire a la survie des cellules individuelles

dans des conditions de faible teneur en dioxygéene.

2. Métabolisme des cellules prolifératives

Les cellules de mélanome, et particulierement celles présentant la mutation BRAF V600, montrent une
dépendance plus importante a I'égard de la glycolyse, mais également une production accrue de
lactate en comparaison des mélanocytes normaux®. Plutdt que d’étre oxydée dans les mitochondries
pour alimenter la respiration mitochondriale, une grande partie du pyruvate produit par la glycolyse
est convertie directement en lactate dans le cytosol, méme en présence d’une quantité suffisante
d'oxygene. Ce phénomene est communément appelé glycolyse aérobie, ou encore effet Warburg
(Figure 14)Figure 13, en hommage a Otto Warburg, le premier scientifique a I'avoir observé dans les

années 1920%%,
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Figure 14 : Effet Warburg et promotion de I'anabolisme

Comme expliqué ci-dessus, I’oxydation du pyruvate par le cycle TCA dans les mitochondries permet de
produire une grande quantité d’énergie, tandis que sa conversion en lactate par la Lactate-
Déshydrogénase (LDH) n’en produit que trés peu. En présence d’oxygene, il peut donc sembler
paradoxal que les cellules cancéreuses, qui ont pourtant un besoin élevé en énergie, n’investissent pas
le glucose consommé dans la phosphorylation oxydative. Cependant, I'effet Warburg survient
spontanément dans de nombreux cancers car il offre une multitude d’avantages pour la survie des

cellules cancéreuses, ainsi que pour la croissance et la progression tumorales.

a) Avantages de I'effet Warburg

(1) Adaptation a I"hypoxie

La croissance et la progression tumorale nécessitent la formation concomitante d’un réseau vasculaire
pour maintenir un afflux sanguin au sein de la tumeur. Ce processus, également connu sous le nom de
néoangiogenese, est régulé par une balance entre des facteurs pro-angiogéniques et anti-
angiogéniques. Il survient de facon naturelle dans les tissus sains, notamment au cours de la
cicatrisation'*2. Cependant, dans le cadre du cancer, la néoangiogenése se met en place de facon plus
rapide et moins structurée que dans les tissus sains. En effet, la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques par les cellules tumorales, ainsi que par les cellules du microenvironnement, mene a la
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formation de vaisseaux désorganisés et hyperperméables, affectant ainsi la circulation des fluides et
des macromolécules!®?, De plus, les vaisseaux de la tumeur sont souvent comprimés par les cellules
cancéreuses, ce qui augmente d’autant plus la résistance au flux sanguin®®. La perte d’efficacité du
réseau vasculaire nouvellement formé, combinée avec la forte consommation d’oxygéne par les
cellules environnantes, contribuent a créer un environnement hypoxique dans certaines régions de la
tumeur. Les cellules proches des vaisseaux sanguins ont un accés abondant a l'oxygéne et aux
nutriments, ce qui leur permet d’adopter un métabolisme oxydatif, tandis que les cellules plus
éloignées se trouvent dans un environnement hypoxique et pauvre en nutriments!*. Ainsi, le fait
d’adopter constitutivement un métabolisme basé en majorité sur la glycolyse et la fermentation
lactique favorise I'adaptabilité et donc la survie des cellules tumorales en croissance rapide dans des

conditions changeantes d’accés a I'oxygéne.

(2) Acidification du microenvironnement

Dans les tumeurs solides, les cellules cancéreuses présentent un pH intracellulaire neutre et un pH
extracellulaire acide, tandis que ce gradient est inversé dans les cellules non tumorales différenciées'**,
L’effet Warburg induit une production importante d’acide lactique, ce qui libére une grande quantité
de protons et permet donc d’expliquer cette inversion du gradient de pH. Plus précisément, afin de
prévenir une acidose intracellulaire, les protons et I'acide lactique produits dans le cytosol sont
exportés vers le milieu extracellulaire par divers canaux et transporteurs, en particulier les
transporteurs de lactate MCT-1 et MCT-4'% (Figure 13). Cette acidification du microenvironnement
tumoral peut avoir des effets bénéfiques sur la survie et la prolifération des cellules de mélanome,
ainsi que sur la progression tumorale et la formation de métastases. A titre d'exemple, la grande
guantité de lactate ainsi sécrétée, peut étre absorbée par les cellules stromales pour produire du
pyruvate qui, a son tour, peut étre sécrété pour alimenter les cellules cancéreuses®. Il se produit ainsi
un phénomene de coopération métabolique entre les deux populations cellulaires. Un autre avantage
intéressant de I'acidification du milieu extracellulaire est I'induction d’un switch phénotypique des
cellules de mélanome. Les résultats obtenus par I'équipe de Calorini suggérent en effet que I'acidité
déclenche I'expression de génes associés a la transition épithélio-mésenchymateuse dans les cellules
de mélanome, favorisant I'émergence de populations cellulaires invasives et la formation de
métastases'¥’. De la méme facon, Boussadia et al. ont démontré, a partir de lignées cellulaires, qu’un
microenvironnement acide entraine une sécrétion accrue d'exosomes contenant des molécules pro-
invasives qui peuvent avoir un impact sur la progression de la maladie!*®. L’acidose extracellulaire
favorise également la formation de métastases en induisant la sécrétion, par les cellules de mélanome
et les macrophages associés a la tumeur, de VEGF-C, un facteur de croissance lymphangiogénique¥’.

L'acidité promeut ainsi la formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques a travers lesquels les cellules
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invasives peuvent s’exfiltrer hors de la tumeur primitive pour former de nouvelles tumeurs a distances.
D’apres les résultats de Matsuo et al, obtenus sur un modele de mélanome murin, I'acidité du
microenvironnement déclenche également I’activation de mécanismes adaptatifs permettant la survie
des cellules en conditions de privation de glucose®. Enfin, beaucoup de données convergent vers une
capacité de l'acidification extracellulaire a entraver la réponse a l'immunothérapie et a favoriser

I’échappement immunitaire des cellules tumorales dans le mélanome?*,

(3) Promotion de I"'anabolisme

La glycolyse aérobie ne contribue pas seulement a la production d’ATP, mais sert également a produire
de nombreux intermédiaires métaboliques essentiels pour la synthese des macromolécules,
principalement les protéines, ’ADN et les acides gras®®!!, Plutdt que de suivre la séquence classique
de réactions successives aboutissant a la production de pyruvate, ces intermédiaires peuvent
s’engager dans des voies anaboliques paralléles a la glycolyse, appelées « voies de branchement ». Par
exemple, le glucose-6-phosphate, issu de la premiéere réaction de la glycolyse, peut entrer dans la voie
des pentoses phosphates et y étre converti en ribulose-5-phosphate, substrat indispensable pour la
synthése des nucléotides. La voie des pentoses phosphates produit au passage du NADPH, un puissant
transporteur d’électron nécessaire principalement pour la synthése des acides gras et la prévention
du stress oxydant**® (Figure 13). Par ailleurs, le dihydroxyacétone phosphate, issu de la 4™ réaction
de la glycolyse, peut étre converti en glycérol-3-phosphate, qui est a son tour utilisé pour la synthése
des acides gras®™**3 (Figure 13). Les acides gras sont essentiels pour soutenir la prolifération cellulaire,

car ils constituent les composants principaux des différentes membranes cellulaires.

Une autre voie de branchement majeure est celle de la biosynthese de la sérine, dont le substrat de
départ est le 3-phosphoglycérate, issu de la 6°™ réaction de la glycolyse>? (Figure 13). La sérine étant
un acide aminé, elle est bien-s(ir nécessaire a la synthése des protéines, mais peut également
contribuer a celle des nucléotides et des lipides, favorisant ainsi la croissance et la prolifération rapides
des cellules cancéreuses. Enfin, la biosynthése des hexosamines, dont le point de départ se situe entre
la 28™ et la 3%™¢ réaction de la glycolyse, transforme le Fructose-6-Phosphate en uridine-diphosphate
N-acétylglucosamine (Figure 13). Ce dernier est un composé critique pour les réactions de
glycosylation des protéines et des lipides, qui ont-elles-mémes une influence importante sur la

signalisation cellulaire, dont les voies de signalisation oncogéniques®®.

L'enzyme PKM2, qui catalyse la derniére réaction de la glycolyse, joue un rdle clé dans la régulation de

I'activité des voies de branchement, particulierement dans les cellules cancéreuses. Il s’agit de
I'isoforme de I'enzyme PKM (pyruvate kinase muscle) la plus exprimée dans les cellules de mélanome,

mais également celle qui possede la plus faible activité enzymatique. En outre, son activité peut étre
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d’avantage réduite par phosphorylation sous I'action de certaines kinases. Cette faible activité, qui
peut sembler paradoxale au premier abord, crée un goulot d'étranglement et provoque I'accumulation
d'intermédiaires glycolytiques en amont, qui peuvent ainsi étre plus facilement redirigés vers les voies
de branchement!*3%0, A travers ce mécanisme, la glycolyse favorise par conséquent les réactions

anaboliques nécessaire a la croissance rapide des cellules cancéreuses.

b) Effet Warburg et glutaminolyse

Etant donné que I'effet Warburg contribue parfois d’avantage a la génération d'intermédiaires

P, les cellules

glycolytiques et aux voies anaboliques correspondantes qu’a la génération d’AT
cancéreuses peuvent avoir recours a des sources de carbone différentes du glucose pour produire leur
énergie. Dans ces circonstances, la glutamine peut devenir un substrat métabolique préférentiel. En
effet, cet acide aminé, souvent trés abondant dans le milieu extracellulaire, peut entrer dans le cycle
TCA, apres transformation en glutamate puis en a-cétoglutarate (Figure 13) par les enzymes
glutaminase (GLS) et glutamate déshydrogénase (GDH) respectivement'®. Ce catabolisme de la
glutamine, plus couramment appelé glutaminolyse, peut ainsi produire de I’ATP au sein des
mitochondries par I'intermédiaire de la phosphorylation oxydative®’. En condition hypoxique, Fan et
al ont montré sur des cellules transformées que la phosphorylation oxydative dépend davantage de la
glutaminolyse que de la glycolyse'®®. En absence totale d’oxygéne cependant, le cycle TCA étant
découplé de la chaine respiratoire, la glutaminolyse ne peut plus servir a la production d’énergie. Elle
peut néanmoins toujours contribuer a la croissance cellulaire par un processus appelé cataplérose®™,
De facon analogue aux voies de branchement de la glycolyse, la cataplérose définit I'ensemble des
réactions utilisant les intermédiaires du cycle TCA, non pas comme substrats énergétiques, mais
comme précurseurs pour la synthése de composés essentiels, tels que certains acides aminés, les
nucléotides, et les acides gras. Contrairement a la phosphorylation oxydative, la cataplérose ne
consomme pas de dioxygéne et peut donc participer a I’activité anabolique des cellules en conditions
hypoxiques.

La protéine ASCT2, un échangeur d'acides aminés qui permet I'absorption de la glutamine, a été
montrée comme étant cruciale pour la croissance tumorale®®. Cette protéine est fortement exprimée
dans les cellules de mélanome, et son inhibition réduit la prolifération cellulaire dans des cultures de
lighées de mélanome!®®. Ces éléments suggérent donc fortement que la glutaminolyse joue un réle

important dans le développement et la progression du mélanome.

c) Drivers de I'effet Warburg dans le mélanome

Il devient clair que I'Effet Warburg n'est pas simplement une conséquence passive de la transformation

maligne, mais plutot une stratégie métabolique active qui confere aux cellules de mélanome des
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avantages sélectifs. Il semble donc intéressant d’examiner les mécanismes moléculaires qui
orchestrent cette reprogrammation métabolique, dans le but de mieux comprendre ce phénomene et

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.
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Figure 15 : Principaux mécanismes pilotant l'induction de l'effet Warburg dans les cellules de
mélanome (tirée de Avagliano et al., 2020)*%,

(1) Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)

HIF-1, un facteur de transcription constitué des deux sous-unités, HIF-1a et HIF-1[, est considéré
comme |'un des principaux pilotes de I'effet Warburg dans de multiples cancers, dont le mélanome.
Dans un environnement pauvre en dioxygéne, ce dernier active la transcription de nombreux genes
cibles impliqués dans I'adaptation a I'hypoxie, notamment ceux liés au métabolisme énergétique et,
plus précisément, a la glycolyse. En effet, HIF-1a, en partenariat avec HIF-1B, induit la transcription de
plusieurs enzymes clés de la glycolyse, notamment l'aldolase, I'énolase 1 (ENO1) et la lactate
déshydrogénase (LDH) * (Figure 15). Cela favorise ainsi grandement le flux glycolytique, ainsi que la
fermentation lactique dans les cellules hypoxiques. De plus, HIF-1a active la pyruvate déshydrogénase
kinase (PDK), qui phosphoryle et inhibe la PDH (Figure 15). Cette derniére étant responsable de la
conversion du pyruvate en acétyl-CoA, son inhibition empéche I'entrée du pyruvate dans le cycle
TCA¥3, Par ce mécanisme, HIF-1 provoque I'accumulation de pyruvate dans le cytosol, ce qui favorise
sa conversion en lactate par la LDH. De plus, en stimulant I'expression du transporteur de glucose
GLUT-1, HIF-1 augmente la disponibilité intracellulaire de glucose, ce qui renforce d’autant plus

I'activité glycolytique®® (Figure 15).
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De nombreux résultats expérimentaux ont montré que HIF-1a et plusieurs de ses geénes cibles sont
fortement exprimés dans les cellules de mélanome, non seulement en conditions d'hypoxie mais aussi
en normoxie®®L. Il y contréle ainsi 'expression de différents génes impliqués dans I'angiogenése, le
métabolisme, la prolifération, la mort cellulaire et le pouvoir métastatique des cellules de
mélanome?®2, Lorsque les quantités de dioxygéne sont suffisantes, I'activité de HIF-1 est naturellement
inhibée en raison de la faible expression de HIF-1q, ainsi que de sa dégradation rapide médiée par la
protéine PHD2. Cependant, méme en normoxie, les cellules de mélanome maintiennent une activité
importante de HIF-1 en exprimant plus fortement HIF-1a, ainsi qu’en réprimant PHD2 par
I'intermédiaire de plusieurs mécanismes. Par exemple, il a été montré que I'antigene spécifique du
mélanome MAGE11 contribue a inhiber PHD2, et donc a stabiliser HIF-1a dans les cellules de
mélanome?®3, Les principales voies de signalisation oncogénique participent également a ce
phénoméne, malgré la présence de dioxygéne. L'analyse de tissus tumoraux et de lignées cellulaires
de mélanome a permis d’observer que I'activation constante de la voie MAPK par I'altération BRAF
V600 induit une forte activité de HIF-1%6%16% (Figure 15). Plusieurs études ont montré que c’est
également le cas de I'axe PIK3CA-AKT-mTOR>1%, qui peut étre activé par la surexpression de plusieurs
récepteurs tyrosine kinase, la perte de PTEN, certaines altérations activatrices des génes AKT ou
PIK3CA, ou encore la signalisation endothelin-1/endothelin-3/ETgR67:168,

D’autre part, Busca et al. ont pu montrer que le facteur de transcription MITF régule I'expression du
géne HIF-1a en se fixant directement sur son promoteur!®, A l'inverse, selon Louphrasitthiphol et al.,
en condition d’hypoxie une surexpression de MITF est temporairement induite par HIFla, et les deux
facteurs corégulent un sous-ensemble de genes cibles communs, notamment le VEGFA et le
cotransporteur sodium/glucose SLC5A9'7°. lls participent ainsi a la modulation des génes du
métabolisme des cellules de mélanomes, permettant ainsi de contréler la plasticité cellulaire en

fonction du niveau d’hypoxie.

(2) Rble ambigu de MITF

Les travaux de Busca et al ont révélé que HIF-1a fait partie des cibles transcriptionnelles directes de
MITF°, qui est lui-méme fortement exprimé dans la plupart des mélanomes, comme cela a déja été
abordé précédemment. Cependant, a partir de lignées cellulaires et de modeles PDX, Haq et al ont
observé, quant a eux, que I'altération BRAF V600 tend a réprimer I'expression de MITF dans les cellules
de mélanome!’. Or, le facteur de transcription PGC-la, un régulateur clé de la biogénése
mitochondriale, fait partie des cibles directes de MITF. Cela implique que I'altération BRAF V600 inhibe
la phosphorylation oxydative et favorise la glycolyse aérobie, en réprimant indirectement I’expression
de PGC-1a. En effet, cette étude met en évidence l'association entre I'altération BRAF V600 et la

diminution de I'expression de MITF et des enzymes oxydatives, la réduction du nombre et de I'activité
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des mitochondries, et 'augmentation de la production de lactate!’?. Ces résultats soulignent le réle
ambigu de MITF vis-a-vis du métabolisme énergétique, puisque parmi ses cibles transcriptionnelles il
existe 3 |a fois des génes soutenant le basculement vers une glycolyse aérobie (HIF-1a'%°) et des génes
soutenant une activité de phosphorylation oxydative (PGC-1a'"). L’effet de MITF sur le métabolisme
énergétique semble donc dépendre du contexte cellulaire : dans les cellules non mutées BRAF, la
glycolyse aérobie est favorisée par la forte expression de MITF a travers sa régulation de HIF-1, tandis
que dans les cellules mutées BRAF V600, la glycolyse aérobie est favorisée cette fois par la faible

expression de MITF et la répression consécutive de PGC-1a.

(3) Autres drivers

Outre les facteurs HIF-1 et MITF, de nombreux autres mécanismes contribuent a favoriser la glycolyse
aérobie dans les cellules de mélanome. L’activation de ERK1/2 causée par les altérations activatrices
de BRAF ou de NRAS, entraine la translocation mitochondriale de PGK1, une enzyme trés importante
de la glycolyse. Une fois dans la matrice mitochondriale, Li et al ont découvert que PGK1 est capable
de phosphoryler et d’activer PDK, qui a son tour inhibe la PDH'’2, Etant donné que I'inhibition de la
PDH empéche I'entrée du pyruvate dans le cycle TCA, I'activation de ERK1/2 permet donc de favoriser
la glycolyse aérobie dans les mélanomes. ERK1/2 posséde aussi la capacité de phosphoryler PKM2,

143 qui convertit le phosphoenolpyruvate (PEP) en

I'isoforme la plus exprimée de la pyruvate kinase
pyruvate lors de la derniere réaction de la glycolyse. Cette phosphorylation transforme rapidement la
PKM2 tétramérique active en monomeres inactifs, capables de se transloquer dans le noyau et
d’induire I'expression de nombreux genes d'enzymes glycolytiques, par le biais de modifications

épigénétiques sur leurs promoteurs?’3,

La surexpression de plusieurs récepteurs tyrosine kinase comme HER2 et EGFR, outre leur effet sur la
prolifération et la survie des cellules tumorales, induit également la phosphorylation des enzymes
glycolytiques PGAM1, PKM2 et LDHA. Cela a pour effet de renforcer leur activité enzymatique, et par
conséquent d’accroitre le flux glycolytique!’.

Enfin, le facteur de transcription c-MYC, qui joue un réle crucial dans la régulation de la prolifération
cellulaire, la différenciation, I'apoptose et le métabolisme, participe grandement a I'’émergence de
I'effet Warburg dans les cellules cancéreuses'’. En effet, ce dernier accroit I'absorption intracellulaire
de glucose, le flux glycolytique et la fermentation lactique, en renforcant notamment I'expression du
transporteur de glucose (GLUT-1), de I'enzyme glycolytique Hexokinase 2 (HK2) et de la lactate

déshydrogénase A (LDHA) respectivement!’® (Figure 14). Par ailleurs, il peut également stimuler la

glutaminolyse en augmentant |'expression d’enzymes clés, comme la glutaminase®®. Cela renforce

61



donc l'idée selon laquelle la glutaminolyse et la glycolyse aérobie fonctionnent de concert dans les

cellules de mélanome.

L'expression et I'activité de c-Myc sont importantes dans la plupart des mélanomes, car c’est une cible
en aval de plusieurs voies de signalisation souvent activées dans cette maladie, notamment les voies
des MAPK, PIK3CA/AKT/mTOR et Wnt/B-caténinel”’. Cela en fait donc, parmi d’autres fonctions, un
acteur majeur de la reprogrammation métabolique des cellules de mélanome, notamment au cours

de I'acquisition de la résistance aux BRAFi/MEKi.

3. Métabolisme des cellules invasives
a) Plasticité métabolique des cellules de mélanome

A un instant donné, des cellules de mélanome présentant différents états phénotypiques, malgré un
patrimoine génétique identique, peuvent coexister au sein d’une méme tumeur. Les capacités propres
a chacun de ces états phénotypiques permettent aux cellules de mélanome de proliférer, de migrer en
direction d’un autre site, de rejoindre la circulation sanguine, d’envahir un nouveau tissu, ou encore
de survivre a des conditions environnementales stressantes. La possibilité de basculer d’un état vers
I"autre, et ainsi de s’approprier ces différentes capacités, favorise grandement la progression tumorale
et la formation de métastases. La transition entre ces états phénotypiques s’accompagne d’une
reprogrammation du métabolisme énergétique®'’8, ce quiimplique donc également la coexistence de
plusieurs profils métaboliques au sein de la tumeur. Cette plasticité métabolique, guidée par les
changements de programmes transcriptionnels ainsi que par les restrictions imposées par le
microenvironnement tumoral, permet aux cellules de mélanome de passer d'un substrat préférentiel
aun autre, ou de satisfaire un besoin spécifique®?. Le facteur de transcription MITF étant un régulateur
clé de l'identité phénotypique des cellules de mélanome, il est de fagon logique également impliqué
dans la régulation du profil métabolique. Les connaissances actuelles suggérent fortement que MITF
fonctionne comme un senseur métabolique, qui couple les signaux nutritionnels extrinseques avec des
réponses métaboliques intrinseques, pour conduire les cellules de mélanome vers des phénotypes
spécifiques et garantir ainsi leur survie a travers les conditions changeantes du
microenvironnement®®!, Lorsque la concentration de glucose est élevée dans le milieu extracellulaire,
la forte expression de MITF favorise une prolifération rapide, ainsi qu’un métabolisme de type Warburg
capable de satisfaire la demande importante en énergie et en précurseurs anaboliques imposée par
cette prolifération. En revanche, des conditions métaboliques stressantes, comme la pénurie de
nutriments, I'absence d’oxygene, ou encore un pH acide, régulent a la baisse I'expression de MITF au

125,179

niveau de sa transcription et de sa traduction , ce qui contribue a I’établissement d’un phénotype

a cycles de divisions cellulaires lents, et provoque des changements métaboliques généralement
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associées a l'invasion et la résistance aux thérapies'®. Parmi ces changements, les plus fréquemment
observés sont le switch vers un métabolisme oxydatif et une dépendance accrue vis-a-vis des acides

gras exogenes

b) Phosphorylation oxydative et 8-Oxydation des acides gras

Bien que les cellules de mélanome naives de tout traitement présentent en grande majorité un
phénotype prolifératif, une forte expression de MITF et un métabolisme de type Warburg, certaines
sous-populations de cellules tumorales adoptent parallélement des profils métaboliques radicalement
différents®®. Plus précisément, plusieurs auteurs ont montré qu’un contingent de cellules tumorales,
plutot que d’effectuer une glycolyse aérobie, maintiennent le couplage de la glycolyse avec la
respiration mitochondriale, car cela permet de produire de grandes quantités d'ATP a partir d’'une
faible quantité de glucose®. Cette stratégie métabolique, bien que trés rentable sur le plan
énergétique, nécessite la présence de glucose dans la cellule ou dans son microenvironnement. Pour
cette raison, certaines cellules couplent la respiration mitochondriale a I'oxydation des acides gras
plutét qu’a la glycolyse.

Les acides gras peuvent étre transloqués dans les mitochondries par des protéines spécifiques ou ils
subissent un processus de dégradation appelé B-Oxydation (Figure 16). Il s’agit d’'une suite de réactions
cataboliques, qui génére des molécules d’acétyl-CoA et des transporteurs d’électron hautement
énergétiques NADH et FADH2. Le nombre de molécules ainsi générées est important, et proportionnel
a la longueur de la chaine carbonée. Les NADH et FADH2 peuvent directement transférer leur énergie
dans la chaine respiratoire mitochondriale pour produire de I’ATP, tandis que les molécules d’acétyl-
CoA peuvent entrer dans le cycle TCA (Figure 16). De cette fagon, ces derniéres produisent davantage
de transporteurs d’électrons, qui produiront a leur tour de I’ATP. Par conséquent, les acides gras
permettent de générer de I’ATP, et donc de I'énergie, avec un rendement beaucoup plus important

gue celui de la glycolyse.
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Figure 16 : B-oxydation des acides gras et phosphorylation oxydative (OXPHQS)

c) Phosphorylation oxydative et invasion

Pour les populations de type invasives et NCSC, les acides gras semblent devenir un substrat
préférentiel. Une premiere fagcon d’expliquer ce phénomeéne est leur exposition fréquente a des
environnements riches en lipides, du fait de leur migration a travers divers tissus adipeux. Par ailleurs,
ces populations cellulaires ont un rythme de divisions lent nécessitant peu de précurseurs anaboliques
en provenance de la glycolyse et de la glutaminolyse. En revanche, leur importante mobilité, ainsi que
leur activité de remodelage de la matrice extracellulaire, imposent un besoin accru en énergie. La
transition vers un métabolisme OXPHOS reposant sur I'oxydation des acides gras semble donc tout a
fait logique pour ces cellules. Confortant cette hypothese, une étude extensive, basée sur plus de 9000
échantillons de tumeurs, dont des mélanomes, a révélé une forte association entre les signatures
transcriptionnelles du métabolisme des acides gras et les programmes de transition épithélio-
mésenchymateuse, d’avantage exprimés dans les cellules invasives. Dans cette méme étude, une
amplification de génes impliqués dans 'absorption des acides gras exogénes, tels que CAV1 et CD36, a
été détectée de fagon spécifique au niveau des métastases. En outre, un ensemble d’éléments suggere
qgue l'importation d'acides gras exogeénes est corrélée avec une augmentation de leur oxydation
181-

mitochondriale, et que la combinaison des deux phénomeénes favorise I'agressivité du mélanome

183 probablement en favorisant les populations invasives.
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d) Phosphorylation oxydative et résistance adaptative

En 2013, Roesch et al ont montré qu’au sein des tumeurs de mélanome existe une sous-population de
cellules a cycle lent, présentant naturellement une résistance plus importante aux thérapies ciblées,
une consommation accrue en dioxygeéne, une surexpression des enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale, ainsi qu’une surexpression de I’histone déméthylase JARID1B par rapport aux autres
populations cellulaires'®. Plus tard, I’analyse transcriptomique par scRNAseq de nombreuses cellules
de mélanome issues de modeles PDX traités par MAPKi a montré que, parmi les différents états
phénotypiques persistant dans la tumeur apres le traitement, I'un d’eux, nommé starved-like, présente
une nette surexpression du transporteur d’acides gras CD36%. Il semble donc que la respiration
mitochondriale et I'absorption des acides gras exogénes soient aussi des caractéristiques de la
résistance aux thérapies ciblées. Les résultats de Shen et al, apres réalisation d’'une expérience
similaire, confortent cette hypothése en montrant que les cellules persistantes de mélanome
dépendent davantage de la B-oxydation des acides gras que les cellules sensibles initiales, et plus

précisément de I'oxydation des acides gras a trés longue chaine dans le compartiment peroxysomal*®,

De la méme facon, les travaux menés par Aloia et al sur des modeles cliniques et pré-cliniques
montrent que le traitement par MAPKi s'accompagne d'une augmentation rapide et constante de
I’'oxydation mitochondriale des acides gras, ainsi que d’une diminution du flux glycolytique®®®. Tous ces
éléments suggerent que, de facon précoce, le traitement par MAPKi inflige un stress métabolique aux
cellules de mélanome, qui les force a basculer de la glycolyse aérobie vers un métabolisme oxydatif
dépendant des acides gras. En effet, le blocage de la voie MAPK inhibe, par la méme occasion, sa
capacité a activer les voies HIF et MYC. Les MAPKi déclenchent ainsi une forte diminution d’expression
de leurs génes cibles, dont certains codant pour des protéines clés de la glycolyse aérobie comme
GLUT1, HK2 et MCTI1. Les cellules se retrouvent donc forcées a trouver de nouvelles voies

métaboliques compensatrices pour survivre.
e) Mécanismes du switch métabolique des cellules résistantes

Dans les cellules de mélanome, I'induction d’un métabolisme OXPHOS est principalement pilotée par
le récepteur PGCla. Ce dernier est un cofacteur transcriptionnel qui régule, de facon directe ou
indirecte, l'expression de nombreuses protéines impliquées dans la chaine respiratoire
mitochondriale, la réplication de I'ADN mitochondrial, la fission et la fusion des mitochondries, ainsi
que la régulation du stress oxydatif'®. Dans un environnement riche en dioxygéne, 'activation de la
voie PIK3CA-Akt et de son effecteur d’aval, la sérine-thréonine kinase mTOR, déclenchent la

translocation nucléaire de MITF, qui entraine a son tour la transcription de nombreux genes cibles.
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Dans certaines cellules de mélanome, plutot que d’induire I'expression de HIF1a et de favoriser ainsi
la glycolyse aérobie, MITF induit I'expression de PGCla, ce qui favorise la biogénése mitochondriale et
un métabolisme oxydatif'®” (Gopal et al., 2014 ; McQuade et Vashisht Gopal, 2015). C'est notamment
le cas des cellules survivant a un traitement par MAPKi, peu de temps aprés le début de leur exposition.
En effet, I'hyperactivation constitutive de la voie MAPK dans les cellules de mélanome mutées BRAF
naives inhibe naturellement I'expression de MITF, de fagon partielle. Par conséquent, le blocage de la
voie MAPK par les BRAFi/MEKi léve cette inhibition, rétablissant ainsi une forte expression de MITF et
de ses cibles transcriptionnelles, dont PGCla.

Un autre acteur important dans la régulation de l'activité de PGCla est la protéine AMPK. Le stress
énergétique induit par la thérapie MAPKi, ou encore par une pénurie de nutriments, provoque de facto
une augmentation du rapport AMP/ATP, qui déclenche a son tour I'activation de la protéine AMPK.
Par ailleurs, la réduction du niveau de phosphorylation de ERK induite par les MAPKi provoque
également |'activation de I’AMPK. Une fois activée, cette kinase favorise |'expression et I'activation de
PGCla par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes'8-1%,

Enfin, Ferraz et al ont révélé que le traitement par Vemurafenib sur des lignées de mélanome induit,
de fagon précoce, la surexpression des protéines régulant la fusion mitochondriale MFN1, MFN2 et
OPA1, et inhibe parallelement la phosphorylation de DRP1, une protéine clé dans le processus de
fission mitochondriale. Leurs résultats montrent que ces mécanismes moléculaires aboutissent in fine
a la formation d’un réseau mitochondrial hyperfusionné®!. D’aprés certains travaux, la fusion des
mitochondries favorise la phosphorylation oxydative en protégeant les mitochondries contre
I’autophagie et en stimulant I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale!®?. En revanche, certains
auteurs stipulent que I’hyperfusion mitochondriale, lorsqu’elle devient chronique, est associée a la

sénescence cellulaire et la production accrue d’espéces réactives de I'oxygéne!®.

f) Phosphorylation oxydative et résistance acquise
Aprés avoir induit une résistance acquise dans une lignée de mélanome par exposition prolongée aux
MAPKi, Martinez et al ont effectué une analyse protéomique sur des cultures de sphéroides. L’analyse
de leur jeu de données révele que les trois voies cellulaires les plus exprimées a I’échelle protéique
sont la phosphorylation oxydative, le cycle TCA et la B-oxydation des acides gras’®*. En outre, Gopal et
al ont constaté que la lignée A375 rendue résistante aux thérapies ciblées, de la méme facon que
précédemment, présente une sensibilité accrue a I'inhibiteur du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale OPi, en comparaison de la lighée parentale sensible'®, De facon analogue, Figarola et
al ont observé un effet cytotoxique du découplage de la chaine respiratoire mitochondriale plus
important sur les lignées de mélanome résistantes que sur les lignées parentales sensibles®,

L'utilisation de la B-Oxydation des acides gras, et de la phosphorylation oxydative de facon générale,
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semble donc étre également une caractéristique de la résistance acquise aux BRAFi/MEKi, et non
uniquement de la résistance adaptative. Cependant, la plupart des cellules résistantes expriment
faiblement le gene MITF, ce qui signifie que I'induction et la stabilisation de cette reprogrammation
métabolique ne peuvent pas étre exercées par I'axe MITF-PGCla évoqué précédemment. Zhang et al
ont montré que les protéines TFAM et TRAP1, impliquées dans la réplication/transcription du génome
mitochondrial et le repliement des protéines mitochondriales respectivement, jouent un role
important dans la résistance a la fois adaptative et acquise aux BRAFi/MEKi dans le mélanome*®, Ces
deux protéines pourraient donc constituer I'un des mécanismes par lesquels la biogénése et I'activité
mitochondriales sont favorisées dans les cellules ayant développé une résistance acquise aux MAPKi,
malgré leur faible expression de MITF. La -oxydation des acides gras constitue une étape importante
dans l'acquisition et le maintien du phénotype de résistance aux thérapies ciblées du mélanome.
Méme si de nombreuses études ont permis d’enrichir les connaissances sur les mécanismes de
régulation du métabolisme mitochondrial, sur le réle des lipides, de I’'environnement (adipocytes) ainsi
que sur le réle de la reprogrammation transcriptionnelle associée au changement métabolique, il reste
encore de nombreuses pistes a étudier. De nombreuses questions concernent notamment le contréle
de I'expression et de I'activité des régulateurs de la biodisponibilité des acides gras, de leur stockage
et de leur métabolisme permettant de réguler les besoins énergétiques des cellules résistantes via la

B-oxydation des acides gras.

5. Résistance et stress oxydant
1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un état de déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) ou de I'azote (RNS) et les mécanismes antioxydants mobilisés par la cellule. Les ROS
sont des molécules ou des ions dérivés de I'oxygene possédant un fort pouvoir oxydant, c’est-a-dire
capables d’arracher un électron a d’autres atomes ou molécules. Les principaux sont I'anion
superoxyde (02e-), généré en majeure partie dans la chaine respiratoire mitochondriale, le peroxyde
d'hydrogene (H202), produit essentiellement a partir de I’'O2e- par l'activité de la superoxyde
dismutase (SOD), le radical hydroxyle (¢OH), un ROS extrémement réactif formé par la réaction de
I’'H202 avec le fer ou cuivre via la réaction de Fenton, et les radicaux peroxyle (ROOe) et alkoxyle (ROe),
issus de Il'oxydation lipidique. Ces divers ROS ont des sources et des mécanismes de production
spécifiques, mais ils sont souvent interconnectés dans un réseau réactionnel complexe. Dans les
cellules de mélanome, les ROS proviennent notamment de la phosphorylation oxydative, plus
particulierement les anions 02— générés au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, ainsi que

I’H202 et les radicaux hydroxyle ¢OH qui en dérivent (Figure 17).
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2. Corrélation entre résistance aux thérapies ciblées et stress oxydant

Aprés exposition aux BRAFi/MEKi, I'inhibition de la glycolyse aérobie induite par ces molécules force
certaines cellules de mélanome a reprogrammer leur métabolisme énergétique vers la respiration
mitochondriale, afin de maintenir les niveaux d'ATP. Les résultats de plusieurs travaux suggerent que
ce basculement vers la phosphorylation oxydative s’accompagne d’une augmentation de la production
d’especes réactives de I'oxygene (ROS), et par conséquent d’une certaine vulnérabilité vis-a-vis du
stress oxydant. Par exemple, apres avoir induit la résistance aux MAPKi dans des lignées de mélanome,
a la fois sur des cultures cellulaires et sur des xenogreffes de souris, Corazao-Rosas et al ont observé
I’élévation de I'activité mitochondriale et de la production de ROS. lls ont également constaté que ces
cellules résistantes présentaient une sensibilité accrue a I'elesclomol, une molécule de synthese
congue pour augmenter la production de ROS au sein des mitochondries!?’. Des résultats similaires ont
été observés par Khamari et ses collaborateurs sur des modeles comparables de cellules de mélanome
résistantes aux thérapies ciblées'®®, Cette équipe a également observé une augmentation de la
guantité de glutathion réduit dans ces cellules résistantes, une molécule essentielle pour la protection
contre le stress oxydant. Le glutathion réduit (GSH) sert de cofacteur pour plusieurs enzymes anti-
oxydantes cruciales, notamment les Glutathione Peroxidases (GPXs) et les Glutathione S-Transferase
(GSTs). Leurs résultats suggerent que cette augmentation est médiée par NRF2 (Nuclear factor

erythroid 2-related factor 2), un facteur de transcription considéré comme un master régulateur de la
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réponse antioxydante. Lorsqu'il est activé, NRF2 se transloque dans le noyau ou il se lie aux éléments
de réponse antioxydants (ARE) dans les régions promotrices de ses genes cibles pour induire leur
transcription. Notamment, dans leur modele de cellules résistantes, Khamari et al ont constaté que la
résistance aux thérapies ciblées est corrélée a une forte augmentation de la translocation nucléaire de
NRF2. Cela stimule ainsi, parmi d’autres genes, I'expression de SLC7A11, codant pour une protéine
chargée d’'importer la cystine dans le cytosol, un précurseur indispensable pour la synthése de
glutathion. L’activation de NRF2 favorise ainsi la production de glutathion réduit dans les cellules
résistantes, ce qui renforce I’hypothése d’une corrélation entre résistance aux thérapies ciblées et
stress oxydant. Pour conforter davantage ce modéle, ils ont également effectué un test clonogénique
sur leurs cellules sensibles et résistantes exposées a des doses croissantes de vemurafenib apres
traitement par un siRNA controle, ou par un siRNA dirigé contre NRF2. Aucune différence de sensibilité
n’a pu étre observée dans le cas des cellules sensibles entre les deux siRNA. En revanche, les cellules
résistantes ont montré une diminution de leur résistance par rapport au siRNA controle, confirmant
I'implication de NRF2 dans la résistance aux thérapies ciblées. Tous ces résultats semblent donc
indiquer que les ROS et le stress oxydant de fagon plus générale sont nécessaires a I'émergence et au

maintien d’un phénotype résistant aux thérapies ciblées dans le mélanome.

3. Rbles du stress oxydant dans la résistance aux thérapies ciblées

Les réactions oxydatives provoquées par les ROS et les RNS peuvent endommager les protéines, les
lipides et I'ADN, conduisant a des dysfonctions cellulaires, voire a I'apoptose ou d’autres formes de
mort cellulaire. Cependant, les ROS peuvent également jouer un réle bénéfique pour la tumeur en
favorisant, par exemple, I'instabilité génomique et donc I'apparition d’altérations contribuant a la
progression tumorale ou a la résistance aux thérapies. Une augmentation des ROS et des dommages
oxydatifs a I'ADN ont été observés dans des modeéles cellulaires de mélanome doublement résistants
au trametinib et au dabrafenib, a la fois in vitro et in vivo'®. L'étude a également révélé que la
suppression des ROS a l'aide de N-acétylcystéine, un puissant antioxydant, a restauré la sensibilité des
cellules résistantes aux BRAFi. Cela suggere que les ROS peuvent également contribuer a la résistance,
de facon réversible, par des mécanismes autres que la génotoxicité. En effet, d’autres études ont
montré que les ROS peuvent agir comme des molécules de signalisation, activant les voies associées a
la prolifération cellulaire, la survie et I'invasion®®. Il a par exemple été montré que la surproduction de
ROS mitochondriaux, notamment d’anions superoxydes, provoquée par une activité aberrante du
cycle TCA, joue un role crucial dans I'acquisition des capacités pro métastatiques de la lignée de
mélanome murin B16F10, apres xénogreffes successives sur des souris. Plus précisément, Porporato
et al ont mis en évidence la capacité des ROS mitochondriaux a activer I'axe Src-Pyk2-SMAD, et ainsi a

réguler 3 la hausse I'expression d’un programme transcriptionnel associé a l'invasion?l, De la méme
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facon, une autre étude a révélé, a partir d'un modele de mélanome sur zebrafish, que les ROS peuvent
activer la voie NF-kB2%2, connue pour étre liée a I'invasion et a la résistance aux thérapies ciblées dans
le mélanome!*®, Egalement, Dey et son équipe ont montré, dans des lignées humaines de mélanome,
que le stress oxydant induit par le détachement de la matrice extracellulaire active la voie de réponse
intégrée au stress médiée par le facteur de transcription ATF42%, Ce dernier est déja connu pour
favoriser le switch des cellules de mélanome d’un état prolifératif sensible vers un état invasif et plus
résistant aux thérapies ciblées. Par ailleurs, Park et al ont mis en lumiére I'augmentation des capacités
de migration et d'invasion des cellules murines de mélanome B16F10 induite par traitement au H202.
Ils ont également constaté I'activation concomitante de RAC1, une petite GTPase de la famille des Rho
surexprimée dans les cellules résistantes, et connue pour promouvoir l'invasion par le biais du
remaniement du cytosquelette d’actine. L’inhibition de RAC1 par une approche de dominant négatif a
supprimé cette augmentation de I'invasion induite par H202%%. Cela suggére donc que les ROS
stimulent I'invasion, et probablement aussi la résistance, par I'intermédiaire de I'activation de RAC1 et
de soninfluence subséquente sur le cytosquelette. En outre, la protéine RAC1 fait partie des complexes
NADPH Oxydase 1 et 3 (NOX1/NOX3), dont l'activité enzymatique produit un ion superoxyde par
oxydation d’une molécule de NADPH en NADP+%%>, Les ROS et la protéine RAC1 semblent donc

entretenir une boucle de rétroaction positive favorisant le stress oxydant et I'invasion/résistance.

En outre, il est intéressant de noter que les ROS ont également la capacité de moduler les fonctions
des cellules non cancéreuses au sein de la tumeur, telles que l'activation des fibroblastes et
macrophages associés au cancer (CAFs et TAMs respectivement), les propriétés immunosuppressives
des lymphocytes T régulateurs, et 'inhibition des capacités des lymphocytes T cytotoxiques**2%, Cette
interaction complexe entre les cellules cancéreuses et les cellules non cancéreuses médiée par les ROS
contribue ainsi a la progression tumorale en favorisant I'évasion immunitaire et la coopération entre

les différentes populations cellulaires.

Pour conclure sur cette partie, il est donc tout a fait envisageable que les cellules de mélanome
exposées aux MAPKi basculent de la glycolyse aérobie vers un métabolisme oxydatif, non seulement
pour maintenir la production d’ATP, mais aussi pour favoriser la production de ROS et ainsi mobiliser

des mécanismes complexes favorisant la résistance des cellules et la progression de la maladie.

6. Résistance et ferroptose
1. Définition de la ferroptose

En 2003, a 'occasion d’un criblage cherchant a identifier des molécules |étales vis-a-vis des cellules
exprimant la protéine oncogénique RASY*?, des chercheurs du laboratoire de Stockwell ont découvert

une molécule capable d’induire la perte de viabilité cellulaire d’'une fagon morphologiquement et
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biologiquement différente de I"apoptose?”’. Cette molécule, appelée érastine, provoque ainsi un
arrondissement et un décollement rapide des cellules, sans libération mitochondriale du cytochrome
¢, ni activation des caspases, ni fragmentation de I’ADN, ni formation de corps apoptotiques. Cette
mort cellulaire se manifeste par un morphotype nécrotique, et est donc considérée par certains
auteurs comme une forme de nécrose. Cependant, elle s’en distingue sur plusieurs aspects,
notamment sur ses facteurs déclenchants et les mécanismes biochimiques en jeu. La nécrose peut étre
provoquée par un large éventail d’agents physiques et chimiques, et se caractérise par une
dégradation non spécifique de la membrane plasmique, ainsi qu’une libération incontrélée du contenu
cytosolique. La mort cellulaire induite par I'érastine, quant a elle, ne peut étre déclenchée que par
I'inhibition de voies spécifiques, se caractérise par I'accumulation de lipides peroxydés dans les
membranes, et dépend de la présence intracellulaire de fer libre (Figure 18). C’est en se basant sur

cette derniére caractéristique que les scientifiques lui ont attribué le nom de « Ferroptose ».

2. Mécanismes de la ferroptose

La ferroptose est médiée par I'accumulation membranaire de peroxydes lipidiques, qui peuvent étre
générés de facon enzymatique ou non enzymatique. La peroxydation lipidique enzymatique est
assurée principalement par les lipoxygénases (LOX), tandis que la peroxydation lipidique non
enzymatique se produit par une réaction d'autoxydation initiée par les ROS, notamment les radicaux
hydroxyles (Figure 18). La peroxydation non enzymatique d’un lipide donné induit la formation d’un
lipide radicalaire adjacent, qui a son tour induit la formation d’un lipide radicalaire adjacent,
provoquant ainsi une réaction en chaine d'autoxydations, qui se propage a travers la bicouche
lipidique. Cette propagation est d’autant plus importante que la quantité d’ions ferreux libres (Fe?*)
est élevée, car ces derniers entretiennent I'entretiennent par I'intermédiaire de la réaction de Fenton
(Conrad & Pratt, 2019) (Figure 17). Par conséquent, les processus qui augmentent la disponibilité
cellulaire du fer libre, tels que la ferritinophagie médiée par NCOA4, peuvent favoriser la ferroptose,

tandis que les chélateurs du fer comme la déféroxamine (DFO), tendent a I'inhiber.

Une série d’études lipidomiques a permis de déterminer que les lipides les plus susceptibles de subir
ces réactions de peroxydation sont les phospholipides contenant des acides gras polyinsaturés (ou
« PUFAs » pour Poly-Unsaturated Fatty Acids). Ces derniers ont la particularité de présenter plusieurs
doubles liaisons carbone-carbone dans leur chaine aliphatique, ce qui modifie leurs propriétés
physicochimiques et les rend cruciaux pour divers processus biologiques, comme la dynamique
membranaire et la signalisation cellulaire. Ces doubles liaisons carbone-carbone sont chimiquement
plus vulnérables vis-a-vis des radicaux et des lipoxygénases, ce qui en fait les positions clés des

réactions de peroxydation. Les enzymes favorisant de fagon spécifique I'incorporation des PUFAs dans
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les phospholipides, telles que ACSL4 et la lysophosphatidylcholine acyltransférase 3 (LPCAT3),
contribuent a enrichir les membranes cellulaires avec ces composés lipidiques et rendent ainsi la
cellule plus sensible a la ferroptose.
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Glu : glutamate ; AA : acide arachidonique ; PUFA : acides gras polyinsaturés ; GSH/GS-SG : glutathion
réduit/oxydé) (adaptée de Talty et Bosenberg, 2021)%%

3. Régulation de la ferroptose

L’enzyme glutathion peroxydase 4 (GPX4), catalysant la réduction des hydroperoxydes lipidiques en
alcools, est apparue comme le principal inhibiteur endogéne de la ferroptose. En contrélant le degré
d’accumulation de lipides peroxydés, elle agit comme un rhéostat, prévenant ou non son
déclenchement en fonction de facteurs bien définis. La ferroptose est donc une mort cellulaire
« régulée », ou « programmée », au méme titre que I'apoptose, ce qui la distingue une fois de plus de
la nécrose. Pour catalyser cette réaction, GPX4 transfére un électron depuis une molécule de
glutathion, la faisant passer d’'une forme réduite (GSH) vers une forme oxydée (GSSG). Le glutathion
oxydé est ensuite converti sous forme réduite par la Glutathion Réductase, en présence de NADPH,

afin de maintenir 'activité de GPX4.
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Des études ultérieures ont permis de déterminer que I’érastine agit en bloquant I'activité du systéme
antiporteur cystine/glutamate X , ce qui induit une importante diminution de la concentration
intracellulaire de cystéine, un précurseur indispensable pour la synthese de glutathion réduit (GSH).
Sans possibilité de maintenir le stock intracellulaire de glutathion, la cellule ne peut plus assurer
I'activité enzymatique de GPX4, ce qui aboutit a I'accumulation membranaire de lipides peroxydés et
finalement a la mort par ferroptose. Par ailleurs, I'étude initiale ayant permis la découverte de la
ferroptose a identifié une autre molécule, nommée RSL3 (pour RAS-Selective Lethal N°3), capable
d’induire, elle aussi, cette forme de mort cellulaire sur les lignées exprimant la protéine oncogénique
RASV12 209 | es travaux menés quelques années plus tard par une autre équipe ont révélé que RSL3 agit
par inhibition directe de I'activité peroxydase de GPX4. Au fil du temps, une multitude de travaux ont
identifi¢ de nouvelles molécules capables d’induire la ferroptose, soit par blocage du systéme
antiporteur X ou de I'activité de GPX4, de la méme facon que |'érastine et RSL3 respectivement, soit
par l'intermédiaire d’autres mécanismes, comme la déplétion du glutathion réduit, I'induction d’'une
surcharge en fer, I'oxydation du fer libre, ou encore I'inhibition de I'axe FSP1-CoQ10-NAD(P)H. Les

différentes molécules inductrices et leurs cibles respectives sont résumées dans la Figure 19.

Class Class Characteristics Impact on Ferroptosis Compound Examples Suitable for in
vivo use

Class | Inhibition of system x.~ Prevents cystine import, causes GSH depletion and loss of Erastin, PE, IKE, other erastin analogs, PE, IKE,

1 GPX4 activity sulfasalazine, sorafenib, glutamate sorafenib
Class | Direct inhibition of GPX4 | Covalently interacts with GPX4 and inhibits its enzymatic RSL3, ML162, DPI compounds No

2 activity 7,10,12,13,17,18,19
Class | Depletion of GPX4 protein Depletes GPX4 protein and simultaneously causes FIN56 and CIL56 Unknown

3 and CoQq depletion of CoQj, via SQS-mevalonate pathway
Class Induction of lipid Oxidizes iron, drives lipid peroxidation and indirect FINO, Unknown

4 peroxidation inactivation of GPX4

Others: BSO, DPI2, cisplatin, cysteinase, statins, ferric ammonium citrate, trigonelline, CCL, silica-based nanoparticles, nonthermal plasma

Abbreviations: BSO, buthionine sulfoximine; CCly, carbon tetrachloride; CIL56, caspase-independent lethal 56; CoQg, coenzyme Q,q; DPI, diverse pharmacological
inhibitor; FIN56, ferroptosis inducer 56; FINO,, ferroptosis inducer endoperoxide; GPX4, glutathione peroxidase 4; GSH, glutathione; IKE, imidazole ketone erastin;
ML162, Molecular Libraries 162; PE, piperazine erastin; RSL3, RAS-selective lethal 3; SQS, squalene synthase

hitps:/doi.org/10.1371/journal.pbio.2006203.t001

Figure 19 : Principales molécules chimiques inductrices de la ferroptose

4, Résistance aux thérapies ciblées et sensibilité a la ferroptose

En 2016, Viswanathan et ses colléegues ont voulu identifier des vulnérabilités associées aux états
cellulaires résistants aux thérapies dans différents cancers. Pour cela, ils ont d’abord calculé un score
d’état mésenchymateux pour 516 lignées cellulaires cancéreuses a partir des données d’expression du
Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE). lls ont ensuite croisé ce score avec les données de sensibilité a
481 composés chimiques disponibles pour chaque lignée sur la base de données Cancer Therapeutics
Response Portal (CTRP). Cette stratégie a permis de révéler que les états mésenchymateux, qui sont le

plus souvent résistants aux thérapies conventionnelles, présentent une sensibilité accrue a deux
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classes distinctes de molécules : les inducteurs de ferroptose et les statines. En croisant de nouveau
ces résultats avec des données de sensibilité a I'ARN interférence a I'échelle génomique pour 349 de
ces lignées, I'équipe a découvert que l'inhibition de GPX4 était le principal facteur de corrélation entre
I’état mésenchymateux et la sensibilité aux inducteurs de la ferroptose?'®. Des expériences in vitro et
in vivo ont confirmé que GPX4 est effectivement un gene crucial pour la survie de ces populations
cellulaires, ainsi que la cible directe des molécules identifiées. Parallelement, une autre équipe a
observé des résultats comparables sur des modeles de cellules persistant apres différents traitements,
ce qui renforce lI'idée d’une corrélation entre susceptibilité a la ferroptose et la résistance aux
chimiothérapies ou aux thérapies ciblées?!!. De facon intéressante, en étudiant les cellules de la lignée
humaine de mélanome A375 greffées sur des souris, cette méme équipe a montré que, contrairement
a leur contrepartie sauvage, les cellules rendues KO pour le géne GPX4 ne rechutaient pas suite a un
traitement par dabrafenib et trametinib. Ce résultat suggere donc fortement que GPX4 est
indispensable a I'émergence d’un phénotype résistant aux thérapies ciblées dans le mélanome, et que
son inhibition représente une opportunité thérapeutique prometteuse. Un an plus tard, Tsoi et al
publient les résultats de travaux similaires a ceux effectués initialement en 2016, mais centrés cette
fois exclusivement sur le mélanome. En analysant les données d’expression de 53 lignées humaines de
mélanome, ils tout d’abord mis en évidence I'existence d’'états phénotypiques distincts, constituant un
continuum de différenciation mélanocytaire. L'intégration des signatures transcriptionnelles
correspondantes a la base de données pharmacogénomiques CTRP a ensuite révélé que |'état le plus
dédifférencié est positivement corrélé a la sensibilité a I'érastine, au RSL3, ainsi qu’a deux autres
inhibiteurs de GPX4, ML162 et ML210. Enfin, apres avoir confirmé ces résultats dans leurs propres
lignées cellulaires, ils ont également montré que la combinaison des BRAFi et des inducteurs de
ferroptose induit une diminution spectaculaire in vitro du nombre de cellules persistant aprés le

traitement.

Selon leur interprétation, il existe une synergie entre les deux classes de molécules : les inducteurs de
ferroptose agissent de fagon privilégiée sur les cellules dédifférenciées, tandis que les BRAFi ciblent
plus spécifiguement les cellules différenciées. Par conséquent, cette combinaison thérapeutique
permet de cibler un plus large spectre d'états phénotypiques a la fois, limitant de ce fait les probabilités

d’émergence d’une population résistante.

7. Synthese

Malgré I'avancée majeure que représente I'élaboration d'inhibiteurs ciblant spécifiquement la voie
MAPK et les points de contréle immunitaires dans le mélanome, les résultats cliniques demeurent, a

ce jour, en dega des espérances. En effet, méme si prés de 70% des patients répondent aux thérapies
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ciblées, une résistance secondaire survient presque systématiquement peu de temps apres leur

initiation?!2. Quant aux immunothérapies, bien qu’offrant des réponses durables, voire des rémissions
définitives dans certains cas, seuls 15 a 20% des patients y répondent réellement. En outre, le taux de
survie sans progression a 7 ans n’est que de 23,8% et 13,3% pour le pembrolizumab et I'ipilimumab

respectivement?!2,

Cette résistance peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment |'apparition d’altérations
génétiques favorisant la réactivation de la voie MAPK, ou l'activation de voies oncogéniques
alternatives. Cependant, ce mécanisme ne permet pas de récapituler a lui seul I'ensemble du processus
d’acquisition d’une résistance aux thérapies ciblée. De plus, prés de 50% des mélanomes résistants ne
comportent aucune altération génomique pouvant expliquer cette perte d’efficacité de la thérapie.
Des avancées récentes ont mis en lumiere le role primordial de I'hétérogénéité phénotypique des
cellules de mélanome, ainsi que des changements d’un état phénotypique vers un autre, gouvernés
par des reprogrammations de I'épigénome et du transcriptome plutdét que par des altérations
génétiques. Plus particulierement, un nombre croissant de résultats semblent converger vers les
changements de programmes d’expression liés au métabolisme énergétiques des cellules cancéreuses.
Tandis qu’'un métabolisme reposant principalement sur la glycolyse aérobie apporte un avantage
certain aux cellules de mélanome en prolifération, le basculement vers un métabolisme basé sur le
catabolisme des lipides et la respiration mitochondriale semble favoriser, quant a lui, la survie des
cellules résistantes. Cependant, ce switch phénotypique expose également les cellules a des

vulnérabilités inattendues, qui peuvent ainsi étre exploitées par de nouvelles générations de thérapies.

Ce constat accentue la nécessité de considérer I'adoption de nouvelles stratégies thérapeutiques
combinatoires capables d'exploiter les vulnérabilités propres a chaque population cellulaire au sein
des tumeurs. Bien que la ferroptose n’ait été découverte que récemment en tant que mécanisme de
mort cellulaire, une quantité croissante de preuves suggére que sa régulation joue de multiples réles
dans la biologie du cancer. Plusieurs éléments soutiennent le role des voies ferroptotiques dans la
modulation de I'état de différenciation des cellules de mélanome, de leur capacité métastatique et de
leur résistance aux différentes thérapies. Il est donc clair que les agents inducteurs de ferroptose

détiennent un fort potentiel pour la prise en charge thérapeutique du mélanome.
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Contexte et objectifs du projet

L'équipe GEO de I'lGDR étudie depuis plusieurs années les mécanismes moléculaires qui conferent aux
cellules de mélanome une résistance aux inhibiteurs de BRAF (BRAFi). Le laboratoire s'est
particulierement focalisé sur le réle de AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), un facteur de transcription
ligand dépendant, initialement connu pour sa fonction de senseur environnemental et son réle dans
la détoxification des xénobiotiques (polluants environnementaux). Cependant, l'avancée des
connaissances révele une complexité croissante de ses fonctions cellulaires, notamment dans
I'oncogeneése et l'inflammation. A ce jour, aucune altération génomique ne permet d’expliquer son
role pro-tumoral. Seule une expression et une activité transcriptionnelle accrue dans les tumeurs en
comparaison des tissus sains soulignent son importance dans la biologie tumorale. La réponse
cellulaire a I'activation de AhR est conditionnée a la fois par la nature du ligand, ainsi que par le
contexte cellulaire, le rendant alternativement pro- ou anti-tumoral?'3. AhR émerge ainsi comme une
cible thérapeutique attrayante, devant étre activée ou inhibée selon le contexte. La forte corrélation
entre son expression/activité et l'efficacité de plusieurs thérapies anticancéreuses le positionne

également comme un marqueur potentiel de réponse.

Récemment, notre équipe a identifié le facteur AhR comme un régulateur clé d'une nouvelle voie de
signalisation qui influence la sensibilité ou la résistance du mélanome aux BRAFi, indépendamment de
la voie des MAPK. Cette étude a révélé que les BRAFi agissent comme une nouvelle classe de ligands
pour AhR, se fixant sur un site de liaison distinct (poche B) et induisant un programme transcriptionnel
différent de celui des ligands canoniques de AhR (poche a). Alors que la liaison d’un ligand canonique
entraine I'expression d’un programme de résistance, les BRAFi favoriseraient plutot I'expression d’un
programme de sensibilité aux thérapies ciblées (Figure 20). L’analyse des tumeurs a I’échelle cellulaire
révele une hétérogénéité au sein de laquelle une minorité de cellules ayant une activation canonique
de AhR expriment cette signature transcriptionnelle de résistance et de dédifférenciation, favorisant

leur persistance au cours du traitement et donc la rechute de la maladie.
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Figure 20 : les 2 classes de ligands de AhR et les signatures transcriptionnelles associées

Un précédent travail, auquel j'ai contribué, utilisant des approches moléculaires et fonctionnelles sur
un modele cellulaire de mélanome résistant, a confirmé le role de AhR dans la plasticité cellulaire et
I'acquisition d’une résistance aux BRAFi. L'invalidation génétique de AhR via CRISPR-Cas9 conduit a une
diminution significative de la résistance, ainsi que des capacités migratoires et invasives des cellules
tumorales, restaurées par |'expression ectopique d’une forme constitutivement active de AhR. A partir
de données d’expression de lignées de mélanomes (CCLE), mais également de données générées au
laboratoire par séquencage ARN de nos propres modeles cellulaires, I'équipe a ainsi pu définir la

signature transcriptionnelle régulée par AhR qui dicte I'acquisition du phénotype résistant.

Outre son activité transcriptionnelle, des travaux antérieurs de I'équipe, menés in vitro et in vivo, ont
démontré qu’AhR induit directement |’activation de la kinase Src, et que ce mécanisme favorise le
développement d’'un phénotype agressif et résistant aux BRAFi (Figure 21). Ces résultats ouvrent la
voie non seulement a l'identification précoce des patients susceptibles de développer une résistance,
mais aussi a l'utilisation des inhibiteurs de Src comme adjuvants thérapeutiques pour resensibiliser les

patients en échec de traitement.

Enfin, I'équipe GEO a exploré le potentiel thérapeutique des flavonoides tels que |'apigénine et la
chrysine, qui se révelent étre des antagonistes robustes de AhR et améliorent la sensibilité aux BRAFi.
Bien que prometteurs, des défis demeurent quant a la stabilité et la biodisponibilité de ces

composés?4,
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Figure 21 : Role de I'activation de AhR et de la kinase Src dans I'acquisition de la résistance aux BRAFi
du mélanome (figure tirée de Paris et al., EMBO Mol Med, 2022)*3*

Au regard de ces différentes études, le facteur de transcription AhR s'avére étre un acteur clé dans la
régulation de la plasticité cellulaire et I'acquisition de la résistance au traitement par BRAFi dans le
mélanome. Moduler a la fois son expression et son activité transcriptionnelle apparait donc essentiel
pour neutraliser cette résistance et prévenir I'apparition d'un phénotype agressif de la maladie.

C’est a la suite de ces différents travaux que s’inscrit mon arrivée au sein de I'’équipe GEO en tant que
doctorant. Initialement médecin spécialisé en biologie médicale, et plus spécifiquement dans le
domaine de la génétique somatique des cancers, j'ai prolongé mon parcours par un Master 2 de
cancérologie. Mon stage s’est déroulé a I'institut Numecan (Nutrition Métabolisme et Cancer, INSERM
U1241), au sein d’'une équipe étudiant la reprogrammation métabolique des cellules souches
cancéreuses dans le carcinome hépato-cellulaire. Ce stage fut un terrain propice pour commencer a
appréhender la complexité des régulations du métabolisme énergétique dans le contexte du cancer,
et pour acquérir des compétences sur certaines techniques d'analyses spécialisées comme la
technologie Seahorse. C’'est au cours de ce projet que j'ai réalisé le réle critique du métabolisme
énergétique dans la résistance aux thérapies conventionnelles, ainsi que son potentiel en tant que
nouvelle cible thérapeutique.

De facon logique, mon projet en tant que doctorant au sein de I'équipe GEO a donc été la
compréhension des changements métaboliques associés a I'acquisition de la résistance dans le
mélanome. Bien entendu, ce projet s’inscrit dans la continuité des thématiques de recherche du
laboratoire, notamment sur la caractérisation des changements phénotypiques et transcriptionnels,
ainsi que I'implication de AhR au cours de I'acquisition de la résistance aux thérapies ciblées, ceci dans

le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement du mélanome métastatique.
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Avec la contribution d’Héloise LECLAIR, une assistante ingénieure de notre équipe, j’ai donc mis en
place des outils d’analyse in vitro dédiés a I'’étude de ces mécanismes et des liens qui peuvent exister
entre eux. J'ai ainsi pu utiliser ces outils, en complément de ceux déja mis en place dans le laboratoire,
sur des lignées cellulaires humaines de mélanome rendues résistantes aux BRAFi par exposition
chronique, ainsi que sur leur contrepartie sensible. La combinaison d’approches métaboliques,
cellulaires et moléculaires m’a tout d’abord permis, au cours de ces 4 années de these, de confirmer
le basculement d’un métabolisme de type Warburg vers un métabolisme oxydatif dans les lignées
résistantes, tel que décrit dans la littérature. Mes résultats ont également confirmé I'importante
augmentation de la susceptibilité a la mort par ferroptose dans nos modeles cellulaires résistants, en
comparaison des cellules sensibles. Enfin, les travaux que nous avons réalisés ont clarifié le roéle
respectif joué par les facteurs de transcription AhR et MITF dans ces processus, et ont également révélé
des phénomenes intéressants en lien avec le stress oxydant. L'ensemble des résultats obtenus a
finalement abouti a la rédaction d’un article scientifique qui fera I'objet d’une soumission dans les tous

prochains jours.
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Résultats

Figure 1

Nous avons tout d’abord analysé les flux métaboliques sur nos modeles cellulaires par I'intermédiaire
de la technologie Seahorse, capable de mesurer en temps réel I'acidification du milieu extracellulaire
et la consommation en dioxygene comme témoins de l'activité glycolytique et mitochondriale
respectivement. Cette expérience révele que les cellules résistantes aux BRAFi (SKR) exhibent une
réduction significative de leur activité glycolytique basale, ainsi qu'une augmentation de leur
respiration mitochondriale (fig 1A). Ces changements métaboliques sont corroborés par la diminution
de la consommation de glucose et de la production de lactate, et par 'augmentation du pH et de Ia
production de pyruvate par les SKR, telles que biochimiquement mesurées dans le milieu de culture
(fig 1B). L’analyse des données de séquencage ARN provenant de nos modeéles cellulaires, ainsi que du
CCLE, confirme également que les voies liées a la glycolyse sont moins exprimées dans les cellules

résistantes (fig 1C et 1D).

Par ailleurs, la privation de glucose en culture cellulaire provoque une nette diminution de I'expression
des signatures associées a la glycolyse et a la sensibilité aux BRAFi (fig 1G). Cette privation de glucose
provoque également une augmentation significative de I'lC50 du vémurafenib et donc de la résistance,
a la fois dans les cellules sensibles et résistantes (fig 1E), confirmant ainsi I'impact des conditions
métaboliques de I'environnement sur la sensibilité aux thérapies. L’analyse par western-blot montre
gu’une faible concentration de glucose inhibe fortement I'expression de MITF, sans modification de
I’expression de AhR (fig 1F). De plus, le knock-down de MITF par ARN interférence inhibe I'expression
des principaux génes de la glycolyse et du cycle TCA, confirmant son réle de senseur et de driver du

métabolisme cellulaire (fig 1H).

Le knock-out (KO) de AhR par CRISPR-cas9 et son knock-down (KD) par ARN interférence dans les
cellules résistantes ne suffisent pas a eux seuls pour restaurer un profil métabolique comparable a
celui des cellules sensibles (fig 1A, 1C, 1G, 1H). L'inhibition génétique et chimique de AhR par le
CH223191 ne suffisent pas non plus a prévenir la perte d’expression de MITF au cours de la privation
de glucose dans les SKS (fig 1F). Enfin, le Knock-out de AhR ne permet pas d’empécher I'augmentation

de la résistance induite par la privation de glucose (fig 1E).

Figure 2

La plus faible mortalité des SKR par rapport aux SKS dans un milieu pauvre en glucose et supplémenté

par du galactose, un substrat du cycle TCA, montre une fois de plus que les cellules résistantes ont une

80



dépendance accrue a I'OXPHOS (fig 2B). En ce sens, I'exposition a des doses croissantes de roténone,
un inhibiteur du complexe | de la chaine respiratoire, montre une IC50 plus faible, et donc une plus
forte sensibilité a cette molécule dans les SKR que dans les SKS (fig 2C). En outre, I'exposition de nos
lignées a 10uM de FCCP, un agent de découplage de la chaine respiratoire mitochondriale, réduit le

taux de croissance cellulaire de fagon significativement plus importante dans les SKR (fig 2D).

Afin de confirmer cette différence d'activité mitochondriale dans nos cellules, nous avons ensuite
mesuré, par cytométrie en flux, a la fois la masse mitochondriale et le potentiel membranaire
mitochondrial (Aym) avec les marqueurs fluorescents MitoTracker™ Green et TMRM respectivement.
Paradoxalement, les SKR exhibent une masse mitochondriale et un Am significativement plus faibles
que les SKS (fig 2E et 2F). L'observation des mitochondries par microscopie confocale avec la sonde
MitoTracker™ Green semble montrer, quant a elle, des mitochondries davantage fusionnées dans les
SKR que dans les SKS. Néanmoins, ces résultats suggérent que le KO de AhR n’a pas d’influence sur ce

phénomene (fig 2G).

Au cours de la phosphorylation oxydative, des électrons peuvent s'échapper de la chaine respiratoire
mitochondriale, induisant la formation d'anions superoxydes par réduction d’'une molécule de
dioxygene. Les mitochondries peuvent ainsi contribuer, dans des proportions variables, a la génération
d’'un stress oxydant dans la cellule. Nous avons donc mesuré les niveaux de ROS totaux et
mitochondriaux dans les cellules sensibles (SKS) et résistantes (SKR) par cytométrie en flux. Les
résultats montrent que les SKR produisent davantage de peroxyde d’hydrogéne dans le cytoplasme et
d’anions superoxydes dans les mitochondries, tel qu’observé apreés marquage de nos cellules par H2-
DCFDA et MitoSOX™ respectivement (fig 2H et 21). De plus, I'absence de AhR dans le SKR semble

diminuer le niveau d’anion superoxyde mitochondrial (Fig 2I).
Figure 3

Afin de caractériser les programmes transcriptionnels associés a la résistance aux BRAFi, nous avons
réalisé un séquencage de I'ARNm des lignées SKS et SKR, dans des conditions de culture normales ou
apres privation de glucose, puis effectué une analyse fonctionnelle des génes différentiellement
exprimés avec |'outil Enrichr. Les résultats obtenus révelent une augmentation de I'expression des
génes impliqués dans le métabolisme du glutathion, la voie des pentoses phosphates et la ferroptose
dans les cellules résistantes (fig 3A). De méme, la privation de glucose dans nos cellules entraine aussi
une augmentation d’expression des genes de la ferroptose (fig 3B). Il s’agit d’'une forme spécifique de
mort cellulaire programmée, médiée par la peroxydation massive des lipides membranaires.

La sensibilité d’une cellule vis-a-vis de la ferroptose est conditionnée, parmi d’autres facteurs, par la

quantité de fer labile (ions ferreux Fe?*) dans son cytoplasme (fig 3C), responsable de la propagation
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de la peroxydation lipidique a travers les membranes par I'intermédiaire de la chimie de Fenton. La
mesure du pool d’ions ferreux, avec la sonde fluorescente FerroOrange, montre une quantité
significativement plus importante dans les SKR que dans les SKS (fig 3D). Ce résultat est cohérent avec
la plus forte expression des chaines lourdes et |égeres de la ferritine (FTH1 et FTL respectivement) par

RTqPCR dans les SKR (fig 3C-1), des protéines régulant le stock de fer intracellulaire.

Un autre facteur conditionnant la susceptibilité a la ferroptose est la capacité de la cellule a synthétiser
une quantité suffisante de glutathion total, mais aussi a régénérer constamment sa forme oxydée
(GSSG) sous forme réduite (GSH). Cette capacité de régénération du glutathion permet a I'enzyme
GPX4, dont l'activité dépend du glutathion réduit, d’accomplir sa mission de détoxification des
peroxydes lipidiques (fig 3C-2). Nous avons donc mesuré le ratio entre les formes réduite et oxydée du
glutathion a I'aide d'un test colorimétrique dans les SKS et les SKR, invalidées ou non pour le gene AhR
(CRISPR-Cas9). Ce ratio est significativement plus faible dans les SKR (fig 3E), ce qui veut dire que la
proportion de forme réduite est plus faible dans ces cellules. Le knock-out de AhR par CRISPR-Cas9
induit une augmentation de ce ratio dans les SKR, favorisant ainsi la forme réduite aux dépens de la

forme oxydée, mais ne semble pas induire de changement dans les SKS.

Nous avons ensuite mesuré directement le niveau de lipides peroxydés sur nos cellules par cytométrie
en flux avec la sonde fluorescente C11-BODIPY™. La proportion de lipides peroxydés est modérément
plus élevée dans les SKR par rapport aux SKS a I’état basal, et cette différence devient beaucoup plus
importante apres déclenchement d’'un stress oxydant avec du peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
L'augmentation de la peroxydation lipidique aprés traitement par IKE, un puissant inducteur de
ferroptose, est plus importante dans les SKR. Le traitement de nos cellules par roténone, en revanche,
ne semble pas induire de changement sur le degré de peroxydation lipidique. Enfin, la privation de
glucose provoque, a la fois dans les SKS et dans les SKR, une augmentation significative du ratio de

peroxydation (fig 3F).

La ferroptose étant étroitement liée aux lipides (fig 3B-3), nous avons mesuré la quantité et la
localisation des gouttelettes lipidiques dans nos cellules. Méme si leurs fonctions ne sont pas encore
totalement élucidées, il est aujourd’hui admis que les gouttelettes lipidiques peuvent jouer plusieurs
roles, comme le stockage temporaire des acides gras, leur transport entre différents compartiments
cellulaires, la modulation des fonctions mitochondriales, ou encore la signalisation. Plus
particulierement, plusieurs auteurs ont montré qu’elles servent de réservoirs pour les lipides neutres
non oxydés, qui y sont stockées sous forme estérifiée afin de les protéger de la peroxydation,
préservant ainsi la cellule de la ferroptose. Nous avons donc analysé le contenu en gouttelettes

lipidiques dans nos cellules par microscopie, a I'aide d’'un marquage par Lipidspot 610, Interchim ou
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en utilisant le contraste d'interférence différentiel (DIC). En combinant les résultats de ces différentes
approches, nous constatons que le nombre moyen de gouttelettes lipidiques par cellule est
légerement plus élevé dans les SKS que dans les SKR. Le knock-out de AhR ne semble pas induire de
changement significatif dans les SKS. En revanche il induit une nette diminution du nombre de

gouttelettes dans les SKR (fig3G et 3H).

Enfin, la mesure de I'expression par RTqPCR de divers génes impliqués dans la régulation de la
ferroptose révele une différence significative entre SKS et SKR pour certains d’entre eux (fig 3l).
Premierement nous observons une diminution, dans les SKR, de I'expression des génes GPX4 et FASN,
qui codent pour les enzymes catalysant respectivement la détoxification des peroxydes lipidiques et la
synthése de novo d’acides gras saturés. Deuxiemement, nous observons que les SKR expriment de
facon plus importante le géne SIRT1, codant pour une histone désacétylase, dont il a été montré qu’elle

favorise la ferroptose?™.

Nous observons également une forte surexpression de l'antiporteur
cystine/glutamate SLC7A11 dans ces cellules, un géne clé dans la régulation de la ferroptose,
indispensable pour la synthése du glutathion. Par ailleurs, les SKR surexpriment aussi les genes FTL et
FTH1, codant pour les sous-unités de la ferritine évoqués précédemment. De facon intéressante, ces
différences d’expression observées entre les SKS et les SKR disparaissent dans la lignée SKR KO AhR, a

I’exception du géne SIRT1.

Figure 4

Certains de nos résultats précédents convergent fortement vers une susceptibilité plus importante des
SKR a I’égard de la ferroptose. Nous avons donc évalué I'IC50 de trois agents chimiques inducteurs de
ferroptose sur nos cellules. Les données recueillies révelent une IC50 de I'érastine, I'IKE et le FIN56
significativement plus faibles pour les SKR, corroborant ainsi leur sensibilité accrue a cette mort
cellulaire. De plus, le comptage microscopique de nos cellules aprés co-marquage a l'iodure de
propidium et au YO-PRO®, confirme que la mort induite par I'érastine, I'IKE et le FIN56 est plus
importante dans les SKR et majoritairement non-apoptotique. Ne s’agissant pas d’apoptose, nous
supposons que la mortalité cellulaire observée est provoquée par la ferroptose. Cette sensibilité des
SKR est remarquablement moins importante aprés knock-out du géne AhR, telle qu’observée a la fois

par IC50 et par mesure de la mortalité non-apoptotique.

Afin de déterminer si ces trois molécules inductrices peuvent réduire I'émergence de cellules
résistantes au cours du traitement par BRAFi, nous avons exposé un mélange cellulaire, constitué
d’autant de SKS que de SKR, a une combinaison de vemurafenib et d’IKE. La capacité constitutive des

cellules sensibles et résistantes a émettre une fluorescence verte et rouge respectivement nous
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permet de mesurer la proportion de chacune d’elle a I'issue de I'expérience. Ainsi, nous avons constaté
que l'utilisation conjointe d’un BRAFi et d’un inducteur de ferroptose réduit significativement le

nombre de cellules persistantes, a la fois sensibles et résistantes, en comparaison de |'exposition a

I'une ou l'autre des molécules isolées. Ces résultats montrent donc in vitro qu’une telle stratégie

thérapeutique pourrait améliorer la survie des patients ayant un mélanome muté BRAF V600.

Figure 5

Les SKR ayant de meilleures capacités de migration et d'invasion que les SKS, nous avons également
évalué l'efficacité des inducteurs de la ferroptose (érastine et IKE) pour contrer ce phénotype. Une
expérience de cicatrisation menées sur les SKR traitées par des concentrations croissantes d'érastine
ou d'IKE a montré une réduction significative de leur capacité de migration. La méme expérience
menée sur des SKR KO pour le gene AhR montre des résultats équivalents a ceux observés dans la
lignée sauvage pour les deux molécules. Parallelement, I'observation microscopique de sphéroides
formés a partir de la lignée SKR, permettant ainsi d’observer leur invasion a travers une matrice de
collagene, réveéle que des concentrations de plus en plus élevées d’érastine ou d’IKE réduisent

progressivement la croissance du sphéroide en comparaison de la condition non traitée.
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Abstract

Drug resistance limits the achievement of persistent cures for the treatment of melanoma, in
gpite of the efficacy of the available drugs. The am of the present study was to explore the
involvement of transcription regulation in the control of metabolism involved in melanoma
resistance. In this context, we examined metabolic profiles of resistant cells and found that
melanoma cells switched their metabolism from aglycolyticin BRAFi sensitiveto an OXHPOS
dependency in resistant cells. Interestingly, this switch was associated with a balance of
expression and activity between MITF and AhR transcription factors. This metabolic rewiring
was aso associated in resistant cells with an increase of mitochondrial activity, the
accumulation of reactive oxygen species (ROS) and an increase of lipid peroxidation leading
to agreater capacity for ferroptosis activation in resistant cells. Thus, we were able to show that
ferroptosis constituted a therapeutic opportunity to target resistant melanoma cells with an
increase of senditivity to ferroptosis inducers in these cells, enhanced in a context of a strong

activity of the AHR transcription factor.



BRAFi

Glycolytic Cells
MITF High

MITF

Highly proliferative

Me,
dle
NS Vit
p
ep’og,z";]”o ”;/; any Relapse
iy

OXPHOS Cells
MITF tow

BRAFi

sensitivity ARR

Low cycling

BRAFi Sensisitive Cells

BRAFi Resistant Cells

IKE

Ferroptotis
sensitivity

Lipid Droplet
Lipid Peroxidation

Mitochondria

Graphical abstract




Introduction

Metabolic rewiring is a hallmark of malignant transformation across all cancer types
(Boroughs et DeBerardinis 2015; Kroemer et Pouyssegur 2008; Ward et Thompson 2012). The
tumor microenvironment, which is often poorly vascularized, subjects cancer cells to oxygen
and nutrient deprivation, both of which drive metabolic changes promoting their survival and
growth under such stressful conditions. Rapid proliferation increases demand for energy
required for macromolecular biosynthesis. As areault, central carbon metabolism is frequently
altered in transformed cells. To escape from and survive outside of the primary tumor, invasive
tumor cells require metabolic flexibility, first to fuel the high energy demanding migratory
process (Zanotelli et al. 2018), and second to endure the nutrient-limiting environments that
they might encounter. Many tumor types including melanoma rely on such metabolic rewiring
to promote their growth and mediate resistance to therapeutic treatment.

Melanoma remains one of the most widespread types of cancer in western countries,
and itsincidenceis still increasing (Leiter, Keim, et Garbe 2020). Melanomais a complex and
aggressive cancer type that contains different cell subpopulations displaying distinct
phenotypes within the same tumor. Glucose, glutamine (Baenke et al. 2016) and fatty acid
(Alicea et al. 2020; Vivas-Garcia et a. 2020) metabolic reprogramming, a hallmark of cell
transformation, are essential for melanoma cells to adopt these different phenotypic states
necessary for adaptation to their environment. In recent years, immunotherapy (Y. Liu et al.
2021) and targeted therapies have changed the treatment scenario for advanced melanoma
(Larkin 2014; Koelblinger, Thuerigen, et Dummer 2018; Robert et a. 2014). Selective
inhibitors of V600E mutated form of the BRAF kinase, such as vemurafenib, dabrafenib and
encorafenib, prolong survival of patients harboring this mutation (Bollag et a. 2010; Hauschild
et a. 2012; Koelblinger, Thuerigen, et Dummer 2018). However, the onset of tumor resistance
observed following this treatment led to the development of combo therapies with BRAF and
MEK inhibitors as the current standard of care (Larkin 2014; Robert et a. 2014; Dummer et al.
2018). Unfortunately, dual therapy, although being ableto provide more durable disease control
compared to BRAF inhibitors alone, is also plagued by the development of drug resistance
(Shirley 2018). Severa pieces of evidence indicate that melanoma cells resistant to targeted
therapy can exhibit distinct metabolic profiles characterized by specific transcriptional
programs. These cells aso possess the ability to transiently shift their phenotype under
treatment or microenvironmental pressure to an invasive and treatment-res stant state, whichis
characterized by dow-cycling cells and elevated OXPHOS metabolism (Hoek et al. 2008).



BRAF-mutant melanoma patient-derived xenografts (PDX) exposed to MAPK
inhibitors revealed up to four distinct subpopulations of drug-tolerant cells co-occurring within
the same post-therapy minimal residual disease (MRD) and established through non-mutational
adaptive events. These states are characterized by high (the pigmented state), intermediate (the
starved state), and low (the invasive and neura crest stem cell states) levels of the
Microphthalmia associated Transcription Factor (MITF) expression and activity (Rambow et
al. 2018; Tsoi et a. 2018; Mller et al. 2014). MITF is a key regulator of phenotypic identity
and melanoma cell fate, able to promote differentiation and proliferation (Goding et Arnheiter
2019). Low levels of MITF are associated with invasion, enhanced tumor-initiating capacity
(Carreira et a. 2006; Cheli et al. 2012), as well as with drug-resistant and slow-cycling
phenotypes (MUller et al. 2014; Rambow et a. 2018). Importantly, nutritional and metabolic
signals in the microenvironment may downregulate MITF expression at both transcriptional
and trandational levels (Faletta et a. 2017; Faletta, Goding, et Vivas-Garcia 2022; Ferguson
et a. 2017; Vivas-Garcia et al. 2020). This downregulation impairs proliferation while
promoting invasion, thereby supporting MITF's role as a central coordinator of nutrient
signaling and cell behavior. MITF largely participates in controlling the metabolic landscape
by providing both the fuel required for the increased energy consumption of ahighly replicative
cell, and the metabolic bricks to build new macromolecular structures, such as membrane
components and DNA. On the contrary, low MITF levels in melanoma cells presumably
contribute to the establishment of a dow-cycling phenotype, as well as the metabolic
abnormalities generally associated with therapy-resistance (Gongalves et al. 2021).
Furthermore, MITF controls TCA cycle by directly regulating the enzyme succinate
dehydrogenase (SDHB) involved in succinate level (Louphrasitthiphol et al. 2019). MITF, aso
directly regulates the expression of PGC1la and oxidative phosphorylation (Hag et al. 2013) and
isakey inducer of lipogenic enzyme stearoyl-CoA desaturase (SCD) regulating the degree of
FA saturation that determines the balance between the amount of intracellular long chain
Saturated and Fatty Acids (SFAs) and the mono-unsaturated fatty acids (MUFAS). SCD is
required for MITFH9" melanomacell proliferation (Vivas-Garciaet al. 2020). In melanoma, the
repression of MITF sensitizes melanoma cells to ROS levels through the direct regulation of
genes involved in the response to oxidative stress. MITF has aso been reported to activate
expression of NRF2, akey regulator of antioxidant signaling (Han et a. 2020). SOX10 is, like
MITF, heterogeneousy expressed in melanoma, and has been proposed as a regulator of
phenotype switching in cutaneous melanoma (Capparelli et al. 2022).



Studies carried out on understanding the molecular and metabolic plasticity of
melanoma cells have mainly focused on the role of MITF, in particular via the control of its
level of expression and activity. Recently, weidentified the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR),
aligand dependent transcription factor, of the b-HLH-PAS family as akey player of melanoma
progression. First, we uncovered its capacity after activation to promote the acquisition of
resistance to targeted therapy (Corre et al. 2018). Second, we demonstrated its critical role in
the control of melanoma plasticity favoring a dedifferentiated and invasive phenotype (Paris et
a. 2022). Global metabolomics analysis of Ahr™'~ and Ahr** mice showed that hundreds of

metabolites had their circulating levels significantly atered by loss of Ahr, indicating that AhR
exertsimportant metabolic effects across multiple scales (e.g., organism, organ, cell, organelle)
such as nitrogen elimination, peroxisomal fatty acid oxidation and mitochondrial metabolism
(Granados et al. 2020). AhR also played a critical role to control antioxidant response in cells
(Dietrich 2016).

In this study, we deepened the understanding of the metabolic changes associated with
resistance to BRAF inhibitors in melanoma and underlined the specific role of AhR in this
process. We confirmed that melanoma resistant cells switched towards an OXPHOS
metabolism associated with an increase of mitochondrial metabolism and the accumulation of
reactive oxygen species. We were also able to show that the BRAFi-resistant cells activated
more importantly different metabolic pathways such as the glutathione metabolism and the
peroxidation of polyunsaturated lipids, leading to BRAFi-resistant cells predominantly
activating ferroptosis. Thus, we were able to identify a therapeutic vulnerability of resistant
BRAFi cells which seems to depend on the level of expression and activity of the AhR
transcription factor. Treatment with different ferroptosis inducers would therefore make it
possible to treat resistant cells and open up new opportunities for patients.



Results
BRAFi resistance is associated with metabolic changes

We first used the Seahorse metabolic flux to measure glycolytic rate, named glycoPER and
oxygen consumption rate OCR in BRAFi sengtive (SKS) and resistant (SKR) cell lines
invalidated or not for AhR transcription factor by CRISPR-Cas 9 technology (Appendix
Figure S1A-B). Glycolysis was significantly reduced in SKR compared to SK'S while oxygen
consumption rate (OCR, OXPHOS) was increased (Fig 1A). Thus, SKR culture medium was
less acidic, less concentrated in lactate and conversely more concentrated in glucose and
pyruvate (Fig 1B). Thelack of AhR did impact dightly the metabolism of both BRAFi-sensitive
and resistant cell lines with adecrease of glycolysis and an increase of OXPHOS (Fig 1A).

We were able to confirm by analysis of the signatures associated with glycolysis (Table 1) in
the RNA seq data established in the SKMel 28 cell lines that these pathways were significantly
down-regulated at transcriptomic level in BRAFi-resistant cells (Fig 1C). Data that have been
confirmed in BRAFi-resistant cell lines (from the CCLE) (Barretina et al. 2012) and in
dedifferentiated melanoma cell lines (data from Tsoi) (Tsoi et a. 2018) (Fig 1D). The impact
of the loss of AhR on the average gene signatures expression was minimal when cells were
cultured in amedium highly concentrated in glucose (10 mM) (Fig 1C). When we analyzed the
impact of glucose deprivation on cell sensitivity to BRAFi, we noticed that glucose deprivation
(1-2 mM vs 10 mM) made cells more resistant to BRAFi treatment in SKS and SKR (Fig 1E).
In the absence of AhR transcription factor, cellswerelessres stant and the impact of deprivation
to increase this resistance was reduced (Fig 1E). Because it has been clearly established that
the level of expression and activity of the transcription factors MITF and AhR has been
associated with the molecular and metabolic sensitivity and plasticity of melanoma cells, we
anayzed their level of expression in response to different concentrations of glucose in the
culture medium. First strong expression of MITF was observed in BRAFi-sensitive melanoma
cells (green) and resistant cells no longer express MITF (Appendix Figure S1C) while AhR
protein expression level was relatively stable in the different cell lines. Level of mRNA
expression of AhR and MITF seemed to be inversely correlated in melanoma cell lines (n=77,
Depmap) (Appendix Figure Fig S1D). Starvation of cellsin glucose (1-2 mM vs 10 mM) led
to asignificant decreasein MITF protein expression in SKScellswhile AhR protein expression
level remained unchanged in SKS or in SKR (Fig 1F and Appendix Figure S1E). Knockout
of AhR or its inactivation by the specific inhibitor CH-223191 (10 uM) did not influence the

dysregulation of the expression level of MITF in response to the level of glucose in the culture



medium (Fig 1F). Comparable results were observed in the 501Mel melanoma line which
expresses more strongly MITF (Appendix Figure S1E-F). The analysis of the RNAseq
expression data in the SKS and SKR lines showed that glucose deprivation significantly
reduced the expression of genes associated with glycolysis (Fig 1G and Appendix Figure
S1G). Thisinhibition of the expression of glycolysis genes was mainly associated with the loss
of expression and activity of the transcription factor MITF and, to a lesser extent, with the
presence or absence of AhR (Fig 1G-H and Appendix Figure S1G). Indeed, depletion of
MITF by RNA interference (SRNA) (Fig 1H) in SKS or in SKSKO for MITF (RNAseq data
from Dilshat et a., 2021) (Dilshat et a. 2021) (Appendix Figure S1H) cells cultured in ahigh
concentration of glucose (10 mM) led to a significant decrease in the level of expression of
genes involved in glucose metabolism, whereas depletion of AhR only dightly impacted their
expression level (Fig 1G and Appendix Figure S1G). In conclusion, we were able to confirm
adecrease in the expression of MITF in the SKR lines al so observed during glucose deprivation
of the culture medium leading to a metabolic and energy change in the cells (OXPHOS)
favoring their resistance to BRAF.

The production of pyruvate via glycolytic metabolism of glucose yields 2 net ATP, the
production of pyruvate viaglycolytic metabolism of galactose yields no net ATP, forcing cells
to have an increased reliance on oxidative phosphorylation (OXPHOS) for energy (Fig 2A) (36
ATP). We confirmed that SKR had an increased reliance on oxidative phosphorylation
(OXPHQOS) than glycolysis since glucose starved cells which were supplemented with
gaactose were able to proliferate again (Fig 2B). The proliferation of SKS cells, on the other
hand, is essentially dependent on glycolysis. This dependence on OXPHOS to produce the
energy necessary for the SKR was not ssimply dueto the loss of expression of the MITF factor,
expression which was not restored in the presence of galactose (10 mM) in the medium (Fig
2B). SKR were more dependent than SKS to oxidative phosphorylation insofar as they were
more senditive to inhibition by rotenone (inhibitor of complex | of the mitochondrial respiratory
chain) (Fig 2C). Comparable results were obtained using the uncoupler of mitochondria
oxidative phosphorylation FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)
since it prevented SKR growth (Fig 2D). In order to confirm the difference in mitochondrial
activity in SKS and SKR, we then measured by flow cytometry both mitochondrial mass using
labeling MitoTracker™ Green FM Dye (Thermo Fischer Scientific) (Fig 2E) and changesin
the mitochondrial membrane potential (Agm) using the fluorescent dye (Tetramethylrhodamine
Methyl Ester, TMRM (Thermo Fischer Scientific) (Fig 2F). SKR showed significantly lower

mitochondrial mass than SKS (Fig 2E) but also significantly lower overall membrane potential



(Fig 2F). Fragmented mitochondria constitute the preferred morphological state when
respiratory activity is low. When the bioenergetic state becomes critical, for example under
nutrient deprivation or exposure to certain forms of stress, highly fused mitochondria are
formed to optimize mitochondrial function and were associated with elevated OXPHOS activity
(Westermann 2012). The analysis of mitochondrial morphology (labeled with Mitotracker
Green) reveded that mitochondria from SKS were significantly more fragmented whereas
mitochondria from SKR or SKR-KO were hyperfused (Fig 2G) confirming SKR dependency
to OXPHOS. The formation of a large hyper fused mitochondria network induced by
vemurafenib with increased oxidative phosphorylation capacity has been aready hypothesized
to act as a possible mechanism of tumor cell death resistance (Ferraz et al. 2020).

Both as a consequence of norma electron transport and during mitochondrial dysfunction,
electrons can escape from the electron transport chain to induce formation of superoxide anions
by one-electron reduction of oxygen. This means that, under certain conditions, mitochondria
can substantially contribute to the generation of cellular reactive oxygen species (ROS). We
then compared in BRAFi sensitive (SKS) and resistant cells (SKR) both total and mitochondrial
ROS levels using respectively 5-(and-6)-chloromethyl-20,70-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (CM-H2DCFDA) and MitoSOX probes, respectively. The level of tota (Fig 2H) and
mitochondrial (Fig 21) ROS were significantly higher in SKR than in SKS. Also, the lack of
AhR in SKR seemed to decrease the level of mitochondrial ROS (Fig 21). It is indeed well
established that AhR activation by its ligands promotes ROS formation in cells (Ghaffarian-
Bahraman et al. 2022).

Induction of ferroptosisin BRAFi resistant melanoma cells

In order to characterize the transcriptional and metabolic changes associated with resistance to
BRAF inhibitors, we performed mRNA sequencing of the SKSand SKR linesin normal culture
conditions or after glucose deprivation (Fig 3A-B). Functional analysis (Enrichr) of genes
differentially expressed between SKS and SKR revealed a decrease in genes associated with
the Krebs cycle, OXPHOS in SKR and conversely an increase in glutathione metabolism, in
pentose phosphate pathway and ferroptosis (Fig 3A). Similarly, glucose deprivation in
SKMel28 cells led to a decrease in genes associated with the Krebs cycle and an increase in
genes associated with ferroptosis (Fig 3B). Ferroptosis is an iron-dependent and peroxidation-
driven form of cell death associated with multiple metabolic disorders and disrupted
homeostasis (Fig 3C). Ferroptosis is distinct from apoptosis, necrosis and other types of cell



death. It is promoted by the high iron content of cell cytoplasm (Fig 3C1), regulated by severd
proteins involved in its importation (TFRC), storage (FTH1, FTL) or release of the labile iron
pool (HMOX1). The excess of Fe** participatesin the accumul ation of ROS and lipid peroxides
in cells through the Fenton reaction (Ke et al. 2022). Ferroptosis is also highly driven by
inhibition of extracellular cysteine uptake through the Xc- system (SLC7A11, SLC3A2) and
impairment of GPX4 activity (Fig 3C2). Inactivation of GPX4 induced by GSH depletion
increases intracellular lipid peroxides, resulting in ferroptosis. Indeed, ferroptosis induction is
associated with the accumulation and the peroxidation of PUFA through the accumulation of
ROS (Fig 3C3). Lipid peroxidation during ferroptosis requires the activation of severa key
enzymes, such as acyl-coA synthetase long chain family member 4 (ACSL4) (Doll et a. 2017).
Finaly, Lipid droplets (LDs) serve as storage organelles for neutral lipids, such as
triacylglycerol and sterol esters. LDs are also in dynamic contact with other organelles (such as
mitochondria, the ER, peroxisomes, and lysosomes) to facilitate the exchange of lipids,
metabolites, and ions (Olzmann et Carvalho 2019). It is widely accepted that increasing the
formation of LDs protects cells from PUFA-induced lipotoxicity and ER stress. The number of
LDs increases in the early stages, but decreases in the final stages of ferroptosis. The balance
between the degradation and storage of LDs affects the sequestration of toxic lipid metabolic
intermediates and the sensitivity to ferroptosis (Chen et al. 2020).

Because evidence suggests that increased iron in LIP (labile iron pool) is the main cause of
triggering the Fenton reaction and promoting ferroptosis, we first analyzed the level of reduced
iron (Fe2+) in SKS and SKR cells after labeling with BioTracker™ FerroOrange Live Cell Dye
(Merck). Theresults showed a significant increase of Fe2+ in SKR compared to SKS (Fig 3D),
that could be explained by the increase of expressionin BRAFi resistant cells of divalent metal
ion transporter 1 (DMT1, also known as solute carrier family 11 member 2, SLC11A2), the
ferritin complex (FTL and FTH1), PRNP and TFRC (Appendix Figure S2A). Starvation of
SKMel28 cellsin glucose (1-2 mM vs 10 mM) led to asignificant increase of the expression of
these genes (Appendix Figure S2A).

Ferroptosis induction is also related to the level of glutathione in cells and the subsequent
inactivation of GPX4, we next analyzed the levels of total and oxidized glutathione (T-GSH
and GSSG) using colorimetric assay (ElabSciences) in both BRAFi sensitive (SKS) and
resistant (SKR) cell lines invalidated or not for AhR transcription factor (Appendix Figure
S2B). Thetotal level of glutathione in SKR was dightly higher thanin SKS (Appendix Figure
S2B) probably linked to the increased expression of Cys2/glutamate antiporter (Xc-) SLC7A11
in SKR (Fig 3I). In addition, the level of oxidized glutathione (GSSG) in SKR aso seemed to
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be increased in SKR vs SKS since the ratio reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) was
significantly decreased in SKR compared to SKS (Fig 3E), thereby reducing the pool of GSH
to remove intracellular ROS. The loss of AhR particularly in SKR increased the ratio
GSH/GSSG to a comparable level with SKS (Fig 3E). This result is in agreement with the
reduction of the GSH/GSSG ratio previoudy observed in B16 melanoma cells following the
activation of AhR by its canonical ligands (BaP or FICZ) (Ghaffarian-Bahraman et al. 2022).
It therefore seemed that BRAFi-resstant cells accumulate more significantly oxidized
glutathione (GSSG) and less reduced glutathione (GSH) in link with AhR activity. This agreed
with the increase in the expression of the enzymes involved in the metabolism of glutathione,
in particular after deprivation of glucose in the culture medium (Appendix Figure S2C).

It has been previously shown that BRAF V600E mutation promoted accumulation of long chain
polyunsaturated fatty acids (PUFAS) and that in patients with melanomas harboring the BRAF
V600E mutation, immunomodulatory lipids and long chain fatty acids were significantly
increased in the non-responder cohort (Turner et al. 2022, 20). We first confirmed using
metabolomic data from the CCLE (Depmap), that among metabolites that are significantly
enriched between sensitive and resistant cells, long chain PUFA (were significantly enriched in
BRAFi resistant cells (Appendix Figure S2D). Thisis consistent with the decreased expression
of SCD1 and FASN (Appendix Figure S2E) in resistant cells or after glucose deprivation,
which promotes transformation into MUFA in cells. Abnormal accumulation of reactive
oxygen species (ROS) associated with a disequilibrium of scavenging factor systems such as
superoxide dismutase (SODs), catalase, glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase
(GR) lead to the peroxidation (-OOH) of polyunsaturated fatty acids (PUFAS) and promote the
induction of ferroptosis. We next analyzed the level of lipid peroxidation (LPO) after labeling
of SKMel28 cells using BODIPY ™ (581/591) C11 (Thermo Fisher Scientific) (Fig 3F). The
level of lipid peroxidation in SKR seemed to be significantly up-regulated compared to SKSin
basal conditions but much more after induction by H>O>, by the inducer of ferroptosis IKE
(Imidazole Ketone Erastin) or after glucose deprivation (Fig 3F). Acyl-CoA synthetase long-
chain family member 4 (Acd4) isacritical determinant of ferroptosis sensitivity by catalyzing
polyunsaturated fatty acid-containing lipid biosynthesis and promoting the accumulation of
lipid peroxidation. The analysis of ACSL4 expression revealed a significant up-regulation in
SKR vs SKS which is reversed in the absence of the AhR transcription factor (Appendix
Figure S2F-G). AhR seemed to participate in lipid peroxidation in SKR required for the
induction of ferroptosis notably through the regulation of ACSL4 expression. Lipid droplet
formation viaDGAT-mediated triglyceride (TAG) synthesismay act asasink for phospholipid-
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derived PUFAS, thus preventing their peroxidation; lipid droplet biogenesis may aso restrict
lipid peroxidation by sequestering aready damaged, peroxidized PUFAs (ox-PUFAS) to
suppress the propagation of lipid peroxidation (Petan 2023). We then analyzed the content and
distribution of LDs (labeled with Lipidspot 610, Interchim or visualized with Differential
Interference Contrast (DIC) microscopy) in SKS and SKR cells (Fig 3G). The number of LDs
in SKSwassignificantly higher thanin SKR (Fig 3H). Thisresult isrelated to areduced storage
capacity of peroxide PUFASs in resistant cells. The lack of AhR in SKR further reduced the
number of LDs. In parallel with the quantitative analysis of the number of LDs in the cells, the
anaysisof their subcellular localization in the different cells showed alocalization closer to the
nucleus in the SKRs than in the SKS where the LDs are mainly localized at the level of the
cytoplasmic membrane (Appendix Figure S3A-B). Thisdifferencein sub-cellular localization
could be closdly linked to the interaction of LDswith other organelles (mitochondria, ER, etc.)
in resistant cells to promote either energy exchanges or promote the peroxidation of lipids
stored in LDs. In the absence of the AhR transcription factor, LDs were found less close to the
nucleus but asin the SKS closer to the plasma membrane (Appendix Figure S3A-B). Perilipin
3 (PLINS3) is ubiquitously expressed and plays significant roles in the formation of TAG and
LD biogenesis and in lipolysis while it has been degraded (Najt, Devargjan, et Mashek 2022).
PLIN3 expression was significantly increased in SKR compared to SKSin an AhR dependent
manner (Appendix Figure S2G-H). However, thisincrease in expression was not linked to an
increase in the number of LDs in the SKRs. Nevertheless, the decrease in PLIN3 expression
following RNAI depletionin SKRsbut not in SKS dlightly increased the number of LDsaswell
as decreased their localization close to the nucleus (Appendix Figure S3C-E). According to
these results, we suspected that AhR in SKR induces overexpression of PLIN3 promoting peri-
nuclear localization of LDs and potentialy promoting lipid peroxidation and therefore
ferroptosis. Thanks to these different experiments, we were able to show in SKR compared to
SKS a significant upregulation of intracellular or mitochondrial ROS, a decrease of reduced
glutathione (GSH), an increase of long chain PUFASs and an increase of lipid peroxidation.
Also, we observed asignificant differencein lipid droplets number and sub-cellular localization
in SKR, with adistribution close to the nucleus. All these cellular changes participate to make
BRAFi-resistant cells more prompt to induce ferroptosis in order to defend against stress. The
induction of metabolic changes favoring ferroptosis seemed also to be dependent on a high
expression and activity of AhR transcription factor since its depletion in SKR counteracts this
phenotype potentially through the regulation of PLIN3 and ACS.4 expression (Appendix
Figure S2G-H).
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Furthermore, in order to confirm the activation of ferroptosis pathway in SKR compared to
SKS, wefirst analyzed the level of expression of several genes defined as positive markers of
ferroptosis (FTL, FTH1, SLC7A11, HMOXZ1...) from the FerrDb database, dedicated to
ferroptosis regulators and markers (http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) (Zhou et Bao

2020). Thelevel of expression of positive markerswas significantly enriched in SKR (NFE2L2,
PTG, SRT1, FTL, FTH1 and SLC7A11) while the level of negative markers was reduced
(GPX4, FASN) confirming the activation of ferroptosis (Fig 3I). Interestingly, the lack of AhR
transcription factorsin SKR led a so to the downregulation of expression of ferroptosis markers
(Fig 31). In addition, the analysis of gene expression for the different drivers of ferroptosis
(http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) in BRAF sensitive (green) or resistant (red)

melanoma cells from the CCLE (Appendix Figure S4A) or from the lab (Appendix Figure
HAB-C) showed an enrichment of severa of these genes in resistant cells but also in
dedifferentiated melanoma cells (Appendix Figure $4D) (Tsoi et a. 2018). Indeed, we
confirmed that the expression of several drivers of ferroptosis was upregulated in SKR
compared to SKS (Appendix Figure S4E) and that the lack of AhR in SKR cells prevented
this induction. Using the CellMiner database (https.//discover.nci.nih.gov/cellminercdb) in

various cancer cell lines, we showed that the inducer of ferroptosis (Erastin) (IC50) is
significantly more efficient while ferroptosis markers and drivers' genes (Z-score) were highly
expressed (Appendix Fig $4F). Volcano plots also showed asignificant positive correlation (p
< 0.001) between AhR expression level and Ersatin sengitivity (Appendix Fig $4F). In
conclusion, the AhR transcription factor seemed to increase the induction of genesinvolved in
induction of ferroptosis.
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BRAFI resistance cells are mor e sensitive to ferroptosisinducers

Insofar as BRAFi-resistant cells showed significantly increased ferroptos s activation capacities
compared to sensitive cells, we then tested different ferroptosis inducers on these cells. After
measuring the IC50 for different ferroptosis activators (Erastin, IKE, FIN56) in SKS and SKR,
we were ableto show that SKR were indeed significantly more sensitive to ferroptosisinducers
than SK'S, with afactor ranging from 2 to 4 (Fig 4A-C). Comparable results were obtained for
two other couples of BRAFi-sensitive and resistant melanoma cells lines (M229SR and
M238S/R) (Appendix Figure S5A). We then confirmed that SKR were indeed significantly
more sengitive to ferroptosis than SKS since the level of necrotic cells after 16h (time for the
highest induction of necrosis (Appendix Figure S5B)) of treatment with ferroptosis inducers
(Erastin, IKE, FIN56) was significantly higher in SKR (Fig 4D-F). Interestingly, the lack of
AhR in both SKS and SKR cells prevented the activation of necrosis by ferroptosis inducers
(Erastin, IKE, FIN56). These results showing an increased sensitivity of BRAFi-resistant
melanoma cells to ferroptosis inducers made it possible to consider new therapeutic strategies
for cellsin addition to targeted therapies. In order to illustrate the respective behavior of BRAFi-
sensitive and resistant cells to targeted therapy and to inducers of ferroptosis, we treated a
50/50% mix of SKS (congtitutively expressing GFP in green) and SKR (congtitutively
expressing dTomato in red) for 4 days with BRAFi (Vemurafenib, 0.5 uM), IKE (0.2 uM) or
both. After treatment of the mix of SKS and SKR cells, we visualized using fluorescent
microscopy and quantified by flow cytometry the number of residual cells after treatment. The
percentage of mortality after Vem treatment of SKSwas significantly higher than for SKR (Fig
4G, red). Conversaly, treatment with IKE eliminates SKR but not SKS (Fig 4G, blue).
Combination of Vem with IKE thus induced the mortality of both SKS and SKR cells (Fig 4G,
green).

Because, SKR have higher migration and invasive capacities than SKS, we first evaluated the
role of the inducers of ferroptosis (Erastin and IKE) to counteract cell migration by performing
wound-healing assays of SKR after or not genetic depletion of AhR (KO AhR). Treatment with
increasing concentrations of Erastin (Fig 5A) or IKE (Fig 5B) significantly reduced migration
capacities of SKR cells. Thelack of AhR dightly diminished the impact of ferroptosis inducers
to counteract cell migration (Fig 5A-B). Next, we analyzed the invasive properties of SKR cell
lines using tumor-spheroid assays, which mimic the 3D architecture of melanoma in the
presence or absence of ferroptosis inducers (Erastin or IKE). Both treatments of SKR with
Erastin (Fig 5C) or IKE (Fig 5D) significantly reduced invasive capacities of SKR at 4 and 7
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days. In conclusion, we were able to show that treatment with ferroptosis inducers such as IKE
could target BRAFi resistant cells and could prevent their aggressive phenotype.

Discussion

The acquisition of resistance to targeted therapy can be in part mediated by transcriptional
reprogramming, eliciting a phenotypic switch towards distinct drug-tolerant transcriptional
states of melanoma cells state (Rambow et al. 2018; Tsoi et a. 2018).

Here, we identified that in addition to this transcriptiona reprogramming, drug resistant
melanoma cells switch their metabolism from glycolysis to oxidative respiration supported by
a change in mitochondrial activity (Graphical Abstract). This change of energy metabolism
would favor the accumulation of oxygen species (ROS) in drug resistant cells. Indeed agrowing
body of evidence indicates that compared with normal healthy tissue, tumor tissues, including
melanoma, exhibit ahigh level of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS) (Meyskens et a. 2001; Ces et al. 2017). Oxidative stress and redox homeostasis have
been shown to be involved at each stage of a malignant melanocyte transformation, called
melanomagenesis, as well as during drug resistance. Drug resistance to BRAFi induces
metabolic switching from aerobic glycolysis to mitochondrial respiration and consequently
increased ROS levels (Khamari et al. 2018). Indeed, BRAFV®E melanoma cells that have
developed resistance to inhibitors also display increased OXPHOS, increased dependency on
mitochondria for survival, increased ROS production and associated switch from glucose to
glutamine metabolism (Haq et al. 2013; Baenke et al. 2016). In addition, NRF2, atranscription
factor regulating antioxidant defense, is known to be activated by ERK, other MAPK s and Akt.
Thus, BRAF mutations also activate antioxidant defense downstream of the NRF2 pathway
(Khamari et al. 2018; Cucci et a. 2023). Again, BRAF inhibitor treatment might also lead to
increases in ROS by this mechanism. In connection with this, we were able to implicate the
AhR transcription factor in this metabolic reprogramming with a high level of expression and
activity in resistant cellswhile sensitive cells have ahigh level of Mitf. Because AhR activation
by its canonical ligands led to the increase of cellular ROS (Ghaffarian-Bahraman et al. 2022)
and accordingly to the close regulation between AhR and NRF2 (Miao et a. 2005), both
transcription factors participate to the accumulation of ROS in drug resistant melanoma cells
through respectively their pro-oxidant and antioxidant functions.

In addition, we have shown in this study that drug resistant cells are prompt to induce
ferroptosis. Ferroptosis has been studied in recent years in the context of melanoma (Talty et
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Bosenberg 2021). In 2018, Tsoi et al. tested the combined effect of BRAF inhibitors and
ferroptosis inducersin vitro and showed a dramatic decrease in the number of cells persisting
after treatment of dedifferentiated melanoma cells (Tsoi et a. 2018). BRAF resistant
melanoma cells exhibit increased synthesis of polyunsaturated lipids which serve as substrates
for lipoxygenase enzymes, and this change in lipid production forces a dependence on the
enzyme GPX4 to prevent the accumulation of lipid peroxides and ferroptosis execution
(Viswanathan et al. 2017). Knockout of upstream regulators of PUFA metabolism (ACSL4,
LPCAT3) and inhibition of lipoxygenases prevent cell death due to inhibition of GPX4.

However, the molecular mechanisms leading to increased susceptibility of resistant cells to
BRAFi are not clearly established. In this study, we were able to establish by different
approaches that the acquisition of BRAFi-resistance was associated with a change towards an
increased mitochondria energy metabolism (OXPHOS) but also with an accumulation of ROS
and a disturbance of lipid-peroxidation and storage and of Iron and glutathione metabolisms
(Graphical Abstract). These different metabolic changes in the resistant cells led to a higher
capacity for ferroptosis activation. Wang et al. have shown previoudy that Wnt/p-catenin
signaling deficiency exacerbates ferroptosis in melanoma via the regulation of MITF through
the downregulation of PGCla and SCD1, so that the generation of lipid peroxidation was
prominently suppressed and ultimately ferroptosis is inhibited (H. Wang et a. 2022). These
results are in agreement with the decrease in expression of MITF observed in cells resistant to
BRAFi or during glucose starvation and its critical function to control metabolic rewiring such
as TCA cycle (Louphrasitthiphol et a. 2019), fatty acid metabolism via SCD1 regulation
(Vivas-Garcia et al. 2020) or oxidative stress response (X. Liu et al. 2020). Here, we were able
to show that the various changes involved were not simply associated with the loss of MITF in
resistant cells but aso with the overexpression and activity of the AhR transcription factor.
Comparably to the phenotype switching model in which MITF"9/AX LY was associated with
the proliferative and BRAFi-responsive phenotype while MITFY/AX L"d" was associated with
the invasive and resistant phenotype (Muller et a. 2014; Shao, Teramae, et Wells 2023), we
observed such a balance with AhR. High combined AhR expression and activity in the absence
of MITF in melanomas was associated with an OXPHOS phenotype, intracellular ROS
accumulation, lipid peroxidation of PUFAs and dysregulation of glutamine metabolism. BaP
activation of AhR led aso to the decrease of PGCla expression (Lou et a. 2022). Moreover,
we were able to implicate AhR in the regulation of the expression of different inducers and
markers of ferroptosis. The role of AhR in the activation of ferroptosis has so far been little
studied. However, Cui et al. have shown that L-kynurenine, the canonical AhR ligand induces
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NK cell loss in gastric cancer microenvironment via promoting ferroptosis (Cui et a. 2023).
AhR is aso activated by reoxygenation during ischemiareperfuson and induces ROS
production, lipid peroxidation and ferroptotic cell death (Eleftheriadis et a. 2021). In addition,
Kwong et a. have developed a nuclear receptor meta-pathway (NRM) model and described a
close relationship between NRF2 and AhR expression levels with susceptibility to the
ferroptosisinducer Erastin (Kwon et al. 2020). AhR and NRF2 expression and activity have to
be tightly regulated to control ferroptosis in melanoma (Gagliardi et al. 2019; S. Wang et al.
2021).

We have findly shown that the activation of ferroptosis congtitutes a new therapeutic
opportunity in order to counteract targeted therapy resistance in melanoma. Tsoi et a. have
been the first to propose the use of ferroptosis inducers such as Erastin to reduce the pool of
persistent dedifferentiated melanoma cells upon combination with BRAFi (Tsoi et a. 2018). In
addition, we deciphered transcriptional metabolic mechanisms and the critical role of AhR
transcription factor to induce ferroptosis. Various studies in recent years have focused on
identifying new strategies that come in combination with targeted melanoma therapies to
improve therapeutic efficacy. These target in particular the specific metabolic pathways of
resistant cells to induce ferroptosis. For example, the use of Sorafenib sensitized melanoma
cells to vemurafenib by increasing ROS production through ferroptosis (Tang et a. 2020).
Gambogenic acid (GNA), a xanthone found in Gamboge through the upregulation of p53
expresson induces ferroptosis in TGF-Bl-stimulated melanoma cells via the
p53/SLC7A11/GPX4 signaling pathway (M. Wang et a. 2020). Increased patient response
rates can be achieved by combining ferroptosis inducers with targeted therapies or immune
checkpoint inhibitors. Recently developed ferroptosis inducers such as erastin, RSL3, ML 162,
ML 210, JKE-1674, FIN56 and imidazole ketone erastin (for killing dedifferentiated melanoma
cells) am to be proposed and tested for melanoma patients by combining MEK and BRAF
inhibitors. Such clinical trials haven't been started yet in melanoma. Other comparable
strategies have been developed recently to overcome acquired resistance therapy. Talebi et al.
have recently targeted lipid poly-unsaturation in therapy-resistant model s by combining MAPK
inhibition with preclinical FASN inhibitor TVB-3664 and attenuated cell proliferation and
rendered cells exquisitely sensitive to a host of ROS inducers (Talebi et a. 2023). Vergani et
al. have aso shown that drug-resistant cells become more sensitive to BRAFi following lipid
deprivation and that cellstreated with the SOAT (amembrane-bound enzyme that catalyzesthe
biosynthesis of CE from long-chain fatty acyl-CoA and cholesterol) inhibitor avasimibe,
displayed a higher sensitivity to Vemurafenib (Vergani et al. 2016).
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Material and Methods

Cell culture and reagents

Human melanoma cell lines (SKMel28, 501Mel, M229, and M238) were grown in humidified
air (37°C, 5% COy) in RPMI-1640 medium (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Waltham,
MA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio, Les Ulis, France) and 1%
penicillin-streptomycin antibiotics (Thermo Fisher Scientific). SK28 (S+R) cellswere obtained
from J.C Marine at the VIB Center for Cancer Biology, VIB, Leuven, Belgium. M229 cells
were obtained from Graeber’slab at the UCLA Molecular Biology Institute, Los Angeles, CA,
USA. SKMel28. 501M€ cells (S) were obtained from the ATCC and 501Mel BRAFi-resistant
cells (R) were obtained after three months of treatment with Vem (1 uM every 2 days). No
difference of proliferation has been observed between resistant cells and parental ones.
Melanoma cellswere grown in the absence of BRAFI treatment but challenged every two weeks
with BRAFi at the 1C50 dose of the sensitive corresponding cells to maintain a selective

pressure. All cell lines were routinely tested for mycoplasma contamination.

Reagents

BRAF inhibitors:

-Vemurafenib (Vem, PLX4032) (Selleckchem, S1267)

AHR inhibitor:

-CH223191 (Selleckchem, S7711)

Ferroptosisinducers:

-IKE (Imidazole Ketone Erastin (PUN 30119), Selleckchem, S8877)
-Erastin (Selleckchem, S7242)

-FIN56 (Selleckchem, S8254)

Mitochondrial inhibitors:

-Rotenone

-FCCP

ROS inducers:

-H202 (311421, SigmaAldrich)

Fluorescent probes:

-MitoTracker™ Green FM Dye (M 7514, Thermo Fischer Scientific, USA)
-TMRN (Tetramethylrhodamine Methyl Ester) (T668, Thermo Fisher Scientific, USA)
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-CM-H2DCFDA  (5-(and-6)-chloromethyl-20,70-dichlorodihydrofluorescein  diacetate)
(C6827, Thermo Fisher Scientific, USA)

-MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator (M36008, Thermo Fisher Scientific,
USA)

-BODIPY™  493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentaméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)
(D3922, Thermo Fisher Scientific, USA)

-BODIPY ™ 581/591 C11 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentaméthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)
(D3861, Thermo Fisher Scientific, USA)

-DMSO (D8418, Thermo Fisher Scientific, USA)

CRISPR/Cas9 experiments

The AhR knockout was performed using CRISPR/Cas9 methodology. The guide sequence
targeting AhR (Sigma-Genosys, St Louis, MO, USA) was cloned into the GeneArt CRISPR
Nuclease vector according to the manufacturer’ sinstructions (Life Technologies, Saint-Aubin,
France). Next, 501Mel or SKMel 28 cells were transfected with the vectors and the cells seeded
two days later in 96-well plates at 0.5 cells/well for single-cell clonal expansion. The clones of
interest were validated by DNA-sequencing, western blot analysis and RT-gPCR.

RNA interference
SIRNA were purchased from Sigma-Genosys (St Louis, MO, USA) : SCTR, SAhR#1 and #2,
SMITF#1 and #2. Sequences for all SRNA are available in Supplementary Table 2 (EV2).

Cell dendity evaluation

Cell density was assessed using a methylene blue colorimetric assay. Briefly, cells were fixed
for at least 30 min in 95% ethanol. Following ethanol removal, the fixed cells were dried and
stained for 30 min with 1% methylene blue dye in borate buffer. After four washes with tap
water, cellsweredried and 100 pl 0.1 N HCI was added to each well. Plateswere then analyzed
with a spectrophotometer at 620 nm.

Mitochondrial transmembrane potential (A¥)

After incubation, cells were detached, centrifuged (160 x g for 10 min) and suspended in 1 mL
of PBS plus 20 nM TMRM. The mixture was incubated in the dark at 37 °C for 30 min,
centrifuged (160 x g for 10 min), and suspended in 300 pL of PBS. Fluorescence emission were
detected in aFACS LSRFortessa™ X-20 Cell Flow Cytometer (BD Biosciences) including the
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BD FACSCanto™ Cell Analyzer, acquiring 10,000 events per sample. Dataanalysis and graphs
were done using Flow Jo vX.0.7 software (Ashland, USA).

ROS M easurement

Cells were washed with PBS and were resuspended at 10° cells in 50uL reaction volume 5-
(and-6)-chloromethyl-20,70-dichlorodihydrofluorescein  diacetate (CM-H2DCFDA) and
MitoSOX (Thermo Fisher Scientific, USA) were respectively used at afinal concentration of 5
uM to measure cytoplasmic ROS level and mitochondrial superoxide production. Cells were
incubated in the dark at 37 °C for 30 min. After release from ice at different time points (20 and
40 min), the fluorescence of CM-H2DCFDA or MitoSOX was measured at Aem = 530+/-30 nm
and Aex = 489+/-14 nm, respectively, on a LSRFortessa™ X-20 Cell Analyzer cytometer

(BDbiosciences). Data were anayzed using FlowJo® software.

Dosage of intracellular Glutathione

Total, oxidized and reduced GSH levelsin BRAFi-sensitive and resistant SKMel 28 melanoma
cells were quantified usng GSH kit (Elabscience, E-BC-K030-M) according to the
manufacturer’ sinstructions (Rahman, Kode, et Biswas 2006).

Dosage of lipid peroxidation

Oxidized (FITC) and reduced (PE) lipid levels in BRAFi-sensitive and resistant SKMel28
melanoma cells were quantified using BODIPY ™ 581/591 C11 (Thermo Fisher Scientific,
USA) respectively used at afinal concentration of 1 uM. Cellswereincubated in the dark at 37
°C for 30 min and the fluorescence of reduced or oxidized lipidswas measured at  Aex = 489+/-
14 nm and Aem = 565+/-30 nm and, respectively, on a LSRFortessa™ X-20 Cell Anayzer

cytometer (BDbiosciences). Data were analyzed using FlowJo® software.

Spheroid formation assay

The spheroid formation assay was performed as previoudy described (Paris et a. 2022). Cells
(7000 cellg/0,5 ml) were plated in 24-well plates coated with 1.5% agarose in complete RPMI
medium and concentrated in the center by circular agitation. After three days, spheroids were
recovered for inclusion in an extracellular matrix of collagen (100 W) (final concentration = 2
mg/ml in buffer (0.01 N acetic acid; neutralization buffer: 33 mM Hepes pH7.4, 0.37% sodium
bicarbonate, 0.03 N NaOH; 1X MEM) in 24 well-plates coated with 1.5% agarose. Spheroids
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were maintained in complete medium with or without Erastin or IKE (1 uM) and images of the
spheroids captured over severa days (0 to 7 days) using an Axio Vert. Al inverted microscope
(Carl Zeiss) at 5x magnification. Invasion capacity was evaluated by determining the ratio
between the maximum and initial diameter of the spheroid.

Wound-Healing Migration Assay

Briefly, SKmel28 cells were grown until confluency in two-well silicone inserts (1bidi®,
Gréafelfing, Germany) were placed in 12-well tissue culture dishes. The cell culture insert was
removed after one day. Afterwards, the plates were washed with PBS and incubated at 37 °C
in fresh RPMI1-1640 medium (Gibco BRL, Invitrogen, Paidey, UK) supplemented with 10%
FBS (Eurobio Scientific, Evry, France) and 1% penicillin—streptomycin antibiotics (Gibco,
Invitrogen) in the presence of avehicle (DMSO) or the indicated concentrations of Erastin or
IKE. The wound was photographed at 5x magnification with an Axio Vert. Al inverted
microscope (Carl Zeiss, Vison Aaen, Germany). Wound closure was determined by measuring
the distance between the edges of the wound at 0 and 15 h using Imagel] (Fiji 1.0). The distance
migrated by the cells was quantified as follows: D = (size of thewound at t = 0 h—size of the
wound at t =15 h).

Apoptosis and Necrosis Assays

At the end of treatment, cells were stained by adding 25 uL of a dye mixture containing
Hoechst33342 (5 pg/mL) propidium iodide (4 pg/mL), and Y O-PRO®-1 (0.8 uM) directly into
100 pL of culture media and incubated at 37 °C for at least 45 minutes. Cells were imaged,
anayzed, and counted using an ArrayScan™ VTI High-Content System (ThermoFisher
Scientific, Courtaboeuf, France). The apoptotic (green) and necrotic (red) cells are expressed
relative to the number of Hoechst-positive cells (blue).

Metabolic flux assays

Adherent cells were seeded at 2 x 10* cells’well in normal growth media (cell line specific) in
a Seahorse XF96 Cell Culture Microplate. To achieve an even distribution of cellswithin wells,
plates were rocked at 25 °C for 2040 min. For each staining group, one extrawell on the outer
perimeter of the plate was seeded to calibrate image acquisition parameters. The plate was then
incubated at 37 °C overnight to allow the cellsto adhere. The following day, growth mediawas
exchanged with Seahorse Phenol Red-free DMEM and either basal OCR was measured (for

wells that were to be imaged with mitochondria dyes, see Imaging section below) or an XF
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Cedll Mito stresstest (Agilent) was performed according the manufacturer’ sinstructions. In both
cases, the last injection port was used for cell stain/dye injection.

Lipid Droplets analysis by microscopy

Briefly, cells were rinsed in PBS and incubated with LipidSpot™-610 (1X in PBS) for 10
minutes at room temperature. Cells were washed twice with PBS and then stained with WGA
staining solution (5 ug/mL) for 10 minutes at 37°. Cells were finally washed twice and
incubated 5 minutes with Dapi staining solution before microscopy.

RNA extraction & RT-gPCR expression

RNA extraction & RT-gPCR expression was performed as previoudy described (Corre et a.
2018). The sequences of the primers used for the RT-gPCR experiments are available in Table
2 (EV1).

Western blotting

Harvested cells were solubilized as previously described. Protein samples were denatured at
95°C, resolved by SDS-PAGE, and transferred onto Hybond™-C Extra nitrocellulose
membranes (Amersham Biosciences, Bucks, UK). Membranes were probed with the
appropriate antibodies and the signals detected using a Fujifilm LAS-3000 Imager (Fuji Photo
Film, Tokyo, Japan). Primary antibody information isavailablein Table 2 (EV 3). Horseradish-
peroxidase-conjugated secondary antibodies were purchased from Jackson ImmunoResearch
(Suffolk, UK) and used at adilution of 1:10,000.

RNA-Seq

Total RNA was extracted from BRAFi-sensitive or resistant SK28, Mel501, and M229, cells
after or not knockout out of AhR using the NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel, Duren,
Germany). A complementary DNA library was prepared and sequencing performed according
to the Illumina standard protocol by Bejing Novel Bioinformatics Co., Ltd.
(https.//en.novogene.com/). RNAseq was performed in collaboration with Novogene (Beijing,
China). Libraries were generated from 500 ng total RNA using a Truseq Stranded mRNA kit

(Ilumina). The concentration of the library was first determined using a Qubit2.0 fluorimter
and then diluted to 1 ng/ul. The size of the insert was checked using an Agilent bioanalyzer and
further quantified by gPCR (library concentration > 2 nM). An aliquot (0.5 nM) of the pool was
loaded on ahigh-output flow cell and sequenced on a NovaSeq 6000 instrument (I1lumina) with
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2x150 bp paired-end chemistry in two runs. Reads were aligned to human genome rel ease hg38
using HISAT2 V2.0.5 with default parameters. Quantification of the expressed genes was
performed using CUFFDIFF v2.2.1. The quality of the RNA-Seq count data was assessed using
the Novogene standard protocol.

Data mining

TCGA/SKCM  RNAseq data were analyzed wusing the OncoLnc porta
[ http://www.oncolnc.org] (Anaya 2016). The raw data count matrix, composed of 454 samples
(from SKCM melanoma cohort), was downloaded from the OncoLnc portal for the various
transcriptional signatures. Expression heatmaps of differentially expressed genes between
samples were obtained based on alog2 fold change using the ComplexHeatmap 2.0.0 (Gu, Eils,
et Schlesner 2016) package in R/Bioconductor. Cluster-specific gene rankings were obtained
by contrasting the samples with the rest. Cell density curves for the available melanoma cell
lines were established using GraphPad PRISM 10.0® to establish the 1C50 for the various
treatments.

The raw data count matrices from the RNA seq data were obtained in GEO database for
previous experiments on melanoma cell lines (Barretina et a. 2012) GSE36134
[https://www.ncbi.nim.nih.gov/gds/2erm=GSE36134] (sensitive or resistant to PLX470)
(1C50 values for PLX4720 were obtained from Supplementary Table 7 of ref (Barretina et al.
2012)), BRAFi- or BRAFi+MEKi-resistant cell lines GSE75299
[ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/2erm=GSE752099, (Song et a. 2017)] and GSE80829
[ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/2erm=GSE80829, (Tsoi et a. 2018)] and GSE110054
[ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi 7acc=GSE110054, (Tsoi et al. 2018)],

BRAFi-treated melanoma patients (GSE65185
[ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/2erm=GSE65185, (Hugo et al. 2015)] and melanoma cell
lines (proliferative or invasive) (GSE60664

[ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/ 2erm=GSE60664, (Verfaillie et al. 2015)].

Analysis of the RNAseq dataset from the GDSC (Sanger/Massachusetts General Hospital
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer) (Yang et a. 2013) was performed and recovered from
the CellMinerCDB webtool (https://discover.nci.nih.gov/cellminercdb) (Reinhold et a. 2012).
CelIMinerCDB is an interactive web application that smplifies access to and exploration of

cancer cell line pharmacogenomic data from different sources. This webtool alows the

comparison of molecular and/or drug response patterns across sets of cell lines to search for
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possible associations. Pearson’s correlations with the reported p-values (not adjusted for
multiple comparisons) between AhR expression (Supplemental Fig 2B) and drug activity (297

compounds) were recovered for various cancer cell lines (n = 1,080).

Statistics

Data are presented as the mean + SD, unless otherwise specified, and differences were
considered significant for a p vaue < 0.05. Comparisons between groups normalized to a
control were carried out using a two-tailed t-test, with the Holm-Sidak multiple comparisons
test when more than two groups are compared to the same control condition. Overall survival
was estimated using the Kaplan-Meier method. Univariate analysis using the Cox regression
model was performed to estimate the hazard ratios (HR) and 95% confidence intervals (Cl). All
statistical analyses were performed using GraphPad (PRISM10.0%) (La Jolla, CA, USA).

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the
corresponding author on reasonable request.
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Figure 1. Metabolic change in BRAFi resistant cells.

A. Seahorse analysis of sendtive (SKS) and resistant (SKR) SKMel28 cells invaidated or not for AhR
transcription factor (KO) by CRISPR/Cas9 to determine the glycolytic proton efflux rate (glycoPER) and oxygen
consumption rate (OCR) in cdls (mean+/sem; n=4-7; unpaired Mann-Whitney t-test; p<0.05 *; p<0.01 **;
p<0.001 ***),

B. Measure of pH, glucose, lactate and pyruvate concentration in supernatant from cell culture medium for
SKS or SKR after 24h (mean+/sem; n=5; unpaired Mann-Whitney t-test; p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***).

C. Expression heatmap for various gene signatures (from Appendix Table S1 (Paris et a. 2022) and GSEA
from Table S1) in SK28 BRAFi-sensitive or resigant cell lines KO or not for AhR from RNAseq data
(GSE166617). Genes and clusters with similar expression profiles across the cohort are placed close to each other
in the grid. The scale corresponds to the Z scores.

D. Expression heatmap for various gene signaturesin BRAFi-sensitive or resisant melanoma cell linesfrom
the Cancer Cell Line Encyclopedia(CCLE) (Barretinaet al. 2012) and differentiated or dedifferentiated melanoma
cell lines from the Graeber data sets (Tsoi et al. 2018). Genes and clusters with similar expression profiles across
the cohort are placed close to each other in the grid. The scale correspondsto the Z scores.

E. BRAFi sensitivity was edtablished in SKMe 28 cells grown in the presence of a high (10mM) or low
(2mM) glucose concentration, by measuring cell density for four days after treatment (every 2 days), with an
increasing concentration of BRAFi (vemurafenib). The IC50 (M) was calculated using GraphPad (PRISM10.0%).
Statistical analysis (using unpaired t-test) has been performed between the mean of 4 independent experiments at
different concentrations, p<0.01 **; p<0.001 ***.

F. SKS or SKR invalidated or not for AhR (KO) or treated with its specific inhibitor (CH223191, 10uM)
were grown in increasing concentration of glucose (1, 2 and 10 mM). AhR and MITF protein level s were analyzed
in these cells by western blotting.

G. Expression heatmap for various gene signatures established by the median of expression for specific
genesfrom RNAseq datafrom SKSand SKR, KO or not for AhR and grownin increasing concentration of glucose
(1 and 10 mM). Genesand clusters with smilar expression profiles across the cohort are placed close to each other
in the grid. The scale correspondsto the Z scores.

H. Expression heatmap (results from qPCR) for various glycolytic genes after or not KD of both AhR and
MITF transcription factor by SIRNA (s AhR#1-2, SsMITF#1-2). Genesand clusterswith similar expression profiles
across the cohort are placed close to each other in the grid. The scale corresponds to the Z scores.
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Figure 2. Mitochondrial and OXPHOS activity, and ROS accumulation in BRAFi resistant cells.

A. Schematic representation of Glycolytic and OXPHOS metabolisms in the presence of glucose or
galactose.
B. Measurement of the cell density of SKSand SKR cells cultured under conditions of glucose deprivation

and supplemented or not with galactose (10mM). Statistical analysis (using unpaired t-test) has been performed
compared to the culture condition with a high concentration of glucose (10mM) (mean+/sem; n=4; p<0.01 **;
p<0.001 ***_ AhR and MITF protein levels were anayzed in these cells by western blotting.

C. Measurement of cell viability of SKS and SKR in the presence of increasing concentrations of Rotenone
(inhibitor of complex | of the mitochondria respiratory chain). The IC50 (M) was caculated using GraphPad
(PRISM10.0%) (n=3).

D. SKS and SKR were grown in the presence or absence of the uncoupler of mitochondrial oxidative
phosphorylation FCCP (6 uM) for 4 days. Growth rate constant was calculated for 4 independent experiments
(p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***),

E. Measurement of mitochondrial mass in SKR and R-KO compared to SKS after labeling with the
fluorescent marker MitoTracker™ Green™ (mean+/sem; n=4; unpaired t-test; p<0.01 **).
F. Measurement of mitochondrial membrane potential (Aym) in SKS and R after labeling with the

fluorescent marker TMRN (20 nM) under basal conditions or after treatment with FCCP (10puM) (n=4; unpaired
t-test p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***),

G. Confocal microscopic analyss (Confocal Microscope Leica TCS SP8 with AOBS and Resonant Scanner
(8kHz), x40) of mitochondrial morphology in SKS, SKR and SKR-KO after labeling with the fluorescent probe
MitoTracker™ Green™ (mitochondria, green), Dapi (blue) and WGA (cell membrane, Red).

H. M easurement of the accumulation (0, 20 and 40 min) of total cellular ROS (Reactive Oxygen Species) in
SKS and R after labeling with the fluorescent marker CM-H2DCFDA (5 uM) (mean+/sem; n=3-4; unpaired t-test
p<0.01 **).

l. Measurement of the accumulation (0, 20 and 40 min) of mitochondrial ROS (Reactive Oxygen Species)
in SKS, R and R-KO after labeling with the fluorescent marker MitoSOX™ (5uM) (mean+/sem; n=3-4; unpaired
t-test p<0.01 **).
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Figure 3. Induction of ferroptosis pathway in BRAFi resistant cells.

A. Vol cano plot combining the magnitude of the fold change (ratio of expression) of differentialy expressed
genes from RNAseq data between SK'S (green, p>0.05 n=640) and SKR (red, p>0.05 n=202) and the p-values.
Volcano plot (using GraphPad (PRISM10.0®) of terms from the KEGG_2021 Human gene set plotted by the
corresponding odds ratio (x-position) and -log10 (p-value) (y-position) from the enrichment results in SKS
(middle) or in SKR (right).

B. Vol cano plot combining the magnitude of the fold change (ratio of expression) of differentialy expressed
genes from RNAseq data between SK grown in low glucose condition (ImM) and in high glucose condition
(10mM) (down-regulated genes in green, p>0.05 n=219) (up-regulated genes in red, p>0.05 n=105) and the p-
values. Volcano plot (using GraphPad (PRISM10.0°)) of terms from the KEGG_2021_Human gene set plotted by
the corresponding odds ratio (x-position) and -1og10 (p-value) (y-position) from the enrichment results for down-
regulated genesin low Glc (middle) or up-regulated genesin low Glc (right).

C. Schematic representation of activation of ferroptosisin cell. The figure showsthe regulatory pathways of
ferroptosis, which can be roughly divided into three categories. The first one is the regulation mechanism of iron
metabolism (1). The second mechanism is regulated by GSH/GPX4 pathway, such as inhibition of system Xc-,
glutamine pathway (2). The third category is related pathways around lipid metabolism and lipid peroxidation of
PUFA (3). All these regulatory pathways are closely related to cell metabolism and the accumulation of oxidative
stressin cells.

D. Measurement of Fe2+ level in SKS and SKR after cell labeling with BioTracker™ FerroOrange Live
Cell Dye (Merck) (mean+/sem; n=8; p<0.05 *).
E. Measurement of ratio reduced Glutathione (GSH)/oxidized Glutathione (GSSG) in SKS, SKSKO, SKR

and SKR KO at basal conditions. Treatment of SKR with Rotenone (0.5uM) or IKE (0.5uM) was used as positive
control for the accumulation of GSSG (meant+/sem; n=5-7; p<0.05).

F. Measurement of reduced and oxidized lipids in SKS and SKR after cell labeling with BODIPY ™ (581/591)
C11. Treatment with Rotenone (0.5uM), IKE (0.5uM), H202 (0.8uM) and low glucose medium was used to see
the impact on oxidation of lipidsin response to treatment (mean+/sem; n=4-6; p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***).
G. Confocal microscopic analyss (Confocal Microscope Leica TCS SP8 with AOBS and Resonant Scanner
(8kHz), x40) of lipid droplets (LD) in SKS and SKR after labeling with the fluorescent probe LIPIDSPOT-610
(Interchim, B30V J1) (upper panel) or visuaized directly by DIC (Differentid Interference Contrast microscopy)
(lower pandl). Labeling with the fluorescent probe WHEAT GERM AGGL UTININ-CF488 (Interchim, AQK230)
and Dapi were used to delimit plasma membrane and nucleusin cells.

H. Quantification of Lipid droplets (LD) after confocal microscopic analysis of lipid droplets (LD) in SKS
and SKR cdllsinvalidated or not for AhR after visualization directly by DIC (Differential Interference Contrast
microscopy). The graph represents the mean+/sem of LD measured in >150 cells. p<0.05 *; p<0.001 ***.

l. Graph representing the variations in expresson of genes for different markers of ferroptosis
(http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) in SKS KO AhR, SKR, SKR KO AhR compared to SKS (mean+/sem;
N=4-6; p<0.05 * # p<0.01 **: #; p<0.001 ***. ##),
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Figure 4. BRAFi resistant cellsare more sensitiveto ferroptosisinducers.

A-C. Eradgtin (A), IKE (B) and FIN56 (C) sensitivity was established in SKS KO AhR, SKR, SKR KO AhR, by
measuring cell density for four days after treatment (every 2 days), with an increasing concentration of ferroptosis
inducers. The IC50 (nM) for each experiment was calculated using GraphPad (PRISM10.0%) (mean+/sem; n=9;
p<0.05*; p<0.01 **; p<0.001 ***).

D-F. SKS and SKR cells were treated for 16h with increasing concentrations of inducers of ferroptosis, Erastin
(D), IKE (E) and FIN56 (F). At the end of the treatment, cells were stained with Hoechst, propidium iodide, and
Y O-PROP-1 to evaluate the percentage of apoptotic (represented in red) and necrotic (represented in blue) cells
relative to the number of Hoechst-positive cells by microscopy (mean+/sem; n=4-5).

G. Microscopic analysis (Axio Vert.Alinverted microscope (Carl Zeiss) at 5x magnification) of SKS (GFP, green)
and SKR (dTomato, red) after 4 days of treatment (every 2 days) with vehicle (DM SO), Vemurafenib (0.5uM)
alone, IKE (0.2uM) aone or with the combination (Vem, IKE). Quantification of residual cells hasbeen performed
after counting of cellsand analysis by flow cytometry.
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Figure5. Ferroptossinducer s prevent migration and invasion of BRAFi resistant cells.

A-B. Wound-healing assays were performed using IBIDI® chambersto evaluate the role of inducers of ferroptosis
on cell migration in SKR (A) and SKR KO (AhR) (B) treated with increasing concentrations of Erastin or IKE
(0,2, 0,5 and 2 uM). Images of the wound were acquired at a 5x magnification with an Axio Vert.Al inverted
microscope (Carl Zeiss). The hisogram shows the mean wound closure determined by measuring the distance
between the edges of the wound at time 0 and 15 h (mean+/sem; n=4—7; p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***). Scale
bar 250pm.

C-D. Three-dimensiona spheroid growth of SKR (C) and SKR KO (AhR) (D) after treatment every 2 days with
theinducersof ferroptosisErastin or IKE (1uM). Imageswere captured four daysand seven daysafter implantation
of the spheroids into collagen gel. Analysis of invasive capacity was measured by comparing the area of the fina
spheroid compared to the initial one. (mean+/sem; n=3-7; p<0.05 *; p<0.01 **; p<0.001 ***). Scale bar 500um.
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Appendix Figure S1. Changes of expression of MITF and AhR transcription factor sduring ener getic
phenotype switch.

A. AhR mRNA expression was measured by RT-gPCR in SKMel28 cells. Statistical analysis using unpaired t-
tests method has been performed to compare the level of AhR expression compared to SKS, p<0.05 *; p<0.01 **;
p<0.001 ***,

B. AhR protein levelsin SKMel 28 cells were anayzed by western blotting.

C. AhR and MITF protein levels were analyzed by western blotting in different BRAFi-sensitive (green) or -
resistant (red) melanoma cellslines.

D. Anaysisof correlation of mMRNA expression between AhRwith itscanonical target TIPARP or with MITF from
expresson data in different melanoma cel lines (CCLE) wusing the Depmap webtool
(https.//depmap.org/portal/interactivey).

E. AhR and MITF protein levels were analyzed by western blotting in SKMel28 and in 501Mel grown in the
presence of increasing concentrations of glucose (0 to 10mM).

F. 501Md cells invalidated or not for AhR (CRISPR-Cas9) or treated with its specific inhibitor (CH223191,
10pM) were grown in increasing concentration of glucose (1, 2 and 10mM). AhR and MITF protein levels were
anayzed in these cells by western bl otting.

G. Expression heatmap (results from RNAseq data) for various glycolytic genesin SKS and SKR, invalidated or
not for AhR and grown in low (1ImM) or high glucose condition (10mM). Genes and clusters with similar
expression profiles across the cohort are placed close to each other in the grid. The scale corresponds to the Z
SCores.

H. Volcano plot combining the magnitude of the fold change (ratio of expression) for glycolytic genes between
wildtype SKMel 28 or invalidated for MITF (KO) and the p-values. Data were provided from supplemented tables
from Dilshat et a (Dilshat et a. 2021).

36



Iron metabolism

Glc (mM)

e T-GSH
A GSSG
30 .
*y
207¢ ¥ ¥
2,1 £ + 2
3 10 ;
5 | * —_—
52.0 - N
21.5- e
=1.04 R L
ah 'S
051 = & A N
0.0 T T T T : -
& & E
O o e x "V
Ny = e Y
& & IS
) 2) PMRDY )
£ Y
(\Q

mRNA fold induction

ronste
e
i e sanine

55

589822020220002

398
202
505

a
i
&
.
=
>

3593383503338

-
Y
T ———

e =
_.. == -
-I-__ -_-: B e MUFA
= . I- .
. n
= -— — - -
28535382k 2328
522 ¢ J&= gedd
S =% 33
=
G
ACSL4 PLIN3
2.0, *k* 5- *kk =
. c :
S 4
151 _E g
. 2 3
1.0 L} % ..!‘é N .
. < LA _I_
Z
057 T z {»
% L1t
0.0 " 0.
> & &.& 5> & & &
S S ST
o Qj~ S ng
& oF & oF

C Glutathione metabolism

GSR

GPX4

110 110Glc (mM)

«533¢
E MUFA/PUFA metabolism
’-‘ﬁ‘—‘ Z-sc%re
s W
S
-1
A B
11010 1 Glc (mM)
S5%°
75 ACSL4
42 PLIN3
70 HSC70
9 L& K& &
F & F
O O
S oK
%{~ "o\Jr

Appendix Figure S2



Appendix Figure S2. Induction of iron, glutathione and lipid metabolisn genes expression in BRAFi-
resistant melanoma cells.

A-C-E. Expression heatmap (results from RNAseq data) for genes involved in iron (A), glutathione (C) and
MUFA/PUFA lipid metabolisms (E) in sendtive and resistant melanoma cell lines (SKMe 28, M229 and M238)
and in SKS and SKR, grown in low (1 mM) or high glucose condition (10 mM). The scale correspondsto the Z
Scores.

B. Measurement of total Glutathione (T-GSH) and oxidized Glutathione (GSSG) in SKS, SKSKO, SKR and SKR
KO at basal conditions. Treatment of SKR with Rotenone or IKE was used as positive control for the accumulation
of GSSG or for the reduction of Glutathione (n=5-7; p<0.05).

C. Heatmap representing the level of metabolites with differentially expressed levels between BRAFi-senditive
(green) or resistant (red) melanoma cell lines from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE).

F. AC3.4 and PLIN3 mRNA expression was measured by RT-gPCR in SKMel28 cells. Statigtical analysisusing
unpaired t-tests method has been performed to compare the level of expression compared to SKS, p<0.01 **;
p<0.001 ***,

G. ACSL4 and PLIN3 protein levelsin SKMel28 cells were analyzed by western bl otting.
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Appendix Figure S3. Lipid dropletsdistribution in SKSand SKR.

A. Lipid droplets sub-cellular distribution in SKS and SKR cells. The ratio between the distance to the nucleus
with the sum of the distance to the nucleus + the distance to the plasma membrane has been calculated for each
LD (number of cells>150, number of LD/cell 50-100).

B. The ratio between the distance to the nucleus with the sum of the distance to the nucleus + the distance to the
plasma membrane has been calculated for each LD (number of cells >150).

C. PLIN3 mRNA expression and protein level were measured by RT-gPCR and western blotting in SKMel 28 cells
48h after transfection or not with specific SRNA.

D. Quantification of Lipid droplets (LD) after confocal microscopic analysis of lipid droplets (LD) in SKS and
SKR 48h after transfection or not with PLIN3 SIRNA.

E. Lipid droplets sub-cellular distribution in SKMel 28 cells 48h after transfection or not with PLIN3 SSRNA.
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Appendix Figure S4. Analyss of expression of ferroptosis inducers in BRAFi senstive and resistant
melanoma cell lines.

A-C. Expression heatmap for the different drivers of ferroptosis (http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) in
BRAFi sensitive (green) or resistant (red) melanoma cells using RNA seq data (A) from the Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) (Barretinaet a. 2012) (B) from different BRAFi-sensitive or resistant melanoma cell lines
and (C) from SKS and SKR, invalidated or not for AhR and grown in low (1 mM) or high glucose condition (10
mM).

D. Graph representing the variations in expresson of genes for different drivers of ferroptosis
(http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) in differentiated vs dedifferentiated melanoma cell lines from the
Graeber data sets (Tsoi et a. 2018).

E. Graph representing the variations in expression of genes for different drivers of ferroptosis
(http://www.zhounan.org/ferrdb/current/) in SKS KO AhR, SKR, SKR KO AhR compared to SKS (mean+/sem;
N=4-6; p<0.05 * # p<0.01 **: #; p<0.001 ***. ##),

F. Volcano plots showed a significant correlation (p < 0.001) between Erastin sensitivity with expression of
ferroptosis markers and drivers genes.
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Appendix Figure S5. Measure of ferroptosisinducers.

A. Vemurafenib, Erastin, IKE and FIN56 sensitivity was established in M299S, M229R, M238S and M238R
melanoma cell lines by measuring cell dendty for four days after treatment (every 2 days), with an increasing
concentration of ferroptosis inducers. The IC50 (nM) for each experiment was calculated using GraphPad
(PRISM10.0®).

B. SKS and SKR cells were treated with increasing concentrations of inducers of ferroptosis, Erastin, IKE and
FINS6. At different times after treatment, cells were stained with Hoechst, propidium iodide, and Y O-PRO®-1 to
eva uate the percentage of necrotic cells relative to the number of Hoechst-positive cells by microscopy.
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Table EV1 List of RTqQPCR primers

ALDH1A3 | Forward TCTCGACAAAGCCCTGAAGT Reverse TATTCGGCCAAAGCGTATTC Figure 1H
ALDH1B1 Forward TGTATTTGGCCTCCCTCATC Reverse GCTCCAGGGTGACTCTCTTG Figure 1H
ENO1 Forward TCCCAACATCCTGGAGAATAA Reverse ATGCCGATGACCACCTTATC Figure 1H
ENO2 Forward GGTCCAAGTTCACAGCCAAT Reverse CAGTTGCAGGCCTTTTCTTC Figure 1H
GLS1 Forward CTGCAGAGGGTCATGTTGAA Reverse ATCCATGGGAGTGTTATTCCA Figure 1H
GPI Forward CATCATTGCCTCCAAGACCT Reverse AGACAGGGCAACAAAGTGCT Figure 1H
IDH1 Forward TTGTCCAGATGGCAAGACAG Reverse GCTTTGCTCTGTGGGCTAAC Figure 1H
MDH1 Forward GGAAACCATTCCTCGACTCA Reverse GCTGCACAGTCGTGACAAAT Figure 1H
MDH2 Forward GGTTTCCATCAGTGGCCTAA Reverse TTCAGAGGCCACAGTGTCTG Figure 1H
PCK2 Forward CTGACAGAGCAGGTCAACCA Reverse CCCAGATGAGGGTGCTATGT Figure 1H
PGC1a Forward TCTGACGTGACCATGGTGTT Reverse CATTCCAGGGACTCCACACT Figure 1H
PKM Forward AGTACCATGCGGAGACCATC Reverse GCGTTATCCAGCGTGATTTT Figure 1H
PKM2 Forward GCCGTTCCTTCCAGATCA Reverse GTCCCGGCTTCACTATGG Figure 1H
SLC16A1 Forward TCCAGCTCTGACCATGATTG Reverse GCCCCCAAGAATTAGAAAGC Figure 1H
SLC2A1 Forward TCACTGTGCTCCTGGTTCTG Reverse CCTCGGGTGTCTTGTCACTT Figure 1H
SLC2A2 Forward GGTTCATGGTGGCTGAGTTT Reverse TCCGCAATGTACTGGAAACA Figure 1H
GPX4 Forward TCAGCAAGATCTGCGTGAAC Reverse GGGGCAGGTCCTTCTCTATC Figure 3|
FASN Forward CTAGGTTTGATGCCTCCTTCTT Reverse GATGGCTTCATAGGTGACTTCC Figure 31
FTH1 Forward CTGGAGCTCTACGCCTCCTA Reverse TGGTTCTGCAGCTTCATCAG Figure 31
FTL Forward AGGCCCTTTTGGATCTTCAT Reverse CAGGTGGTCACCCATCTTCT Figure 31
HMOX1 Forward TCCGATGGGTCCTTACACTC Reverse TAAGGAAGCCAGCCAAGAGA Figure 3|
NFE2L2 Forward GCGACGGAAAGAGTATGAGC Reverse GTTGGCAGATCCACTGGTTT Figure 31
PTGS2 Forward TACTGGAAGCCAAGCACTTT Reverse GGACAGCCCTTCACGTTATT Figure 31
SLC7A11  |Forward TTTCTGCATCCACATTCCAA Reverse GAACTCTCCCCAGAGGGAAC Figure 3|
SIRT1 Forward TGTACGACGAAGACGACGAC Reverse TTCATCACCGAACAGAAGGTT Figure 3|
AhR Forward ACCAGCCTCAGGATGTGAAC Reverse | TCATTATGCTGTACAAGTCACTGTTT | Appendix Figure S1
ACSL4 Forward GAAGGAGCTGAGGAACCATTAC | Reverse CCTCCTGCACAACTGTCAATA Appendix Figure S2
PLIN3 Forward CCTCACCCTATCAGTCAGTAGA | Reverse | CCCGGCCTATATTCCTGATATTT | Appendix Figure S2
TIMP1 Forward TCCCAGATAGCCTGAATCCT Reverse TGCTGGGTGGTAACTCTTTATT Appendix Figure S4
ATG7 Forward GGGATCCTGGACTCTCTAAACT | Reverse CCGATACTCGTTCAGCTTCTTC Appendix Figure S4
EGFR Forward TTCCTCCCAGTGCCTGAA Reverse GGTTCAGAGGCTGATTGTGGAT | Appendix Figure S4
FADS2 Forward CATGACCATGATCGTCCATAAGA | Reverse | GATGCCGTAGAAAGGGATGTAG | Appendix Figure S4
GABARAPL1 |Forward GAGCTGTTGGATTGGCTTTG Reverse | CCTCCTGACCCATCTATGAAAC | Appendix Figure S4
KLF2 Forward AGCTGAGAGGTGTTTGGTAATC Reverse GAAGTGAGGCCAGGCTATTT Appendix Figure S4
NDRG1 Forward CCACTTCCCGTTTCCTCTTT Reverse GGTGCCTGCATGTCACTATTA Appendix Figure S4
QSOX1 Forward GTGTCGTCTCCTGTCTTGATAC Reverse | GGGACACCCTTCACAGAATATC | Appendix Figure S4
SCD1 Forward | CCTAGAAGCTGAGAAACTGGTGA | Reverse ACATCATCAGCAAGCCAGGT Appendix Figure S4
S0CSs1 Forward CTTCTGTAGGATGGTAGCACAC Reverse AGGAAGAGGAGGAAGGTTCT Appendix Figure S4
TGFBI Forward CCTGCCTGTCTGCACTATTC Reverse TGCCCAAGGTGCTCAATAAA Appendix Figure S4
HPRT Forward GCTTTCCTTGGTCAGGCAGTA Reverse GGTCCTTTCACCAGCAAGCT Housekeeping gene




Table 2 List of Antibodies

Protein Companies Ref dilution
AhR (A-3) Santa Cruz Biotechnology | sc-133088 |1/1000
MITF (C-5) Merck MAB3747 |1/1000

ACSL4/FACLA Novus Biologicals NBP2-16401 | 1/1000
PLIN3/TIP47 Novus Biologicals NB110-40764R | 1/1000
HSC70 (B-6) | Santa Cruz Biotechnology sc-7298 1/3000




Table 3 Sequences fo siNA

siAh#1 IDT DNA |hs.i.AH.13.1 Sens 5- 3'|AUCUCCAUGAUGAUAGUUGAAUGTT
siAh#2 IDT DNA |hs.i.AH.13.2 Sens 5- 3'| AAGAAUUGUUUUAGGAUACUGAA
siMITF#1 IDT DNA |hs.i.MITF.13.1 [Sens 5’- 3’| GUUUCAUGAUGGUAUCUAUAGUCAA
siMITF#2 IDT DNA | hs.i.MITF.13.2 [Sens 5'- 3’| AAUCACAACCUGAUUGAACGAAGAA
siPLIN3 IDT DNA |hs.i.PLIN3.13.1 [Sens 5- 3’| CUUCUUUGUUUACACCGAUGUCCCT
Scambled Negative Contol DsiNA, 5 nmol IDT DNA [51-01-19-09




Discussion

1. Résumé du contexte

Les résultats des multiples études cherchant a déterminer les mécanismes par lesquels les tumeurs de
mélanomes mutées BRAF V600 finissent systématiquement par résister aux thérapies ciblées semblent
converger vers le réle primordial de I'hétérogénéité phénotypique des cellules tumorales et de la
reprogrammation transcriptionnelle, plutét que vers la simple acquisition d’'une mutation de
résistance. Les rbles joués par certains facteurs de transcription clés dans ces phénomeénes de
changements adaptatifs du phénotype sont largement étudiés. Mon projet de thése s’inscrit dans cette
logique, ainsi que dans la continuité des précédents travaux de I’équipe, ayant permis d’'impliquer le
facteur de transcription AhR dans le basculement des cellules de mélanome vers un état invasif et
résistant aux BRAFi. Par ailleurs, un nombre croissant de preuves suggére que la reprogrammation du
métabolisme énergétique est un aspect crucial de ces changements phénotypiques au cours de
I"acquisition de la résistance. Dans le but d’étudier le lien entre AhR et ces changements métaboliques,
j’ai pu utiliser les couples de lignées cellulaires sensibles et résistantes de mélanome, invalidées ou non
pour le gene AhR par CRISPR-Cas9, préalablement mis en place par notre laboratoire comme modele

d’étude.
2. Reprogrammation métabolique des cellules résistantes

Nos analyses métaboliques sur ces modeles cellulaires montrent, tout d’abord, la corrélation entre
sensibilité aux BRAFi et glycolyse aérobie d’un c6té, ainsi qu’entre résistance aux BRAFi et
phosphorylation oxydative de I'autre, en accord avec ce qui est décrit dans la littérature. Nos résultats
confirment également le role du facteur de transcription MITF comme senseur des conditions
métaboliques et pilote du métabolisme énergétique dans les cellules sensibles. Paralléelement, nous
avons montré que, malgré leur dépendance accrue a I'égard de la phosphorylation oxydative, les SKR
ont une masse et une différence de potentiel mitochondriale paradoxalement inférieures a celles des
SKS. De surcroit, la comparaison des données de séquencages ARN réalisés sur les SKS et les SKR
montre, de facon significative, une forte diminution de I'expression des génes en lien avec le cycle TCA
et la phosphorylation oxydative. Cela pourrait étre expliqué par le phénoméne de mitophagie, une
forme sélective d’autophagie visant a dégrader uniquement les mitochondries inefficientes. La
mitophagie tend donc a réduire la masse totale des mitochondries par cellule, afin d’optimiser la
production d’ATP?%, En outre, I'analyse de ces mémes données de séquencages ARN révéle que la
signature associée a la mitophagie est la plus fortement surexprimée dans les SKR. Cependant, cette

voie vise également a limiter la production de ROS d’origine mitochondriale. Or nos résultats montrent



qgue les SKR produisent davantage de ROS que les SKS, a la fois dans le cytoplasme et dans les
mitochondries. Il se pourrait donc que la diminution de la masse et du potentiel de membrane
mitochondriaux dans les SKR soit en réalité le reflet d’'une dysfonction de ces organites, qui favoriserait
par la méme occasion la production de ROS. Dans un tel scénario, I'induction de la mitophagie pourrait
alors constituer un mécanisme d’adaptation des cellules résistantes, éliminant constamment les
mitochondries les plus endommagée afin de limiter le stress oxydant qu’elles générent, tout en
maintenant une production d’énergie suffisante. En ce sens, la mesure de I'activité mitochondriale par
la technologie Seahorse révele une capacité de respiration maximale et une réserve respiratoire
significativement réduites dans les SKR, en comparaison des SKS (données non montrées). Cela
suggere donc qu’a I'état basal, les mitochondries dans les SKR fonctionnent déja a leur plein potentiel
pour maintenir une production satisfaisante d’ATP, ne laissant que treés peu de marge d'adaptation
pour compenser un éventuel stress énergétique. Les images de microscopie confocale, méme si elles
ne montrent pas une nette diminution de la quantité de mitochondries, semblent révéler un réseau
mitochondrial davantage fusionné et confluent dans les SKR, ce qui est cohérent avec un besoin
d’optimisation de la phosphorylation oxydative. L'analyse plus poussée de ces images par des
algorithme bio-informatiques est en cours, afin de quantifier plus précisément la masse et le degré de
fusion du réseau mitochondrial. Ce modele de dysfonction mitochondriale permet d’interpréter sous
un autre jour la sensibilité accrue des cellules résistantes a la roténone et au FCCP. En effet, ces
molécules induisent respectivement I'inhibition et le découplage de la chaine respiratoire, mais elles
favorisent par la méme occasion une forte production de ROS au sein des mitochondries. Leur effet
cytotoxique est donc d’autant plus important que la cellule présente a la fois une fonction
mitochondriale limitée, et une production basale de ROS importante. Pour étayer de fagon plus
approfondie cette hypothese, il pourrait étre intéressant de mesurer I’expression des genes pilotant la
mitophagie par RTqPCR et Western-Blot, comme ATGS5, Parkin, PINK1, ou encore BNIP3, ainsi que
d’évaluer par la technologie Seahorse, I'efficacité d’extrait de mitochondries isolées de nos modéles
cellulaires. Parallelement, il serait également nécessaire de mesurer la sensibilité des SKS et des SKR a
des doses croissantes de ROS, afin d’évaluer leur vulnérabilité au stress oxydant. Il serait ainsi possible
d’estimer plus précisément a quel point I'effet de la roténone et du FCCP est médié a la fois par le

blocage de la chaine respiratoire et par I'induction d’un stress oxydant mitochondrial.

3. Résistance aux BRAFi et sensibilité a a ferroptose

Au-dela de leur dépendance accrue a I'égard de la respiration mitochondriale, nos résultats montrent
gue les SKR sont également plus sensibles a la ferroptose, une forme de mort cellulaire programmée
médiée par la peroxydation des acides gras membranaires. En effet, les SKR exhibent une sensibilité

significativement plus importante que les SKS aux inducteurs chimiques de la ferroptose érastine, IKE
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et FIN56, telle qu’observée par des expériences d’IC50 et par comptage de la mortalité non-
apoptotique. De surcroit, la mesure directe de la peroxydation lipidique par cytométrie en flux avec le
marqueur fluorescent C11-BODIPY™, montre que les SKR accumulent davantage de lipides peroxydés
que les SKS a I'état basal, et de facon encore plus spectaculaire aprés induction d’un stress oxydant
par exposition au peroxyde d’hydrogéne H,0,. Les SKR luttent donc moins efficacement que les SKS
contre I'accumulation de peroxydes lipidiques lorsqu’elles subissent un stress oxydant. Etonnamment,
la proportion de lipides peroxydés n‘augmente que faiblement aprés traitement par I'IKE ou la
roténone, de puissants inducteurs de la ferroptose et du stress oxydant d’origine mitochondriale
respectivement. De plus, cette augmentation n’est que faiblement plus importante dans les SKR, ce
qui n‘est pas cohérent avec leur sensibilité accrue observée dans les expériences précédentes. |l
pourrait s’agir d’'un probléme expérimental, lié par exemple au temps d’incubation des molécules ou

de leur concentration, insuffisantes pour déclencher un effet significatif.

Il semblerait malgré tout que les mécanismes mobilisés au cours de la résistance, bien que réduisant
la mortalité induite par les inhibiteurs de la voie MAPK, exposent par la méme occasion les cellules a
des vulnérabilités nouvelles. Tout d’abord, la diminution significative dans les SKR de I'expression de
GPX4, le principal moyen de défense des cellules contre la ferroptose, pourrait constituer le premier

mécanisme sous-jacent de cette vulnérabilité.

Par ailleurs, la plus forte production de ROS observée dans les SKR pourrait constituer une seconde
explication a ce phénomene. En effet, les ROS sont capables de provoquer des réactions de
peroxydation lipidique, et donc d’initier la ferroptose, ou a minima d’installer un climat favorable a son
déclenchement. L'expression nettement plus importante dans les SKR du transporteur de cystine
SLC7A11, indispensable pour la synthése du glutathion et donc pour la lutte contre le stress oxydant,
pourrait correspondre a un mécanisme d’adaptation des cellules résistantes a cette production accrue
de ROS. La diminution de la proportion de glutathion sous forme réduite dans les SKR, par rapport a sa
forme oxydée, suggére une activité oxydante accrue dans ces cellules, ce qui renforce donc cette
hypothese. La diminution de ce ratio suggere également que I'élimination des peroxydes lipidiques est
moins efficace dans les SKR, étant donné que l'activité de I'enzyme GPX4 est dépendante de la
présence de glutathion réduit. En supposant que cette plus grande abondance de ROS dans les SKR
provient de la phosphorylation oxydative, il est ainsi possible d’établir un lien direct entre la
reprogrammation du métabolisme énergétique des cellules résistantes et leur plus grande

susceptibilité a cette forme de mort cellulaire.

Néanmoins, il est tout a fait envisageable que d’autres mécanismes, sans rapport direct avec le

métabolisme énergétique, soient également en ceuvre. En effet, les ROS analysés dans notre étude
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sont I'anion superoxyde (02e-), d’origine mitochondriale, et le peroxyde d’hydrogene (H20,), issu de
la dismutation de O2e- ainsi que de multiples autres sources. Or, I'espéce réactive a I'origine de la
peroxydation lipidique est le radical hydroxyle (HOe), qui n’est pas produit directement par la
phosphorylation oxydative. En revanche, il peut étre produit a partir d’O2e- et de H,0; parla réaction
de Fenton ou de Haber-Weiss, nécessitant toutes deux la présence de fer labile Fe?*. La peroxydation
lipidique médiée par les enzymes lipoxygénases (LOX), bien que n’impliquant pas les ROS, nécessite,
elle aussi, la présence de fer labile pour catalyser la réaction. La présence de fer labile est donc
indispensable a l'initiation de la ferroptose, qu’elle soit enzymatique ou non-enzymatique. Elle favorise
aussi grandement I'étape de propagation a travers les membranes phospholipidiques, toujours par
I'intermédiaire de la chimie de Fenton. Il est donc hautement probable que certaines voies en lien avec
le métabolisme du fer soient également impliquées dans la susceptibilité a la ferroptose des SKR. En
faveur de cette hypothése, nous avons mesuré, par cytométrie en flux, une concentration de fer labile
plus élevée dans les SKR avec le marqueur fluorescent FerroOrange. Egalement en ce sens, nos
résultats montrent que les génes codant pour les chaines lourdes et légeres de la ferritine sont
davantage exprimés dans les SKR, suggérant que le stock intracellulaire de fer est plus grand dans ces
cellules. Cependant, au sein de la ferritine le fer est piégé sous une forme non-ionique, insoluble, et
donc non réactive. Ces résultats ne permettent donc pas d’expliquer directement cette concentration
accrue en ions ferreux Fe?. Il se pourrait, par exemple, que I'absorption du fer labile soit plus élevée,
comme le suggere la plus forte expression dans les SKR du transporteur d’ions ferreux DMT1, ou du
récepteur de la transferrine TFRC d’aprés nos données de séquencage ARN. Il serait donc intéressant
d’étudier I'effet de I'inhibition de cette voie d’absorption, afin de comparer son impact sur la sensibilité
aux inducteurs de ferroptose entre les SKS et les SKR. Par ailleurs, la libération du fer piégé au sein de
la ferritine est médiée par une voie appelée ferritinophagie, dont I'acteur principal est la protéine
NCOAA4. Cette derniere agit comme un pont entre la ferritine et le compartiment lysosomal, au sein
duquel la ferritine sera dégradée. L'étude de cette voie pourrait donc apporter des éléments de
compréhension supplémentaires concernant la susceptibilité accrue des cellules résistantes a la

ferroptose.

Outre le métabolisme du fer, il est également souhaitable d’étudier de fagon plus approfondie le
métabolisme des lipides sur nos différents modele. En effet, les réactions de peroxydation touchent
de facon privilégiée les acides gras insaturés, c’est-a-dire comprenant une double-liaison carbone-
carbone au sein de leur chaine aliphatique. Plus le nombre de double-liaisons est important, plus
I’acide gras subira de réactions de peroxydations, et donc plus il contribuera a la mort de la cellule. La
susceptibilité des cellules a la ferroptose est donc directement corrélée au degré d’insaturation des

acides gras qui la composent. L’étude de données métabolomiques issues du CCLE avec I'outil Depmap

140



a permis d’observer un net enrichissement en acides gras polyinsaturés dans les lignées résistantes
aux thérapies ciblées. Parallelement, I'expression mesurée par RTqPCR de FADS2 et ACSL4, deux génes
contribuant a I’enrichissement en acides gras polyinsaturés dans les membranes lipidiques, est plus
élevée dans les SKR, confortant ainsi I'observation précédente. L'étude de la composition en acides
gras polyinsaturés de nos différentes lignées sensibles et résistantes, par chromatographie couplée a
la spectrométrie de masse, permettrait donc de vérifier si cette tendance se confirme. Les gouttelettes
lipidiques sont des structures cytoplasmiques dynamiques contribuant principalement au stockage de
nombreux lipides, a la régulation de leur métabolisme, et a leur protection contre les agressions
chimiques comme la peroxydation. Leur implication dans la régulation de la ferroptose est donc tout
a fait possible. Plusieurs approches microscopiques nous ont permis d’observer un nombre moyen de
gouttelettes lipidiques par cellule [égérement plus important dans les SKS, ce qui pourrait expliquer en
partie leur moindre sensibilité aux inducteurs de ferroptose. Une fois de plus, I'analyse de la
composition en acides gras insaturés de ces gouttelettes lipidiques pourrait améliorer notre
compréhension de leur implication dans la régulation de la ferroptose. Néanmoins, la signification de
leur différence de répartition au sein du cytoplasme des SKS et des SKR, telle que nous I'avons

observée, reste encore a déterminer.

Enfin, plusieurs de nos résultats suggérent que l'inhibition de la glycolyse par la privation en glucose
induit une sensibilisation de nos cellules a la ferroptose. Notamment, les SKS et les SKR présentent une
nette augmentation de la proportion de lipides peroxydés aprés culture dans un milieu appauvri en
glucose. De plus, nos données de séquencage ARN montrent une surexpression des genes du
métabolise du fer et du glutathion, ainsi que des genes FADS1, FADS2 et ACSL4 impliqués dans
I’enrichissement des membranes en acides gras polyinsaturés, aprés culture des cellules dans un milieu
appauvri en glucose. Comme cela vient d’étre abordé, ces voies contribuent en théorie a sensibiliser
les cellules a la ferroptose. La privation de glucose, et I'inhibition de la glycolyse de fagon plus générale,
pourraient donc sensibiliser les cellules a cette mort cellulaire. La mesure de I'lC50 de nos molécules
dans du milieu pauvre en glucose, ou en combinaison avec un inhibiteur de la glycolyse comme le 2-

DG seraient donc des expériences intéressantes pour explorer plus avant cette hypothése.

4. Implication du facteur de transcription AhR

Dans le but de poursuivre les précédents travaux de I'équipe, nous avons évalué I'implication du
facteur de transcription AhR par le biais de différentes méthodes tout au long de ce projet. En effet,
certains groupes de recherche montrent déja des résultats en faveur de I'implication de AhR dans la
reprogrammation du métabolisme énergétique dans les cellules résistantes de mélanome. Par

exemple, linhibition et I'activation de AhR diminue et stimule respectivement la fonction
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mitochondriale de lignées humaines de leucémie aigiie myéloide*®. De plus, une étude menée sur une
lignée d’hépatome humain montre que AhR peut se transloquer dans les mitochondries ety réguler la
phosphorylation oxydative de facon non-transcriptionnelle en se liant au complexe ATP-synthase®?’.
Cependant, nos résultats suggerent qu’AhR n’a qu’un impact limité sur le métabolisme énergétique
dans nos modeles, car son expression n’est pas affectée par la privation de glucose, et sa répression
par CRISPR-cas9, ARN interférence, ou inhibition chimique, n'ont permis ni de restaurer un profil
métabolique semblable a celui des cellules sensibles, ni a prévenir I'augmentation de la résistance
induite par la privation de glucose. Cela montre donc qu'AhR n'est pas suffisant pour réguler ces

phénomeénes a lui seul.

En revanche, I'outil d’analyse CellMiner révéle une forte corrélation positive entre I'expression de AhR
et la sensibilité a I'érastine, un inducteur chimique de la ferroptose, dans diverses lignées cellulaires.
Nos expériences de mesure d’IC50 et du rapport apoptose/nécrose avec les inducteurs chimiques de
ferroptose (érastine, IKE et FIN56) montrent une nette diminution de la sensibilité des SKR KO AhR par
rapport a leurs homologues sauvages, confirmant ainsi les données de CellMiner. Il serait donc
intéressant de déterminer par quels mécanismes AhR favorise cette sensibilité dans les cellules
résistantes. En premier lieu, la forte diminution de la production mitochondriale d’anion superoxyde
mesurée par cytométrie en flux dans les SKR KO AhR suggéere que ce dernier est impliqué dans
I'induction du stress oxydant des cellules résistantes. L’augmentation du rapport glutathion
réduit/oxydé dans cette méme lignée en comparaison de la lignée sauvage va dans le sens de cette
hypothese. Ces résultats sont également cohérents avec certaines données de la littérature, montrant
gue l'activation de AhR par son ligand TCDD induit un stress oxydant mitochondrial sur une lignée

136 ou encore in vivo sur un modéle murin?'”?18, Ces différents résultats

humaine de cardiomyocytes
pourraient donc signifier qu’AhR contribue a maintenir un climat favorable au déclenchement de la
ferroptose dans les cellules résistantes en favorisant la production de ROS d’origine mitochondriale.
En faveur de cette hypothese, les SKR KO AhR exhibent une forte baisse d’expression de SLC7A11 en
comparaison des SKR sauvages, ce qui pourrait donc signifier une moindre dépendance de ces cellules
vis-a-vis du métabolisme du glutathion. Par ailleurs, le KO de AhR dans les SKR permet de restaurer
I’'expression de GPX4 et FASN, des génes contribuant a la lutte contre la ferroptose. On observe
également sur cette méme lignée une baisse significative de I'expression de plusieurs genes drivers de
la ferroptose notamment ACSL4, HMOX1 et SIRT1, ainsi que des genes PTGS2 et NRF2, considérés
comme des marqueurs de la ferroptose. Il se pourrait donc que le réle joué par AhR dans la promotion
de la ferroptose ne se limite pas uniquement a l'induction d’un stress oxydant, mais s’étende

également au controle de I'expression de genes impliqués dans diverses voies de régulation de cette

forme de mort cellulaire. Néanmoins, pour renforcer cette hypothese, il serait nécessaire de
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reproduire ces différentes expériences sur la lignée SKR KO AhR apres induction d’une expression
ectopique du facteur de transcription activé de fagon constitutive, afin de déterminer si le phénotype

des cellules sauvages peut ou non étre restauré.

Enfin, I’étude des gouttelettes lipidiques révele que les SKR KO AhR exhibent un nombre moyen par
cellule significativement plus faible que les SKR sauvages. Les gouttelettes lipidiques ayant un réle
protecteur vis-a-vis de la ferroptose, ce résultat n’est pas cohérent avec le role pro-ferroptotique
supposé de AhR. En revanche, il se pourrait qu’AhR participe a la formation des gouttelette lipidiques
en favorisant I'absorption et la B-oxydation des lipides dans les cellules résistantes, comme cela a déja
été montré sur des cellules bronchiques humaines et murines traitée par un ligand de AhR**® (FICZ).
De plus, la forte surexpression de PLIN3 dans les SKR, un géne connu pour son implication dans la
régulation des gouttelettes lipidiques, est perdue apres le KO de AhR. La déplétion de PLIN3 par ARN
interférence dans les SKR tend a réduire la localisation périnucléaire des gouttelettes lipidiques. Il est
donc possible que, par lI'intermédiaire de PLIN3, AhR participe a la localisation périnucléaire des
gouttelettes lipidiques dans les cellules résistantes, ce qui pourrait alors favoriser la B-oxydation, ainsi
gue la peroxydation des acides gras qu’elles contiennent. Des expériences complémentaires sont bien

entendu indispensables pour confirmer une telle hypotheése.
5. Activation de AhR dans les cellules résistantes

L'implication de AhR dans l'initiation et la progression de nombreux cancers est aujourd’hui bien
établie, mais les mécanismes sous-jacents demeurent incertains. L'absence d’altérations récurrentes
sur le gene dans les cellules résistantes suggéere que l'augmentation de son activité pourrait étre
attribuée a sa liaison avec un ligand endogéne, produit de facon autocrine ou paracrine et au contact
duquel AhR se retrouverait activé. La principale voie de production de ligands endogénes de AhR est
celle de la biosynthése de la kynurénine a partir du tryptophane, impliquant les enzymes TDO
(tryptophane 2,3-dioxygénase) et IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase)??. De maniére intéressante, la
suractivation de IDO est de mauvais pronostic dans plusieurs cancers, notamment le mélanome. En
outre, I'axe IDO/Kynurénine/AhR joue un role majeur dans la réponse aux immunothérapies anti-PD1
du mélanome en favorisant I’échappement immunitaire??. Il serait donc pertinent de déterminer les
liens qui peuvent exister entre la reprogrammation du métabolisme énergétique, la voie de synthese
de la kynurénine, et I'activation de AhR, au cours de I'acquisition de la résistance aux thérapies ciblées.
Il pourrait également étre envisageable que les dérégulations enzymatiques induites par la
reprogrammation du catabolisme glucidique ou lipidique entrainent l'accumulation de certains

intermédiaires métaboliques capable de lier et d’activer AhR. L’analyse métabolomique du produit
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d’'immunoprécipitation de AhR par spectrométrie de masse constituerait ainsi une premiére stratégie

pour explorer plus avant cette hypothese.

6. Régulation de la balance AhR-MITF

D’aprés nos résultats, il ne semble pas y avoir de relation de causalité directe entre les niveaux
d'expression/activité de MITF et de AhR. En effet, la répression de AhR par CRISPR-Cas9 et par
inhibition chimique avec le CH223191 n’ont pas permis de restaurer I'expression de MITF dans les SKR,
ni a prévenir la perte d’expression de MITF induite par la privation de glucose dans les SKS. Cette
observation suggére que d'autres acteurs sont impliqués dans leur régulation respective, comme par
exemple les facteurs de transcription ATF4 et NRF2, qui ont été montrés comme réprimant I’expression
de MITF dans des conditions de stress métabolique et oxydant respectivement!?>'’°, De plus, les
résultats de certains travaux montrent que I’activation de AhR induit I'expression de ATF4 dans des

2 et celle de NRF2 dans des lignées d’hépatome?%,

lignées de carcinome broncho-pulmonaire?
L'invalidation isolée ou combinée de ces genes par CRISPR-Cas9 et ARN interférence sur nos lignées
SKS et SKR permettrait d’étudier leurs régulations mutuelles, ainsi que d’élucider leur influence sur les
profils métaboliques et sur la résistance aux thérapies ciblées. Ceci est d'autant plus crucial que AhR,
ATF4 et NRF2 partagent des génes cibles communs impliqués dans la détoxification et la réponse au
stress??*, || pourrait également étre intéressant de se pencher sur le réle joué par les ARN non-codants
dans la résistance et la reprogrammation métabolique des cellules de mélanome. Les récents progres
en biologie moléculaire ont révélé que ces derniers, notamment les microARN, jouent des roles clés
dans la régulation de I'expression des génes et la pathogenése des maladies. Depuis peu, notre
laboratoire s’intéresse aux ARN circulaires (circARN), une catégorie particuliere d’ARN non-codants
formés par rétro-épissage. Plus particulierement, certains membres de I'équipe étudient leur capacité
a séquestrer des microARN, et ainsi a moduler I'expression de leurs genes cibles. Dans cet objectif, un
outil de prédiction in silico des réseaux d’interactions microARN/circARN/ARNm a été développé au
sein de I'’équipe, et pourrait étre utilisé pour identifier des microARN et des circARN potentiellement
importants pour le contréle de I'expression de AhR et de MITF. Une autre fagon de lier les deux projets
et de valoriser cet outil serait de [Iutiliser pour identifier les réseaux d’interactions
microARN/circARN/ARNm impliqués, de facon plus générale, dans la régulation de la glycolyse aérobie
dans les cellules sensibles, ou de la phosphorylation oxydative dans les cellules résistantes, ce qui

étendrait le spectre des cibles thérapeutiques potentielles.
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7. Laferroptose comme cible thérapeutique

La résistance aux thérapies ciblées s'avere étre un probleme clinique majeur dans le combat contre le
mélanome, imposant le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Mon projet de thése
se concentre sur les changements du métabolisme énergétique opérés dans les cellules résistantes aux
BRAFi et la possibilité de les exploiter comme une nouvelle cible thérapeutique. Les résultats de mes
travaux révelent que des modifications du métabolisme énergétique, ainsi que des changements dans
I’équilibre oxydo-réducteur, pilotés respectivement par la perte du facteur de transcription MITF et
I"activation du facteur de transcription AhR, aboutissent a une vulnérabilité accrue a la ferroptose dans
notre lignée humaine de mélanome résistant. Il s’agit d’'une forme de mort cellulaire programmée,
médiée par la peroxydation des lipides membranaires, qui peut donc théoriquement étre exploitée
comme un talon d’Achilles pour détruire efficacement les cellules de mélanome résistantes aux BRAFi.
Afin de prouver cela in vitro, nous avons exposé un mélange de cellules sensibles et résistantes (SKS et
SKR) a un traitement combiné par BRAFi (vemurafenib) et inducteur chimique de la ferroptose (IKE).
Les résultats montrent, de facon claire, que la combinaison des deux molécules est plus efficace pour
supprimer l'ensemble des populations cellulaires, que l'une ou l'autre de ces molécules en
monothérapie. De plus, les résultats de cicatrisation cellulaire et de croissance de sphéroides in vitro
suggérent que les inducteurs de ferroptose, outre leur capacité a induire la mort cellulaire, sont
également capables d’inhiber la migration et I'invasion des cellules résistantes. Cela signifie que
I"utilisation clinique de ces molécules de fagon précoce pourrait ralentir la progression de la maladie
en réduisant I'agressivité de la tumeur et le risque de métastase. Néanmoins, des expériences
complémentaires, comme l'analyse individuelle en temps réel des vitesses et des distances de
migration cellulaires, ou Il'utilisation de kits commerciaux dédiés a la mesure de l'invasion, sont
indispensables afin de confirmer que ces effets ne sont pas uniquement dus a l'inhibition de la

prolifération.

Une limite importante de cette étude est I'utilisation d’un modéle cellulaire résistant uniquement aux
BRAFi en monothérapie, et non a la combinaison BRAFi/MEKi désormais utilisée en pratique courante.
Une autre limite majeure est I'absence d’utilisation de modele animal, beaucoup plus proche de la
réalité biologique que nous souhaitons étudier. Afin de pallier ces deux limites, nous allons tres
prochainement démarrer des études in vivo utilisant un modele PDX de mélanome résistant aux
BRAFi/MEKi. Ce modéle a déja été utilisé auparavant par I'équipe pour mesurer I'efficacité du
dasatinib, un inhibiteur de la kinase Src!34. Cette nouvelle étude, qui sera réalisée en collaboration avec
la plateforme TRACE au VIB Institute a Louvain en Belgique, visera a tester I'efficacité de I'IKE, un

inducteur chimique de la ferroptose spécifiquement développé pour une utilisation in vivo, en
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combinaison avec un BRAFi, a réduire la croissance tumorale et améliorer la survie des souris traitées.
Cette expérience sera également I'occasion d’évaluer la toxicité globale et les principaux effets
indésirables d’une telle stratégie thérapeutique. Divers travaux récents ont déja étudié I'efficacité des
différents inducteurs chimiques de la ferroptose?”®, notamment les inhibiteurs de GPX4 (ML162,
ML210, RSL3, FIN56) et les inhibiteurs du transporteur de cystine Xc- (érastine, IKE), sur des modéles
pré-cliniques de mélanome. Par ailleurs, d’autres études explorent la modulation de certaines voies
métaboliques dans le mélanome pour activer la ferroptose. Talebi et al ont par exemple montré que
I"accumulation d’acides gras polyinsaturés, combinée a une augmentation de la production de ROS,
induites respectivement par un inhibiteur de FASN et le trioxyde d'arsenic, atténuent la prolifération
de mélanomes résistants aux thérapies ciblées et favorise indirectement la ferroptose??. De facon
similaire, le ciblage du métabolisme lipidique par la privation en lipides, ou I'inhibition de ACAT2 et
SOAT, a réduit la croissance des cellules de mélanome résistantes aux thérapies ciblées, augmenté leur
sensibilité aux BRAFi et induit une augmentation de la ferroptose??’. D’autres travaux ont étudié
I'intérét de promouvoir un métabolisme oxydatif au détriment du métabolisme glucidique pour
favoriser I'accumulation de ROS?%. Inversement, certains chercheurs choisissent d’inhiber la
phosphorylation oxydative afin de resensibiliser les cellules résistantes aux BRAFi?*. En revanche, peu
de travaux ont utilisé des modeles animaux pour évaluer |'efficacité des inducteurs chimiques de la
ferroptose sur les tumeurs de mélanome résistantes aux BRAFi/MEKi, ou leur capacité a prévenir
I’émergence d’une résistance au cours de la thérapie ciblée conventionnelle. En outre, aucun essai
cliniqgue n’a a ce jour été réalisé pour étudier leur intérét dans le traitement du mélanome. La
réalisation préalable de telles études sur des modeles animaux semble donc importante, afin de poser
les jalons pour de futurs essais cliniques, qui meneront peut-étre un jour vers I'utilisation des

inducteurs de la ferroptose en pratique courante.

Dans une telle perspective, il serait pertinent de réfléchir aux meilleures facons d’intégrer les
inducteurs de ferroptose aux stratégies thérapeutiques déja existantes. Le scénario le plus probable,
dans un premier temps, est la réalisation d’essais cliniques chez des patients en impasse thérapeutique
aprés plusieurs lignes de traitements successives par BRAFi/MEKi, si la tumeur est mutée BRAF V600,
et/ou par inhibiteurs de checkpoints immunitaires. La molécule serait alors évaluée en monothérapie,
ou préférentiellement en combinaison avec un BRAFi, par rapport a un traitement placébo. Si de tels
essais montrent a la fois une amélioration satisfaisante de la survie globale et une toxicité tolérable,
alors des essais en 2°™ ligne de traitement pourraient ensuite voir le jour. L’objectif final, dans un
scénario idéal, serait que les inducteurs de la ferroptose soient utilisés en combinaison avec les
thérapies conventionnelles actuelles dés la 1% ligne de traitement, afin de cibler de facon synergique

a la fois les cellules sensibles et les cellules prédisposées a développer une résistance a ces dernieres.
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Néanmoins, il est crucial de noter que plusieurs mécanismes de résistance a ces inducteurs ont déja
été mis en évidence dans le contexte du mélanome. Ces connaissances devront étre prises en compte

lors de la conception des futurs essais cliniques.

8. Conclusion

Les résultats de mon projet de these doctorale convergent vers une corrélation entre la résistance des
cellules de mélanome aux inhibiteurs de la voie MAPK et leur vulnérabilité face a la mort par
ferroptose. Ces observations, combinées a une quantité croissante de données dans la littérature, nous
ameénent a envisager 'utilisation des inducteurs chimiques de la ferroptose comme pourvoyeurs d’une
nouvelle forme de léthalité synthétique, pouvant étre exploitée de facon clinique pour améliorer la
survie des patients atteints d’'un mélanome muté BRAF V600. Dans les années a venir, la recherche
consacrée a la ferroptose en rapport avec le cancer poursuivra sans doute son expansion, et nous
orientera probablement vers la découverte de nouveaux régulateurs potentiels de ce processus.
Finalement, la ferroptose s'affirme progressivement comme un domaine d'investigation de premier

plan dans la lutte contre le mélanome.
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= Titre: The AhR-SRC axis as a therapeutic vulnerability in BRAFi-resistant
melanoma, EMBO molecular medicine, 2022
e Flash-talks :
o 25°TMe conférence internationale des cellules pigmentées (IPCC 2023)
= Ferroptosis as a therapeutic opportunity to counteract BRAFi-resistance in
melanoma
o Journée Signalisation & Cancer, organisée par la structure fédérative de recherche
BIOSIT a Rennes
= 2022 :Roles of energy metabolism and ferroptosis in resistance of melanomas
to BRAF inhibitors
e Récompense de la meilleure présentation
= 2021 : Role of the transcription factor AhR in the resistance of cutaneous
melanoma to BRAFi, a metabolic approach
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= Role of energy metabolism in the resistance of metastatic melanoma to BRAF
inhibitors
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La ferroptose, une opportunité thérapeutique pour contrer la résistance aux inhibiteurs

de BRAF dans le mélanome

Mots clés : cancer, mélanome, thérapies, résistance, ferroptose, métabolisme, AhR

Résumé : Prés de la moitié des mélanomes
cutanés diagnostiqués comportent une
altération activatrice sur le codon V600 du
géne codant pour la protéine kinase BRAF.
Cela a permis l'avénement des inhibiteurs
ciblant spécifiqguement la forme mutée de la
protéine, révolutionnant ainsi le traitement de
cette maladie. L'efficacité de ces thérapies
ciblées demeure néanmoins limitée par
I'émergence rapide de mécanismes de
résistance. Cette réalité clinique souligne le
besoin urgent de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour surmonter la
résistance et améliorer la survie des patients.
Dans cette étude, nous montrons que l'activité
mitochondriale, l'accumulation d'especes
réactives de l'oxygene (ROS) et
'augmentation de la peroxydation des lipides

conduisent a une plus grande vulnérabilité
vis-a-vis de la mort par ferroptose des
cellules de mélanome résistantes aux
inhibiteurs de BRAF. Ainsi, nous avons pu
montrer que la ferroptose constituait une
opportunité thérapeutique pour cibler les
cellules résistantes, qui présentent une

sensibilité accrue aux inducteurs
chimiques de cette forme de mort
cellulaire. En outre, nos résultats

suggerent fortement que le facteur de
transcription Aryl Hydrocarbon Receptor
(AhR), dont nous avons déja montré
limplication dans [l'acquisition de la
résistance aux thérapies ciblées, joue
également un réle dans I'émergence de
cette vulnérabilité a la ferroptose.

Ferroptosis as a therapeutic opportunity to counteract BRAFi-resistance in melanoma

Keywords : cancer, melanoma, therapies, resistance, ferroptosis, metabolism, AhR

Abstract Nearly half of all diagnosed
cutaneous melanomas carry an activating
alteration at codon V600 of the gene encoding
the BRAF protein kinase. This has led to the
era of inhibitors specifically targeting the
mutated form of the protein, thereby
revolutionizing the treatment of this disease.
However, the efficacy of these targeted
therapies remains limited by the rapid
emergence of resistance mechanisms. This
clinical reality underlines the urgent need to
develop new therapeutic strategies to
overcome resistance and improve patient
survival. In this study, we show that

mitochondrial activity, accumulation of reactive
oxygen species (ROS) and increased lipid
peroxidation lead to greater vulnerability to the
death by ferroptosis in BRAF inhibitor-resistant
melanoma cells. Thus, we have shown that
ferroptosis represents a therapeutic opportunity
to target resistant cells, which show increased
sensitivity to chemical inducers of this form of
cell death. Furthermore, our results strongly
suggest that the transcription factor Aryl
Hydrocarbon Receptor (AhR), which we have
already shown to be involved in the acquisition
of resistance to targeted therapies, also plays a
role in the emergence of this vulnerability.






