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 Résumé 

 

Le mélanome est caractérisé par un remodelage métabolique important, participant à la métastase 

et à la résistance aux traitements. Les coactivateurs 1 du récepteur activé par le proliférateur du 

peroxisome (PPARγ), ou PGC-1s, constituent une famille de coactivateurs qui potentialisent la 

transcription de gènes du métabolisme et de la biogenèse mitochondriale, participant ainsi à la 

reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses. Les différents cancers de la peau 

expriment des niveaux variables de PGC-1s et les tumeurs qui expriment fortement les PGC-1s 

présentent un profil pro-inflammatoire et immunosuppresseur favorisant l’évasion immunitaire. 

Ceci suggère un rôle des PGC-1s dans la réponse à l’immunothérapie. Nous montrons d’abord que 

la déplétion en PGC-1b diminue la prolifération de lignées cellulaires de mélanome en plus 

d’induire l’expression de cytokines pro-inflammatoires et de transcrits immunosuppresseurs. À ce 

jour, les mécanismes permettant de réguler l’expression et l’activité des PGC-1s demeurent 

inconnus. Nous montrons que différents stress cellulaires affectant des procédés métaboliques, 

épigénétiques ou la traduction diminuent l’expression des PGC-1s et la viabilité de lignées 

cellulaires de mélanome. Nous montrons également un mécanisme de régulation de PGC-1b par 

une protéine de liaison à l’ARN soutenant le rôle de PGC-1b dans la réponse à différents stress et 

la survie des cellules de mélanome. Cette régulation serait importante pour l’immunosuppression 

du mélanome et dicterait la réponse à l’immunothérapie. En conclusion, ces travaux illustrent bien 

le rôle de PGC-1b dans la reprogrammation métabolique et la réponse au stress du mélanome, ces 

processus pouvant influencer l’inflammation et l’immunosuppression du microenvironnement afin 

d’assurer la progression tumorale. 

 

Mots clés : mélanome, mitochondrie, métabolisme, inflammation, microenvironnement, stress 

cellulaires, métastase, résistance, immunosuppression, transcription 
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 Abstract 

 

Melanoma is characterized by a significant metabolic remodeling, which contributes to metastasis 

and treatment resistance. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) coactivators 

1, or PGC-1s, are a family of coactivators that potentiate the transcription of genes involved 

metabolism and mitochondrial biogenesis, thus participating in the metabolic reprogramming of 

cancer cells. Different skin cancers express varying levels of PGC-1s and tumors that strongly 

express PGC-1s exhibit a proinflammatory and immunosuppressive profile that favors immune 

evasion. This suggests that PGC-1s play a role in melanoma response to immunotherapy. We first 

show that PGC-1b knockdown decreases the proliferation of melanoma cell lines. Moreover, it 

induces the expression of proinflammatory cytokines and immunosuppressive transcripts. To date, 

the mechanisms that regulate the expression and activity of PGC-1s remain unknown. We show 

that different cellular stresses affecting metabolic and epigenetic processes or translation decrease 

PGC-1s expression and the viability of melanoma cell lines. We also show a mechanism of 

regulation of PGC-1b by an RNA-binding protein enhencing the role of PGC-1b in the response 

to different stresses and the survival of melanoma cells. This regulation could contribute to 

melanoma immunosuppression and determine the tumor’s response to immunotherapy. In 

conclusion, this work illustrates well the role of PGC-1b in melanoma metabolic reprogramming 

and stress response, processes that regulate inflammation and create an immunosuppressive tumor 

microenvironment in order to ensure tumor progression. 

 

Key Words: melanoma, mitochondria, metabolism, inflammation, microenvironment, cellular 

stress, metastasis, resistance, immunosuppression, transcription 
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 Chapitre 1 : Introduction 

 
1.1. Organisation de la peau 

 
La peau est le plus grand organe du corps humain. Dynamique, elle se régénère continuellement. 

Elle recouvre tout le corps humain, ce qui représente une surface de deux m2, et constitue 15% du 

poids corporel. Elle agit en tant que barrière physique qui protège nos organes internes des chocs, 

des brûlures, des infections, des radiations et des produits chimiques tels que les toxines ou les 

polluants. La peau joue également un rôle majeur dans la régulation de la température corporelle. 

Les vaisseaux sanguins qu’elle contient (voir Figure 1) se contractent lorsque la température 

diminue, prévenant ainsi la perte de chaleur. À l’inverse, lorsque la température augmente, ces 

vaisseaux se dilatent pour augmenter le flux sanguin et permettre d’évacuer le surplus de chaleur. 

De plus, la peau contient des glandes sudoripares (voir Figure 1) libérant de l’eau sous forme de 

transpiration qui, en s’évaporant, permet de diminuer la température corporelle. La peau est 

également le site de production de certaines hormones assurant différentes fonctions dans tout le 

corps. La peau contient finalement un réseau de cellules nerveuses permettant de percevoir des 

changements dans l’environnement, certains récepteurs étant spécifiques à la chaleur, au froid au 

toucher ou à la douleur (1). 

 

1.1.1. Description des différentes couches cutanées 

 

Épiderme : Il s’agit de la couche la plus externe de la peau. L’épiderme est lui-même composé de 

quelques couches, la plus superficielle étant la couche cornée, suivi de la couche granulée, de la 

couche épineuse puis de la couche basale (voir Figure 1), la couche la plus profonde de l’épiderme 

(2). On retrouve, dans l’épiderme, des kératinocytes (voir Figure 1), cellules prédominantes de 

l’épiderme, liés entre eux par des jonctions serrées. Ces derniers sont empilés au-dessus du derme, 

uniquement séparés de ce dernier par la couche basale. Les kératinocytes proviennent de la couche 

basale. Ils produisent la kératine (3) et sont responsables d’assurer la barrière d’hydratation de la 

peau. On y retrouve également d’autres types cellulaires, tels que les mélanocytes et les cellules de 

Langerhans. Les mélanocytes (voir Figure 1) sont quant à eux dérivés de la crête neurale et sont 

situés entre les cellules de la strate basale. Ils produisent la mélanine, qui détermine la couleur de 
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la peau et lui confère une photoprotection. Leur fonction sera abordée plus en détail à la section 

1.1.2 (Le mélanocyte). De leur côté, les cellules de Langerhans (voir Figure 1) sont des cellules 

dendritiques de la peau participant à la défense immunitaire innée. En effet, elles expriment tant le 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I que II et captent les antigènes de la peau 

pour les présenter aux lymphocytes et ainsi les activer. Finalement, les cellules de Merkel (voir 

Figure 1), situées dans la couche basale de l’épiderme, sont des mécanorécepteurs qui exercent une 

fonction sensitive en détectant les touchers légers. On les retrouve surtout au bout des doigts, mais 

également au niveau des paumes, de la plante des pieds ou au niveau des muqueuses orales et 

génitales (1). 

 

Derme : Connecté à l’épiderme au niveau de la membrane basale, le derme est constitué de deux 

couches de tissu conjonctif, plus précisément de fibres de collagène (voir Figure 1) de type I et III, 

de fibres élastiques, de follicules pileux et de glandes sudoripares, de vaisseaux sanguins (voir 

Figure 1) et lymphatiques, ainsi que de quelques fibres musculaires. Le derme est réparti en deux 

couches qui sont le derme papillaire, composé de tissu conjonctif lâche vascularisé, ainsi que le 

derme réticulaire, composé de tissu conjonctif dense. Le derme procure à la peau son élasticité et 

sa résistance. Les vaisseaux sanguins qu’il contient permettent de transporter des nutriments à 

l’épiderme et aux follicules pileux et contribuent à la réponse inflammatoire en permettant le 

recrutement entre autres de neutrophiles et de lymphocytes. Les follicules pileux sont entourés de 

mécanorécepteurs qui détectent le mouvement des poils et transmettent le signal au-delà de la 

surface de la peau. D’autres récepteurs sensoriels (voir Figure 1), tels que les corpuscules de Pacini, 

sont sensibles à la pression et à la vibration alors que les corpuscules de Meissner sont plutôt 

sensibles au toucher léger (4). 

 

On retrouve principalement, dans le derme, des fibroblastes, mais également, des macrophages, 

des mastocytes, des adipocytes et des cellules de Schwann. Les fibroblastes participent à la 

synthèse de la matrice extracellulaire permettant l’adhésion des cellules et assurant le soutien du 

tissu conjonctif qui la compose. Les fibroblastes participent également au développement des 

follicules pileux (5). Les mastocytes sont des cellules inflammatoires résidentes de la peau. Elles 

libèrent des granules contenant des médiateurs inflammatoires lorsqu’elles sont activées par des 

agents pathogènes, des agents chimiques ou des allergènes, et jouent un rôle dans la production et 
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le remodelage du collagène. Des stimuli physiques ou mécaniques, tels que des blessures, peuvent 

également activer les mastocytes qui sécrètent alors des cytokines et des facteurs de croissance 

agissant sur les kératinocytes et les fibroblastes ainsi que des facteurs pro-angiogéniques afin de 

permettre la cicatrisation (6). Les nocicepteurs permettent de détecter les stimuli pouvant causer 

des dommages afin d’assurer la survie des cellules. Les cellules de Schwann, des cellules gliales 

spécialisées faisant partie du système nerveux périphérique, sont situées à la frontière entre le 

derme et l’épiderme. Elles entourent les fibres nerveuses des récepteurs sensoriels de la peau et 

participent ainsi à la transmission des signaux douloureux (7) vers le système nerveux central. 

 

Hypoderme : On retrouve, dans l’hypoderme, des adipocytes, des vaisseaux sanguins, des fibres 

nerveuses et des cellules adipeuses (voir Figure 1). Ces dernières forment le tissu adipeux (8). Les 

adipocytes jouent un rôle dans le métabolisme du glucose et expriment des enzymes impliquées 

dans la synthèse de triglycérides qu’ils emmagasinent. Dans l’obésité, la surconsommation de 

calories engendre une surproduction de triglycérides qui surpasse la capacité des adipocytes à les 

emmagasiner. L’accumulation de produits de dégradation des triglycérides dans des tissus autres 

que le tissu adipeux provoque une dysfonction et une réponse inflammatoire impliquée dans le 

diabète, la stéatose hépatique non alcoolique et d’autres troubles métaboliques (9, 10). 

L’accumulation de lipides dans les adipocytes constitue une couche d’isolation (11) permettant de 

réguler la température corporelle et de s’adapter au froid. 
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Figure 1 : Description des différentes couches cutanées et des structures qui les composent. La peau est composée de trois 

couches, la plus superficielle étant l’épiderme, suivi du derme puis de l’hypoderme, la couche la plus profonde. L’épiderme contient 

quelques cellules immunitaires et certains récepteurs sensitifs, mais elle contient principalement des kératinocytes qui captent et 

emprisonnent la mélanine produite par les mélanocytes également retrouvés dans l’épiderme. Le derme contient des fibroblastes. 

Ces derniers participent à la synthèse des différentes fibres qui maintiennent la structure du tissu et lui permettent d’assurer son rôle 

de support et de soutien. Le derme renferme également certaines cellules immunitaires, notamment des macrophages, des 

mastocytes, des cellules dendritiques et des lymphocytes T. En cas de lésion ou d’infection, des récepteurs sensitifs ou de signaux 

de danger présents au niveau du derme peuvent activer une réponse immunitaire. Dans ce cas, les cellules immunitaires de la peau 

se différencient, recrutent d’autres cellules immunitaires et participent à la présentation antigénique afin d’éliminer les agents 

pathogènes et de réparer les dommages tissulaires. Le derme renferme également des vaisseaux sanguins qui acheminent oxygène 

et nutriments aux cellules des différentes couches cutanées, le derme étant la seule couche vascularisée. De son côté, l’hypoderme 

est principalement composé de tissu conjonctif et adipeux. Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 
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1.1.2. Le mélanocyte 

 
1.1.2.1. Origine du mélanocyte 

 

Les mélanocytes sont de petites cellules ovales ou fusiformes dérivées des mélanoblastes, qui 

migrent à partir des cellules pluripotentes de la crête neurale à la suite d’une transition épithélio-

mésenchymateuse. Les mélanoblastes migrent alors vers la périphérie où ils prolifèrent et, en 

réponse à différents signaux issus du microenvironnement, se différencient afin d’adopter la 

morphologie et le profil d’expression génique caractéristiques des mélanocytes. Chez l’humain, la 

migration des mélanoblastes se produit entre la sixième et la huitième semaine de l’embryogenèse 

(12). La prolifération, la différenciation, la migration et la survie des mélanocytes sont assurées par 

l’endothéline (Edn), qui active un récepteur couplé aux protéines G de la famille des récepteurs à 

sept passages transmembranaires, Ednrb, et interagit avec le récepteur tyrosine kinase c-Kit, ainsi 

que par la signalisation Wnt (13). La signalisation Wnt régule la transcription en recrutant un 

coactivateur au noyau, la β-caténine. Cette dernière se lie alors à un facteur de transcription de la 

famille des facteurs de transcription des cellules T (TCF) afin d’induire son activité 

transcriptionnelle. Le complexe formé de la β-caténine et de TCF se lie au promoteur du facteur de 

transcription associé à la microphtalmie (MITF) et l’induit (14), ce qui favorise la survie des 

mélanoblastes, promeut la prolifération et la différenciation des mélanoblastes au cours du 

développement embryonnaire et participe ultimement au développement des mélanocytes (15, 16). 

Le facteur de transcription PAX3 active lui aussi le promoteur de MITF en réponse à l’interleukine 

6. De plus, MITF peut être phosphorylé par les protéines kinases activées par les mitogènes 

(MAPK) ou la kinase ribosomale S6 (RSK), indiquant un lien entre la régulation de MITF et le 

microenvironnement. L’activation de c-Kit par le facteur de croissance des cellules souches (SCF) 

permet le recrutement et l’activation de kinases de la famille des Src. Cette signalisation permet 

ultimement l’activation de la cascade des MAPK Ras-Raf-Mek-Erk, ce qui mène à la 

phosphorylation et induit l’activité transcriptionnelle de MITF, bien que la protéine soit dégradée 

par ubiquitination (17). MITF régule également la fonction mitochondriale et participe ainsi à la 

reprogrammation métabolique des cellules de mélanome (voir section 1.4.1). Ensemble, les 

signalisations Wnt et RAF/MEK/ERK, de même que MITF, participent au développement, à la 

différenciation et à la prolifération des mélanocytes. D’ailleurs, TFAM est essentiel à la 
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différenciation (18) et à la survie des mélanocytes, avec d’autres marqueurs incluant S100, 

l’anticorps 45 marqueur du mélanome (HMB-45) et l’antigène de mélanome reconnu par les 

lymphocytes T (MLANA). Le marquage de MITF nucléaire, détecté en immunohistochimie, est 

utilisé comme outil diagnostique pour le mélanome métastatique (19). 

 

1.1.2.2. Localisation et fonction 

 

Les mélanocytes sont concentrés entre les cellules de la strate basale de l’épiderme et représentent 

moins de 1% des cellules de l’épiderme. Les mélanocytes produisent la mélanine qu’ils 

emmagasinent sous forme de mélanosomes. Les mélanosomes, qui contiennent également la 

tyrosinase (TYR), une enzyme majeure capable de synthétiser la mélanine à partir de la tyrosine, 

sont transférés aux kératinocytes. Chaque mélanocyte s’associe à 30 à 40 kératinocytes afin de 

former « l’unité épidermique », seule responsable de la synthèse de la mélanine et de la 

pigmentation de la peau. La mélanine existe sous différentes formes, soient l’eumélanine, un 

pigment brun/noir et la phéomélanine, un pigment jaune/rouge. La composition des mélanosomes 

varie en fonction du phototype de peau, une classification basée sur la couleur de la peau et des 

cheveux, ainsi que sur la sensibilité de la peau aux rayons ultraviolets (UV). Les mélanosomes se 

développent dans le cytoplasme à partir de vésicules contentant TYR et sécrétées par l’appareil de 

Golgi. TYR oxyde la L-tyrosine, une étape essentielle à la biosynthèse de l’eumélanine et de la 

phéomélanine (20). Les enzymes TYR, TYRP1 et DCT catalysent la synthèse des intermédiaires 

de l’eumélanogenèse alors que la biosynthèse de la phéomélanine dépend plutôt de TYR et de 

l’acide aminé cystéine (21).  

 

Afin que la pigmentation de la peau soit apparente, la mélanine est transférée à partir des 

prolongements dendritiques des mélanocytes vers les kératinocytes par un processus encore mal 

compris. Nous savons cependant que ce transport fait intervenir des protéines d’adhésion créant 

une jonction étroite entre les mélanocytes et les kératinocytes, appelée « synapse pigmentaire ». 

Au cours de la maturation des mélanosomes, la kinésine et le réseau de microtubules des 

mélanocytes permettent d’acheminer le mélanosome vers les prolongements dendritiques. Le 

pigment qu’il contient est alors exocyté puis capté par le kératinocyte par endocytose. Une 

alternative également envisagée est la phagocytose des mélanosomes contenus dans les 
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prolongements dendritiques des mélanocytes par les kératinocytes (22). La mélanine captée par les 

kératinocytes s’accumule alors autour de leur noyau afin de protéger le matériel générique qu’il 

contient des dommages causés par UV. Un déséquilibre dans le développement et la migration des 

mélanocytes, ou une perturbation de la régulation de l’activité des mélanocytes par les 

kératinocytes peuvent engendrer des mutations, des modifications épigénétiques en plus de 

perturber les interactions entre les mélanocytes et le microenvironnement. Tous ces facteurs sont 

susceptibles de causer un mélanome (23). 

 

1.2. Particularités des différentes formes de cancer de la peau non mélanocytaire 

 

Il existe trois principales formes de cancer de la peau, soit le carcinome basocellulaire (CBC) et le 

carcinome spinocellulaire (CSP), qui sont regroupés sous le terme général de « cancer de la peau 

non mélanocytaire », ainsi que le mélanome malin. Le cancer de la peau est la forme de cancer la 

plus fréquente dans le monde. La plupart des cas sont des cancers de la peau non mélanocytaires, 

bien que le nombre exact de cas soit difficile à établir puisque ce type de cancer n'est pas 

systématiquement répertorié dans des bases de données. La plupart des cas de cancer de la peau 

non mélanocytaire, environ 80%, sont des CBC et ces derniers affectent particulièrement la peau 

de la tête, du visage et du cou. Les patients peuvent ressentir des démangeaisons ou de la sensibilité 

et présenter des saignements (24). Les CBC se propagent localement, mais forment rarement des 

métastases distales. Ils peuvent cependant détruire les os et le cartilage (25). 

 

2.1.1. Carcinomes basocellulaires 

 

Les CBC regroupent les CBC nodulaires, les CBC superficiels, les CBC morphéiformes et les CBC 

infiltrants. Ils se développent à partir de cellules petites et rondes, nommées cellules basaloïdes, 

qui forment des amas ressemblant à la couche basale de l’épiderme. Les CBC les plus fréquents 

sont de types nodulaires. Ces derniers se présentent le plus souvent sous forme de papules brillantes 

aux bordures nacrées bombées et bien définies avec un ulcère central. De leur côté, les CBC 

superficiels se présentent sous forme de minces plaques rougeâtres bien délimitées qui desquament. 

Les CBC les plus rares sont les CBC morphéiformes caractérisés par des plaques aux bordures mal 

définies ressemblant à une cicatrice blanche (26). Tous les CBC ont le potentiel d’infiltrer les tissus 

1.2.1. 
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environnants, particulièrement les yeux, le nez, les os du visage ou le cerveau (27), bien qu’ils 

touchent surtout la tête et le cou. Ils peuvent alors engendrer des problèmes visuels, neurologiques 

ou d’ordre esthétique de même que la perte de fonction d’un ou plusieurs nerfs crâniens. Ce type 

de lésion est souvent blanchâtre ou rosé, mal défini et peut présenter des papules ou des ulcérations. 

Les CBC infiltrant se développent à partir de cellules basaloïdes qui forment des nids dont la 

périphérie présente un motif en palissade, c’est-à-dire que les cellules sont parallèles entre elles 

mais perpendiculaires à la surface sur laquelle elles sont fixées. Ces lésions développent ensuite 

des faisceaux de cellules basaloïdes qui s’allongent à partir de la périphérie ou de la base de la 

tumeur. Les tumeurs infiltrantes représentent un facteur de risque augmentant les chances de 

rechutes du cancer (26). 

 

Les CBC résultent de l’interaction de facteurs environnementaux, et de prédispositions génétiques. 

Plus particulièrement, l’exposition aux rayons UV, un historique familial de cancer de la peau ou 

arborer des taches de rousseur, de même que la prise de médicaments immunosuppresseurs et 

l’exposition à des radiations ionisantes sont des facteurs de risque de développer un CBC (28) . Par 

ailleurs, une exposition importante et prolongée à des sources de radioactivité (29, 30) et les 

traitements de radiothérapie (31) constituent des sources connues de radiation augmentant le risque 

de développer un CBC. Le gène suppresseur de tumeur PTCH (récepteur transmembranaire 

homologue de Patched), situé sur le chromosome 9 humain, code pour un récepteur du même nom 

faisant partie de la signalisation de Sonic Hedgehog (SHH). La liaison du ligand SHH à son 

récepteur PTCH inhibe le récepteur et permet la relâche d’une protéine Smoothened (SMO), une 

cible directe de PTCH. À l’inverse, PTCH est une protéine inhibitrice qui empêche la relâche de 

SMO selon un mécanisme toujours mal compris et les mutations inhibitrices de PTCH activent la 

signalisation de SHH (32). Une dérégulation de la signalisation de SHH est associée au 

développement de plusieurs cancers, dont le CBC, mais également du cancer du pancréas, du sein, 

des ovaires et du poumon (33).Finalement, SMO est un co-récepteur qui régule positivement la 

signalisation de SHH. Il est constitutivement activé lors de l’inhibition de PTCH et active les cibles 

directes de ce dernier. La liaison de SHH à PTCH provoque la dégradation de ce dernier. SMO est 

ensuite phosphorylé par la protéine kinase A (PKA) et la caséine kinase 1 (CK1). SMO active une 

cascade de phosphorylation aboutissant à l’activation de l’oncogène associé aux gliomes 1 (GLI1). 

Ce dernier est un facteur de transcription qui se lie directement à la séquence 5’-GACCACCCA-
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3’ (33) du promoteur de gènes impliqués dans la régulation de la signalisation de SHH elle-même, 

en plus d’induire l’expression de gènes qui contrôlent la prolifération, le renouvellement, le cycle 

cellulaire et la pluripotence des cellules (34, 35). 

 

2.1.2. Les carcinomes spinocellulaires 

 

Le second cancer de la peau non mélanocytaire le plus fréquent est le CSP, qui se développe à 

partir des kératinocytes de l’épiderme (voir section 1.1.1). Le SCP se développe à partir d’une 

lésion le plus souvent pré-maligne nommée « kératose actinique » (KA). Ce type de lésion apparait 

sous forme de plaque desquamée de quelques millimètres (mm) de diamètre de couleur brunâtre 

ou rosée. La KA est le résultat de la prolifération de kératinocytes néoplasiques caractérisés par 

une anomalie de la forme et de la taille ainsi que par un noyau élargi. Les KA peuvent se résoudre 

d’elles-mêmes, persister sans progresser davantage ou se transformer en tumeurs cancéreuses et 

devenir un CSP. En fonction du nombre de lésions pré-malignes, ainsi que de la localisation et du 

diamètre de la tumeur primaire, le CSP peut métastaser au niveau des ganglions lymphatiques 

environnants (36). Le CSP touche principalement les individus au teint pâle, et l’exposition aux 

rayons UV ou au virus du papillome humain (VPH) est un facteur de risque de développer un CSP. 

Certaines anomalies héréditaires de la peau prédisposent également à développer un CSP. C’est le 

cas notamment de l’albinisme, une anomalie ou une absence de la production de mélanine par les 

mélanocytes, ainsi que du xeroderma pigmentosum, qui augmente la sensibilité de la peau aux 

rayons UV. Les patients ayant reçu une greffe d’organe solide ont également un risque plus élevé 

de développer un CSP. Chez ces patients, le CSP progresse plus rapidement et est associé à un taux 

de mortalité plus élevé (37). Chez les patients transplantés, la consommation de tabac ou d’alcool, 

l’âge, le genre masculin, les traitements de radiothérapie ou de chimiothérapie ainsi que l’infection 

au VPH sont les principaux facteurs de risque de développer un SCP sous-jacent. Lors d’une 

allogreffe de cellules souches, qui proviennent principalement de la moelle osseuse d’un donneur, 

le patient (receveur) reçoit une radiothérapie ou une chimiothérapie intensive afin de détruire les 

défenses immunitaires du receveur et de permettre au greffon provenant du donneur de prendre le 

contrôle hématopoïétique de l’organisme du receveur. Ceci permet de limiter les risques de maladie 

du greffon contre l’hôte (GVHD), qui survient lorsque les lymphocytes T du donneur reconnaissent 

les cellules du receveur comme des corps étrangers et les attaquent. La GVHD est également 

1.2.2. 
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associée à une inflammation chronique qui peut engendrer une instabilité génomique et ainsi 

contribuer au développement de plusieurs cancers, dont le SCP.  La plupart des patients 

transplantés, particulièrement ceux qui développent la GVHD, prennent de lourds traitements 

immunosuppresseurs à long terme (38). Ainsi, l’inflammation et l’immunosuppression contribuent 

au développement du SCP chez les patients ayant subi une allogreffe. 

 

1.3. Pathophysiologie du mélanome 

 

1.3.1. Incidence 

 

Le mélanome est le plus mortel des cancers de la peau. Bien que l’incidence exacte du mélanome 

soit difficile à déterminer en raison du manque de critères diagnostiques, les épidémiologistes 

croient que le nombre de cas augmente constamment depuis les cinquante dernières années, et ce, 

plus rapidement que pour n’importe quel autre type de cancer. Il s’agit du troisième cancer le plus 

couramment diagnostiqué aux États-Unis, après le cancer de sein et celui du poumon, avec 192 000 

nouveaux cas estimés pour l’année 2019 seulement (39). Au Canada, on estime que 8000 personnes 

auront reçu un diagnostic de mélanome en 2020 et que 1300 en mourront. 

 

L’incidence du mélanome varie en fonction de l’ethnicité, de la situation géographique, du genre 

et de l’âge. L’exposition aux rayons UV, particulièrement un antécédent de coup de soleil ou la 

fréquentation des salons de bronzage, est le principal facteur de risque modifiable du mélanome 

(40). Une faible production de mélanine chez les personnes au teint clair rend la population 

caucasienne plus vulnérable à ce type de cancer, alors que les personnes à la peau foncée diminuent 

leur exposition aux rayons UV de 50%. Les Caucasiens sont donc les plus touchés, suivis par les 

Autochtones, les Hispaniques, les Asiatiques puis finalement les Afro-Américains (41). 

 

Cependant, pour une même ethnicité, l’incidence du mélanome peut varier en fonction de la 

situation géographique, principal facteur dictant le niveau d’exposition aux rayons UV. En effet, 

l’incidence et la mortalité du mélanome augmentent en se rapprochant de l’équateur ou d’endroits 

où l’effet protecteur de la couche d’ozone est diminué (42). Les disparités au niveau de l'incidence 

du mélanome pour une même ethnicité, par exemple caucasienne, proviennent généralement de 
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différences dans l’exposition aux rayons UV. En effet, une exposition intermittente est plus 

carcinogène qu’une exposition chronique. Pour une même région, cependant, l’incidence du 

mélanome est plus élevée au Sud qu’au Nord. On observe une telle tendance en Australie, qui 

présente la plus forte incidence de mélanome dans le monde (43). Cette tendance est commune à 

plusieurs régions, et l’on considère que l’incidence du mélanome cutané évolue suivant un 

« gradient de latitude ». Or, en Europe, l’incidence du mélanome cutané est plus élevée au Nord 

(pays scandinaves) qu’au Sud. Le Danemark, la Norvège et la Suède présentent d’ailleurs une 

incidence de mélanome cutané plus élevée que d’autres pays dont la latitude est similaire (44). Ceci 

peut s’expliquer par une combinaison de facteurs génétiques et des particularités dans la 

pigmentation des yeux et de la peau (45) affectant la susceptibilité de développer un mélanome. 

 

L’incidence du mélanome varie à l’intérieur d’une même population en fonction de l’âge et du 

genre. Elle est plus faible chez les personnes de moins de quarante ans, mais le mélanome figure 

parmi les cancers les plus communs détectés chez les adolescents et les jeunes adultes. À cause de 

la popularité des salons de bronzage dans cette population, ce qui augmente le risque de développer 

un mélanome, les adolescentes et les jeunes femmes sont plus susceptibles de développer un 

mélanome que leur contrepartie masculine. Passé 40 ans, la tendance s’inverse et les hommes sont 

plus à risque de développer un mélanome que les femmes, possiblement à cause des androgènes 

qui favorisent la migration et la survie des cellules de mélanome (46). 

 
1.3.2. Facteurs de risques 

 
Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux participent au développement et à la 

progression du mélanome. Leurs capacités à causer des mutations et à altérer l’expression des gènes 

font des rayons UV le plus important facteur de risque modifiable du mélanome. Le soleil est la 

principale source de rayons UV, suivi par quelques sources artificielles comme certaines lumières, 

les lasers et les appareils de bronzage. Les rayons UV se présentent sous forme d’ondes invisibles 

et sont divisés en trois sous-catégories en fonction de leur longueur d’onde. Plus la longueur d’onde 

est courte, plus la quantité d’énergie propagée par l’onde est importante et plus les dommages sont 

importants pour notre organisme. Heureusement, la couche d’ozone présente dans la stratosphère 

nous protège en absorbant une partie du rayonnement du soleil. En effet, les rayons UVB, qui 

émettent à une longueur d’onde de 280 à 315 mm, sont filtrés jusqu’à 99% par la couche d’ozone. 
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Par contre, 1 à 10% des rayons UVB du soleil nous atteignent. Riches en énergie, les rayons UVB 

peuvent pénétrer l’épiderme où ils provoquent des coups de soleil et participent au vieillissement 

de la peau. Carcinogènes, ils sont susceptibles d’engendrer un cancer de la peau. De leur côté, les 

rayons UVC, qui émettent à une longueur d’onde de 100 à 280 nm, sont totalement filtrés par la 

couche d’ozone et n’atteignent jamais la Terre. Ce sont toutefois des rayons à très haute énergie et 

ils sont très nocifs pour toute forme de vie. Ils sont utilisés pour détruire des agents pathogènes. 

Finalement, les rayons UVA ne sont quant à eux pas filtrés par la couche d’ozone et 90 à 90% 

atteignent la surface de la Terre. Ils pénètrent la peau en profondeur où ils participent au 

vieillissement cutané. Leur potentiel énergétique est plus faible que celui des autres rayons mais 

les rayons UVA peuvent tout de même provoquer des dommages en cas d’exposition prolongée 

(47). Ainsi, un historique de coup de soleil durant l’enfance ou une exposition marquée aux rayons 

UVA, par exemple dans les salons de bronzage, augmente le risque de développer un mélanome 

(48). 

 

Les nævi mélanocytaires, communément appelés « grains de beauté », sont des excroissances 

cutanées bénignes résultant de l’accumulation de mélanocytes et pouvant être présents dès la 

naissance ou apparaître plus tard dans la vie. Environ 25% des cas de mélanomes se développent à 

partir de nævus. La présence d’un nombre élevé de nævus augmente le risque de développer un 

mélanome, bien qu’il importe d’également considérer la taille et le type de nævus. La présence de 

nævi dysplasiques, également appelés nævi atypiques, est un facteur de risque connu de 

développement certains cancers de la peau, notamment le mélanome. Ces derniers sont des nævi 

mélanocytaires d’une largeur d’au moins cinq millimètres dont la coloration n’est pas uniforme et 

dont les contours sont asymétriques, irréguliers et mal définis. Bien que la présence d’un seul 

nævus atypique soit suffisante pour représenter un risque, la présence de cinq nævi atypiques 

augmente de six fois le risque de développer un mélanome (49). 

 

Les personnes à la peau claire ont un risque plus élevé de développer un mélanome que les 

personnes qui ont une peau naturellement foncée (voir Tableau 1). Ces personnes ont un teint pâle, 

souvent avec des taches de rousseur, et bronzent très peu ou pas. Elles sont particulièrement sujettes 

aux coups de soleil. Les yeux et les cheveux pâles, comme les yeux bleus ou verts et les cheveux 

roux ou blonds, traduisent souvent une plus grande sensibilité au soleil (50). 
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Tableau 1 : Classification de Fitzpatrick pour les différents types de peaux et risque associé 

de développer un mélanome (51, 52) 

Type 
Couleur de la 

peau 

Couleur des 

yeux 

Couleur des 

cheveux 

Réactivité au 

soleil 

Risque de 

développer 

un mélanome 

I Peau très 

pâle avec 

présence de 

tâches de 

rousseur 

Bleus ou 

verts 

Roux ou 

blond 

Brûle toujours, ne 

bronze jamais 

Très élevé 

II 

Peau pâle 

Bleus, 

noisette ou 

verts 

Roux, blond 

ou brun pâle 

Brûle facilement, 

ne bronze 

difficilement 

Très élevé 

III Légèrement 

brunâtre, 

blanc à olive 

Brun, bleu, 

verts ou 

noisettes 

Blond foncé 

à châtain 

Brûle parfois, ne 

bronze jamais 
Élevé 

IV Brun moyen 

à foncé 

Bruns ou 

noisette 

Brun moyen 

à foncé 

Ne brûle que très 

légèrement, 

bronze facilement 

Modéré 

V Brun foncé Brun Brun foncé Brûle rarement, 

bronze facilement 

Faible 

VI Noire Brun Noire Ne brûle jamais, 

bronze 

systématiquement 

et facilement 

Très faible 

 

Un historique familial de mélanome peut indiquer la présence d’un profil de mutations 

autosomiques dominantes, par exemple celles affectant des gènes de susceptibilité connus du 

mélanome tels que CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, ACD, TERF2IP ou TERT, qui représentent un 

facteur de risque important de la maladie. Le mélanome se développe et progresse à mesure que 

les mélanocytes accumulent des mutations provoquant des changements génomiques affectant leur 
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développement et leur prolifération. Pour un individu présentant un ou plusieurs facteurs de risque 

génétiques, l’accumulation de quelques mutations somatiques pourrait être suffisante pour 

atteindre le niveau d’instabilité génomique nécessaire au développement du mélanome (53). 

 

Les mutations affectant CDKN2A représentent 20 à 40% des cas de mélanome héréditaire. Ce gène 

encode pour une protéine, P-16 (ou p16INK4A), qui inhibe les kinases dépendantes des cyclines 4 

et 6 (CDK4-6). Cette inhibition empêche la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (RB) 

et bloque les cellules au point de contrôle G1/S du cycle cellulaire, conférant ainsi un rôle de 

suppresseur de tumeur à CDKN2A. Les mutations affectant CDKN2A sont un indicateur du nombre 

de nævus et de la réactivité de la peau aux rayons UV, pouvant favoriser l’apparition de mélanome 

cutané (54). CDK4 peut également être muté, ce qui empêche la liaison et l’inhibition de CDK4 

par P-16. CDK4, qui régule le passage à la phase de synthèse (S) du cycle cellulaire, est alors 

constitutivement activée, ce qui lui confère des propriétés oncogéniques (55). 

 

1.3.3. Transition du mélanocyte vers un mélanome 

 
Le mélanome est le cancer de la peau le plus agressif en raison de sa grande capacité à métastaser 

et à adopter différentes transformations métaboliques permettant aux cellules cancéreuses de 

s’adapter à différents microenvironnements. Il est provoqué par un dysfonctionnement des 

mélanocytes affectant particulièrement les cellules de la peau. Cependant, le mélanome peut 

également toucher les muqueuses et les yeux. Comme mentionné à la section 1.3.2, les rayons UVA 

et UVB peuvent générer des cancers de la peau, mais selon des mécanismes différents. L’exposition 

aux rayons UVB engendre la formation de photoproduits, communément des dimères de 

pyrimidine. Les dimères les plus couramment rencontrés sont des dimères de thymine. Les dimères 

de pyrimidine altèrent la structure de l'ADN, ce qui perturbe l'activité de l’ADN polymérase ainsi 

que la réplication de l’ADN (56). Des senseurs tels que XPC, DDB1, DDB2 et XPA détectent les 

dommages à l’ADN et activent des programmes de réparation comme la réparation par excision de 

nucléotides (NER) ou la réparation par excision de base (BER). De leur côté, les UVA engendrent 

un stress oxydatif détecté par la glycosylase 1 de l’oxoguanine 8 de l’ADN (OGG1) et réparé par 

BER (57). La principale différence entre ces deux mécanismes de réparation concerne l’ampleur 

des dommages. En effet, la méthode NER retire plusieurs nucléotides de part et d’autre d’une 
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importante lésion affectant la structure de l’ADN, particulièrement les dimères de pyrimidine (58), 

alors que la méthode BER retire une seule base azotée engendrant une petite mutation qui n’affecte 

pas la structure de l’ADN. De telles mutations sont souvent le résultat d’une réaction d’alkylation 

spontanée ou de stress oxydatif (59). Des défauts dans les mécanismes de réparation de l’ADN 

augmentent la sensibilité au soleil et représentent un facteur de risque de développer un cancer de 

la peau (60). 

 

Ainsi, la cellule tente de minimiser les dommages grâce à des mécanismes de réparation, mais 

ceux-ci sont sujets aux erreurs. Des mutations surviennent si les dommages à l’ADN ne peuvent 

être réparés ou si des erreurs surviennent. En effet, la réparation des dimères de pyrimidine 

engendre des mutations de type transition. Celles-ci consistent le plus souvent à substituer une 

pyrimidine pour une autre pyrimidine, donc substituer une cytosine (C) pour une thymine (T), ou 

substituer CC pour TT (61). De telles mutations favorisent la progression du mélanome, participent 

à l’hétérogénéité tumorale et favorisent la métastase. La section 1.3.6 fournit plus de détails sur le 

type de mutations engendrées par les rayons UV et la façon dont elles impactent le développement 

et la progression du mélanome. Par ailleurs, les mutations engendrées par les rayons UV rendent 

également les mélanocytes plus sensibles à certains oncogènes (62). 

 
Les rayons UV activent des voies de signalisation du stress impliquant le facteur de croissance 

épidermique et des kinases activées par les mitogènes afin d’activer des enzymes détoxifiant les 

ROS. Cette signalisation permet également à la cellule de combler les besoins énergétiques associés 

aux mécanismes de réparation de l’ADN en activant des enzymes notamment impliquées dans le 

métabolisme du glucose. Chacun des mécanismes de réparation de l’ADN sollicite différemment 

le métabolisme du glucose en fonction de la voie de synthèse des nucléotides privilégiée, du type 

de dommage à l’ADN et du niveau de dommage. Des études s’intéressant au rôle du métabolisme 

dans la réponse aux dommages à l’ADN montrent que des mutations au niveau de l’ADN 

mitochondrial, l’activation de proto-oncogènes ou l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs 

diminuent le métabolisme oxydatif et activent la voie des pentoses phosphates (63), ce qui diminue 

le niveau d’énergie des cellules tumorales. Ces dernières s’adaptent en augmentant leur 

consommation de glucose. Elles augmentent également la production d’acide lactique et induisent 

la glycolyse grâce à l’accumulation de HIF-1α. La reprogrammation métabolique des cellules 

cancéreuses joue un rôle dans l’invasion et l’évasion immunitaire du mélanome (64). 
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1.3.4. Description des différents stades du mélanome 

 
Afin de guider les professionnels de la santé dans la prise en charge de leurs patients, d’émettre le 

pronostic approprié et d’orienter le déroulement d’essais cliniques, il est essentiel de s’appuyer sur 

une stratégie de classification du mélanome tenant compte de nos connaissances actuelles de la 

pathophysiologie et de la progression de la maladie (65). Notre compréhension approfondie de 

l’immunité du cancer et la découverte de nouveaux facteurs pronostiques appellent à la réforme du 

système de classification des différents stades du mélanome. En 2017, des experts du American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) ont été mandatés afin de mettre à jour ce système en se basant 

sur une base de données constituée de plus de 46 000 patients diagnostiqués avec un mélanome de 

stade I, II ou III provenant de 10 centres partout dans le monde, ainsi que sur les données de patients 

de stade IV provenant de la version précédente du système de stratification. Ceci a permis d’établir 

un pronostique plus adéquat en plus d’améliorer la formation de groupes de traitement et la gestion 

de risques lors d’essais cliniques. Cette classification est maintenant la plus acceptée et la plus 

utilisée à travers le monde (66). 

 

La classification AJCC incorpore le système TNM, qui se base sur des examens cliniques et des 

rapports de pathologie. Ici, « T » représente l’épaisseur de la tumeur primaire et « N » représente 

le nombre de ganglions lymphatiques dans lesquels le cancer s’est propagé. Le stade « M » désigne 

la présence de métastases aux ganglions lymphatiques ou de métastases distales (67). Cette 

classification incorpore également le taux de réplication cellulaire, le résultat de biopsie de 

ganglions lymphatiques, la présence ou non d’ulcération, une dégénérescence de la peau au-dessus 

de la tumeur, ainsi que les niveaux sériques de LDH (lactate déshydrogénase), un indicateur de 

dommages cellulaires et d’apoptose (68-70). 

 

Le stade le plus précoce du mélanome est désigné stade 0 (mélanome in situ). Le mélanome 

progresse ensuite en quatre stades désignés I à IV (voir Tableau 2). Le plus superficiel est le stade 

I. Les stades I et II désignent des tumeurs localisées alors que les stades III et IV impliquent la 

présence de métastases locorégionales et distales respectivement (voir Figure 2). Chacun des stades 

de mélanome est ensuite divisé en sous-catégories en fonction de la présence ou de l’absence 

d’ulcérations (71). 
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Tableau 2 : Description des différents stades de progression du mélanome (65, 72) 

Stade Description 

0 La lésion est limitée à l’épiderme 

1 1a : La lésion mesure moins d’un millimètre d’épaisseur, avec ou sans 

ulcération de la tumeur, soit une érosion de la surface cutanée provoquant une 

plaie ouverte aux bords irréguliers. 

1b : La lésion mesure entre un et deux millimètres d’épaisseur sans ulcération 

II IIa : La lésion mesure entre un et deux millimètres d’épaisseur avec ulcération 

ou elle mesure entre deux et quatre millimètres d’épaisseur sans ulcération. 

IIb : La lésion mesure entre deux et quatre millimètres d’épaisseur avec 

présence d’ulcération ou elle mesure plus de quatre millimètres d’épaisseur 

sans présence d’ulcération 

IIc : La lésion mesure plus de quatre millimètres d’épaisseur avec présence 

d’ulcération 

III La lésion a migré vers au moins un ganglion lymphatique à proximité de la 

tumeur initiale et peut former une ou des métastases locales. Ce stade est divisé 

en quelques sous-catégories en fonction du nombre de ganglions lymphatiques 

atteints, de la quantité de cellules cancéreuses ayant atteints le ganglion et le 

niveau de propagation aux régions et vaisseaux lymphatiques avoisinants. 

IIIa : Métastase affectant jusqu’à trois ganglions proximaux sans ulcération de 

la tumeur primaire 

IIIb : Métastase affectant jusqu’à trois ganglions proximaux ou se dirigeant 

vers les vaisseaux lymphatiques avoisinants sans atteindre les ganglions 

drainant 

IIIc : Tumeur avec ulcération formant des métastases pouvant atteindre jusqu’à 

trois ganglions lymphatiques régionaux ou tumeur sans ulcération formant des 

métastases dans au moins quatre ganglions lymphatiques régionaux 

IV La tumeur s’est propagée de façon importante et forme des métastases distales, 

notamment aux poumons, au foie, au cerveau ou aux os. 
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Figure 2 : Description des différents stades de progression du mélanome. Le mélanome est caractérisé par une prolifération 

incontrôlée des mélanocytes, un exemple commun étant un nævus mélanocytaire ayant accumulé différentes mutations affectant la 

croissance et la survie des mélanocytes. Ceci génère une lésion pré-maligne atypique. Celles-ci subissent d’abord une phase de 

progression radiale lors de laquelle la lésion s’étend sur le plan horizontal tout en restant en superficie de la peau au niveau de 

l’épiderme. À ce stade, des molécules d’adhésion empêchent la lésion de progresser en profondeur. S’en suit une phase de croissance 

verticale où les cellules deviennent de plus en plus invasives et gagnent la circulation sanguine et lymphatique. Les cellules 

tumorales perdent alors l’expression de molécules d’adhésion telles que les cadhérines (73), ce qui leur permet de traverser la couche 

basale. Au stade le plus avancé du mélanome, les cellules tumorales forment des métastases. D’abord observées au niveau de nœuds 

lymphatiques locaux, les métastases progressent et atteignent des endroits éloignés de la tumeur primaire tels que le cerveau ou les 

poumons (74). Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 

 
1.3.5. Signalisation des MAPK 

 
Dans le mélanome, les mélanocytes accumulent des mutations provoquant leur prolifération 

incontrôlée et engendrant des lésions précurseurs du mélanome tels que des nævi mélanocytaires 

bénins ou des nævus dysplasiques. Ces lésions deviennent malignes et se propagent, d’abord sur le 

plan radial puis verticalement, pouvant ainsi générer des métastases (voir figure 2). La signalisation 

la plus fréquemment mutée dans le mélanome, ainsi que dans plusieurs autres types de cancers, est 

la signalisation des MAPK, qui régule la croissance cellulaire, la survie et la migration (75). Dans 

cette signalisation, des facteurs de croissance issus du microenvironnement tumoral (TME) lient 

un récepteur à activité tyrosine kinase comme le récepteur du facteur de croissance épidermique 

(EGFR), le récepteur tyrosine kinase c-KIT, les récepteurs de facteurs de croissance dérivés des 
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plaquettes (PDGFR) ou le récepteur du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGFR). Ceci 

active RAS qui hydrolyse la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP) (76). 

 

RAS peut lier des facteurs d’échange de nucléotides guanine (GEFs). Les GEFs activent les 

GTPase en favorisant l’échange d’une molécule de GDP pour une molécule de GTP. Les RalGEFs 

constituent un exemple connu de GEFs participant au développement de certains cancers, dont le 

mélanome (77). On retrouve, chez les mammifères, quatre RalGEFs, soient RALGDS, RGL1, 

RGL2/Rlf et RGL3 (78). Les RalGEFs peuvent activer les GTPase RalA et RalB, mais peuvent 

également s’associer à PDK1 et exercer des fonctions indépendantes de l’échange de nucléotides. 

Bien qu’elles jouent des rôles souvent distincts, RalA et RalB peuvent induire SRC, JUN, les STAT, 

NF-κB ainsi que la cycline D selon un mécanisme encore inconnu. RalB est impliqué dans 

l’apoptose alors que RalA joue plutôt un rôle dans la croissance des cellules cancéreuses. 

L’activation de RalA par l’activité d’échange de nucléotide de RalGEF promeut la tumorigenèse 

en permettant la liaison de RalA aux sous-unités SEC5 et EXO84 du complexe exocyste (79) 

impliqué dans le remodelage du cytosquelette d’actine, la migration et la métastase (80). 

 
Deux voies de signalisation distinctes peuvent découler de l’activation des RAS. Lorsque RAS est 

liée au GTP et localisée à la membrane, RAS peut activer l’enzyme phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K) qui phosphoryle les lipides de la membrane des cellules et participe ultimement à la 

synthèse du phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3) à partir du phosphatidylinositol-4,5-

biphospate (PIP2). PIP2 et PIP3 recrutent à la membrane la protéine kinase B (Akt), une sérine-

thréonine kinase. Cette signalisation régule la survie, l’apoptose et la résistance au traitement, 

favorisant ainsi le développement et la progression du mélanome. En effet, la suractivation de la 

signalisation PI3K/AKT peut agir en synergie avec des mutations activatrices de BRAF et 

engendrent des effets comparables à une mutation activatrice de NRAS et augmente le caractère 

invasif des tumeurs. Dans ce contexte, les inhibiteurs de MAPK ne permettent pas d’éliminer les 

cellules cancéreuses et les patients développent parfois des mutations secondaires affectant des 

récepteurs à activité tyrosine kinase impliqués dans l’activation de la signalisation des MAPK 

(PDGFR, récepteur du facteur de croissance analogue à l’insuline de type 1 (IGF1R)). Le traitement 

de cellules présentant de telles mutations avec des inhibiteurs de BRAF ou de MEK induit une 

activation compensatoire de la signalisation PI3K/AKT et rend les cellules résistantes à l’apoptose 

(81, 82). Initialement sous forme inactive, AKT est phosphorylée en réponse à des facteurs de 
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croissance, des signaux de stress énergétique ou des dommages à l’ADN. Akt peut alors activer la 

cible de la rapamycine chez le mammifère (mTOR) afin de réguler le métabolisme, la croissance, 

la survie cellulaire et l’angiogenèse (81, 83).  

 

La sérine/thréonine kinase mTOR est constituée de deux complexes, mTORC1 et mTORC2. Le 

premier est impliqué dans la synthèse des ribosomes et des protéines en phosphorylant puis 

inactivant la protéine 1 se liant au facteur 4E d’initiation de la traduction (4EBP1). Cette dernière, 

qui exerce un rôle répresseur sur la traduction, se détache alors du facteur d’initiation de la 

traduction eucaryote 4E (eIF4E), levant ainsi l’inhibition sur la synthèse de protéines. De plus, 

mTORC1 phosphoryle et active la kinase ribosomale S6 (S6K) qui lie la machinerie 

traductionnelle. Il régule également l’expression du facteur d’élongation eEF2, du facteur induit 

par l’hypoxie HIF-1α, de la protéine du rétinoblastome Rb et du transducteur de signal et activateur 

de la transcription (STAT3). Ce dernier, un facteur de transcription, joue un rôle dans la 

prolifération cellulaire, l’apoptose, l’angiogenèse, l’inflammation et la réponse immunitaire (84). 

Des facteurs de croissance, des hormones et certains nutriments peuvent également activer PI3K. 

Cette dernière active à son tour mTORC2 en favorisant sa liaison aux ribosomes. En effet, 

indépendamment de la synthèse de protéines, l’activité de mTORC2 dépend de sa liaison aux 

ribosomes dans les cellules en croissance puisque la capacité de croissance des cellules est 

déterminée par les ribosomes en réponse à des signaux comme l’insuline et le facteur de croissance 

analogue à l’insuline (IGF-1) (85). Une fois activé, mTORC2 régule la formation du cytosquelette 

d’actine. Ceci lui confère un rôle dans la migration, l’invasion et la métastase en plus de contrôler 

l’apoptose et la croissance cellulaire. L’exposition aux rayons UV active PI3K, conduisant 

ultimement à la phosphorylation de mTOR et de S6K. Nous observons souvent, dans le mélanome, 

la surexpression de 4EBP1, eIF4E ou S6K. La surexpression ou la suractivation de récepteurs de 

facteurs de croissance, ainsi que la perte d’expression de gènes suppresseurs de tumeurs comme 

PTEN, peuvent déréguler la signalisation PI3K/AKT, activer la signalisation mTOR et contribuer 

à la croissance tumorale et à la métastase (86). 

 

Lorsque les conditions sont favorables à la croissance des cellules, la signalisation mTOR est 

activée afin de promouvoir la synthèse de macromolécules, soutenant ainsi le métabolisme et 

permettant aux cellules d’augmenter en taille. Au contraire, lorsque les conditions sont 
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défavorables, par exemple en situation de stress métabolique ou génotoxique, d’un manque 

d’oxygène ou d’un manque de nutriments, les cellules inhibent l’activation de mTOR afin de 

limiter la croissance cellulaire et d’économiser leur énergie. L’inhibition de mTOR mène à 

l’activation du facteur d’élongation eucaryote 2K (eEF2) et ce facteur d’élongation active 

l’autophagie. L’inhibition de la traduction permet à la cellule de limiter ses dépenses énergétiques 

en situation de stress alors que l’autophagie est une forme alternative d’énergie permettant de 

procurer certains nutriments, entre autres des acides aminés, aux cellules en situation de stress. 

L’autophagie est un procédé qui permet d’éliminer des composantes cellulaires endommagées, des 

protéines toxiques ou des agents pathogènes. L’autophagie est un processus à la fois pro et anti-

cancer. En effet, elle permet de dégrader les composantes cellulaires anormales, mais procure 

également de l’énergie et des macromolécules essentielles à la croissance des cellules cancéreuses 

(87). 

 
La seconde signalisation qui découle de l’activation de récepteurs à activité tyrosine kinase ou de 

RAS est la voie RAF/MEK/ERK, impliquée dans la croissance, la survie et la prolifération 

cellulaire. RAS active la kinase B-RAF qui participe à son tour à la phosphorylation des kinases 

MEK puis ERK au niveau de résidus sérine et thréonine. La kinase ERK migre au noyau où elle 

active des facteurs de transcription tels que c-FOS, cMYC et c-JUN, en plus de moduler l’activité 

de protéines impliquées dans le transport et le métabolisme de l’ARN. Dans le cytoplasme, ERK 

phosphoryle des composantes du cytosquelette et des jonctions adhérentes, ce qui favorise le 

détachement des cellules de la matrice extracellulaire (75, 88). En induisant c-FOS, cMYC et c-

JUN, ERK régule l’expression de la cycline D et du complexe cyclineD-CDK4/6, menant à la 

phosphorylation et à l’inactivation de Rb. L’inactivation de Rb libère le facteur de transcription 

E2F qui induit l’expression de la cycline E et du complexe cyclineE-CDK2 dont l’activité mène à 

la phosphorylation et à l’induction subséquente de E2F. Cette rétroaction positive permet à la 

cellule de progresser adéquatement dans la phase G1 (croissance) et d’entrer dans la phase S 

(synthèse) du cycle cellulaire. La Figure 3 illustre les différentes branches de la signalisation des 

MAPKs et les procédés cellulaires qu’elle régule. Des mutations dans la signalisation MAPK, ainsi 

que la surexpression de certains récepteurs et facteurs de croissance, ou la perte d’expression d’un 

régulateur négatif de la signalisation MAPK, par exemple suite à la méthylation de son promoteur, 

peuvent engendrer une prolifération incontrôlée des mélanocytes et contribuer au développement 

du mélanome (89). 
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Figure 3 : Signalisation des MAPK. Des facteurs de croissance issus du TME activent différents récepteurs à activité tyrosine 

kinase. Ceci provoque un changement de conformation de RAS qui s’active et lie le GTP. Deux principales voies signalétiques 

peuvent être induites par l’activation de RAS, soit la voie PI3K/Akt/mTOR ou la signalisation RAS/RAF/MEK/ERK. Dans la 

première, RAS active PI3K qui phosphoryle le PIP2 en PIP3. Ceci permet le recrutement de Akt qui régule la signalisation mTOR. 

Ce dernier est activé dans un contexte bioénergétique favorable afin d’induire la traduction et la synthèse de protéines ainsi que 

l’expression de facteurs de transcription impliqués dans le métabolisme, la survie et la prolifération cellulaire. La seconde 

signalisation induite par RAS est la voie RAS/RAF/MEK/ERK. Dans cette voie, l’activation de kinases induit des facteurs de 

transcription régulant l’expression de cyclines et de kinases dépendantes des cyclines. Ces dernières activent d’autres facteurs de 

transcription qui régulent l’expression de gènes du cycle cellulaire. Cette signalisation contrôle ainsi la prolifération cellulaire et 

peut contribuer au développement du mélanome. GRBP2 : Protéine 2 liée au récepteur du facteur de croissance, SOS : Son of 

sevenless, GTP : Guanosine triphosphate, GDP : Guanosine diphosphate, RAS : Virus du sarcome du rat, MEK : Kinase activée 

par un mitogène. ERK : Kinase régulée par des signaux extracellulaires, PTEN : Homologue de la phosphatase et tensine, PIP2 : 

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, PIP3 : Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PI3K : Phosphoinositide 3-kinase, PDK1 : 

Protéine kinase dépendante de PI3K, Akt : Protéine kinase B TSC1 : Hamartin, TSC2 : Tuberin, mTORC1 : Complexe 1 de la 

cible fonctionnelle de la rapamycine, mTORC2 : Complexe 2 de la cible fonctionnelle de la rapamycine, STAT3 : Transducteur 

de signal et activateur de la transcription, 4EBP1 : Protéine 1 se liant au facteur 4E d’initiation de la traduction eIF4E : Facteur 
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d’initiation de la traduction eucaryote 4E, S6K : Kinase ribosomale S6. HIF-1 : Facteur induit par l’hypoxie, eEF2 : Facteur 2 

d’élongation eucaryote, Rb : Rétinoblastome. Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 

 
1.3.6. Mutations fréquemment observées dans le mélanome 

 

L’exposition aux rayons UV engendre des mutations distinctes et typiques, par exemple la 

formation de dimères de pyrimidines ou l’ajout d’une cytidine © ou d’une thymidine (T) plutôt 

qu’une adénosine (A) lors de la réplication de l’ADN. Les rayons UV provoquent également un 

stress oxydatif pouvant engendrer des dommages à l’ADN. Ces dommages contribuent aux 

aberrations génétiques observées dans le mélanome (90). Ces mutations affectent la prolifération 

et le métabolisme cellulaire en plus de soutenir des processus régulés en partie par la signalisation 

MAPK et favorisant la tumorigenèse, par exemple l’invasion, l’angiogenèse et l’évasion du 

système immunitaire. La plupart des nævus bénins présentent ainsi une suractivation de la 

signalisation MAPK provoquée par une mutation de BRAF, NRAS, HRAS ou NF1 (voir Figure 4) 

(91). Si une telle mutation se présente seule, plusieurs mécanismes suppresseurs de tumeurs, tels 

que la réponse aux dommages à l’ADN, l’arrêt du cycle cellulaire ou la réponse immunitaire 

interviennent pour empêcher la transformation d’une lésion bénigne vers un mélanome et la cellule 

entre en sénescence. Cependant, l’acquisition de mutations additionnelles dans certains oncogènes 

ou d’autres gènes régulant la chromatine peut altérer les systèmes suppresseurs de tumeurs ou 

empêcher la différenciation adéquate des cellules. Dans ce cas, l’ensemble des aberrations 

génétiques accumulées par les mélanocytes peuvent interagir avec le microenvironnement et la 

réponse immunitaire afin de promouvoir la progression de nævus bénins en mélanome (92). 

 

Environ 30% des cas de mélanome émanent d’une lésion bénigne, par opposition aux autres 70% 

de cas qui proviennent de lésions de novo donc survenues spontanément (93). Seulement trois 

mutations à des endroits stratégiques du génome des mélanocytes suffisent à engendrer un 

mélanome, mais ce nombre varie considérablement d’une tumeur à l’autre et la plupart des 

mélanomes présentent plusieurs autres aberrations génétiques. Le mélanome est d’ailleurs le cancer 

présentant le plus haut taux de mutations, avec environ 30 mutations par mégabase d’ADN (94). 

Les mutations les plus couramment observées dans le mélanome sont celles activant la signalisation 

MAPK, qui sont séparées en quatre sous-types. Les mutations affectant le gène BRAF, une 

composante importante dans l’activation de la signalisation des MAPK (voir la section 1.3.5 ainsi 



 

 

25 

que les figures 3 et 4), représentent environ 50% des cas de mélanome. La substitution d’une valine 

par un acide glutamique à la position 600, désignée V600E, constitue 75% des mutations de BRAF 

et est présente dans la plupart des nævi mélanocytaires. Certaines études suggèrent que la mutation 

V600E est associée à un mauvais pronostique et à la résistance aux inhibiteurs de MAPK (95). Les 

mutations de RAS (voir Figure 4) représentent 25% des cas de mélanome; les plus fréquentes étant 

les mutations de NRAS (96). Les mutations de NF1 représentent 10 à 15% des cas de mélanome. 

NF1 est un gène suppresseur de tumeur inactivé dans certains cancers, dont le mélanome. 

L’inhibition de NF1 empêche l’hydrolyse du GTP lié à RAS (97) et permet à RAS de conserver 

une conformation active. RAS induit alors les signalisations MAPK/ERK et PI3K/Akt/mTOR (voir 

Figure 4). Cette mutation est associée à un taux de mortalité élevé et contribue à la résistance du 

mélanome aux inhibiteurs de RAF (98). Finalement, environ 10% des cas de mélanome sont 

qualifiés de « triple négatif ». Ceci signifie qu’ils ne présentent aucune des mutations mentionnées 

précédemment, mais plutôt des mutations affectant le récepteur tyrosine kinase KIT (voir Figure 

4) ou des mutations de GNAQ, qui encode pour la sous-unité alpha de la protéine de liaison de la 

guanine (Gq). Finalement, on observe également des mutations de l’homologue de GNAQ, 

GNA11. GNAQ et GNA11 codent pour des protéines G du même nom qui, lorsqu’elle est activée, 

peut activer des protéines qui dégradent le GTP, activer ERK et exercer des effets pro-

oncogéniques (99). Ces mutations activent les signalisations MAPK/ERK et PI3K/Akt/mTOR, 

participant ainsi à la prolifération et à la progression tumorale (100, 101). 

 

On retrouve également, dans le mélanome, certaines mutations provoquant une perte de fonction. 

CDKN2A est le plus important gène de susceptibilité impliqué dans la plupart des cas familiaux de 

mélanome. Il s’agit d’un gène suppresseur de tumeur qui encode pour deux protéines impliquées 

dans la régulation du cycle cellulaire, p16INK4A (P-16) et p14ARF (P-14) (102). La première, P-16, 

entrave la progression du cycle cellulaire (voir section 1.3.2). La seconde, P-14, active le 

suppresseur de tumeur p53, qui répond aux dommages à l’ADN provoqués par les rayons UV et 

est impliqué dans plusieurs processus cellulaires tels que l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose et 

la sénescence. En effet, p53 peut réguler le cycle cellulaire en activant p21, un inhibiteur des 

kinases dépendantes des cyclines, ce qui empêche les transitions G1/S et G2/M du cycle cellulaire. 

La mutation la plus commune touchant CDKN2A est une délétion causant la perte des régions 

codant pour P-14 et P-16. La présence d’îlots CpG rend le promoteur de CDKN2A(P-16) sensible 
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à la méthylation, ce qui empêche également la transcription et l’expression de la protéine. CDKN2A 

peut également subir des mutations non-sens et faux-sens affectant particulièrement P-16. Ainsi, 

les mutations de CDKN2A peuvent participer à la progression du mélanome et, avec les mutations 

NRAS, peuvent diminuer la réponse aux inhibiteurs de BRAF (103, 104). On remarque également, 

dans la plupart des cas de mélanome, une perte de fonction du suppresseur de tumeur PTEN (voir 

Figure 4) qui inhibe la signalisation PI3K/Akt. L’inhibition de PTEN active PI3K qui agit en 

synergie avec BRAFV600E. Par conséquent, l’activation de PI3K participe à la résistance aux 

inhibiteurs de BRAF (sera abordé plus en détail à la section 1.3.7.2.2). Ainsi, cibler simultanément 

les signalisations RAF/MEK/ER et PI3K/Akt pourrait rétablir l’apoptose chez les cellules 

cancéreuses résistantes aux inhibiteurs de BRAF (81). 

 

1.3.7. Traitements actuels du mélanome 

 

Détecté à un stade précoce, un mélanome localisé en superficie de la peau ou au niveau de 

ganglions lymphatiques à proximité peut être réséqué. Dans ce cas, le patient peut être guéri par la 

chirurgie uniquement et le pronostic est favorable. À un stade avancé de la maladie, cependant, les 

options de traitement sont limitées et le pronostic est beaucoup plus sombre. En effet, peu de 

patients atteignent la rémission et le mélanome est résistant à la plupart des thérapies systémiques. 

Heureusement, certains agents thérapeutiques se sont distingués et ont engendré une réponse 

favorable à long terme chez certains sous-groupes de patients (105). 

 

1.3.7.1. Chimiothérapie 

 

Il existe différentes formes de chimiothérapie, soit la chimiothérapie à agent unique, la 

polychimiothérapie et la chimiothérapie adjuvante. La polychimiothérapie consiste à administrer, 

chez une même personne, une combinaison de quelques agents thérapeutiques agissant selon 

différents mécanismes d’action dans le but de limiter la résistance au traitement et d’induire une 

réponse favorable. La thérapie adjuvante, quant à elle, est utilisée après avoir réséqué une tumeur 

chirurgicalement, afin de limiter les chances de récidive.  
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Aux États-Unis, la dacarbazine est l’agent chimiothérapeutique le plus couramment utilisé pour le 

traitement du mélanome métastasique (106). Il s’agit d’un composé de la classe des agents 

alkylants. Bien que nous ne connaissions pas le mécanisme d’action exact de la dacarbazine, il 

pourrait agir en ajoutant un groupe méthyl de manière covalente au niveau de guanines. Ceci 

perturbe les liens hydrogènes entre la guanine et la cytosine et la guanine méthylée se lie plutôt 

avec la thymine. Ce mésappariement provoque des mutations. Ces mutations sont cependant prises 

en charge par les mécanismes de réparation de l’ADN, ce qui contribue à la résistance au traitement 

(107). Un analogue de la dacarbazine, le temozolomide, a la capacité à traverser la barrière hétamo-

encéphalique. Ainsi, il peut être utilisé pour traiter des métastases au cerveau communément 

observées dans le mélanome (108). 

 

Le cisplatine et le carboplatine sont deux agents thérapeutiques de la classe des dérivés du platine 

qui peuvent être utilisés en chimiothérapie unique pour le traitement du mélanome métastatique. 

Les dérivés du platine se lient à l’ADN de manière covalente, précisément au niveau de l’azote 7 

des guanines, et entrainent la formation de ponts intra et inter-brins qui perturbent la structure en 

double hélice de l’ADN. Ainsi, le cisplatine et le carboplatine perturbent la réplication et la 

transcription de l’ADN (109). 

 

La vincristine, de son côté, est un « poison du fuseau mitotique » de la classe des vinca alkaloides. 

Elle inhibe la tubuline et bloque la synthèse des microtubules, ce qui empêche les cellules de 

progresser au-delà de la phase M du cycle cellulaire. La vincristine exerce des effets antitumoraux 

dans plusieurs cancers hématologiques et tumeurs solides, dont le mélanome. Elle peut être utilisée 

seule, mais est le plus souvent administrée en combinaison avec d’autres agents 

chimiothérapeutiques ou biologiques (110). 

 

Finalement, le paclitaxel, un composé de la classe des taxannes, exerce un effet anti-tumoral 

modéré chez les patients atteints de mélanome métastatique. Les taxannes se fixent à la tubuline 

et, contrairement aux vinca alkaloides, favorisent la polymérisation des microtubules. Ces 

microtubules ne sont cependant pas fonctionnels et activent le point de contrôle du fuseau 

mitotique. Ce point de contrôle est activé lors de perturbations dans la répartition du matériel 
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génétique au cours de la division cellulaire. Ainsi, paclitaxel arrête la réplication des cellules et 

entraine leur mort (111). 

 

1.3.7.2. Thérapies ciblées 

 

Les inhibiteurs de RAS 
 

La signalisation MAPK fait intervenir, dans cet ordre, les protéines RAS, RAF, MEK et ERK (voir 

section 1.3.5 et Figure 3). Un dysfonctionnement de la signalisation MAPK, soit causée par des 

mutations BRAF et NRAS ou par des modifications épigénétiques, est souvent observé dans le 

mélanome. Tel que vu précédemment, des mutations affectant NF1 et KIT peuvent également 

moduler cette signalisation (voir section 1.3.6). Plusieurs molécules permettant d’inhiber l’activité 

de la protéine RAS mutée existent, mais leur efficacité est limitée. L’activation et le recrutement à 

la membrane de RAS nécessitent la prénylation, soit le couplage d’un groupement farnésyl à 

l’extrémité carboxy-terminale de résidus cystéine par la farnésyltransférase (FT), et des inhibiteurs 

de la FT exerceraient des effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques qui potentialiseraient l’effet 

de certaines chimiothérapies (112). Par exemple, le SCH66336 (Lonafarnib) (voir Figure 4) 

engendre la formation de fibres de stress, composées d’actine et de myosine, altérant la 

morphologie des cellules de mélanome. Les inhibiteurs de FT induisent également une 

accumulation de P-21 (113) indépendante de RAS ainsi qu’une induction de P-27 (114), deux 

inhibiteurs de CDK qui inhibent l’activité des complexes cycline/CDK, empêchant ainsi la 

transition G1/M du cycle cellulaire. 

 
Des inhibiteurs directs de RAS furent également testés en clinique. Par exemple, BMS-214662 

inhibe HRAS (voir Figure 4), alors que L-778123 inhibe KRAS (voir Figure 4). BMS-214662 

engendre des effets secondaires importants comme la nausée, la diarrhée, des vomissement, des 

douleurs abdominales, une perte d’appétit, de la fatigue et de la fièvre (115). L-778123 engendre 

quant à lui des toxicités cardiaques caractérisées par l’élongation de l’intervalle QT corrigé pour la 

fréquence cardiaque (QTc) (116). L’intervalle QT correspond à la phase de contraction du cœur et 

varie en fonction de la fréquence cardiaque. Un allongement de l’intervalle QT est une forme 

d’arythmie caractérisée par des battements rapides et désorganisés des ventricules pouvant mener 

à une mort subite (117). L’efficacité de ces molécules pour le traitement du mélanome est 
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cependant limitée, étant donné que le mélanome présente le plus souvent des mutations NRAS et 

non les mutations HRAS et KRAS ciblées par ces molécules, et que des mécanismes alternatifs 

peuvent activer les protéines RAS chez les cellules traitées avec un inhibiteur de RAS, favorisant 

ainsi la progression tumorale et la résistance au traitement (75). 

 

Les inhibiteurs de RAF 

 

La famille RAF est quant à elle constituée de ARAF, BRAF, et CRAF (ou RAF-1). Plus de 60% 

des mélanomes avancés présentent une mutation de BRAF, la plus commune étant la substitution 

d’une valine par l’acide glutamique (V600E). L’activité de BRAFV600E est indépendante de RAS 

et la protéine mutée est dix fois plus active que sa contrepartie non mutée, ce qui mène à une 

activation constitutive de la voie MAPK et par conséquent promeut le développement du mélanome 

en favorisant la survie et la prolifération cellulaire. Certaines molécules permettent d’inhiber 

BRAFV600E et présentent une certaine efficacité clinique. Sorafenib est un inhibiteur de kinase 

originalement conçu pour cibler la mutation V600E de BRAF ainsi que sa forme non mutée. 

Certaines études ont ensuite montré que Sorafenib cible également des récepteurs à activité tyrosine 

kinase impliqués dans l’angiogenèse (VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR) ainsi que d’autres récepteurs 

impliqués dans la progression tumorale. (118, 119). Les résultats de ces dernières études suggèrent 

que les effets anti-tumoraux de Sorafenib pourraient être indépendants de l’inhibition de BRAF. 

D’autres inhibiteurs de BRAF, plus puissants et plus sélectifs, ont par conséquent été développés, 

dont PLX4032 (Vémurafénib) (voir Figure 4) et PLX4720 (95). PLX4032 empêche la croissance 

de tumeurs présentant une mutation de BRAF de façon dépendante de la dose dans un modèle de 

xénogreffe en plus de présenter un profil pharmacocinétique intéressant dans les modèles animaux. 

Dans un essai clinique de phase I, parmi les 32 patients atteints de mélanome présentant une 

mutation de BRAF et ayant été traités avec PLX4032, 24 ont atteint une rémission partielle et 3 ont 

atteint une rémission complète (120). 

 

Les inhibiteurs de MEK 

 

Les patients traités avec des inhibiteurs de BRAF développent rapidement des résistances, par 

exemple en raison d’une réactivation de la signalisation des MAPK. De plus, les inhibiteurs de 
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BRAF peuvent engendrer, de manière paradoxale, une activation de la signalisation des MAPK. Il 

existe différentes formes de RAF, soient A-RAF, B-RAF et C-RAF. De manière paradoxale, le 

traitement avec un inhibiteur de RAF dans des cellules qui expriment CRAF peut provoquer 

l’homodimérisation de ce dernier et induire son activité, ce qui conduit à la phosphorylation et à 

l’activation de MEK. Les inhibiteurs de RAF actuellement se dissocient trop rapidement pour 

permettre une inhibition adéquate de CRAF et empêcher l’activation de MEK subséquente, ce qui 

promeut la croissance tumorale (121). Ceci peut également engendrer des tumeurs secondaires, par 

exemple des CSP (122). 

 

Néanmoins, quelques inhibiteurs de MEK ont été développés. Cependant, les inhibiteurs de MEK 

offrent souvent peu de bénéfices aux patients par leur manque d’efficacité. De plus, puisque la 

signalisation des MAPK est également essentielle à la survie des cellules saines de l’organisme, 

les inhibiteurs de MEK ont un index thérapeutique étroit (123). Cependant, certaines molécules se 

sont démarquées et sont aujourd’hui utilisées en clinique. Le Trametinib est inhibiteur sélectif de 

MEK1/2 admistrée par voie orale. Même administré seul, ce dernier est efficace que la 

chimiothérapie pour le traitement des tumeurs présentant une mutation de BRAF, par exemple 

BRAFV600E ou BRAFV600K. Il permet une survie sans progression de 4.8 mois et augmente la survie 

à six mois (124). Plusieurs autres inhibiteurs de MEK ont également été développés, par exemple 

le selumetinib, le MEK162, le cobimetinib, le pimasertinib, le E6201, le TAK733, etc (125). Le 

selumetinib est un autre inhibiteur sélectif de MEK1/2 supposé être également efficace pour le 

traitement des tumeurs présentant une mutation de RAS ou de RAF. Administré seul, la molécule 

s’est toutefois montrée peu efficace en clinique lors d’une étude de phase II. Or, une seconde étude 

a montré que le selumetinib engendre une réponse partielle dans des tumeurs présentant à la fois 

une mutation de BRAF et une faible expression d’Akt (126), suggérant que la combinaison du 

selumetinib avec un inhibiteur de PI3K/Akt pourrait engendrer des résultats positifs. Depuis, 

plusieurs études cliniques se sont intéressées à la combinaison de thérapies, par exemple la 

combinaison d’un inhibiteur de MEK avec de la chimiothérapie, des inhibiteurs de RAF ou 

l’immunothérapie. 
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Combinaison de thérapies 

 

Des études cliniques ont montré que la combinaison d’un inhibiteur de RAF, par exemple le 

dabrafenib, avec un inhibiteur de MEK, par exemple Trametinib, est plus efficace qu’un inhibiteur 

de RAF administré seul pour le traitement de tumeurs présentant une mutation de BRAF (127, 128). 

Une autre étude clinique de phase 3 a montré que la combinaison du Vémurafénib et de cobimetinib 

est plus efficace que le Vémurafénib seul et allonge la période de survie sans progression chez des 

patients souffrant de mélanome présentant une mutation de BRAF (129). L’immunothérapie est 

une stratégie qui tente de rétablir la réponse immunitaire antitumorale en ciblant les molécules de 

points de contrôle immunitaire, par exemple le ligand de mort cellulaire programmée de type 1 

(PD-L1), la protéine 1 de mort cellulaire programmée (PD-1) ou CTLA-4. L’immunothérapie 

représente une percée majeure pour le traitement du mélanome et son principe de fonctionnement 

sera détaillé à la section suivante (section 1.3.7.3). Une étude clinique de phase 1 a montré que la 

combinaison d’anticorps anti-PD-L1 avec le Trametinib ou le dabrafenib est plus efficace que le 

Trametinib ou le dabrafenib seul pour le traitement du mélanome présentant une mutation de BRAF 

(130). Une autre étude clinique de phase I a comparé la combinaison d’un anticorps anti-PD-L1 

avec le Vémurafénib ou le cobimetinib par rapport à l’administration d’un inhibiteur de kinase seul 

et est arrivée au même constat. Malheureusement, la combinaison d’un inhibiteur de kinase avec 

un inhibiteur des points de contrôle immunitaire s’accompagne souvent d’effets indésirables 

importants (131). 
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Figure 4 : Mutations les plus communes de la signalisation des MAPK dans le mélanome et thérapies ciblant les récepteurs 

ou protéines constitutivement activées. La signalisation MAPK est la plus communément mutée dans le mélanome, et sa 

suractivation entraine la prolifération incontrôlée des mélanocytes. Ceci englobe les mutations BRAF, NRAS, HRAS et NF1, la 

plus commune étant la mutation V600EB-RAF. La signalisation MAPK dépend de l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase 

tels que PDGFR, VEGFR ou cKIT, qui peuvent également être la cible de mutations activatrices dans le mélanome. L’activation de 

ces récepteurs entraine un changement de conformation de RAS, qui devient actif. La mutation de RAS provoque l’activation 

constitutive de la signalisation MAPK. L’activation et le recrutement à la membrane de RAS peuvent être ciblés par des anticorps 

ou des inhibiteurs enzymatiques tels que BMS-214662, Lonafarnib et L778123. L’activation de RAS peut activer les signalisations 

RAF/MEK/ERK1/2 et PI3K/Akt/mTOR qui ensemble régulent le cycle cellulaire, le métabolisme et la synthèse de protéines afin 

d’assurer la croissance et la prolifération cellulaire. Dans la voie RAF/MEK/ERK1/2, la mutation V600E peut être inhibée par 

Sorafenib, Vémuerafénib et PLX4720. Une mutation par perte de fonction de PTEN induit l’activation constitutive de la 

signalisation PI3K/Akt/mTOR. Cette dernière est impliquée dans la traduction et la synthèse de protéines via mTOR, mais joue 

également un rôle dans l’immunosuppression en induisant STAT 3 et NF-κB. GRB 2 : Protéine 2 liée au récepteur du facteur de 

croissance. S S : Son of sevenless, G P : Guanosine triphosphate, G P : Guanosine diphosphate, R S : Virus du sarcome du rat, 

M K : Kinase activée par un mitogène. E K : Kinase régulée par des signaux extracellulaires, PT N : Homologue de la phosphatase 

et tensine, PI 2 : Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, PI 3 : Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PI K : Phosphoinositide 3-

kinase, PD 1 : Protéine kinase dépendante de PI3K, A t : Protéine kinase B TS 1 : Hamartin, TS 2 : Tuberin, mTOR 1 : Complexe 

1 de la cible fonctionnelle de la rapamycine, mTOR 2 : Complexe 2 de la cible fonctionnelle de la rapamycine, G CR : Récepteur 

couplé aux protéines G, G AQ : Sous-unité alpha de la protéine de liaison de la guanine (Gq). Figure créée à l’aide de Bioren er : 

www.biorender.com 
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1.3.7.3. Immunothérapie 

 

L’immunothérapie représente la troisième plus grande percée dans le traitement du cancer après la 

chimiothérapie et les thérapies ciblées. Elle inclut notamment des anticorps ciblant des molécules 

de points de contrôle immunitaire telles que PD-L1, PD-1 et CTLA-4 (voir section 1.5.1) (132). 

Elle inclut également le transfert de cellules immunitaires génétiquement modifiées et les vaccins. 

L’immunothérapie constitue la forme de traitement la plus efficace pour le mélanome, et représente 

souvent la seule option pour les stades avancés de la maladie comme le stade métastatique. Comme 

son nom le suggère, l’immunothérapie consiste à déjouer les mécanismes de défense mis en place 

par les cellules cancéreuses pour s’évader du système immunitaire (133). 

 

Nous sommes constamment exposés à des antigènes, par exemple des corps étrangers, des 

parasites, des virus ou des bactéries. Normalement, les antigènes sont reconnus par les cellules du 

système immunitaire et engendrent une réponse nous permettant de nous débarrasser des infections. 

Les cellules cancéreuses constituent également une substance étrangère pouvant être reconnue et 

éliminée par le système immunitaire. En effet, les cellules cancéreuses peuvent produire des 

antigènes exprimés à la surface des cellules ou libérés dans le sang. Les antigènes produits par les 

cellules cancéreuses sont regroupés en deux catégories en fonction de leur profil d’expression, 

soient les antigènes spécifiques aux tumeurs et les antigènes associés aux tumeurs. Les antigènes 

spécifiques sont le produit de gènes normalement exprimés dans le génome humain, mais qui ne 

sont pas exprimés dans les tissus normaux chez l’adulte. Cette catégorie inclut également des gènes 

présents en plusieurs copies dans les cellules cancéreuses, ainsi que des gènes présentant des 

mutations ponctuelles conduisant à une protéine anormale reconnue comme étrangère. Les 

antigènes associés aux tumeurs sont normalement faiblement exprimés dans les tissus sains, mais 

sont surexprimés dans les cellules cancéreuses (134). 

 

Les cellules dendritiques sont recrutées au site tumoral suite à la sécrétion de chimiokines comme 

CCL4 et CCL5 par les cellules cancéreuses (135, 136). Ces chimiokines, ainsi que les DAMP 

relâchés par les cellules endommagées au site tumoral, participent à la maturation des cellules 

dendritiques. Les antigènes tumoraux sont détectés par les cellules dendritiques et interagissent 

avec le complexe majeur d’histocompatibilité (CHM) présent à la surface des cellules dendritiques. 
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Les cellules dendritiques matures rejoignent les ganglions lymphatiques afin de présenter 

l’antigène aux lymphocytes T et de les activer via la formation de la synapse immunologique 

décrite à la section 1.5.1. Trois antigènes spécifiques au mélanome, soient la tyrosinase, MART-1 

(melanoma-associated antigen recognized by T cells) et MAGE (melanoma associated antigen) 

ont été essayés en clinique et les cellules dendritiques transfectées avec ces antigènes activent tant 

les lymphocytes T CD8+ que CD4+ qui reconnaissent efficacement les cellules cancéreuses (137). 

 

Les cellules cancéreuses ont développé certains mécanismes afin d’éviter d’être reconnues et 

éliminées par le système immunitaire. Par exemple, la prostaglandine 2 (PGE2) est un lipide 

impliqué dans la prolifération cellulaire et l’immunosuppression. PGE2 est produite par les 

cyclooxygénases (COX)-1 et 2 en réponse à des signaux inflammatoires et de danger. Le manque 

d’oxygène auquel sont soumises les cellules cancéreuses provoque la nécrose et induit les COX. 

COX-2 et PGE2 sont surexprimées dans le cancer. En effet, les cellules nécrotiques produisent une 

grande quantité de PGE2, ce qui inhibe l’expression et la relâche du facteur de nécrose tumoral 

(TNF)-α par les macrophages (138). PGE2 inhibe également la réponse interféron induite lors de 

l’activation des TLR, ce qui sera abordé plus en détail à la section 1.5.2. Finalement, COX-2 

promeut la sélection de macrophages de type M2 (voir section 1.5), ce qui inhibe la réponse 

immunitaire anti-tumorale et promeut la croissance tumorale (139). Des cytokines, par exemple le 

facteur de croissance transformant (TGF)-β, IL-6 et IL10 perturbent la différentiation et la 

maturation des cellules dendritiques (140-142), contribuant également à l’immunosuppression du 

TME. 

 

L’interféron (INF)-gamma active le transducteur de signal et activateur de la transcription (STAT1) 

qui induit la transcription de gènes codant pour des protéines de la machinerie de présentation 

antigénique, notamment les CMH. Certaines mutations engendrent des défauts de la présentation 

antigénique. Par exemple, la surexpression de DUX (Double Homebox), perturbe la signalisation 

d’INFγ (143). De plus, on retrouve souvent, dans le cancer, des délétions du domaine CARD 

(domaine de recrutement des caspases) de la famille des récepteurs de type NOD (NLRC5), 

normalement impliqué dans l’activation de la machinerie de présentation antigénique (144). Les 

cellules cancéreuses ont la particularité d’augmenter leur expression de PD-1 et de CTLA-4, deux 

points de contrôle immunitaire qui inhibent la réponse immunitaire dont l’expression est régulée 
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par internalisation et recyclage (145) et ubiquitination (146). L’activation des lymphocytes T 

nécessite trois signaux donnés par les cellules présentatrices d’antigène. Le premier signal est 

l’antigène lié au CMH présenté à la surface des cellules présentatrices d’antigène qui est reconnu 

par le récepteur des lymphocytes T (TCR). Un signal de co-stimulation est fourni par la liaison de 

CD28, exprimé par les lymphocytes T, à ses ligands, CD80 et CD86, exprimés par les cellules 

présentatrices d’antigène. Un premier signal d’inhibition est fourni par la liaison de PD-1, exprimé 

par les lymphocytes T, à son ligand (PD-L1, PD-L2). (147). La liaison de PD-L1 ou PD-L2 à leur 

récepteur respectif inhibe les signaux d’activation provenant du TCR et de CD28. L’antigène 4 du 

lymphocyte T cytotoxique (CTLA-4) compétitionne avec CD28 pour la liaison avec CD80 et CD86 

et la liaison de CTLA4 avec CD28 inhibe le signal de co-stimulation. Les points de contrôle 

immunitaire inhibent l’activité des lymphocytes T afin de limiter l’intensité et la durée de la 

réponse immunitaire et ainsi éviter l’auto-immunité (148). Cependant, les cellules cancéreuses 

peuvent également exprimer PD-L1 (149) et ainsi inhiber l’activité des lymphocytes T via PD-1. 

Plusieurs stratégies ont été élaborées afin d’inhiber l’expression et l’activité des points de contrôle 

immunitaire afin d’activer les lymphocytes T CD8+ à reconnaitre et éliminer les cellules 

cancéreuses. Une avenue envisagée est de moduler l’expression des points de contrôle en inhibant 

leur dégradation ou en favorisant leur glycosylation (150), la glycosylation de PD-L1 étant 

essentielle pour assurer sa stabilité et son expression. 

 

Les anticorps anti-CTLA4 et anti-PD1 sont cependant la forme la plus commune 

d’immunothérapie et permettent la plus grande chance de survie après cinq ans. Les inhibiteurs des 

points de contrôle immunitaire favorisent l’activation des lymphocytes T CD8+ dont l’effet 

cytotoxique permet d’éliminer les cellules cancéreuses. Plusieurs études cliniques montrent que 

l’ipilimumab, un anti-CTLA4, améliore à long terme la survie de patients atteints de mélanome 

métastatique pour lequel il n’y avait auparavant pas de traitement efficace (151-153). La 

combinaison d’anti-CTLA4 et d’anti-PD-1 permet d’augmenter l’efficacité et l’intensité de la 

réponse conduisant à une diminution importante de la taille de la tumeur, mais s’accompagne 

également de toxicités importantes. En effet, étant donné le mode d’action de l’immunothérapie, 

les inhibiteurs des points de contrôle immunitaire peuvent engendrer une auto-immunité (154).  
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1.3.8. Défis du traitement du mélanome 

 

1.3.8.1. Détection précoce 

 

Le mélanome comprend plusieurs sous-types de lésions qui diffèrent par leur épidémiologie, leur 

manifestation clinique et leur progression. Il est donc essentiel de pouvoir adéquatement distinguer 

chaque sous-type, connaitre les facteurs environnementaux augmentant le risque de développer 

chacun d’eux et mieux comprendre les signalisations déterminant leur évolution. 

L’histopathologie, méthode largement utilisée pour diagnostiquer le mélanome, présente des 

limitations provoquant une mésentente entre les pathologistes concernant le diagnostic de 

mélanome et de nevi bénins, soulignant le besoin d’identifier de nouveaux marqueurs permettant 

d’encadrer le diagnostic. Ceci permettrait d’augmenter la précision du diagnostic de diminuer le 

taux de faux positifs, qui résulte souvent en des chirurgies inutiles et un stress psychologique pour 

le patient, ainsi que de diminuer le taux de faux négatifs augmentant la morbidité (155). 

 
1.3.8.2. Métastase 

 
La métastase est la principale cause de décès liés au mélanome. L’âge, le sexe et la localisation de 

la tumeur constituent les principaux facteurs qui influencent les chances de réapparition du cancer. 

Les cellules de mélanome peuvent migrer vers des sites locaux comme les tissus sous-cutanés ou 

les ganglions lymphatiques, ainsi qu’à des sites distants comme les poumons, le cerveau, le foie, 

les os ou les intestins. Les chances de survie à un an pour les patients qui ont une métastase à un, 

deux ou trois sites distants sont respectivement de 36, 13 et 1%. Les métalloprotéinases matricielles 

(MMP) présentent dans le TME, notamment MMP-9, participent au remodelage de la matrice 

extracellulaire favorisant l’initiation et la progression tumorale. Les MMPs dégradent la membrane 

basale, stimulent l’invasion et participent à la vascularisation des tumeurs. Elles initient la 

transition épithélio-mésenchymateuse en dégradant des molécules d’adhésion telles que les 

intégrines et en induisant des cytokines comme TGF-β. Les intégrines permettent les interactions 

entre les cellules et avec la matrice extracellulaire. Les différentes intégrines exprimées à la surface 

des cellules de mélanome favorisent la migration des cellules de mélanome vers un organe 

spécifique donnant chacune des métastases distinctes. Par exemple, les cellules qui expriment 
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l’intégrine β1 métastasent aux poumons, alors celles qui expriment plutôt l’intégrine β3 se 

propagent aux nœuds lymphatiques (156, 157). 

 
1.3.8.3. Résistance aux traitements 

 
Près de la moitié des mélanomes présentent une mutation de la protéine BRAF, et ces mutations 

peuvent être ciblées par molécules telles que Vémurafénib, dabrafenib, et Encorafénib (82) (voir 

section 1.3.7.2). L’effet est cependant de courte durée et le temps médian entre le début du 

traitement et la progression de la maladie varie entre 5.1 et 8.8 mois (158). La résistance aux 

thérapies ciblées est une cause fréquente de l’échec du traitement et peut être engendrée par une 

mutation secondaire, une modification épigénétique du gène ciblé, une modification du 

métabolisme de la drogue ou par l’activation de voies alternatives compensant l’inhibition de la 

protéine ciblée par le traitement. Les cellules de mélanome résistantes aux inhibiteurs de BRAF 

peuvent réactiver la signalisation MAPK indépendamment de BRAF via la surexpression de CRAF 

et de ARAF, deux isoformes de RAF permettant aux cellules résistantes de conserver l’activité des 

MAPKs et promouvoir la prolifération (159) (voir section 1.3.7.2). Ces cellules sont toutefois 

sensibles aux inhibiteurs de MEK. Ces derniers permettent d’empêcher la progression de la maladie 

sans toutefois permettre la régression du cancer, ce qui suggère l’activation d’autres mécanismes 

permettant de contourner la signalisation MAPK. En effet, le traitement avec des inhibiteurs de 

BRAF engendre la sélection d’un sous-type de cellules cancéreuses qui surexpriment certains 

RTKs, notamment EGFR et PDGFRB, qui activent les signalisations RAS/MEK/ERK et 

PI3K/AKT (160). Les RTKs promeuvent la survie des cellules cancéreuses en induisant 

l’expression du facteur anti-apoptotique Mcl-1, ce qui mène à l’amplification des cellules 

résistantes aux inhibiteurs de B-RAF. 

 

L’activation d’autres isoformes de RAF, telles que ARAF ou CRAF, en plus de la suractivation de 

CRAF, peuvent mener à la réactivation de la signalisation MAPK et rétablir la prolifération (voir 

section 1.3.7.2). Les mutations de NRAS peuvent également activer la signalisation MAPK. 

Puisque les cellules présentant une mutation de NRAS ne sont pas affectées par les inhibiteurs de 

BRAF, les cellules présentant une mutation de NRAS, d’abord peu nombreuses, peuvent être 

sélectionnées et amplifiées en réponse à un traitement avec un inhibiteur de BRAF (161). On 

remarque, chez 51% à 58% des patients atteints de mélanome métastatique présentant la mutation 
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V600EBRAF, un vaste éventail d’altérations génétiques pouvant réactiver la signalisation MAPK et 

PI3K/AKT (162) même suite à un traitement avec Vémurafénib ou dabrafenib. Ces altérations 

incluent des mutations NRAS, des mutations MAPK2K1 et MAPK2K2 (163), une amplification de 

BRAF (164), des mutations KRAS (165), une réactivation de ERK (166), une perte de fonction de 

PTEN (167) pouvant réactiver la signalisation PI3K/Akt, des mutations ou une amplification de 

AKT, etc. 

 

La mutation V600EBRAF favorise l’évasion du système immunitaire. Il importe de noter qu’autant 

les inhibiteurs de BRAF que de MEK ont des effets bénéfiques sur l’immunité anti-tumorale et le 

microenvironnement tumoral. Le traitement avec des inhibiteurs de BRAF peuvent engendrer une 

augmentation de l’expression d’antigènes tumoraux tels que MART, TYRP1, TYRP2, et Gp100, 

une infiltration des cellules T CD8+ (voir section 1.3.7.3), une augmentation des molécules 

cytotoxiques sécrétées par les cellules T comme perforine et granzyme B et diminuer l’expression 

de cytokines immunosuppressives, mais peut également induire l’expression du ligand 

immunosuppressif PDL1 (168) et ainsi augmenter les chances de rechute. Les inhibiteurs de BRAF 

activent la signalisation MAPK dans les macrophages via l’expression de VEGF qui stimule la 

croissance cellulaire des macrophages et des cellules de mélanome. Les macrophages activés 

sécrètent des facteurs tels que facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines ou des 

protéinases, ce qui favorise la résistance aux inhibiteurs de BRAF et assombrit le pronostique des 

patients (162). 

 

1.3.9. Hétérogénéité du mélanome 

 

Les dommages à l’ADN engendrent une instabilité génomique pouvant provoquer des mutations. 

Ces mutations peuvent être ponctuelles, et dans ce cas elles ne touchent qu’un ou quelques 

nucléotides. Cependant, d’autres mutations peuvent affecter le génome entier. Certaines de ces 

mutations confèrent un avantage de survie aux cellules cancéreuses (169). Les tumeurs sont 

composées de différentes sous-populations de cellules, nommées « clones », chacun présentant des 

caractéristiques, notamment des altérations génétiques pouvant provoquer des changements 

phénotypiques, qui lui sont propres. On qualifie ce phénomène d’hétérogénéité intratumorale 

(170). Certaines cytokines et facteurs de croissance présents dans le microenvironnement tumoral, 



 

 

39 

par exemple le facteur de nécrose tumorale (TNF)-α, TGF-β ou le facteur de croissance des 

hépatocytes (HGF), participent à l’hétérogénéité tumorale en favorisant la sélection et la croissance 

d’un clone par rapport à un autre (171). Les thérapies anti-cancéreuses imposent une pression de 

sélection et les clones qui prospèrent sont ceux qui possèdent une résistance intrinsèque aux 

traitements ou ceux présentant des aberrations génétiques leur fournissant les outils nécessaires 

pour survivre dans un environnement hostile. Dans tous les cas, la pression de sélection promeut 

la prolifération des clones les plus aptes à s’adapter à leur environnement, ce qui contribue à la 

résistance aux traitements (172). De plus, certaines mutations typiques des cellules cancéreuses 

altèrent le métabolisme (173, 174) afin de leur permettre de proliférer dans un environnement 

hostile, souvent dépourvu de nutriments et d’oxygène. L’hétérogénéité tumorale engendre donc 

différents profils métaboliques impliqués à plusieurs niveaux dans la métastase et la résistance aux 

traitements. 

 

1.4. Reprogrammation métabolique dans le mélanome 
 

1.4.1. Remodelage métabolique et effet Warburg 

 

Les cellules cancéreuses prolifèrent rapidement, ce qui nécessite un métabolisme important et une 

grande production d’énergie. Les cellules cancéreuses présentent une augmentation de la 

consommation de glucose qu’elles fermentent sous forme de lactate, et ce, même en présence 

d’oxygène et de mitochondries fonctionnelles. On qualifie ce phénomène d’effet Warburg, qui 

fournit aux cellules cancéreuses l’adénosine triphosphate (ATP) nécessaire pour activer les voies 

de biosynthèse impliquées dans la prolifération et la progression tumorale (175). Cette particularité 

est souvent exploitée en imagerie médicale, notamment avec les IRM, les PET scan ou les CT scan, 

puisque les cellules cancéreuses, qui consomment plus de glucose que les cellules saines, absorbent 

un analogue du glucose, le FDG, qui ne peut être métabolisé et reste emprisonné à l’intérieur de la 

cellule, ce qui permet de visualiser les tumeurs (176). Pour soutenir un tel métabolisme, certains 

oncogènes tels que RAS, Myc ou le facteur induit par l’hypoxie (HIF1A), induisent le transporteur 

de glucose de classe 1 (GLUT-1) et certaines enzymes de la glycolyse telles que l’hexokinase (HK), 

la pyruvate kinase (PK), la phosphofructokinase 1 (PFK1) (voir Figure 5) et la lactate 

déshydrogénase A (LDHA) (92, 177). Ainsi, l’activation de certains proto-oncogènes et l’hypoxie 
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seraient à l’origine de l’induction de la glycolyse observée chez les cellules cancéreuses et 

l’inhibition d’enzymes de la glycolyse restaurerait l’OXPHOS. 

 

L’effet Warburg est donc une altération métabolique réversible qui semble jouer un rôle central 

dans la croissance tumorale et la métastase. Certaines études envisagent ainsi d’exploiter l’effet 

Warburg comme cible thérapeutique pour le traitement de certains cancers. Par exemple, des 

analogues du pyruvate activent la pyruvate déshydrogénase (PDH), responsable de métaboliser le 

pyruvate en AcCoA par décarboxylation oxydative. Ce dernier alimente le cycle de l’acide citrique 

et induit un remodelage métabolique en faveur d’un métabolisme mitochondrial oxydatif et de 

l’oxydation du glucose. Le métabolisme mitochondrial ainsi induit augmente la production de ROS 

et engendre la mort de la cellule par apoptose. Des inhibiteurs de la glycolyse comme le 2-Deoxy-

D-Glucose (2-DG), ainsi que l’inhibition de certaines enzymes de la glycolyse, peuvent créer une 

synergie avec différents agents chimiothérapeutiques afin d’induire l’OXPHOS et engendrer un 

stress oxydatif toxique, empêchant ainsi la progression tumorale (178). 

 

La mutation de BRAF entraine une augmentation de la consommation de glucose et de la 

production de lactate, en plus de diminuer la densité et la fonction mitochondriale ainsi que 

l’expression d’enzymes de l’OXPHOS (voir Figure 5). Ceci suggère que cette mutation diminue le 

métabolisme mitochondrial oxydatif en faveur d’un métabolisme glycolytique (179). Le facteur de 

transcription MITF joue un rôle central dans la différenciation, la croissance et la survie des 

mélanocytes (voir section 1.1.2.1) en plus de réguler l’apoptose et le cycle cellulaire (180, 181). 

MITF induit l’expression de nombreux gènes impliqués dans l’OXPHOS et la gestion du stress 

oxydatif, par exemple le co-activateur transcriptionnel PGC-1α (voir Figure 5) notamment 

impliqué dans le métabolisme énergétique de la mitochondrie (sera abordé plus en détail aux 

sections 1.8.4.1et 1.8.4.2). Puisque MITF active également des régulateurs transcriptionnels du 

métabolisme, la diminution de l’expression de MITF engendrée par une mutation de BRAF (voir 

Figure 5) peut jouer un rôle dans la reprogrammation métabolique des cellules de mélanome. En 

effet, MITF induit l’expression de gènes de l’OXPHOS (voir Figure 5), diminue la production de 

lactate et est impliqué dans la réponse au stress oxydatif (182). Les cellules présentant une mutation 

BRAF expriment peu MITF, ce qui les rend dépendantes de la glycolyse, alors que l’expression 

ectopique de MITF dans les cellules présentant une mutation BRAF induit un métabolisme 
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mitochondrial permettant de rétablir la production d’ATP. Ensemble, ces résultats soutiennent le 

rôle de MITF et de la mutation de BRAF dans la reprogrammation métabolique du mélanome (183). 

 

 
Figur  5 : Dualité entre la glycolyse et un métabolisme oxydatif dans la reprogrammation métabolique du mélanome. La 

mutation de BRAF induit HIF1A et synergise avec d’autres oncogènes tels que Myc afin de soutenir la glycolyse via l’induction de 

LDHA, GLUT1, HK et PFK1. La dépendance des cellules cancéreuses à la glycolyse peut être exploitée en thérapie avec des 

analogues du pyruvate ou des inhibiteurs de la glycolyse afin d’alimenter le CAC et de forcer l’OXPHOS. Ceci provoque un stress 

oxydatif pouvant sensibiliser les cellules cancéreuses à certaines chimiothérapies et empêcher la progression du mélanome. De plus, 

la mutation de BRAF inhibe MTIF, un élément central de la reprogrammation métabolique du mélanome. En effet, la mutation de 

BRAF, via l’inhibition de MITF, augmente la consommation de glucose et la production de lactate, alimentant la dépendance des 

cellules cancéreuses envers la glycolyse. À l’inverse, l’expression ectopique de MITF induit l’expression de gènes de l’OXPHOS 

tels que les PGC-1s (voir section 1.8.3). Ces derniers sont une famille de coactivateurs transcriptionnels qui interagissent avec des 

facteurs de transcription, par exemple les facteurs de respiration nucléaire (NRFs) afin d’induire notamment TFAM impliqué dans 

la transcription de l’ADN mitochondrial (ADNm).  EK : Kinase activée par un mitogène.  RK : Kinase régulée par des signaux 

extracellulaires, M TF : Facteur de transcription associé à la microphtalmie, HI 1A : Facteur 1-alpha induit par l’hypoxie, GL T1 : 

Transporteur de glucose de classe 1, L HA : Lactate déshydrogénase A, P K1 : Phosphofructokinase 1, HK : Hexokinase, PK : 

Pyruvate kinase,  DK : Pyruvate déshydrogénase kinase,  DH : Pyruvate déshydrogénase,  RF : Facteur 1 de respiration nucléaire, 

PG -1 : coactivateurs du récepteur gamma activé par les proliférateurs du peroxysomes, T AM : Facteur de transcription 

mitochondrial ADN grippant A. Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 
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Des thérapies ciblées permettant d’inhiber la conformation active BRAF ou de maintenir BRAF en 

conformation inactive (184) sont disponibles, mais leur efficacité est limitée et les patients 

développent rapidement une résistance aux traitements. En effet, le traitement de cellules 

présentant une mutation BRAF avec des inhibiteurs tels que Vémurafénib ou dabrafenib peut 

engendrer une réactivation de la signalisation MAPK ou mener à l’activation de signalisations 

alternatives via des récepteurs à activité tyrosine kinase induisant la voie PI3K/Akt/mTOR (184). 

De plus, l’inhibition de BRAF rétablit la fonction mitochondriale, ce qui redirige le métabolisme 

de la glycolyse vers l’OXPHOS et diminue la production de ROS. Le traitement avec des 

inhibiteurs de RAF diminue la glycolyse et rétablit la respiration mitochondriale, ce qui empêche 

la sénescence. Cette plasticité métabolique des cellules cancéreuses constitue un mécanisme de 

défense pouvant contribuer à la résistance aux inhibiteurs de BRAF/MEK et illustre l’importance 

d’explorer des approches thérapeutiques combinant des inhibiteurs de BRAF/MEK et des drogues 

altérant la synthèse et la fonction mitochondriale afin de sensibiliser le mélanome à la mort 

cellulaire induite par les traitements (185, 186). 

 

Les observations de Warburg ont longtemps laissé croire que les cellules cancéreuses induisent un 

métabolisme glycolytique en raison d’une dysfonction mitochondriale, mais nous savons 

aujourd’hui que les mitochondries des cellules cancéreuses sont fonctionnelles et aptes à supporter 

l’OXPHOS (187). Les besoins énergétiques des cellules régulent les mécanismes de fusion et de 

fission mitochondriale, respectivement responsables de la synthèse et de la dégradation des 

mitochondries, afin d’adapter la morphologie et la fonction des mitochondries. Dans le mélanome, 

la protéine 1 apparentée à la dynamine (DRP-1) régule les mécanismes de fission mitochondriale 

alors que les mitofusines 1 et 2 (MFN1 et MFN2) contrôlent les mécanismes de fusion. Un 

déséquilibre entre l’expression de DRP-1 et de MFN1/2 rend les mécanismes de fission plus 

importants que ceux de fusion. Ceci promeut la métastase et la résistance à l’apoptose en plus de 

diminuer le stress oxydatif et la production de ROS (188, 189). En effet, bien que controversées, 

certaines études suggèrent que DRP-1 est impliqué dans la relâche du cytochrome C responsable 

de l’effet cytotoxique des inducteurs de l’apoptose (190), alors que d’autres suggèrent plutôt que 

la fission mitochondriale, combinée à une diminution de l’activité de la chaine de transport des 

électrons, régule le cycle cellulaire, induit la glycolyse et diminue la production de ROS de manière 

à empêcher la mort cellulaire (191). 
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La mitochondrie apparait comme une cible thérapeutique majeure dans le traitement du mélanome 

et peut notamment être exploitée dans des thérapies adjuvantes pour augmenter la sensibilité des 

cellules cancéreuses à la chimiothérapie et à la radiothérapie (192). La mitochondrie se présente 

comme un pivot permettant à la cellule de détecter des changements dans son environnement et 

d’adapter son métabolisme afin de continuer à assurer ses besoins énergétiques, à croître et à 

proliférer malgré les contraintes que lui impose son environnement (193). 

 

1.4.2. Stress issus du microenvironnement modifiant le métabolisme 

 

1.4.2.1. Les fibroblastes associés au cancer 

 

Le microenvironnement tumoral est constitué d’éléments cellulaires tels que des fibroblastes, des 

cellules souches mésenchymateuses, des adipocytes, des péricytes, des cellules endothéliales, des 

lymphocytes et des macrophages, ainsi que des éléments non cellulaires, notamment les protéines, 

les glycoprotéines et les protéoglycans composant la matrice extracellulaire. Toutes ces 

composantes s’unissent et interagissent avec les cellules cancéreuses afin d’assurer leurs besoins 

métaboliques et énergétiques imposés par leur niveau de réplication rapide et soutenu (194). Dans 

les tumeurs solides, incluant le mélanome, les fibroblastes associés au cancer (CAFs) composent 

la plus grande partie du stroma tumoral (195). Ils sont activés par des signaux provenant du 

microenvironnement et envoyés par les tumeurs, par exemple des facteurs de croissance, des 

interleukines, des métalloprotéinases et des ROS (196). L’activation des CAFs modifie leur 

métabolisme et ces changements sont caractérisés par une augmentation de l’OXPHOS et de 

l’autophagie. En effet, l’hypoxie et le stress oxydatif, provoqué par une accumulation de ROS, 

inhibent la dégradation de HIF-1α et le stabilisent. Ceci inhibe la respiration mitochodriale et 

diminue la production de ROS. L’hypoxie et les ROS peuvent également activer le facteur de 

transcription nucléaire (NF)-κB, impliqué dans l’inflammation ainsi que dans l’immunité et dont 

le rôle sera abordé plus en détail à la section 1.5.2. NF-κB est un coactivateur transcriptionnel de 

HIF-1α. Ensemble, ils induisent un programme transcriptionnel qui régule l’autophagie et implique 

la cavéoline. La cavéoline constitue le principal élément structurel de la cavéole, une forme 

d’invagination de la membrane plasmique qui participe à l’activation de l’autophagie (197, 198). 
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Les CAFs se distinguent des autres fibroblastes par une augmentation de la sécrétion de 

composantes de la matrice extracellulaire, particulièrement des fibres de collagène, de fibronectine 

et des métalloprotéinases. Ces molécules participent au remodelage de la matrice extracellulaire, 

ce qui impacte les cellules avoisinantes en diminuant la consommation d’oxygène et l’expression 

de gènes de la glycolyse et en induisant le métabolisme de la glutamine alimentant le cycle de 

l’acide citrique. Ensemble, ces changements dans la structure de la matrice extracellulaire 

favorisent l’invasion, la métastase et la progression tumorale (199). 

 
1.4.2.2. L’hypoxie 

 

Les cellules cancéreuses prolifèrent de façon incontrôlée, souvent dans des endroits profonds et 

isolés de l’organisme. Leur apport en oxygène est insuffisant pour subvenir à leurs besoins 

énergétiques et les cellules cancéreuses se trouvent souvent en situation d’hypoxie. Les cellules 

cancéreuses s’adaptent en stimulant l’angiogenèse, soit la production de nouveaux vaisseaux 

nourriciers chargés d’alimenter les cellules cancéreuses en nutriments et en oxygène, mais 

l’hypoxie altère la structure de tels vaisseaux, empêchant l’oxygène de diffuser convenablement et 

provoquant l’apparition de zones de nécrose à l’intérieur des tumeurs. La présence de zones 

nécrotiques promeut la résistance aux traitements, corrèle positivement avec l’agressivité de la 

tumeur et assombrit le pronostic (200, 201). L’hypoxie stabilise les facteurs induits par l’hypoxie 

(HIFs), des facteurs qui régulent l’expression de gènes de la réponse à l’hypoxie. HIF est constitué 

de trois sous-unités alpha (HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α). En situation d’hypoxie, les sous-unités HIF-

1α et HIF-2α forment un hétérodimère avec le récepteur nucléaire du récepteur des hydrocarbures 

aromatiques (ARNT), également connu sous le nom de HIF-1β. Le complexe se lit alors à des 

éléments de réponse situés au niveau du promoteur de gènes de la réponse à l’hypoxie. En effet, 

HIF-1 induit l’expression de SLC2A1 et de SLC2A3, qui encodent respectivement pour les 

transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT3, en plus de réguler l’expression d’enzymes de la 

glycolyse telles que les hexokinases HK1 et HK2, la lactate déshydrogénase LDHA et la pyruvate 

kinase déshydrogénase PDK. Cette dernière phosphoryle et inhibe la pyruvate déshydrogénase. 

L’activation de PDK empêche la conversion du pyruvate en acétyl-coenzyme A (AcCoA), freinant 

par le fait même la synthèse de flavine adénine dinucléotide réduit (FADH2) et de nicotanimade 

adénine dinucléotide réduit (NADH), qui alimentent normalement le cycle de l’acide citrique (202). 
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De plus, HIF-1 diminue la biogenèse mitochondriale, favorisant plutôt leur dégradation par 

mitophagie. Ensemble, ces observations suggèrent qu’en situation d’hypoxie, les cellules 

détournent leur métabolisme en faveur de la glycolyse au détriment d’un métabolisme oxydatif. 

Ceci permet de réduire le fardeau sur les mitochondries. HIF-1 promeut la prolifération, la 

migration et l’invasion des cellules cancéreuses. Il participe également au remodelage de la matrice 

extracellulaire via l’hydroxylation des fibres de collagène, ce qui soutient son rôle dans la 

métastase. En permettant l’adaptation métabolique des cellules cancéreuses en situation de stress, 

HIF-1 participe également à la résistance aux traitements (203). 

 

1.4.2.3. Déprivation de nutriments 

 

Les cellules cancéreuses prolifèrent trop rapidement et souvent dans des endroits trop reculés de 

l’organisme pour assurer une vascularisation adéquate. L’environnement tumoral est par 

conséquent souvent pauvre en nutriments. Pour assurer leurs besoins énergétiques, le métabolisme 

du carbone des cellules cancéreuses repose sur le glucose pour la glycolyse et la production de 

lactate, ainsi que sur la glutamine. L’activation de mTORC1 dépend de la biodisponibilité de 

nutriments afin de contrôler la synthèse de protéines et la croissance cellulaire. Les nutriments, 

particulièrement les acides aminés, contrôlent l’activation de mTORC1 via TSC1/TSC2 et Rheb. 

La déprivation de nutriments inhibe mTORC1 afin d’empêcher la biosynthèse de ribosomes et 

d’induire l’autophagie (204). L’activation de l’autophagie permet de maintenir les processus 

bioénergétiques et la survie en situation de déprivation de nutriments. 

 

La déprivation de glucose peut, de son côté, augmenter le ratio  MP : ATP (augmentation de 

l’AMP), ce qui active la protéine kinase dépendante de l’AMP (AMPK). AMPK est constituée 

d’une sous-unité catalytique ainsi que de deux sous-unités régulatrices. La liaison de l’AMP active 

AMPK et permet à la kinase hépatique B1 (LKB1) de phosphoryler un résidu thréonine présent au 

niveau du domaine d’activation de la sous-unité catalytique d’AMPK (205). La déprivation de 

glucose induit la phosphorylation de l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) par AMPK. ACC est 

impliquée dans la synthèse des acides gras (voir section 1.8.4.2). De plus, la déprivation de glucose 

diminue les niveaux de NADPH et la perte du potentiel réducteur de NADPH augmente la 

production de ROS qui peuvent également activer AMPK (206). L’activation d’AMPK et de LKB1 
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lors de la déprivation de glucose pourrait induire NRF2 qui se lie à des éléments de réponse de la 

réponse antioxydate (ARE) au niveau du promoteur de MMP9. L’induction de MMP-9 favorise 

l’invasion, la métastase et l’angiogenèse. L’angiogenèse permet d’acheminer oxygène et 

nutriments vers les tumeurs et MMP-9 pourrait ainsi permettre aux cellules cancéreuses de survivre 

même en situation de déprivation de nutriments (207). La formation de ponts disulfure est une 

étape importante du repliement de plusieurs protéines. Le stress oxydatif engendré par la 

déprivation de glucose perturbe le potentiel REDOX du réticulum endoplasmique (RE) en altérant 

l’oxydation du gluthation, impliquée dans la formation de ponts disulfure. Ainsi, le stress oxydatif 

perturbe le repliement des protéines et le repliement inapproprié des protéines engendre également 

un stress oxydatif (208, 209). Une accumulation de protéines mal repliées engendre une forme de 

stress nommée « stress du RE ». Ce stress sera abordé à la section suivante. 

 
1.4.3. Stress du RE et réponse UPR 

 
1.4.3.1. Activation et signalisation 

 
Dans plusieurs cancers, on remarque une croissance tumorale rapide, une augmentation de la 

synthèse de protéines, une vascularisation inappropriée et insuffisante ainsi qu’une déprivation de 

nutriments ou de l’hypoxie, ce qui perturbe le fonctionnement du RE. Des protéines mal structurées 

s’accumulent alors dans le RE, engendrant un stress du RE perturbant l’ensemble de l’activité 

cellulaire. La cellule met en place une réponse adaptative aux protéines dépliées, nommée UPR 

(Unfolded Protein Response), dans le but de rétablir l’homéostasie et assurer sa survie. Cependant 

si le stress est trop important, ou si la réponse UPR est insuffisante, la cellule meurt par apoptose. 

La protéine régulée par le glucose GRP78 est une chaperonne critique pour le contrôle qualité des 

protéines et est liée aux senseurs de stress ATF6, PERK et IRE1. En condition de stress du RE, 

GRP78 se détache de ses partenaires. Le facteur de transcription ATF6 transloque alors au noyau 

où il active la transcription de plusieurs chaperonnes et du facteur de transcription XBP1. Une fois 

activé, la protéine transmembranaire IRE1 participe à l’épissage de l’ARNm de XBP1 et la protéine 

résultante transloque au noyau afin de réguler l’expression de gènes et de chaperonnes impliquées 

dans la prise en charge de protéines mal repliées et la dégradation associée au réticulum 

endoplasmique (ERAD). Une fois activé, PERK phosphoryle, et donc inactive, le facteur 

d’initiation de la traduction eucaryote eIF2α, ce qui réduit le fardeau sur le RE en empêchant la 
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synthèse générale de protéines. Le facteur de transcription ATF4 demeure cependant sélectivement 

traduit et, une fois activé, régule la transcription de gènes impliqués dans l’apoptose, le 

métabolisme des acides aminés, le maintien du potentiel REDOX et le repliement adéquat des 

protéines (210, 211). ATF4 participe donc à la mise en place d’un programme transcriptionnel 

permettant de rétablir l’homéostasie et d’assurer la survie des cellules. 

 

Les cellules de mélanome présentent une activation basale de la réponse UPR, caractérisée par 

l’induction de GRP78 ou par l’activation d’une signalisation impliquant la protéine homologue aux 

protéines liant les séquences stimulatrices de type CAAT (CHOP), un facteur de transcription. 

CHOP module la survie cellulaire en situation de stress par la transcription de facteurs pro et anti-

apoptotiques et en favorisant la formation d’autophagosomes et d’autolysosomes lors de 

l’autophagie (212), et ce, même en l’absence de stimuli externes. Induire le stress du RE dans des 

cellules dont la capacité d’adaptation est faible pourrait être une avenue thérapeutique intéressante 

pour le traitement de certains cancers, mais plusieurs sous-types de cellules de mélanome 

présentant un niveau de stress du RE basal s’adaptent et deviennent insensibles au stress du RE, 

activant des mécanismes les rendant résistantes à l’apoptose. L’autophagie induite en situation de 

stress du RE constitue un mécanisme de défense permettant aux cellules cancéreuses d’assurer 

leurs besoins énergétiques en situation de privation de nutriments ou suite à certains traitements 

pharmacologiques comme la chimiothérapie et la radiothérapie. L’autophagie permet alors aux 

cellules cancéreuses d’échapper à la mort cellulaire induite par différents traitements, ce qui 

promeut la métastase et la résistance aux traitements (213). Ces observations soulignent 

l’importance d’explorer attentivement les mécanismes d’adaptation des cellules cancéreuses au 

stress du RE et leur implication dans la progression tumorale. 

 

1.4.3.2. Double rôle du stress du RE dans la survie et la mort cellulaire 

 

En fonction du microenvironnement, de la cause et du niveau de stress, le stress du RE ou un 

manque d’oxygène et de nutriments peuvent induire l’autophagie, un processus lors duquel la 

cellule digère son propre contenu afin d’éliminer et de remplacer les organites et les protéines 

endommagés ou non fonctionnels. L’autophagie se présente donc comme un mécanisme de défense 

des cellules pour soutenir leurs besoins énergétiques et assurer leur survie dans un environnement 
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pauvre en nutriments. En effet, des changements dans les niveaux de nutriments et d’oxygène 

provoquent l’accumulation de protéines mal structurées au niveau du réticulum endoplasmique, 

conduisant au stress du RE, et endommagent les mitochondries en plus d’induire la production de 

ROS. L’autophagie permet, dans ce contexte, d’empêcher la mort cellulaire engendrée par la 

toxicité des organites endommagés et de rétablir l’homéostasie (214).  

 

Lors du stress du RE, la relâche de calcium du réticulum endoplasmique vers le cytosol diminue la 

concentration de calcium au niveau du réticulum endoplasmique, ce qui contribue davantage au 

stress du RE en altérant l’activité de chaperonnes et en provoquant l’accumulation de protéines mal 

structurées. Le calcium cytosolique active la kinase II dépendante de Ca2+/calmoduline (CaMKII) 

qui phosphoryle et active la protéine kinase dépendante de l’AMP (AMPK) (215, 216). En situation 

de stress énergétique, le ratio AMP/ATP est augmenté en raison d’une anomalie lors de la 

production d’ATP ou d’une augmentation de la consommation d’ATP, ce qui active AMPK. Cette 

dernière phosphoryle et active tuberin (TSC2). Tuberin est un suppresseur de tumeur qui, une fois 

associé à TSC1 (hamartin), hydrolyse le GTP en GDP. La petite protéine G homologue de RAS 

enrichie dans le cerveau (Rheb) demeure liée au GDP plutôt qu’au GTP et adopte une conformation 

inactive. Ce faisant, AMPK empêche l’activation de mTORC1 via Rheb, ce qui limite la 

prolifération cellulaire (217). La kinase activatrice de l’autophagie ULK1 (Unc-51-like autophagy 

activating kinase) forme un complexe avec les protéines spécifiques à l’autophagie Atg13 et 

Atg101 et la phosphorylation de ULK1 et de Atg13 par mTORC1 inhibe l’activité du complexe 

(218, 219). Lors de la privation de nutriments, notamment des acides aminés, mTORC1 n’est pas 

activé et se dissocie du complexe ULK1. ULK1 s’auto-active et active Atg13, ce qui induit 

l’autophagie et la formation de phagosomes afin de limiter la synthèse de lipides et de protéines en 

situation de stress. À l’inverse, lorsque les nutriments sont présents en quantité suffisante, 

mTORC1 active des procédés de biosynthèse assurant la survie et la prolifération des cellules 

(220). 

 

L’objectif principal de la réponse UPR est de protéger les cellules contre les dommages intra et 

extra-cellulaires engendrés par le stress du RE. Cependant, si l’homéostasie ne peut être rétablie, 

la cellule affectée est éliminée par apoptose. En effet, plusieurs facteurs de transcription activés en 

situation de stress du RE, tels que ATF4, ATF6 et XBP1, induisent le facteur de transcription CHOP 
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qui régule l’expression de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles que Bim, NOXA et 

PUMA. En situation de stress du RE, ces trois protéines lèvent l’inhibition qu’exerce Bcl-xL sur 

les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak, induisant un changement de conformation de ces 

dernières augmentant la perméabilité de la membrane mitochondriale et permettant ainsi la relâche 

du cytochrome C de la mitochondrie vers le cytosol. La relâche du cytochrome C provoque 

l’activation en chaîne des caspases, notamment les caspases 3, 9 et 12 exerçant une activité protéase 

(221, 222). Parmi elles, la caspase 3 clive la Poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) au niveau de 

son domaine de liaison à l’ADN situé en N-terminal, laissant en C-terminal un fragment pro-

apoptotique de 89 kDa qui présente également une activité catalytique. En cas de dommages à 

l’ADN, les cellules qui présentent la forme totale de PARP meurent par nécrose. Au contraire, au 

cours de la réponse aux dommages à l’ADN, le clivage de PARP par la caspase 3 inhibe la nécrose 

et induit un programme pro-apoptotique impliquant le fragment catalytique en C-terminal. PARP 

reconnait et se lie à l’ADN simple brin, puis utilise la nicotinamide adénine dinucléotide oxydée 

(NAD+) afin de produire des polymères d’adénosine diphosphate ribose permettant le recrutement 

de protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN. La diminution de la 

concentration de NAD+ provoquée par l’activation de PARP est une étape essentielle de l’apoptose 

(223). 

 

Le stress du RE semble induire l’apoptose par plusieurs mécanismes, et l’un d’entre eux pourrait 

impliquer la protéine régulant l’apoptose APR-2. En situation de stress cellulaire pouvant 

provoquer l’apoptose, APR-2 est relocalisée au niveau du réticulum endoplasmique, où elle induit 

la relâche de calcium dans le cytoplasme. L’augmentation du calcium cytosolique induit la 

phosphorylation, et donc l’activation, de IRE1 et de PERK, ainsi que l’activation du facteur de 

transcription ATF4 et de sa cible CHOP, indiquant un rôle du stress du RE dans l’apoptose (224). 

La phosphorylation de IRE1 permet le recrutement du facteur 2 associé aux récepteurs de facteurs 

de nécrose tumorale (TRAF) 2) à la membrane du réticulum endoplasmique, ce qui active la kinase 

1 de régulation de signaux apoptotiques (ASK1) qui phosphoryle et active à son tour c‐Jun NH2‐

terminal kinase (JNK) et p38 MAPK, suggérant une boucle de rétroaction positive dans laquelle le 

stress du RE peut réguler la signalisation des MAPK et vice versa (225). En effet, la signalisation 

des MAPK est induite en situation de stress du RE, afin de réguler l’apoptose et le cycle cellulaire 

de manière à assurer la survie des cellules en situation de stress. D’un autre côté, la signalisation 
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des MAPK régule également certains aspects de la réponse au stress, notamment l’induction de 

ERK1/2 et des MAPK JNK et p38, afin de réguler l’apoptose et le cycle cellulaire de même que 

l‘activité de facteurs transcription (CHOP) et la transcription de gènes impliquées dans la réponse 

au stress (226). Par ailleurs, APR-2 est essentielle à l’activation de la signalisation ASK1/JNK par 

IRE1, ce qui active le facteur de transcription p53(224), un suppresseur de tumeur impliqué dans 

la régulation du cycle cellulaire, de l’apoptose et de la réparation des dommages à l’ADN (227). 

La kinase JNK régule l’apoptose en activant les facteurs pro-apoptotiques BID et BIM et en 

inhibant les facteurs anti-apoptotiques BCL-XL et MCL-1. L’inhibition de ces dernières empêche 

l’inhibition de Bax et Bak, ce qui promeut la relâche du cytochrome C de la membrane 

mitochondriale et active une cascade de caspase dont l’activité protéase conduit à l’apoptose (228). 

 

1.5. Immunité du mélanome 
 
Les tumeurs cancéreuses sont très hétérogènes et on y retrouve différentes cellules immunitaires 

composant en partie le TME et affectant des processus importants tels que l’inflammation, la 

métastase et la réponse aux traitements. Le TME est ainsi constitué d’une combinaison d’éléments 

immunitaires tels que des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance, des lymphocytes 

et des macrophages ainsi que d’éléments non immunitaires tels que des vaisseaux sanguins et 

lymphatiques et des fibroblastes (229). Les changements métaboliques subits par les cellules 

cancéreuses modulent le microenvironnement tumoral, par exemple en diminuant la concentration 

de glucose et en augmentant la production d’acide lactique (230, 231) de manière à créer un 

environnement inflammatoire favorable à la progression tumorale, mais surtout de manière à 

reprogrammer les cellules immunitaires de telle sorte qu’elles adoptent un phénotype 

immunosuppresseur et pro-tumoral (232).  

 

Un exemple bien documenté de ce phénomène est l’activation alternative des macrophages. Le 

microenvironnement module le phénotype des macrophages associés aux tumeurs (TAM) recrutés 

au site tumoral. Les cellules cancéreuses fermentent le pyruvate produit lors de la glycolyse sous 

forme de lactate, et ce, même en présence d’oxygène afin de rapidement produire suffisamment de 

macromolécules pour alimenter les voies de biosynthèse assurant leur prolifération soutenue (233). 

On remarque ainsi, dans le microenvironnement tumoral, une forte concentration de lactate 
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corrélant avec le niveau d’activité de l’isoforme M2 de la pyruvate kinase (Pmk2), une enzyme 

majeure de la glycolyse. Le lactate présent dans le microenvironnement stabilise HIF-1α (234) qui 

est nécessaire à l’induction du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) et de de 

l’arginase (Arg1). VEGF est impliqué dans la formation de nouveaux vaisseaux nourriciers (235). 

De son côté, l’arginase (Arg1) active des voies de biosynthèse impliquées dans la prolifération et 

la production de collagène en plus de permettre la détoxification de l’ammoniac provenant du 

métabolisme des acides aminés (236). Ensemble, VEGF et Arg1 favorisent la progression 

tumorale.  

 

Les TAM exposés à un environnement riche en lactate surexpriment la molécule apparentée à la 

résistine (FIZZ1, RELMα) ainsi que les lectines galectines de type C (MGL1 et MGL2), toutes 

caractéristiques de l’activation alternative des macrophages (234). On qualifie un tel phénotype de 

« M2 » par opposition aux macrophages « M1 ». Les macrophages de type M1 sont pro-

inflammatoires et coordonnent une réponse immunitaire impliquant les lymphocytes T 

cytotoxiques et les cellules NK. Cette réponse permet d’éliminer les cellules cancéreuses. Les TAM 

présentant un phénotype dit M2 ont une grande capacité de phagocytose. Ils produisent des facteurs 

pro-angiogéniques, sont impliqués dans la synthèse de la matrice extracellulaire et jouent un rôle 

dans la réparation des dommages tissulaires. Ils induisent une réponse impliquant les cellules T 

auxiliaires Th2 et les cellules T régulatrices en plus d’inhiber les cellules T cytotoxiques dans le 

but d’engendrer une immunosuppression locale favorisant la progression tumorale (237). Le TME 

régule ainsi le recrutement et la fonction de cellules immunitaires au cœur des tumeurs, affectant 

par le fait même des procédés clés de la tumorigenèse tels que la métastase et l’évasion. 

 

1.5.1. Polarisation des tumeurs chaudes ou froides et impact du TME 

 

Les chimiokines, une sous-catégorie de cytokine, comprennent plusieurs interleukines et autres 

facteurs inflammatoires. Les chimiokines peuvent être sécrétées par les cellules cancéreuses et les 

cellules stromales dans le TME. L’expression de ces chimiokines peut être régulée par plusieurs 

facteurs génétiques et épigénétiques. Une modification épigénétique des histones et la méthylation 

de l’ADN répriment l’expression de plusieurs chimiokines, par exemple CXCL14 ou CCL4, ce qui 

empêche le recrutement de cellules dendritiques et de cellules T effectrices au site tumoral et 
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diminue l’efficacité de plusieurs immunothérapies ciblant les points de contrôle immunitaire (238). 

De plus, certaines mutations causant l’activation ou la surexpression du récepteur de CXCL12, 

CXCR4 (CD184), participe à l’inflammation et empêche le recrutement de cellules immunitaires 

matures, ce qui favorise la croissance tumorale et la métastase (239, 240). Les chimiokines attirent 

plusieurs cellules immunitaires au site tumoral, notamment des neutrophiles, des cellules 

dendritiques, des cellules NK et des macrophages, induisant leur activation et leur différenciation 

(241). La présence ou non de cellules immunitaires et leur phénotype affectent la métastase, 

l’invasion et la réponse aux traitements, notamment l’immunothérapie (242, 243). Selon la 

présence ou non de cellules immunitaires, une tumeur peut être qualifiée de « chaude » ou 

« froide », cette dernière catégorie pouvant être subdivisée en fonction de la distribution de 

certaines cellules au sein de la tumeur (244). La manipulation de certains procédés génétiques et 

épigénétiques peut réguler le recrutement de cellules immunitaires au site tumoral, altérer leur 

phénotype et favoriser la progression ou la régression des tumeurs. 

 

Dans les tumeurs chaudes, la présence de chimiokines telles que CXCL9, CXCL10 et CCL5 ainsi 

que l’interféron gamma (INFγ) au niveau du TME favorise l’activation des lymphocytes TCD8 

cytotoxiques et leur migration au site tumoral. Par rétroaction, INFγ induit deux molécules 

immunosuppressives qu’on qualifie de « point de contrôle immunitaire », soient l’idoleamine 2,3-

désoxygénase (IDO) et PD-L1 (voir section 1.3.7.3) (245). Le premier, IDO, est impliqué dans le 

catabolisme du tryptophane, dont les sous-produits de dégradation exercent des fonctions 

immunomodulatrices. Les métabolites du tryptophane engendrent un environnement 

immunosuppresseur favorable à la prolifération des cellules T régulatrices en plus de provoquer 

l’apoptose des lymphocytes T auxiliaires. Ainsi, IDO favorise la progression tumorale et l’évasion 

en inhibant l’immunité anti-tumorale (246, 247). De son côté PD-L1 est le ligand du récepteur de 

PD-1 présent à la surface des lymphocytes T. 

 

L’activation des lymphocytes T est complexe et nécessite des signaux de costimulation. Les 

cellules cancéreuses sont soumises à différents stress, par exemple le manque de nutriments ou 

d’oxygène, de même qu’une instabilité génomique engendrée par leur prolifération rapide. Ces 

différents stress peuvent provoquer la mort des cellules par apoptose ou nécrose. Le stress et les 

différents mécanismes de mort cellulaires engendrent la relâche de signaux moléculaires associés 
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au danger (DAMP) qui incluent l’ATP, des protéines de choc thermique (HSP) ou le groupe de 

haute mobilité 1 (HMGB1) (248). Les DAMPs sont reconnus par les récepteurs toll-like (TLR) 

exprimés par les cellules dendritiques, ce qui engendre une réponse immunitaire et inflammatoire 

caractérisée par l’activation de NF-κB et du facteur 3 de régulation de l’interféron (IRF3) et la 

production de cytokines inflammatoires (249). Les cellules dendritiques expriment, au niveau du 

CMH présent à leur surface, un antigène qui est reconnu par le TCR. Ces antigènes sont reconnus 

comme étrangers et déclenchent une réponse immunitaire. Ils incluent des protéines anormales ou 

surexprimées provenant de mutations ciblant souvent des proto-oncogènes ou des gènes 

suppresseurs de tumeurs. L’activation des TLR des cellules dendritiques induit l’expression des 

molécules de co-stimulation CD80 et CD86 qui se lient au récepteur CD28 exprimé par les 

lymphocytes T, permettant ainsi de compléter la synapse immunologique. Cette dernière permet la 

relâche d’IL-2 nécessaire à l’activation des lymphocytes T qui deviendront des cellules 

cytotoxiques (250, 251). Afin de finement réguler l’homéostasie des lymphocytes T et la réponse 

immunitaire, et ainsi éviter l’auto-immunité, les ligands CD80 et CD86 exprimés par les cellules 

dendritiques lient CTLA-4, ce qui inhibe l’activation des lymphocytes T. De même, l’interaction 

de PD-1 avec un de ses ligands, PD-L1 ou PD-L2, inhibe également les lymphocytes T. On 

remarque, dans plusieurs tumeurs, une induction de PD-L1, ce qui induit l’apoptose des 

lymphocytes T, empêche la production de granzyme, de perforine, et de cytokines inflammatoires 

en plus de diminuer la production de cytokines immunosuppressives et anti-inflammatoires telle 

qu’IL-10, ce qui favorise l’évasion tumorale (252, 253). Les interventions ciblant CTLA4 et PD-

1/PD-L1 sont au cœur de l’immunothérapie (tel que détaillé à la section 1.3.7.3) et permettent de 

lever l’inhibition induite par certaines tumeurs sur la réponse immunitaire, favorisant ainsi la 

reconnaissance et l’élimination des cellules cancéreuses. 

 

Dans les tumeurs froides, les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) sont soit totalement absents, soit 

concentrés en périphérie sans pouvoir infiltrer la tumeur. On remarque toutefois la présence de 

lymphocytes T régulateurs (Trég) et de TAMs dont le rôle immunosuppresseur fut décrit à la 

section 1.5. Les Trég expriment des points de contrôle immunitaire, notamment CTLA-4, ou 

d’autres molécules immunosuppressives et produisent des cytokines anti-inflammatoires afin 

d’inhiber les lymphocytes T CD8+. De plus, les Trég peuvent produire des granules de perforine 

et de granzyme afin d’éliminer les lymphocytes T auxiliaires (CD4+) et d’inhiber la prolifération 
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des lymphocytes B, ce qui diminue la réponse anti-tumorale (254). Finalement, l’AMP cyclique 

(AMPc) diminue la production d’IL-2 en réprimant sa transcription, puisque l’activation de la 

protéine kinase A par l’AMPc induit des répresseurs qui interagissent avec des co-activateurs 

transcriptionnels au niveau des éléments de réponse de gènes cibles (255, 256). Comme mentionné 

précédemment, les cellules dendritiques sont essentielles à l’activation des lymphocytes T CD8+ et 

permettent donc à l’immunité innée de commander la mise en place d’une réponse immunitaire 

adaptative efficace. Les cellules dendritiques proviennent de cellules myéloides progénitrices. 

Elles empruntent la circulation et atteignent les ganglions lymphatiques où la présence de signaux 

de dangers tels que les PAMPs et les DAMPs provoque des changements structurels et 

métaboliques en plus d’altérer l’expression de protéines de surface et la sécrétion de cytokines, 

favorisant ainsi les processus de présentation antigénique et d’activation des lymphocytes T CD8+ 

(257). Les cellules dendritiques peuvent être séparées en différentes classes en fonction de leur 

localisation et de l’expression de certaines glycoprotéines utilisées comme marqueur pour le 

phénotypage des cellules immunitaires. Les cellules dendritiques impliquées dans la présentation 

antigénique sont dites classiques (cDC). Elles expriment fortement le facteur de transcription à 

glissière à leucine apparenté à ATF3 (BATF3) impliqué dans la différenciation et la maturation des 

cDC et dans la mise en place d’une réponse immunitaire employant l’interféron qui empêche la 

progression tumorale. En effet, l’interaction de BATF3 avec sa cible IRF8 est essentielle à la 

maturation des cellules dendritiques et la perte d’expression de BATF3, bien qu’elle n’empêche 

pas la présentation antigénique ni le développement des cDC, indépendamment de IRF8 

 
1.5.2. Immunoédition du cancer et son interaction avec le microenvironnement 

 
Les cellules cancéreuses sont capables d’induire un microenvironnement diminuant la réponse 

immunitaire dirigée contre elles, d’activer des points de contrôle inhibiteur du système 

immunitaire, de sécréter des cytokines immunosuppressives, d’altérer la présentation antigénique 

et de produire des facteurs pro-apoptotiques. Le système immunitaire est normalement capable de 

reconnaitre et d’éliminer les cellules cancéreuses, mais permet également la sélection d’un sous-

type de cellules cancéreuses, moins immunogènes, capables d’éviter la reconnaissance par le 

système immunitaire et de continuer à croître. Le processus par lequel les cellules cancéreuses 

s’évadent du système immunitaire se nomme « immunoédition » et se déroule en quatre étapes. 

Tout d’abord, les systèmes immunitaires inné et adaptatif, en particulier les cellules tueuses 
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naturelles (NK) et les lymphocytes T, ainsi que des molécules immunorégulatrices telles que l’INFγ 

et l’IL-12, permettent la reconnaissance et la destruction des cellules cancéreuses, ce qui empêche 

la progression des tumeurs. Ensuite, un état d’équilibre s’installe entre le système immunitaire qui 

élimine les cellules cancéreuses et les cellules cancéreuses qui subissent des transformations leur 

permettant de proliférer malgré la pression exercée par le système immunitaire. Finalement, la 

pression sélective exercée par le système immunitaire durant la phase d’équilibre permet 

l’émergence d’un clone tumoral menant au développement d’une tumeur capable de croître dans 

un hôte immunocompétent. La plupart des antigènes exprimés par les cellules cancéreuses sont des 

marqueurs spécifiques à un tissu et sont également exprimés par les cellules saines. Les tumeurs 

ont la capacité d’engendrer l’anergie des lymphocytes. L’anergie est un système par lesquels les 

lymphocytes T reconnaissent et deviennent tolérants aux antigènes du « soi ». L’anergie induite 

par les tumeurs peut expliquer la faible capacité du système immunitaire à reconnaitre les cellules 

cancéreuses. Cette tolérance des cellules immunitaires aux antigènes tumoraux diminue l’efficacité 

de plusieurs approches thérapeutiques (258). 

 
1.5.3. Rôle de l’inflammation dans le mélanome 

 
Le microenvironnement tumoral généré par le mélanome est souvent inflammatoire et 

immunosuppressif et promeut l’initiation du cancer, la survie des cellules cancéreuses, 

l’angiogenèse, la métastase et module la réponse de la tumeur aux hormones et autres agents 

chimiothérapeutiques. Deux procédés mènent à la formation d’un microenvironnement tumoral 

inflammatoire : la voie intrinsèque et la voie extrinsèque. Dans la voie intrinsèque, les cellules qui 

subissent des modifications génétiques, par exemple des mutations, un réarrangement 

chromosomique ou une amplification, menant à l’activation d’oncogènes (HRAS, NRAS, MYC) ou 

à l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs (P16/INKA4) produisent des médiateurs 

inflammatoires et génèrent un environnement inflammatoire au sein des tumeurs. Dans la voie 

extrinsèque, l’infection par des pathogènes, les radiations et l’exposition à certains produits 

chimiques génèrent un stress oxydatif sous forme de ROS et d’espèces réactives nitrées. Ce stress 

oxydatif mène à une inflammation chronique pouvant augmenter le risque de développer un cancer. 

Les ROS jouent un rôle dans le métabolisme, le cycle cellulaire et la carcinogenèse. Les deux 

processus activent des facteurs de transcription tels que NF-κB, STAT3 et HIF1A qui induisent à 

leur tour la production de molécules pro-inflammatoires comme des cytokines (TNF-α, IL-6, IL-
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1), des chimiokines (CCL2, CXCL8), des cyclooxygénases (COX-2) et des prostaglandines. 

L’oxyde nitrique (NO), les cytokines et les ROS participent à l’activation de voies de signalisation 

telles que NF-κB et AP-1, impliquées dans la croissance cellulaire, la prolifération et l’apoptose. 

 

NF-κB et STAT sont les deux facteurs de transcription les plus importants dans l’inflammation et 

sont constitutivement activés dans le mélanome. Ils jouent un rôle majeur dans la tumorigenèse en 

régulant l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation, la survie, la prolifération, l’invasion, 

l’angiogenèse et la métastase. NF-κB régule également l’expression de gènes médiant l’apoptose. 

NF-κB peut être activé par TNF-α, l’IL-1β, les lipopolysaccharides (LPS), les rayons UV, les 

radiations ionisantes et certaines bactéries ou virus. L’activation de NF-κB est importante pour la 

migration et la différenciation des cellules épidermiques. Les STATs sont quant à elles activées 

par des facteurs de croissance (EGFR), des cytokines (IL-6, IL-17, IL-22) et, grâce à leur domaine 

de liaison à l’ADN, lient le promoteur de gènes de la réponse de type « interféron ». Lest STATs 

régulent la survie et la croissance cellulaire, mais jouent également un rôle dans l’inflammation et 

la tumorigenèse. En effet, STAT3 inhibe la production d’IL-12 et d’INFγ nécessaires à l’activité 

anti-tumorale des lymphocyes T auxiliaires. De plus, l’interaction de STAT3 avec NF-κB stimule 

l’activité transcriptionnelle de NF-κB et les deux peuvent lier le promoteur de gènes cibles, par 

exemple impliqués dans l’angiogenèse ou l’hypoxie, afin d’induire leur expression de manière 

synergique (259). 

 

Certaines chimiokines et cytokines jouent un rôle dans l’inflammation, l’angiogenèse et la 

tumorigenèse. Lorsqu’elle est constitutivement exprimée, CXCL1, une chimiokine, peut induire 

des dommages tissulaires et activer NF-κB. Les cellules présentant une mutation de RAS 

surexpriment CXCL1, et ce dernier participe à la transformation de cellules pré-néoplasiques en 

cellules néoplasiques via la phosphorylation de IκBα. Une fois phosphrylé, IκBα se sépare de NF-

κB et libère des signaux de localisation permettant la localisation de ce dernier au noyau où il induit 

la transcription de gènes impliqués dans l’invasion et la prolifération. De son côté, IL6 est exprimé 

par les monocytes et les macrophages mais peut également être exprimé par les cellules cancéreuses 

du sein, de la prostate et des ovaires. IL-6 joue un rôle dans l’apoptose, la prolifération des cellules 

cancéreuses, l’angiogenèse, la migration et la métastase (260). Finalement, IL-1 peut stimuler et 

recruter des cellules myéloïdes suppressives (MDSC) au site tumoral. Ces dernières vont modifier 
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une tyrosine kinase spécifique aux lymphocytes T (LCK) pour empêcher leur activation et ainsi 

engendrer un microenvironnement immunosuppresseur. L’IL-1 promeut l’angiogenèse, la 

croissance tumorale, la métastase en plus d’activer l’inflammasome. (261, 262). 

 

Comme mentionné précédemment (voir section 1.4.1), la prolifération rapide et soutenue des 

cellules cancéreuses engendre d’importantes demandes en nutriments et en oxygène qui ne peuvent 

être comblées par le TME et les cellules cancéreuses doivent adopter différentes transformations 

métaboliques afin de s’adapter à un environnement hostile et d’assurer leurs besoins énergétiques 

(263, 264). Ces changements métaboliques participent à l’inflammation dans le TME, favorisant 

ainsi la tumorigenèse et la progression tumorale. À l’inverse, l’inflammation peut également 

moduler d’importants processus métaboliques. (265). En effet, les cellules cancéreuses produisent 

de nombreuses cytokines et chimiokines inflammatoires, par exemple IL-6, CCL2 et CXCL8, qui 

participent au recrutement de cellules immunitaires, notamment des macrophages, au site tumoral 

et à l’angiogenèse (266, 267). D’un autre côté, l’inflammation provoque la polarisation des 

macrophages en macrophages pro-inflammatoires sécrétant différentes cytokines inflammatoires, 

notamment IL-10, CCL4, CCL13 et CCL17 (268).  

 

L’inflammation induit plusieurs facteurs de transcription sensibles au stress oxydatif, par exemple 

NF-κB, HIF1A et la famille des STAT, qui régulent l’expression de cytokines et chimiokines 

inflammatoires impliquées dans la tumorigenèse, mais également de plusieurs enzymes oxydantes, 

notamment la NADPH oxydase (NOX). Cette dernière produit des anions superoxyde (O2-) en 

catalysant l’oxydation du NADPH en NADP+ (269). Bien que les ROS exercent des rôles 

bénéfiques via leur implication dans la présentation antigénique (270) et l’homéostasie des cellules 

immunitaires (271), une production délétère de ROS qui surpasserait les défenses antioxydantes de 

l’organisme engendre un stress oxydatif pouvant endommager l’ADN mitochondrial (mtDNA) et 

altérer la fonction des complexes de la chaine de transport des électrons (ETC) impliqués dans la 

respiration mitochondriale. L’ETC permet de réduire l’oxygène, l’accepteur final de la chaine, en 

molécules d’eau à l’intérieur de la matrice mitochondriale. Un dysfonctionnement de l’ETC 

engendre cependant la formation de ROS mitochondriaux puisque le transfert partiel d’électrons 

vers l’oxygène ou la fuite d’électrons hors de la chaine qui ne réduiront que partiellement l’oxygène 

engendre la formation d’ions superoxyde (O2-) et peroxyde (O22-) (272). Les ROS ainsi produits 
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activent l’inflammasome et provoquent des dommages à l’ADN. Ces dommages engendrent une 

instabilité génomique et des mutations facilitant la progression tumorale. S’installe alors un cercle 

vicieux dans lequel les ROS engendrent des dommages mitochondriaux et altèrent le métabolisme 

mitochondrial, ce qui maintient la production de ROS mitochondriaux (273). 

 

L’inflammation exerce un rôle à double tranchant dans la progression tumorale. L’inflammation 

permet le recrutement de cellules immunitaires au site tumoral. Par exemple, les lymphocytes T 

empêchent la métastase et leur activité cytotoxique permet d’éliminer les cellules cancéreuses 

(274). Les cellules tueuses naturelles (NK) libèrent quant à elles des chimiokines et des cytokines 

inflammatoires telles que l’interleukine (IL)-2, IL-12, et IL-15 ainsi qu’INFα et INFγ. Ces 

dernières, tout comme les granules de perforine et granzyme responsables de l’activité cytotoxique 

des cellules NK, font partie de la réponse immunitaire innée permettant d’éliminer les cellules 

cancéreuses (275, 276). D’un autre côté, les neutrophiles exercent des effets à la fois pro et anti-

tumoral. En effet, les neutrophiles peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigènes 

(APC) afin d’activer les lymphocytes T. Les neutrophiles sont capables de reconnaitre et d’éliminer 

les cellules cancéreuses recouvertes d’anticorps et participent ainsi à la cytotoxicité dépendante des 

anticorps. Finalement, ils peuvent également tuer les cellules cancéreuses en libérant des ROS 

(277). 

 

Les neutrophiles peuvent participer à la progression et à la croissance tumorale en favorisant 

l’angiogenèse. Ils sécrètent également des métalloprotéinases telles que MMP9 et des leucotriènes 

impliqués dans l’invasion et la métastase (278). Certaines chimiokines et cytokines relâchées dans 

le microenvironnement tumoral par les neutrophiles sont pro-tumorales, par exemple IL-6, IL-8 et 

le facteur de croissance transformant (TGF- β), ce dernier jouant également un rôle dans la 

métastase (279). Une inflammation persistante et non résolue est au cœur de plusieurs pathologies. 

L’inflammation chronique engendre un microenvironnement tumoral immunosuppresseur, 

favorisant la tumorigenèse et la métastase, et promeut la résistance aux traitements. En effet, on 

retrouve, dans le microenvironnement tumoral inflammatoire, des cytokines et des cellules 

immunosuppressives tels que des lymphocytes T régulateurs et des macrophages M2 

immunosuppresseurs. L’inflammation chronique peut ainsi participer à la progression tumorale par 

l’activation d’oncogènes, par la production de ROS, en engendrant des dommages à l’ADN ou en 
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activant les signalisations NF-κB, p53, MAPK, JAK-STAT et PI3K/AKT, pour la plupart 

impliquées dans l’immunosurveillance et la réponse à l’immunothérapie (280). 

 

Mieux comprendre la complexité de l’interrelation entre la reprogrammation métabolique des 

cellules cancéreuses et le TEM, ainsi que les mécanismes par lesquels ces processus fondamentaux 

s’unissent pour moduler la réponse immunitaire, est essentiel à notre compréhension globale du 

cancer, mais aussi de plusieurs autres maladies métaboliques et immunitaires. 

 

1.6. Description des principales voies métaboliques des cellules cancéreuses 

 

La mitochondrie est une organelle à double membrane possédant son propre génome (mtDNA) qui 

encode pour 13 protéines impliquées dans le métabolisme mitochondrial oxydatif (OXPHOS), 

deux ARN ribosomaux ainsi que 22 ARN de transfert impliqués dans la traduction, le reste des 

protéines mitochondriales étant encodées par le génome nucléaire. L’étude MitoCarta recense 1136 

gènes encodant pour des protéines mitochondriales chez l’humain catégorisées en fonction de la 

localisation de la protéine pour laquelle ils codent et de leur fonction. Les transcrits sont répertoriés 

dans un outil accessible gratuitement (h ttp://www.broadinstitute.org/mitocarta). Cette étude 

soutient que 99% des protéines mitochondriales sont encodées par le génome nucléaire et 

l’interaction entre le génome mitochondrial et nucléaire est essentielle à l’expression de gènes de 

la biogenèse et de la fonction mitochondriale (281). La mitochondrie est largement responsable de 

la production énergétique des cellules sous forme d’ATP, l’OXPHOS étant plus efficace et 

produisant plus d’énergie par molécule de glucose que la glycolyse (282). Toutefois, les 

observations de Warburg soutenant que les cellules cancéreuses augmentent leur consommation de 

glucose et favorisent un métabolisme glycolytique même en présence d’oxygène, un phénomène 

qualifié de glycolyse aérobie et décrit à la section 1.4.1, laissent penser qu’une dysfonction 

mitochondriale pouvant être provoquée par un manque d’oxygène dans le TEM (voir section 

1.4.2.2) empêche un métabolisme mitochondrial et une OXPHOS optimale (283). 

 

L’absence d’oxygène dans le TEM stabilise HIF-1α qui induit la glycolyse et par conséquent la 

production d’acide lactique (284). De plus, les cellules cancéreuses activent une branche du 

métabolisme du glucose, la voie des pentoses phosphates (PPP), impliquée dans la croissance et la 
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prolifération des cellules en produisant les métabolites nécessaires à la synthèse d’acides gras, 

d’acides aminés et de nucléotides. La voie PPP comprend une phase oxydative et une phase non 

oxydative. La phase oxydative consiste à convertir le glucose-6-phosphate (G6P) en ribulose-5-

phosphate, un précurseur de la synthèse des nucléotides. Les réactions d’oxydoréduction et de 

décarboxylation réalisées dans la voie PPP engendrent la synthèse de NADPH impliqué dans les 

défenses antioxydantes en situation de stress et de dioxyde de carbone (CO2) (285). Le ribulose-5-

phosphate produit lors de la phase oxydative est ensuite utilisé par la branche non oxydative de la 

voie PPP afin de produire deux molécules de fructose-6-phosphate (F6P) et une molécule de 

glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) (voir Figure 6) qui seront métabolisées en précurseurs de la 

biosynthèse d’acides aminés et d’acides nucléiques (286).  

 

L’acide lactique produit lors de la glycolyse et le CO2 produit par la voie PPP contribuent à 

l’acidification du TEM, qualifiée d’acidose, le pH influençant la survie, la croissance et le 

développement cellulaire. L’acidification promeut la métastase ainsi que la résistance aux 

traitements, inhibe la réponse immunitaire dirigée contre les tumeurs en plus de réguler des 

procédés tels que la résistance à l’apoptose. En empêchant la co-stimulation des lymphocytes 

CD8+, l’acidose provoque leur anergie, ce qui diminue l’activité cytotoxique, la production de 

cytokines et la signalisation du TCR (287, 288). L’hypoxie et la production de lactate lors de la 

glycolyse induisent des facteurs angiogéniques qui recrutent des TAMs au site tumoral. Ces 

derniers produisent des facteurs pro-angiogéniques tels que VEGF, TNF-α et IL-8, ainsi que des 

métalloprotéinases qui altèrent la matrice extracellulaire et la structure des néovaisseaux, 

participant ainsi à l’invasion et la métastase (289). Ceci illustre bien comment la tumeur exploite 

son environnement à son avantage pour induire une immunosuppression favorisant la migration et 

l’invasion. 

 

Nous savons aujourd’hui que les tumeurs sont très hétérogènes, comme abordé plus en détail à la 

section 1.3.9, et peuvent présenter plusieurs profils métaboliques différents. Ayant été démontré 

que la fonction mitochondriale demeure intacte dans plusieurs cancers, plusieurs sous-types de 

mélanome favorisent l’OXPHOS en condition aérobie pour assurer leurs besoins énergétiques et 

métaboliques (290). Dans ce processus, le pyruvate produit lors de la glycolyse est oxydé sous 

forme d’AcCoA qui réagit avec une molécule d’oxaloacétate pour former une molécule de citrate. 
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Des réactions de décarboxylation oxydative métabolisent le citrate sous forme d’alpha 

cétoglutarate (α-KG) puis de succinyl-CoA, ce qui génère deux molécules de CO2 et deux 

molécules de NADH. Le succinyl-CoA est ensuite transformé en succinate qui sera oxydé sous 

forme de furamate par la succinate déshydrogénase (SDH), une enzyme faisant partie de la chaine 

de transport des électrons. Ceci permet de transférer deux atomes d’hydrogène à la flavine adénine 

dinucléotide (FAD) et ainsi produire deux molécules de FADH. Le furamate est finalement 

converti en malate puis en oxaloacétate, permettant ainsi de perpétuer le cycle de l’acide citrique 

(CAC) (voir Figure 6). Le FADH produit par le CAC transfère des électrons à l’ETC, composée 

de cinq complexes protéiques situés dans la membrane interne des mitochondries (291) (voir Figure 

6). Le transfert d’électrons d’un complexe à un autre génère un potentiel membranaire permettant 

la production de 30 à 36 molécules d’ATP par molécule de glucose, ce qui est plus efficace que la 

glycolyse produisant deux molécules d’ATP par molécule de glucose (292). 
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Figure  6 : Voies métaboliques principales soutenant la synthèse de pyruvate et la production mitochondriale d’ATP (293-

295). Différents facteurs environnementaux, notamment la présence ou non d’oxygène ainsi que le statut énergétique des cellules, 

modulent la fonction mitochondriale. L’hypoxie détourne le métabolisme du glucose en faveur de la glycolyse et de la fermentation 

du pyruvate sous forme de lactate directement dans le cytoplasme. À l’inverse, en présence d’oxygène, l’AcCoA produit par la 

dégradation du glucose (oxydation du pyruvate produit par la glycolyse, voie des PPP) et l’oxydation des acides gras peut être capté 

par la mitochondrie afin d’alimenter le CAC. L’AcCoA subit alors plusieurs réactions successives d’oxydation et de carboxylation 

permettant de produire des molécules de CO2, de FADH2 et de NADH. Les molécules de FADH2 et de NADH fournissent des 

électrons à l’ETC composée de cinq complexes protéiques situés au niveau de la membrane de la mitochondrie. Le passage 

d’électrons d’un complexe à un autre active des pompes à protons qui provoquent l’accumulation d’ions H+ au niveau de l’espace 

intermembranaire des mitochondries, engendrant ainsi un potentiel membranaire. Ce dernier génère suffisamment d’énergie pour 

activer l’ATP synthase, permettant de phosphoryler l’ADP pour produire de l’ATP.  AD : Flavine adénine dinucléotide, FA H2 : 

Forme réduite de la flavine adénine dinucléotide,  DH : Succinate déshydrogénase, N D+ : Nicotinamide adénine dinucléotide 

oxydée, N DH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphatase,  TP : Adénosine triphosphate,  DP : Adénosine diphosphate,  AC : 

Cycle de l’acide cytrique. Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 

 

1.7. Rôle de la mitochondrie dans la réponse immunitaire 

 

Les PAMP et DAMP (voir section 1.5.1) sont détectés par les récepteurs de reconnaissance de 

motifs moléculaires (PRR). Ces derniers sont répartis en différentes classes, soient les PRR 

transmembranaires, les PRR cytosoliques et les PRR sécrétés. Les PRR transmembranaires 

incluent les TLR (voir section 1.5.1) et les récepteurs de lectines de type C. Les PRR cytosoliques 

incluent les récepteurs de type gène 1 induits par l’acide rétïnoique (RLR) et les récepteurs de type 

NOD (NLR). Les PRR reconnaissent des signaux invariables spécifiques aux microbes et partagés 

par les membres d’une même classe. Ainsi, les TLR détectent les lipopolysaccharides exprimés au 

niveau de la membrane des bactéries à Gram négatif, des acides nucléiques provenant du matériel 

génétique microbien (296). Les récepteurs des lectines de type C détectent des polysacchaides 

présents dans la paroi fongique, notamment les β-glucanes et le mannan (297). Les RLR, quant à 

eux, reconnaissent les extrémités 5’ triphosphate des ARN double brin viraux (298). Finalement, 

les NLR détectent des produits de dégradation des peptidoglycans retrouvés dans la paroi des 

bactéries à GRAM positif (296). Les PRR font partie de l’immunité innée, une réponse rapide et 

immédiate à une infection par des pathogènes de nature diverse. L’activation des PRR active des 

facteurs de transcription comme NF-κB, les IRF ou le facteur nucléaires des lymphocytes activés 

NFAT (voir section 1.5.1). L’activation des PRR induit la relâche de cytokines et de chimiokines, 

par exemple IL-8, CXCL1, CCL2 ou les facteurs chimio-attracteurs des monocytes (MCP) 1-4 
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(299), qui participent à la réponse inflammatoire et au recrutement de cellules effectrices de la 

réponse immunitaire adaptative (voir section 1.5.1).  

 

Les DAMP sont des molécules normalement conservées à l’intérieur des cellules, mais qui sont 

libérées lors de dommages ou de mort cellulaire, particulièrement en cas de nécrose. Des 

dommages affectant la perméabilité ou le potentiel membranaire mitochondrial, de même qu’une 

dysfonction mitochondriale ou un stress cellulaire, peuvent provoquer la relâche de ROS, d’ADN 

mitochondrial et de phospholipides vers le cytosol (300). Les phospholipides relâchés par les 

mitochondries peuvent activer l’inflammasome (301). En effet, les dommages à l’ADN 

mitochondrial, notamment provoqués par les ROS, activent l’inflammation et la mitophagie, cette 

dernière ayant pour objectif de retirer les mitochondries endommagées responsables de la 

production de ROS (302). L’ATP relâchée par la mitochondrie lors de la nécrose ou de l’apoptose 

active l’inflammasome, ce qui provoque l’activation de TFAM. À son tour, TFAM contribue à 

amplifier la réponse inflammatoire et induit une réponse immunitaire via l’activation des cellules 

dendritiques (303). En plus d’induire une réponse inflammatoire pouvant activer l’immunité innée 

et adaptative (voir section 1.5.3), les différents DAMP relâchés par les mitochondries lors de 

dommages ou d’infection peuvent être détectés par les PRR. Par exemple, les TLR activés par 

l’ADN mitochondrial induisent TRAF6. TRAF6 transloque ensuite au noyau où il ubiquitine 

l’intermédiaire de la signalisation Toll conservé au cours de l’évolution (ECSIT). ECSIT 

s’accumule alors en périphérie de la mitochondrie et induit la production de ROS. TLR4 contribue 

au recrutement de NF-κB ainsi qu’à la régulation de son activité, ce qui induit la production de 

cytokines pro-inflammatoires (304). De plus, les ROS induits par l’accumulation de ECSIT 

exercent un rôle antibactérien permettant d’éliminer directement les agents pathogènes. 

 

1.8. La famille des coactivateurs 1 du récepteur gamma activé par les proliférateurs de 

peroxysomes (PGC-1s) 
 

1.8.1. Découverte des PGC-1s 

 
Les PGC-1s désignent une famille de co-activateurs transcriptionnels qui potentialisent la 

transcription de gènes de la biogenèse et de la fonction mitochondriale, incluant des gènes du 

métabolisme et des défenses antioxydantes. La famille des PGC-1s est composée de trois membres. 
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Le membre le plus connu, et le seul étudié à ce jour dans le cancer est PGC-1α, qui fut découvert 

en 1998 par Bruce Spiegelman et son équipe dans le tissu adipeux brun, riche en mitochondries et 

spécialisé dans la thermogenèse (305). Ce processus désigne l’énergie libérée sous forme de 

chaleur en réponse à des changements environnementaux ou métaboliques. La thermogenèse fait 

notamment intervenir des protéines découplantes mitochondriales (UCP) impliquées dans la 

diffusion d’un gradient de protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale, permettant 

ainsi de transformer l’énergie produite par l’ETC sous forme d’ATP. Lors d’une chute de 

température, les UCP détournent l’énergie produite par la respiration mitochondriale sous forme 

de chaleur. L’expression des UCP est régulée par PPARγ qui agit comme facteur de transcription 

pour réguler l’expression de gènes impliqués dans la tumorigenèse, la différenciation et le 

métabolisme. PPARγ exerce ses fonctions en se liant à son coactivateur, PGC-1α, qui chez 

l’humain est encodé par le gène PPARGC1A. Dans le tissu adipeux brun, le froid augmente 

l’expression de PGC-1α, qui induit à son tour l’expression d’enzymes de la chaîne respiratoire et 

la biogenèse mitochondriale. Plus tard, PGC-1β, encodé par le gène PPARGC1B, qui partage une 

très forte homologie avec PGC-1α, ainsi que PPRC1, encodé par le gène PPRC1, ont été identifiés 

par homologie de séquence d’ADNc et de protéine respectivement (305, 306). PGC-1β est 

également largement exprimé dans le tissu adipeux brun. Cependant, comparativement à PGC-1α, 

l’expression de PGC-1β n’est pas induite par le froid. PGC-1β est toutefois impliqué dans la 

différenciation des adipocytes bruns. Ceci suggère des rôles distincts de PGC-1α et de PGC-1β 

dans la régulation du tissu adipeux brun (307). La déplétion de PGC-1β dans les souris augmente 

la sensibilité au froid. En effet, la déplétion de PGC-1β diminue l’expression d’enzymes de 

l’oxydation des acides gras, ce qui suggère que PGC-1β supporte le métabolisme oxydatif impliqué 

dans la thermogenèse (308). Les différents PGC-1s exercent des fonctions souvent similaires, mais 

peuvent également jouer des rôles différents qui leur sont propres dans divers contextes (voir 

section 1.8.4). 

 

PGC-1α et PGC-1β sont fortement exprimés dans des tissus dont le métabolisme mitochondrial et 

le potentiel oxydatif sont élevés, alors que l’expression de PRC est ubiquitaire (309). En plus de 

leur rôle dans la thermogenèse, les PGC-1s sont exprimés dans le foie, le cerveau, le cœur et le 

muscle squelettique, où ils détectent des changements bioénergétiques issus du 

microenvironnement, par exemple des changements dans la biodisponibilité des nutriments, 
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l’exercice physique et la production d’ATP (310). L’expression et l’activation des PGC-1s sont 

relatives au tissu et au contexte, mais tant PGC-1α que PGC-1β sont impliqués dans la biogenèse 

mitochondriale, la détoxification des ROS et la gestion du stress oxydatif (307). PGC-1α et PGC-

1β jouent des rôles connexes dans l’oxydation des acides gras en situation de déprivation de glucose 

(311), mais ils exercent des fonctions distinctes au niveau de la néoglucogenèse (312) et du 

métabolisme des lipides (313) respectivement. 

 
1.8.2. Structure et domaines des PGC-1s 

 
Les PGC-1s possèdent un domaine d’activation en N-terminal présentant un motif LXXLL 

(Leucine-X-X-Leucine-Leucine) (voir Figure 7) permettant la liaison et l’interaction avec des 

coactivateurs transcriptionnels tels que le complexe coactivateur SRC-1/p300 des récepteurs des 

stéroides, un signal de localisation nucléaire et un motif de reconnaissance de l’ARN (RRM) en C-

terminal (306). On retrouve également, dans les PGC-1s, deux domaines, nommés AD1 et AD2 

(voir Figure 7), constitués d’acides aminés conservés entre PPARGC1A et PPARGC1B chez la 

souris, le rat et l’humain, et participant chacun à 50% de l’activité transcriptionnelle des PGC-1s. 

Le domaine AD1, un peptide de 11 acides aminés, possède cinq résidus d’acide aspartique chargés 

négativement responsables de son activité. De son côté, l’activité du domaine AD2 est modulée 

par des résidus leucine arrangés selon la séquence LLXX, le premier motif riche en leucine de 

PPARGC1A et PPARGC1B, et forme une structure secondaire en hélice alpha. Ce motif permet à 

PGC-1α et PGC-1β d’interagir avec le récepteur alpha lié aux œstrogènes (ERRα). Ces domaines 

d’activation induisent les promoteurs de gènes sensibles à l’activité des PGC-1s (314). 
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Figur  7 : Domaines fonctionnels des PGC-1s. Les PGC-1s possèdent une certaine homologie de séquence au niveau de leur 
domaine d’activation de liaison à l’ARN, ainsi qu’au niveau structurel (315). Les PGC-1s possèdent un domaine d’activation en N-
terminal, un ou plusieurs motifs LXXLL, qui constituent un site de liaison pour les récepteurs nucléaires interagissant avec les PGC-
1s (316), un domaine riche en sérine/arginine et un domaine de reconnaissance de l’ARN situé en C-terminal. Ils possèdent 
également, à l’exception de PPARGC1B, un domaine riche en proline. Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 
 

1.8.3. Facteurs de transcription et récepteurs nucléaires interagissant avec les PGC-1s 

 
Les PGC-1s sont des coactivateurs qui lient, au niveau du motif LXXLL, différents récepteurs 

nucléaires et facteurs de transcription tels que PPARγ, le facteur 1 de respiration nucléaire (NRF-

1) et potentiellement NRF-2 qui régule la réplication de l’ADN mitochondrial et la transcription de 

gènes de la respiration mitochondriale (317). Les PGC-1s peuvent également lier des protéines 

présentant un domaine histone acétyltransférase (HAT) telles que la protéine de liaison à CREB 

(CBP/p300) et le coactivateur des récepteurs des stéroïdes (SRC-1) (318) qui participent au 

remodelage de la chromatine afin de permettre le recrutement d’autres facteurs de transcription. 

De plus, PGC-1α peut interagir, via TRAP220, avec le complexe médiateur TRAP à l’extrémité 

N-terminale, ce qui promeut l’activité de récepteurs nucléaires et la liaison de l’ARN polymérase 

II (319). La phosphorylation de PGC-1α par la kinase Cdc2-like (CLK2) provoque le détachement 

du complexe médiateur TRAP et la dégradation de PGC-1α par le protéasome pour inhiber la 

réponse PGC-1α (320). PGC-1α peut aussi être acétylé par la Spt-Ada-Gcn5 acétyltransférase 

PPRC1 
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(SAGA), ce qui active ou réprime son activité transcriptionnelle selon l’endroit où se produit la 

modification. PGC-1α interagit également avec NSUN7 qui catalyse la méthylation de cytosine en 

5-méthylcytosine (m5C) et module l’expression de gènes cibles de PGC-1α, notamment PFKl, 

SIRT5, IDH3B et HOMOX2 (321). Finalement PGC-1α peut induire la transcription en délogeant 

du promoteur de leurs gènes cibles des répresseurs comme les histones désacétylases, qui 

augmentent normalement le niveau de compaction de l’ADN autour des histones, le rendant 

inaccessible pour la machinerie transcriptionnelle.  

 

La liaison de PPARγ avec PGC-1β induit un changement de conformation de PGC-1β qui interagit 

indirectement avec SRC-1 afin d’induire l’activité transcriptionnelle de ERα via les motifs LXXLL 

retrouvés au niveau de son domaine de coactivation AF-1 (322). De plus, PGC-1β peut se lier et 

ainsi co-activer des facteurs de transcription d’autres familles, tel que les protéines de liaison aux 

éléments régulateurs des stérols (SREBP) qui induisent l’expression de gènes de la lipogenèse 

(313), le facteur de transcription Forkhead de type O1(FOXO1) qui induit l’expression de gènes de 

la glucogenèse (312) ainsi que Sox9 qui régule l’expression de gènes impliqués dans la 

différenciation des chondrocytes et la synthèse de cartilage (323). Les PGC-1s possèdent ainsi 

différents sites de liaisons leur permettant d’interagir avec différents facteurs de transcription, 

chacun activant un programme transcriptionnel différent selon le contexte et le tissu où il est 

exprimé. 

 
1.8.4. Fonctions des PGC-1s 

1.8.4.1. Biogenèse mitochondriale 

 
L’ADN mitochondrial, dont la transcription est régulée par les facteurs de transcription 

Diméthyladénosine transférase mitochondriale 2 (TFB2M) et le Facteur de transcription 

mitochondrial ADN grippant A (TFAM), encode pour 13 protéines des complexes I, II, IV et V de 

la chaine de respiration mitochondriale, alors que les enzymes du métabolisme oxydatif sont 

encodées par l’ADN génomique (324). PGC-1α régule la quantité d’ADN et de protéines 

mitochondriales dans les cellules et est impliqué dans la production d’ATP, en plus de moduler le 

nombre et la physiologie des mitochondries (325). PGC-1α lie un grand nombre de facteurs de 

transcription et de récepteurs nucléaires associés à la respiration mitochondriale tels que NRF-1, 

ERRα, YY1 et PPARα (324). Lors d’une déplétion en PGC-1α, on remarque une diminution de la 
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consommation d’oxygène corrélant avec une diminution de l’expression de gènes codant pour les 

complexes I ou I+II de la chaine de transport des électrons (326), dont l’activité ne peut pas être 

compensée par le complexe II (325). PGC-1α transactive des gènes cibles de NRF-1 (327) impliqué 

dans la biogenèse mitochondriale. PGC-1α interagit également avec ERRα et GABPA (NRF-2α) 

pour réguler l’expression de gènes de la respiration mitochondriale. Ensemble, ERRα et NRF-1 

modulent l’expression de l’activateur de mort cellulaire CIDEA, également impliqué dans le 

métabolisme des lipides au niveau du foie ainsi que dans la thermogenèse au niveau du tissu 

adipeux brun (328). L’activation de NRF1 et de NRF2 induit l’expression de gène encodant pour 

des protéines de l’ETC en plus d’induire TFAM. Ce dernier transloque au niveau de la matrice 

mitochondriale où il joue un rôle dans la réplication, la transcription et le contrôle qualité de l’ADN 

mitochondrial en plus de réguler l’expression de protéines encodées par l’ADN mitochondrial 

(329). PGC-1α active également le récepteur alpha des œstrogènes (ERα) qui augmente la masse 

mitochondriale. 

 
1.8.4.2. Régulation du métabolisme 

 
Les cellules cancéreuses ont la particularité de proliférer de façon incontrôlée. Pour maintenir les 

voies de biosynthèse nécessaires à leur survie, des oncogènes tels que RAS, Myc, ainsi que HIF1A 

augmentent l’expression du transporteur de glucose GLUT1 (92) et d’enzymes de la glycolyse, 

altérant le métabolisme des cellules cancéreuses en fonction de la disponibilité de l’oxygène (177). 

Il existe donc plusieurs profils métaboliques dans le mélanome déterminés par le profil énergétique 

des cellules ainsi que par la disponibilité des nutriments et de l’oxygène. Les PGC-1s permettent 

de détecter des changements dans le statut énergétique des cellules ou dans la disponibilité des 

nutriments au niveau du TEM puis activent des voies métaboliques adaptatives permettant aux 

cellules cancéreuses d’assurer leurs besoins énergétiques même en situation d’hypoxie ou de 

carence en nutriments. 

 

Dans le mélanome, les cellules qui expriment fortement PGC-1α expriment également fortement 

MITF, un marqueur des mélanocytes impliqué dans la pigmentation de la peau (voir section 

1.1.2.1). En effet, MITF endogène se lie au promoteur de PGC-1α, ce qui lui permet de réguler son 

activité et ainsi d’induire l’expression du transcrit de PGC-1α (330). MITF intervient dans le 

passage d’un métabolisme glycolytique à un métabolisme oxydatif en augmentant la 
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consommation d’oxygène, en induisant l’expression de gènes de l’OXPHOS via PGC-1α (voir 

section 1.8.4.2), et en diminuant la production de lactate (183). Dans des mélanocytes humains 

immortalisés, l’activation de la signalisation des MAPK, par exemple par l’introduction de la 

mutation BRAFV600E, corrèle inversement avec l’expression de MITF et de ses cibles, dont PGC-

1α. À l’inverse, on remarque, chez des patients dont les tumeurs présentent une activation de la 

signalisation des MAPK, le traitement avec un inhibiteur de BRAF/MEK induit l’expression de 

MITF et de PGC-1α. Toujours dans des mélanocytes humains immortalisés, les cellules qui 

présentent naturellement la mutation BRAFV600E présentent également une faible expression de 

MITF, ce qui corrèle avec une faible expression de PGC-1α. Ainsi, la mutation BRAFV600E corrèle 

avec une faible expression de MITF et de PGC-1α (183). Ceci engendre un remodelage 

métabolique en faveur de la glycolyse caractérisé par une augmentation de la consommation de 

glucose. Les cellules présentant une mutation BRAF sont souvent dépendantes de la glycolyse alors 

que les cellules qui expriment fortement MITF dépendent de leur fonction mitochondriale. Le 

traitement avec des inhibiteurs de BRAF induit MITF et rend les cellules de mélanome plus 

sensibles aux agents découplants et aux inhibiteurs de l’OXPHOS (183). Ceci suggère que MITF 

pourrait être exploité en clinique afin d’empêcher la reprogrammation métabolique des cellules 

cancéreuses et ainsi enrayer la résistance aux inhibiteurs de BRAF. 

 

Dans le cancer de la thyroïde, la mutation BRAFV600E induit la phosphorylation de MEK1/2 et 

augmente les niveaux de HIF-1α, ce qui inhibe Myc. En effet, HIF-1α inhibe l’activité 

transcriptionnelle de Myc en l’empêchant de se lier avec ses partenaires au niveau de gènes cibles 

de Myc (331), ce qui permet aux cellules de continuer à croître même en situation d’hypoxie . Au 

contraire, lorsqu’il est activé, Myc se lie à un site spécifique (5’-CACGTG-3’) présent au niveau 

de l’intron 1 du transcrit codant pour PGC-1β et active l’activité transcriptionnelle de ce dernier. 

Ainsi, la mutation BRAFV600E inhibe PGC-1β via Myc, ce qui diminue la consommation d’oxygène, 

l’expression de complexes de l’ETC et l’expression de gènes de l’OXPHOS. Ceci suggère que 

HIF-1α participe également à la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses en faveur 

de la glycolyse, puisque l’activation de HIF-1α induit des enzymes de la glycolyse telles que LDHA 

et PKM2 (332). En plus d’induire des enzymes des défenses antioxydantes telles que la superoxyde 

dismutase (SOD2), les peroxyrédoxines (Prdx-) 3 et 5 ainsi que la thioredoxine 2 (Txn 2).  
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PGC-1β joue également un rôle dans le métabolisme des lipides. En effet, PGC-1β induit 

l’expression d’enzymes impliquées dans la synthèse d’acide gras. La première, Acc, convertit 

l’acétyl-Coenzyme A (AcCoA), produit à partir du pyruvate lors de la glycolyse, en malonyl-CoA. 

La seconde, l’acide gras synthase (FASN), catalyse la conversion du malonyl-CoA en acide 

palmitique à partir duquel peuvent être synthétisés d’autres acides gras. Finalement, la stéaroyl-

CoA désaturase -1 (SCD1), est responsable de la formation du double lien carbone-carbone lors de 

la synthèse de l’acide oléique, un constituant des phospholipides membranaires et des esters de 

cholestérol. PGC-1β promeut la dégradation des acides gras par β-oxydation (333), ce qui produit 

des molécules de NADH et de FADH2 permettant d’alimenter l’ETC pour la production d’ATP. 

Le NADPH produit permet également la détoxification des ROS et protège les cellules cancéreuses 

contre le stress oxydatif et les dommages cellulaires qu’il provoque (334), assurant ainsi leur survie. 

 

1.8.4.3. Mécanisme de production de ROS par la mitochondrie 

 

La mitochondrie, via le métabolisme oxydatif (OXPHOS), est la principale source de ROS 

cellulaires. Ceux-ci incluent des ions superoxydes (O2-) et des molécules de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). En effet, lors de l’OXPHOS, l’oxydation de donneur d’électrons permet de produire de 

l’ATP. Ce procédé est réalisé par la chaine de transport des électrons (ETC) composée de cinq 

complexes protéiques (CI/II/III/IV/V) situés dans la membrane interne de la mitochondrie (335). 

Le CAC produit des molécules de NADH et de FADH2, des transporteurs qui peuvent être oxydés 

afin de libérer des électrons de haute énergie (336). Ces électrons sont ensuite libérés dans la 

matrice mitochondriale. Le NADH est capté par le complexe I de l’ETC, également appelé NADH-

ubiquinone oxydoréductase (ou NADH-coenzyme Q oxydoréductase). La NADH déshydrogénase, 

responsable de l’activité enzymatique de ce complexe, catalyse le transfert d’un électron du NADH 

à l’ubiquinone (CoQ) afin de le réduire sous forme d’ubiquinol (QH2). Ce transfert provoque un 

changement de conformation de certaines sous-unités de CI permettant le transfert de quatre 

protons de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire selon un mécanisme encore 

obscur (337). Le complexe II, également appelé succinate déshydrogénase, est le seul complexe de 

l’ETC incorporé au CAC. La succinate déshydrogénase catalyse l’oxydation du succinate en 

furamate et utilise les électrons provenant du succinate pour réduire le FAD en FADH2. Les 

électrons provenant de FADH2 sont ultimement transférés à l’ubiquinone (CoQ) afin de le réduire 
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sous forme d’ubiquinol (QH2) (338). L’oxydation de ce dernier sous forme d’ubisemiquinone (QH-

) rejette deux protons dans l’espace intermembranaire et permet de transférer un électron d’abord 

à une sous-unité catalytique de CIII, également appelé CoQ-cytochrome c réductase, puis 

ultimement au cytochrome c. Le second électron de QH- est transféré à une autre sous-unité 

catalytique de CIII, ce qui génère une molécule totalement oxydée (Q-). CIII contient également 

un site pour la réduction de l’ubiquinone. Ainsi, une seconde molécule d’ubiquinol (CoQ), transfère 

un électron à l’ubiquinone (Q-) formée précédemment. Ceci, avec les deux protons relâchés dans 

l’espace intermembranaire lors de l’oxydation de la première molécule d’ubiquinol, permet de 

former une molécule d’ubiquinol supplémentaire (339) qui pourra être oxydée pour perpétuer le 

cycle. Le cytochrome c transfère quatre électrons au CIV, également appelé cytochrome c oxydase. 

Ceux-ci, combinés à huit protons provenant de la matrice mitochondriale, permettent de réduire le 

dioxygène (O2), l’accepteur final de l’ETC, et de produire deux molécules d’eau (H2O) (340). 

Quatre protons sont relâchés dans l’espace intermembranaire. Les protons présents dans l’espace 

intermembranaire sont transférés vers la matrice mitochondriale, ce qui génère un gradient pouvant 

être utilisé comme force électrochimique afin d’activer CV, également appelée ATP synthase qui 

phosphoryle l’ADP (341) afin de produire de l’ATP. La production d’ATP par PGC-1α lors de la 

respiration mitochondriale n’est pas aussi efficace que pour PGC-1β à cause de la réentrée de 

protons dans la mitochondrie (324), ce phénomène étant dicté par le niveau de métabolisme basal. 

 

Cependant, certains électrons peuvent s’échapper de l’ETC et interagir directement avec l’oxygène 

moléculaire sans le réduire complètement sous forme de molécule d’eau, ce qui engendre la 

formation d’ions superoxyde et de peroxyde d’hydrogène (342) au niveau de la matrice 

mitochondriale. Les complexes I et III sont les principaux sites de production de ROS 

mitochondriaux (343), leur contribution relative étant tissu spécifique. Le NADH permet l’entrée 

d’électrons dans l’ETC au niveau de CI. Des dommages aux complexes de l’ETC, une diminution 

de la disponibilité de l’oxygène, une diminution de la demande énergétique, ou une diminution de 

la respiration inhibent l’ETC, empêchent la consommation du NADH et augmentent le ratio 

NADH/NAD+. Ce ratio détermine le potentiel REDOX de CI. Lorsque le ratio NADH/NAD+ est 

élevé, les électrons de NADH peuvent, plutôt que d’être transférés à l’ubiquinone, interagir 

directement avec l’oxygène afin de former d’ions superoxyde (344). De plus, lorsque la réduction 

de l’ubiquinone est importante, les électrons transférés à CoQH2 à partir du succinate suite à son 
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oxydation par CII peuvent être retournés vers CI afin de réduire le NAD+ en NADH. Ce 

phénomène, qualifié de transport inverse des électrons, est associé à une forte production de 

peroxyde d’hydrogène et d’ions superoxyde (345) selon un mécanisme obscur impliquant le site 

de liaison de l’ubiquinone à CI et le transport de protons d’un côté et de l’autre de la membrane 

interne de la mitochondrie (346). L’antimycine A est un composé qui inhibe spécifiquement CIII 

de l’ETC en se liant au niveau d’un site catalytique. L’antimycine A déloge l’ubiquinone et 

l’empêche d’interagir avec la sous-unité catalytique de CIII, ce qui inhibe le transport d’électrons 

vers le cytochrome C. Cette inhibition bloque entièrement l’ETC responsable d’établir un gradient 

de protons de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie et engendre la formation 

de ROS. 

 

1.8.4.4. Implication de PGC-1 α dans la gestion du stress oxydatif 

 
PGC-1α promeut l’expression de gènes de la chaine de transport des électrons, notamment des 

protéines des complexes I et IV, et de la réponse anti-oxydante impliqués dans la détoxification 

des ROS produit lors d’une augmentation de l’activité et de la respiration mitochondriale. En effet, 

dans les tissus qui expriment beaucoup PGC-1α, ce dernier à un facteur de transcription présent au 

promoteur de gènes de la réponse anti-oxydante pour induire l’expression de Manganese 

Superoxide Dismutase (MnSOD), qui transforme les anions superoxydes en oxygène et en 

peroxyde d’oxygène, de UCP-2, ainsi que de thiorédoxine, glutaredoxine et de peroxirédoxine, 

responsables du maintien du potentiel REDOX (330). Ces mécanismes de défense permettent 

d’éviter l’accumulation de ROS et l’apoptose engendrées par une augmentation de la biogenèse et 

de l’activité mitochondriale dont PGC-1α est responsable, en plus d’augmenter la capacité de 

détoxification des cellules (347).  

 

Les ROS peuvent aussi bien être bénéfiques que néfastes dans le développement du cancer. En 

effet, ils peuvent, d’un côté, stimuler la prolifération des cellules cancéreuses et engendrer une 

instabilité génomique menant à la transformation de cellules saines en cellules tumorales. D’un 

autre côté, les ROS peuvent être toxiques et engendrer des dommages conduisant à la mort des 

cellules. Les ROS activent également des facteurs pro-apoptotiques tels que BAX (348), et sont 

impliqués dans la peroxydation des lipides, soit la dégradation des lipides par oxydation. Ce 
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phénomène engendre la production de malondialdéhyde, un composé mutagène et cancérigène qui 

altère la structure des protéines et réagit avec des bases de l’ADN pour former des adduits 

génotoxiques (349). 

 

La N-acétyl-L-cystéine (NAC) est un précurseur de la L-cystéine un acide aminé important dans 

la synthèse du gluthation (350). Le Trolox est un analogue de la vitamine E. Il séquestre les 

radicaux libres selon un mécanisme encore mal compris (351). Le Trolox et le NAC exercent donc 

tous les deux des effets antioxydants. Ils empêchent également le clivage de PARP, ce qui empêche 

l’apoptose (352). La diminution de l’expression de PGC-1α perturbe le potentiel membranaire 

mitochondrial. Les cellules qui expriment peu PGC-1α produisent beaucoup de ROS et présentent 

une diminution des défenses antioxydantes. Elles sont donc particulièrement sensibles à l’apoptose 

engendrée par les ROS et le stress oxydatif, cette sensibilité étant renversée par le Trolox et NAC. 

Une diminution de l’expression de cibles de PGC-1α, telles que NDUFS3, COX5A et ATP5b, 

diminue la consommation d’oxygène, augmente celle du glucose, augmente la sécrétion de lactate, 

diminue la production de ROS et diminue l’expression de GSH. Les cellules exprimant peu ou pas 

PGC-1α sont également plus sensibles à des thérapies telles que piperlongumine, PEITC ou 

doxuribicine (330), qui induisent un stress oxydatif toxique à la cellule. 

 

On pourrait donc penser qu’inhiber les défenses antioxydantes des cellules cancéreuses est une 

approche thérapeutique intéressante, mais les dommages à l’ADN induits par le stress oxydatif 

contribuent à la carcinogenèse et stabilisent HIF-1α, ce qui favorise un métabolisme glycolytique 

et l’angiogenèse, (353, 354). Les ROS sont également impliqués dans la prolifération, la migration 

et l’invasion, et une production faible à modérée de ROS promeut la croissance et empêche 

l’activation de voies de signalisation apoptotiques. Les ROS inactivent l’inhibiteur de l’autophagie 

Atg8, ce qui active la formation d’autophagosomes spécifiquement dirigés contre les 

mitochondries, ce qui permet d’éliminer les mitochondries dysfonctionnelles produisant une 

quantité néfaste de ROS. Cette stratégie est exploitée par les cellules cancéreuses pour conserver 

les ROS à un niveau permettant leur prolifération et la croissance tumorale plutôt que menant à 

l’apoptose (348). 
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1.8.4.5. Réponse inflammatoire 

 
PGC-1α et PGC-1β modulent la signalisation NF-κB en empêchant la phosphorylation de la sous-

unité p65, ce qui inhibe son activité transcriptionnelle (355), ce qui induit l’expression de facteurs 

anti-inflammatoires tels que CCL1, CCL22, IL-1Ra et TGF-β, et inhibe l’expression de l’IL-12 

pro-inflammatoire (356, 357). L’environnement anti-inflammatoire induit par l’inhibition de l’IL-

12 exerce des effets immunomodulateurs médiés par les PGC-1s tels que l’activation alternative 

des macrophages qui adoptent un phénotype « M2 » (358) anti-inflammatoire (voir section 1.5). 

Le profil anti-inflammatoire de ces derniers est caractérisé par la sécrétion d’IL-10 et TGF- β. Les 

macrophages de type M2 favorisent la production de collagène pour la réparation des tissus et 

débarrassent les cellules apoptotiques. Les macrophages associés aux tumeurs présentent souvent 

ce profil et produisent des facteurs de croissance et des cytokines favorisant l’angiogenèse, par 

exemple VEGF. Ces macrophages permettant ainsi au mélanome de progresser plus longtemps 

sans être reconnu par le système immunitaire inné, mais ces macrophages peuvent aussi faire partie 

d’une réponse immunitaire de l’organisme contre la tumeur (voir les sections 1.5 et 1.5.1) (356, 

359). L’activation de NF-κB par le LPS, TNFα et IL-1β diminue l’expression de protéines 

impliquées dans la phosphorylation oxydative, incluant PGC-1α et PGC-1β, ce qui supporte le rôle 

anti-inflammatoire de la déplétion des PGC-1s (360). 

 
Le rôle anti-inflammatoire des PGC-1s a surtout été exploré dans le muscle squelettique. En effet, 

PGC-1α et PGC-1β sont enrichis dans le muscle squelettique, puisqu’il est riche en mitochondries 

et présente une importante capacité d’oxydation. Lors de l’exercice, l’activation de P-38 MAPK et 

de NFAT induit l’expression d’IL-6 (361). IL-6 induit l’antagoniste du récepteur de l’interleukine 

(IL-1Ra), qui inhibe les effets pro-inflammatoires d’IL-1, en plus d’induire l’expression de la 

cytokine anti-inflammatoire IL-10 et d’inhiber la production de TNFα (362). Le TNFα et l’IL-1β 

induisent l’expression de PGC-1α dans le muscle squelettique, ce qui augmente la biogenèse et la 

capacité de respiration mitochondriale lors de l’exercice. 

 

PGC-1α et PGC-1β interagissent avec ERRα (voir section 1.8.3) un facteur de transcription 

impliqué non seulement dans la respiration mitochondriale et l’oxydation des acides gras, mais 

également dans l’inflammation et la réponse immunitaire. En effet, l’expression de ERRα est 

induite dans les macrophages activés en situation d’infection bactérienne. ERRα inhibe la réponse 
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inflammatoire induite par l’activation des TLR en inhibant la phosphorylation de la kinase 

inhibitrice de NF-κB (IκBα), ce qui empêche la translocation de p65 au noyau (363). Dans le 

macrophage, l’activation des TLR, particulièrement TLR2 et TLR4, active la kinase 1 activée par 

le facteur de croissance tumoral transformant bêta (TAK1), et l’activation de TAK1 est nécessaire 

à l’activation de NF-κB (364). TAK1 se lie des protéines de liaison (TAB1-3) et phosphoryle 

plusieurs protéines impliquées dans la réponse à divers stress cellulaires. PGC-1β lie TAB1, ce qui 

empêche la liaison de TAB1 avec TAK1, ce qui inhibe la réponse inflammatoire lors de l’activation 

des macrophages (365). En conclusion, le rôle des PGC-1s dans l’inflammation a surtout été étudié 

dans des modèles de macrophages résidants, de macrophages issus de la moelle osseuse ou des 

modèles de muscle squelettique mais leur rôle dans l’inflammation et l’immunité du mélanome 

reste à découvrir. 

 
1.8.5. Régulation post-traductionnelle des PGC-1s 

 
1.8.5.1. Phosphorylation par AMPK 

 
Les cellules doivent sans cesse adapter leur métabolisme en fonction des contraintes 

bioénergétiques imposées par leur environnement. L’AMP, finement régulée dans les cellules, est 

un marqueur important du statut énergétique de la cellule. Le ratio AMP/ATP module l’activité de 

AMPK (voir Figure.8), qui peut également être activée par une stimulation adrénergique, par le 

peptide natriurétique, par l’hypoxie, par le manque de glucose ou par des adipokines (leptine, 

adiponectine), des régulateurs du métabolisme énergétique. AMPK détecte la diminution de la 

production d’énergie dans les cellules et réagit en induisant le catabolisme, souvent via des 

réactions d’oxydation, afin de libérer de l’énergie. AMPK est un maître régulateur du métabolisme 

et module l’expression de PGC-1α ainsi que d’enzymes mitochondriales notamment dans le tissu 

adipeux. 

 
Dans le tissu adipeux blanc, AMPK phosphoryle directement la protéine PGC-1α (voir Figure.8) 

au niveau de résidus sérine et thréonine, ce qui contribue à l’homéostasie du glucose. L’inhibition 

de AMPK diminue l’expression de PGC-1α et d’autres protéines mitochondriales telles que le 

cytochrome C, COR E1 ainsi que de PDH-E1α, sans toutefois affecter l’expression de PPARγ, la 

principale cible de PGC-1α. Une déplétion de AMPK réduit l’induction de l’ARNm de PGC-1α 
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médiée par la norépinephrine. AMPK est donc nécessaire au maintien des fonctions 

mitochondriales et pour l’induction de PGC-1α par des stimuli physiologiques tels que la 

signalisation adrénergique (366). 

 
La phosphorylation de PGC-1α par AMPK pourrait affecter sa capacité à lier certains facteurs de 

transcription ou altérer la fonction de coactivateurs de PGC-1α. En effet, l’activation du promoteur 

du transcrit de PGC-1α par AMPK fait intervenir la protéine PGC-1α et la phosphorylation de cette 

dernière potentialise l’effet de PGC-1α sur l’activation de son propre promoteur. De même, PGC-

1α est nécessaire à l’activité de AMPK dans l’oxydation des acides gras et pour l’induction de 

gènes mitochondriaux par AMPK. L’induction de PGC-1α par un analogue de l’AMP active 

AMPK et augmente la respiration mitochondriale, son effet étant marqué dans les cellules 

exprimant fortement PGC-1α (367). 

 

1.8.5.2. SUMOylation et ubiquitination 

 

PGC-1α peut subir une SUMOylation sur le résidu lysine 183 retrouvé au niveau de son site 

d’activation. La SUMOylation consiste à ajouter de manière covalente un peptide, le petit 

modificateur de type ubiquitine (SUMO). Les protéines SUMO forment une famille composée de 

trois membres, SUMO-1, SUMO-2 et SUMO-3. Les protéines SUMO existent sous forme de 

précurseur qui doit d’abord être clivé par une protéase. De là, la protéine SUMO est prise en charge 

la protéine activatrice de SUMO (SAE). La protéine SUMO est ensuite transférée vers une 

conjugase qui interagit avec une ligase afin d’attacher le peptide SUMO à la protéine d’intérêt. La 

SUMOylation de PGC-1α inhibe son activité transcriptionnelle en favorisant son interaction avec 

le corépresseur RIP140. Une altération du profil de SUMOylation de PGC-1α rétablit son activité 

transcriptionnelle. La SUMOylation de PGC-1α peut être renversée par des protéases et ces 

protéases peuvent également renverser la SUMOylation de corépresseur qui interagissent avec 

PGC-1α (368). 

 

PGC-1α peut également être ubiquitinée, ce qui engendre sa dégradation rapide par le protéasome. 

L’ubiquitination fait intervenir les mêmes enzymes que la SUMOylation, à l’exception près que, 

lors de l’ubiquitination, la ligase transfère une ubiquitine à la protéine d’intérêt. Le transfert d’une 
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ubiquitine à une lysine située à l’extrémité N-terminale de PGC-1α active la formation d’une chaîne 

de polyubiquinine et la dégradation de PGC-1α au niveau du noyau (369). L’inhibition de 

l’ubiquitination de PGC-1α induit la biogenèse et la fonction mitochondriale dans le muscle, ce qui 

augmente la tolérance à l’exercice (370). 

 
1.8.5.3. Désacétylation par les Sirtuines 

 
L’activation de AMPK et de la nicotinamide phosphoribosyltransférase (NAMPT), ainsi que la 

privation de nutriments, augmentent les niveaux intracellulaires de NAD+ et provoquent un 

désiquilibre du ratio NAD+/NADH, ce qui induit l’activité enzymatique des sirtuines (voir 

Figure.8). Le NAD est constitué de deux molécules d’adénine retenues entre elles par un groupe 

phosphaté et une molécule de ribose, un sucre. Les sirtuines (SIRT) sont des désacétylases qui 

clivent le NAD+ et catalysent le transfert d’un groupe acétyle vers la molécule de ribose, ce qui 

produit une molécule d’O-acétyl-ADP-ribose et une molécule de nicotinamide capable d’inhiber 

l’activité acétyltransférase des sirtuines. 

 

L’activation de SIRT induit l’activité transcriptionnelle de PGC-1α. PGC-1α induit la biogenèse 

mitochondriale dans les neurones en induisant les COX via NRF-1. L’acétylation de PGC-1α peut 

également être régulée par SAGA (voir section 1.8.3) et l’inhibition de SAGA augmente également 

la masse mitochondriale. La désacétylation de PGC-1α par SIRT1 et l’inhibition de SAGA 

empêche la dégénérescence de la masse mitochondriale observée dans les neurones de modèles de 

maladie de Parkinson ou de maladie de Huntington et ces effets semblent indépendants de PGC-

1β. Le stress oxydatif et une dysfonction mitochondriale, par exemple une perturbation de la 

fonction de complexes de l’ETC, sont impliqués dans la pathophysiologie de plusieurs maladies 

neurodégénératives. Étant donné le rôle de PGC-1α et de PGC-1β dans la biogenèse et la fonction 

mitochondriale, ceci suggère que des activateurs pharmacologiques des PGC-1s pourraient être 

efficaces pour le traitement de maladies neurodégénératives dans lesquelles les dommages 

oxydatifs et la dysfonction mitochondriale occupent une partie importante (371). 

 
Tout comme SIRT1, PGC-1α est induit par une carence de nutriments et une augmentation de la 

demande énergétique, ce qui suggère une interaction entre SIRT1 et PGC-1α. En effet, PGC-1α est 

directement désacétylé par SIRT1 (voir Figure 8) au niveau de treize résidus lysines, certains au 
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niveau de son site d’activation, ce qui induit son activité transcriptionnelle (372). Une fois 

désacétylé, PGC-1α migre au noyau, ce qui augmente l’expression de la thermogénine (UCP1) 

impliquée dans le métabolisme mitochondrial, l’oxydation des acides gras et la biogenèse 

mitochondriale (373, 374). Le récepteur farnésoïde X (FXR) est un facteur de transcription de la 

superfamille des récepteurs nucléaires qui induit la transcription de gènes régulant le métabolisme 

des lipoprotéines, des triglycérides et du cholestérol. Il contient des éléments de réponse auxquels 

se fixe le facteur nucléaire hépatocytaire 4 (HNF4α), qui peut être co-activé par PGC-1α (375) afin 

d’induire l’expression de gènes encodant pour des enzymes impliquées dans la néoglucogenèse et 

la β-oxydation des acides gras (voir Figure 8), notamment la phosphoenolpyruvate carboxykinase 

et la glucose-6-phospahtase (G6Pase) (376), cette régulation étant inhibée par l’acétylation de 

PGC-1α (377). 

 
Le pyruvate est le principal précurseur utilisé pour la synthèse de glucose par la néoglucogenèse et 

peut également réguler la glycolyse. En effet, le pyruvate induit l’activation de PGC-1α par SIRT1 

afin d’induire l’expression de G6Pase et ainsi soutenir la néoglucogenèse. À l’inverse, le pyruvate 

empêche l’induction par PGC-1α de la glucokinase, une enzyme qui phosphoryle le glucose afin 

qu’il soit entreposé sous forme de glycogène. Cette inhibition est renversée par SIRT1 (377). Ceci 

suggère une régulation de PGC-1α et de SIRT1 par des facteurs issus du microenvironnement afin 

de faciliter l’adaptation des cellules à une carence en glucose. 

 
1.8.6. Régulation par le microenvironnement 

 
Plusieurs stress issus du TEM peuvent induire l’expression des PGC-1s. La mitochondrie est le 

principal consommateur d’oxygène et producteur de ROS des cellules. Le métabolisme 

mitochondrial est modulé en fonction de la disponibilité de l’oxygène et de divers métabolites. Ceci 

permet d’activer l’OXPHOS ou de rediriger le métabolisme vers la glycolyse en fonction du 

contexte bioénergétique imposé par le TEM (264, 378). De plus, plusieurs enzymes 

mitochondriales dépendantes de l’oxygène et d’autres métabolites mitochondriaux induisent des 

changements épigénétiques (379, 380) et régulent l’activité de HIF (381) de manière à intégrer des 

signaux provenant du microenvironnement et du métabolisme cellulaire permettant d’induire un 

programme transcriptionnel favorisant à la réponse à l’hypoxie. Ainsi, l’hypoxie promeut la 

mitophagie de manière à limiter la consommation d’oxygène et la production de ROS. La 
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mitophagie permet de maintenir la fonction mitochondriale et engendre un remodelage 

métabolique en faveur de l’OXPHOS sans impacter les défenses antioxydantes ou les dommages 

à l‘ADN. Ceci favorise la résistance à différentes thérapies, notamment le cisplatine (382). Ainsi, 

l’hypoxie induit l’expression ainsi que l’activité transcriptionnelle de PGC-1α (voir Figure 8) afin 

d’induire la biogenèse mitochondriale et la réplication de l’ADN mitochondrial. En effet, PGC-1α 

participe à la fusion mitochondriale en situation d’hypoxie afin d’éliminer les organelles 

dysfonctionnelles et maintenir la fonction mitochondriale. De plus, PGC-1α induit l’expression de 

la catalase et de SOD2, ce qui augmente les défenses antioxydantes des cellules et limite la 

production de ROS. Dans le cancer colorectal, PGC-1α régule le cycle cellulaire de manière à 

favoriser la prolifération des cellules cancéreuses en plus de participer à leur migration en situation 

d’hypoxie (383). L’induction de PGC-1α en situation d’hypoxie serait un mécanisme d’adaptation 

des cellules afin de maintenir le métabolisme mitochondrial et d’augmenter son efficacité de 

manière à maintenir la production d’ATP. 

 

Une diète riche en acides gras saturés induit également l’expression de PGC-1β. Le foie est le 

principal site de production des lipoprotéines impliquées dans le transport des lipides. Les 

lipoprotéines acheminent les triglycérides et le cholestérol vers les tissus périphériques. Les stérols 

désignent un sous-groupe de lipides, dont fait partie le cholestérol, constitué d’un cœur de stérane 

(trois cycles à six atomes de carbone et un cycle à cinq atomes de carbone) auquel est lié un groupe 

hydroxyle. Les protéines de la famille des SREBPs sont des facteurs de transcription qui régulent 

l’expression de gènes impliqués dans la synthèse, l’utilisation et l’entreposage des lipides (384, 

385). Une diète riche en acides gras saturés, mais pauvre en cholestérol, induit l’expression 

d’enzymes impliqués dans la synthèse des lipides, notamment l’HMG-CoA réductase et l’acide 

gras synthase (FAS), ainsi que PGC-1β, SREBP1a et SREBP1c dans le foie. PGC-1β induit 

directement l’activité transcriptionnelle de SREBP1a, SREBP1c et de SREBP2 (voir Figure 8) en 

se liant à eux au niveau de l’élément de réponse aux stérols (SRE) présent sur le promoteur des 

gènes cibles des SREBPs. La surexpression de PGC-1β et dans une plus faible mesure, PGC-1α au 

niveau du foie, active le transport des lipides hors du foie et augmente ainsi les lipides sanguins, 

notamment le cholestérol. PGC-1β coactive également les récepteurs des oxystérols (LXRs) et le 

récepteur x bêta des rétinoïdes (RXRβ) (313). Les LXRs sont induits par une augmentation du 

cholestérol dans les cellules et induisent un programme transcriptionnel permettant l’absorption et 
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le transport du cholestérol hors de la cellule en plus de favoriser son oxydation sous forme d’acides 

biliaires dans le foie. Ils jouent un rôle dans la réponse inflammatoire et l’activation des 

macrophages, indiquant un lien entre le métabolisme des lipides et la réponse immunitaire (386, 

387). PGC-1β se lie directement aux LXRs et à RXRβ grâce au motif LXXLL (voir section 1.8.2) 

présent au niveau de l’extrémité N-terminale de PGC-1β. Ceci permet alors le recrutement de PGC-

1β au niveau d’éléments de réponse de LXR présents au niveau de gènes cibles (313). Ceci suggère 

que PGC-1β pourrait également jouer un rôle dans certaines maladies métaboliques comportant 

une composante inflammatoire telle que le diabète et l’athérosclérose. 

 

PGC-1α et PGC-1β sont fortement exprimés dans le muscle squelettique et sont induits lors 

d’activités physiques (voir Figure 8). L’activité physique engendre des forces de déchirement au 

niveau des parois des vaisseaux sanguins, ce qui induit la production d’oxyde nitrique (NO) (388, 

389) afin d’induire une vasodilatation (390) au niveau du muscle et d’augmenter l’efficacité du 

transport de l’oxygène. Le NO est une espèce réactive de l’azote (RNS) qui peut réagir avec les 

ions superoxydes et activer AMPK (391). L’exercice induit également la production de ROS qui 

peuvent activer p38 MAPK (392) dans le muscle. La phosphorylation par p38 MAPK (393) et 

AMPK (366) activent PGC-1α (voir Figure 8). D’un côté, l’induction de PGC-1α active des 

défenses antioxydantes, mais d’un autre côté, PGC-1α contribue également à la production de ROS 

lors de l’activité physique. En effet, PGC-1α induit l’OXPHOS et la biogenèse mitochondriale. 

Ceci augmente la capacité respiratoire des cellules afin de favoriser la récupération et l’endurance, 

mais la suractivation de l’ETC provoque la fuite d’électrons et la production d’ions superoxydes 

(394, 395). La Figure 8 rassemble plusieurs facteurs intrinsèques propres aux cellules pouvant 

interagir avec des facteurs issus du MET afin de moduler l’activité et l’expression des PGC-1s. 
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Figure 8 : Facteurs intrinsèques et extrinsèques pouvant réguler l’expression et l’activité des PGC-1s. Les PGC-

1s sont activés par différents facteurs de stress, par des processus transcriptionnels ainsi que par des modifications 

post-traductionnelles. Ils coactivent alors des facteurs de transcription impliqués dans la biogenèse mitochondriale, la 

réplication et la transcription de l’ADN mitochondrial, les défenses antioxydantes, la gluconéogenèse, la lipogenèse, 

l’oxydation des acides gras et l’inflammation. LesPGC-1s contribuent ainsi fortement au remodelage métabolique des 

cellules cancéreuses, donc les impacts peuvent se faire sentir jusqu’au niveau du microenvironnement et moduler la 

réponse immunitaire de manière à favoriser la survie des cellules cancéreuses et la progression tumorale. NAMPT : 
Nicotinamide phosphoribosyltransférase, NAD+ : Nicotinamide adénine dinucléotide oxydée, NADPH : Nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphatase, SIRT1 : Sirtuine 1, AMP : Adénosime monophosphate, ATP : Adénosine triphosphate, Ca2+ : Ion 

calcium, AMPK : Protéine kinase dépendante de l’AMP, CaMKII : Kinase II dépendante de Ca2+/calmoduline, mTORC1 : Cible 

fonctionnelle du complexe rapamycine 1, HIF-1α : Facteur 1-alpha induit par l’hypoxie, ERRα : Récepteur alpha lié aux 

œstrogènes, PPARα : Récepteur alpha activé par les proliférateurs de peroxysomes, PPARγ : Récepteur gamma activé par les 

proliférateurs de peroxysomes, NRFs : Facteurs de respiration nucléaire, TFAM : Facteur de transcription mitochondrial ADN 

grippant A, NF-κB : Facteur de transcription nucléaire κB, STAT : Transducteur de signal et activateur de la transcription, 

FOXO1 : Facteur de transcription Forkhead de type O1, HNF4α : Facteur nucléaire hépatocytaire 4, RXR : Récepteur x bêta des 

rétinoïdes, LXR : Récepteur des oxystérols, FXR : Récepteur farnésoïde X, SRC-1 : Coactivateur des récepteurs des stéroïdes. 
Figure créée à l’aide de Biorender : www.biorender.com 
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1.8.7. Rôle de PGC-1α dans le cancer 

 

Tant des niveaux élevés que bas de PGC-1α sont associés à un mauvais pronostic dans le 

mélanome. MITF régule l’expression de PGC-1α dans le mélanome et les cellules de mélanome 

exprimant fortement PGC-1α présentent une augmentation du métabolisme mitochondrial et ont 

une meilleure capacité à détoxifier les ROS. Ceci leur permet de mieux résister au stress oxydatif 

et participe à la résistance à plusieurs formes de chimiothérapies dont les effets cytotoxiques 

reposent sur la formation de ROS dans le but de provoquer des dommages cellulaires et de perturber 

le métabolisme des cellules cancéreuses (330, 354). PGC-1α promeut également la biogenèse 

mitochondriale et régule la masse mitochondriale. Les ROS sont ainsi engendrés par un 

déséquilibre ou une augmentation de l’activité mitochondriale et jouent un rôle à la fois pro et anti-

tumoral (voir les sections 1.8.4.4 et 1.5.3) (330). La signalisation induite par les PGC-1s augmente 

la motilité et promeut la métastase, participant ainsi au développement et à la progression du 

mélanome. Cette voie de signalisation régule l’expression de gènes du métabolisme mitochondrial, 

de l’OXPHOS ainsi que du métabolisme des lipides, de la glutamine et du glucose (396). 

 

Cependant, la mutation de BRAF inhibe MITF et diminue l’expression de PGC-1α (354). La 

diminution de l’expression de PGC-1α augmente l’activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH2) 

et, par conséquent, augmente la production de ROS. La production de ROS stabilise HIF-1α par 

hydroxylation. Ainsi, les cellules qui expriment peut PGC-1α adoptent donc un métabolisme plus 

glycolytique et sont moins dépendantes de la fonction mitochondriale. Les cellules qui expriment 

peu PGC-1α ont cependant moins de défense antioxydante et sont plus sensibles aux composés 

induisant des ROS. En inhibant la fonction mitochondriale, HIF-1α la diminution de l’expression 

de PGC-1α limite la production de ROS et favorise la survie des cellules en condition de stress, 

particulièrement en situation d’hypoxie (353). 

 
1.8.8. Composés modulant l’expression des PGC-1s 

 

Certains composés naturels aux vertus antioxydantes et plusieurs molécules thérapeutiques 

affectant le métabolisme peuvent moduler l’expression et l’activité des PGC-1s. De tels composés 
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représentent une manière simple et rapide de moduler l’expression des PGC-1s afin de caractériser 

leur rôle dans un contexte particulier.  

 

La Metformine est un médicament de la classe des biguanides utilisé dans le traitement du diabète 

de type II. Il empêche la production de glucose par le foie en inhibant deux enzymes de la 

néoglucogenèse, soient la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et G6Pase. PGC-1α 

induit la néoglucogenèse et augmente l’expression de PEPCK et G6Pase. La metformine, via 

AMPK, phosphoryle le coactivateur de CREB, désigné TORC2, qui est alors séquestré hors du 

noyau et augmente l’expression de PGC-1α. TORC2 module également l’expression de PECK et 

de G6Pase, en plus d’inhiber l’expression de gènes de la néoglucogenèse. LKB1 phosphoryle et 

active AMPK, et une diminution de l’expression de LKB1 diminue l’expression de PGC-1α au 

niveau protéique. De plus, comme mentionné à la section 1.8.5.1, la phosphorylation par AMPK 

engendre un mécanisme de rétroaction positive permettant à PGC-1α d’induire l’activation de son 

propre promoteur et ainsi de participer à sa propre régulation. AMPK peut également augmenter 

l’expression de SHP, ce qui inhibe à long terme l’expression de PEPCK et de G6Pase (397, 398). 

 

La Nifedipine, un bloqueur des canaux calciques, est le médicament de sa classe le plus utilisé dans 

l’hypertension. L’entrée de calcium dans la cellule active une protéine kinase dépendante du 

calcium/calmoduline, ce qui mène à la phosphorylation de p38 MAPK ainsi qu’à l’activation du 

facteur 2 de stimulation des myocytes (MEF2) et du facteur de transcription activant 2 (ATF2). 

Ces facteurs de transcription peuvent également être activés par des stimuli physiologiques comme 

l’exercice, qui provoque une entrée de calcium dans la cellule, ou par de cytokines. Les facteurs de 

transcription se lient au promoteur de PGC-1α pour induire son expression. PGC-1α active à son 

tour NRF-1 impliqué dans la biogenèse mitochondriale. Vu le rôle des cytokines dans l’activation 

de p38 MAPK, ceci crée un lien entre les cytokines et la respiration dictée par le profil énergétique 

de la cellule. Fait intéressant, la Nefedipine ne semble pas moduler l’expression des autres PGC-

1s (399, 400). 

 

Le Resveratrol, un composé de la classe des polyphénols, active AMPK, ce qui augmente le ratio 

NAD+/NADH et, par conséquent, active SIRT1 (voir section 1.8.5.3). SIRT1 désacétyle PGC-1α, 

ce qui l’active, et augmente l’expression d’enzymes impliquées dans l’oxydation des acides gras. 
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SIRT1 acétyle également p53, qui peut à son tour induire l’expression de PGC-1α, ce qui lui 

confère un rôle dans le métabolisme, l’apoptose et les défenses antioxydante (401). L’augmentation 

de la masse mitochondriale qui s’en suit protège contre l’obésité et la résistance à l’insuline en plus 

d’augmenter la consommation maximale d’oxygène (VO2max). Il fut montré que supprimer 

l’activité de AMPK empêche l’augmentation de l’expression de protéines mitochondriales induite 

par Resveratrol, ce qui n’est pas observé lors de l’inhibition de SIRT1 (402, 403). 

 

Le enPGC-1 est un nouveau composé qui induit l’expression de PGC-1α et de PGC-1β. C’est un 

modulateur épigénétique qui agit en modula la liaison d’enzymes régulatrices de la modification 

des histones aux groupements acétylés des lysines de la queue des histones. Plus précisément, le 

enPGC-1 permet le recrutement de la machinerie acétyltransférase des histones (p300) au niveau 

de séquences spécifiques présentes sur le promoteur de PGC-1α et de PGC-1β afin d’induire leur 

transcription. Le enPGC-1 induit également la biogenèse et la respiration mitochondriale, de même 

que l’expression de cibles des PGC-1s impliquées dans l’OXPHOS et l’oxydation des acides gras 

dans les lymphocytes T. Ceci promeut la survie et la prolifération des lymphocytes T (404), ce qui 

fait de enPGC-1 un bon adjuvant à l’immunothérapie (voir section 1.3.7.3). 

 

Une petite molécule, le ZLN005, induit la phosphorylation d’AMPK. AMPK active le promoteur 

de PGC-1α dans le muscle, ce qui induit l’expression du transcrit de PGC-1α. ZLN005 augmente 

la consommation de glucose via le transporteur de glucose GLUT4, de même que certaines cibles 

de PGC-1α  impliquées dans le métabolisme mitochondrial comme ERRα, NF1 et l’acyl-coenzyme 

A oxydase. Le rôle de ZLN005 dans le métabolisme du glucose en fait de ce composé un bon 

candidat pour le traitement du diabète (405). 

 

Finalement, le benzafibrate est un médicament utilisé pour le traitement des dyslipidémies. Il induit 

l’expression de PPARγ qui interagit avec PGC-1α afin d’induire certaines cibles impliquées dans, 

par exemple TFAM, le cytochrome C et l’ATP synthase, dont l’expression est également induite 

dans le cerveau et le tissu adipeux brun par le benzafibrate. Le stress oxydatif, la dysfonction 

mitochondriale, de même qu’une diminution de la biogenèse mitochondriale et du métabolisme, 

sont impliqués dans la pathophysiologie de certaines neuropathies, par exemple la maladie de 

Huntington. Le benzafibrate induit la biogenèse mitochondriale et freine la dégradation des 
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mitochondries dans le cerveau de souris (406), ce qui suggère que le bezafibrate pourrait contribuer 

à améliorer les symptômes de patients atteints de maladies neurodégénératives. 

 

1.9. Hypothèse et objectifs de recherche 

 

Les cellules cancéreuses évoluent souvent dans un environnement hostile, pauvre en nutriments et 

en oxygène, et se protègent en développant une réponse adaptative impliquée dans la métastase et 

la résistance au traitement. Les coactivateurs 1 du récepteur γ activé par le proliférateur du 

peroxisome (PPARγ), ou PGC-1s, sont une famille de coactivateurs transcriptionnels qui régulent 

la biogenèse et la fonction mitochondriale. Le rôle de PGC-1α dans la gestion du stress oxydatif et 

la détoxification des ROS est bien connu, mais ses effets sur la prolifération et la métastase sont 

variés et ambigus. Ceci suggère que d’autres cibles régulant le métabolisme mitochondrial du 

mélanome restent à découvrir. Plusieurs études ont déjà montré l’effet anti-inflammatoire de PGC-

1β dans le muscle, mais son rôle dans la prolifération, l’inflammation et la réponse immunitaire du 

mélanome demeurent inexplorés. Les cellules cancéreuses adaptent leur métabolisme en fonction 

de la disponibilité en nutriments et en oxygène dans leur environnement afin de produire 

suffisamment d’énergie pour assurer leur prolifération soutenue et engendrer un environnement 

immunosuppresseur propice à l’invasion, la métastase et la résistance aux traitements. Le rôle 

immunomodulatoire des PGC-1s est également soutenu par son interaction avec PPARγ impliqué 

dans la tumorigenèse. Étant les maîtres régulateurs du métabolisme énergétique et de la biogenèse 

mitochondriale, les PGC-1s contrôlent la réponse à l’hypoxie ou à certaines carences en nutriments 

et pourraient ainsi faciliter l’adaptation métabolique des cellules de mélanome en situation de 

stress. 

 

Le premier volet de ce projet se concentre sur un PGC-1 moins bien connu et très peu caractérisé, 

soit PGC-1β. Ce volet porte plus précisément sur le rôle PGC-1β dans l’immunomodulation et 

l’inflammation du mélanome pouvant avoir un impact sur la progression tumorale. Nous énonçons 

donc l’hypothèse suivante :  
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1. La déplétion de PGC-1β pourrait réguler la fonction mitochondriale de manière à 

s’évader du système immunitaire, ce qui s’accompagnerait d’une réponse inflammatoire et 

impacterait la prolifération des cellules de mélanome. Tout d’abord, nous éclaircirons le rôle 

des PGC-1s dans le mélanome et la résistance à l’imunothérapie en réalisant des analyses bio-

informatiques sur des bases de données de RNAseq regroupant différentes lignées cellulaires de 

mélanome et des tumeurs exprimant différents niveaux de PGC-1s. Ensuite, nous tenterons de 

répondre à notre hypothèse en atteignant les objectifs suivants : 

 

1.1 : Étudier par RT-qPCR l’impact d’une déplétion en PGC-1β sur l’expression de gènes 

codant pour des cytokines inflammatoires et molécules de co-signalisation inhibitrices 

1.2 : Caractériser la réponse inflammatoire et la relâche de cytokine par cytokine array 

1.3 : Caractériser l’effet d’une déplétion en PGC-1β sur la prolifération d’une lignée 

cellulaire par l’étude du cycle cellulaire en cytométrie en flux 

1.4 : Caractériser l’effet d’une déplétion en PGC-1β sur la fonction mitochondriale en 

étudiant la respiration cellulaire et l’expression de gènes encodant pour des protéines 

mitochondriales ou des facteurs de transcription régulant la biogenèse, la transcription et le 

maintien de l’ADNm 

1.5 : Élucider, à l’aide d’une banque de composés, les voies de signalisation régulées par 

une déplétion en PGC-1β responsables de son rôle dans l’immunomodulation et 

l’inflammation du mélanome 

 

Puisque les PGC-1s peuvent être régulés par l’hypoxie, une carence en nutriments et le statut 

énergétique des cellules, nous pensons qu’ils peuvent agir comme un senseur de stress cellulaire 

pouvant être régulé en contexte physiologique de manière à conférer un avantage de survie aux 

cellules cancéreuses en situation de stress. Le second volet de ce projet porte donc sur la régulation 

des PGC-1s par différents stress cellulaires et son rôle dans la survie des cellules cancéreuses en 

situation de stress. Notre hypothèse est la suivante :  
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2. Dans le mélanome, différents stress cellulaires, particulièrement le stress du RE, sont 

susceptibles de diminuer le métabolisme mitochondrial selon un mécanisme impliquant les 

PGC-1s afin de diminuer le stress oxydatif et d’engendrer un remodelage métabolique 

participant à l’immunosuppression du mélanome. Dans ce contexte, la régulation des PGC-1s 

pourrait affecter plusieurs processus clés de la tumorigenèse tels que la prolifération des cellules 

cancéreuses et l’inflammation. Nous tenterons également de répondre à cette hypothèse au travers 

des objectifs ci-dessous : 

 

2.1 : Établir une corrélation entre l’expression du transcrit des PGC-1s et celle des 

marqueurs de stress cellulaire à partir de données de RNA-seq et de transcriptomique 

provenant de catalogues répertoriant le profil mutationnel de plus de 440 tumeurs cutanées 

(TCGA, Pan Cancer Atlas) 

2.2 : Élaborer une approche de criblage regroupant plusieurs composés induisant différents 

stress cellulaires afin d’étudier leur impact sur l’expression du transcrit des PGC-1s et de 

cytokines inflammatoires dans des lignées cellulaires de mélanome par RT-qPCR 

2.3 : Déterminer le rôle du stress du RE dans la reprogrammation métabolique du mélanome 

en étudiant la respiration cellulaire et l’expression de transcrit codant pour des protéines 

mitochondriales ainsi que des facteurs de transcription impliqués dans la biogenèse 

mitochondriale et la transcription de l’ADNm 

2.4 : Élucider le mécanisme de régulation des PGC-1s et leur rôle dans la réponse au stress 

du mélanome en inhibant l’expression d’une protéine de liaison à l’ARN susceptible de 

réguler la stabilité et la traduction des PGC-1s. Nous étudierons le rôle des protéines de 

liaison à l’ARN dans la régulation de PGC-1β en générant des lignées cellulaires de 

mélanome stables surexprimant LARP1. 

2.5 : Étudier le rôle de la régulation de PGC-1s dans la survie des cellules cancéreuses grâce 

à un essai de viabilité impliquant un indicateur coloré pouvant être détecté en fluorescence. 
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 Chapitre II : Articles scientifiques 

 
2.1. Préambule 

 

Les résultats générés pendant les travaux de recherche présentés dans ce mémoire ont permis de 

générer les deux articles présentés dans cette section. Le premier article a été soumis au journal 

Cancer Letters et a été évalué par des pairs. Nous avons reçu leurs commentaires et nous effectuons 

les révisions. Le second article est en préparation, mais en collaboration avec mon directeur de 

recherche, nous avons jugé qu’il contenait suffisamment de matériel pour un mémoire de maitrise. 

 

Dans le premier article, je figure en tant que co-première autrice avec Karl Laurin dû à notre 

contribution égale et majeure dans la génération des résultats obtenus et l’analyse critique des 

résultats ainsi que notre participation à la rédaction de ce manuscrit. 

 

J’ai effectué des transfections avec des petits ARN interférents dirigés contre PGC-1b dans des 

cellules de mélanome MeWo et SK-MEL-5 puis fait les extractions d’ARN et les qPCR nécessaires 

à la caractérisation de la réponse inflammatoire et immunosuppressive observée lors de la déplétion 

de PGC-1b (Fig 3A). J’ai également fait le décompte de cellules « contrôle » et déplétées en PGC-

1b afin de caractériser l’effet de cette déplétion sur la prolifération (Fig 4A). J’ai ensuite participé 

à l’optimisation de l’approche de cytométrie en flux utilisée pour étudier l’impact de la déplétion 

de PGC-1b sur le cycle cellulaire puis réalisé les transfections et préparé les échantillons 

nécessaires à l’obtention des résultats présentés (Fig 4C-D). J’ai finalement étudié, par qPCR, 

l’impact de la déplétion de PGC-1b sur l’expression de transcrits codant pour des protéines 

mitochondriales (Fig 5A). 

 

Étienne Audet-Walsh a fourni une expertise très précieuse dans l’obtention de données de 

transcriptomique de souris traitées avec des anti-PD-L1. 

 

Nour Méribout a contribué de façon significative en effectuant des répétitions de plusieurs 

expériences importantes présentées dans ce manuscrit. 
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Concernant le second article, j’ai réalisé un criblage incluant plusieurs composés induisant 

différents stress cellulaires puis examiné, par qPCR, leur impact sur l’expression du transcrit des 

PGC-1s. Puisque ce stress a semblé moduler l’expression du transcrit des PGC-1s, j’ai traité des 

cellules de mélanome MeWo avec différents inducteurs du stress du RE et caractérisé leurs effets 

respectifs grâce à des essais de viabilité (Fig 2D-E). J’ai extrait l’ARN de cellules soumises au 

stress du RE, puis caractérisé par qPCR l’effet dépendant de la dose sur l’expression du transcrit 

des PGC-1s (Fig 2F-G). J’ai ensuite étudié la stabilité du transcrit des PGC-1s en situation de stress 

du RE en réalisant un essai de poursuite à l’actinomycine D (Fig 3D-E). Ces résultats m’ont amenée 

à examiner, par qPCR, l’expression de transcrits codant pour des protéines de liaison à l’ARN en 

situation de stress du RE (Fig 3F). J’ai observé une diminution importante de l’expression de 

LARP1, ce que j’ai confirmé en immunobuvardage (Fig 3G) pour lequel j’ai également réalisé les 

extractions et préparé les échantillons. Je me suis ensuite intéressée, par qPCR à l’expression de 

LARP1 (Fig 3H) chez des cellules traitées avec les mêmes inducteurs de stress utilisés 

précédemment (voir Fig 1c) afin d’explorer le rôle de LARP1 dans la régulation des PGC-1s. J’ai 

transfecté différentes lignées cellulaires de mélanome humain (Fig 5G) et murin (Fig 5H-J) avec 

de petits ARN interférents dirigés contre LARP1 et j’ai montré, par qPCR, que LARP1 module 

l’expression du transcrit des PGC-1s et de transcrits immunosuppresseurs. J’ai finalement généré 

un modèle stable de cellules de mélanome MeWo surexprimant LARP1. Ce modèle m’a permis de 

me pencher sur l’impact de la surexpression de LARP1 sur l’expression du transcrit des PGC-1s 

(Fig 6A-C) et sur la survie de cellules de mélanome traité avec différents inducteurs de stress (Fig 

6D-E), respectivement par qPCR et grâce à un essai colorimétrique. 

 

Pour les deux articles présentés ici, Simon-Pierre Gravel a effectué des analyses bio-informatiques, 

dirigé l’étude, effectué plusieurs expériences et des analyses statistiques en plus d’avoir largement 

contribué à la rédaction des manuscrits. 
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2.2. Article #1: PGC-1β and mitochondrial biogenesis control MEK and IRF1-

dependent pro-inflammatory and immunosuppressive gene expression 

 

Title 

PGC-1b and mitochondrial biogenesis control a MEK and IRF1-dependent pro-inflammatory and 

immunosuppressive gene expression program in melanoma  

 

Running title:  

Mitochondrial biogenesis controls an immunometabolic switch in melanoma 

 

 

Authors:  

Karl M Laurin1*, Katherine Coutu-Beaudry1*, Nour Méribout1, Étienne Audet-Walsh2, Simon-

Pierre Gravel1,† 
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Research Highlights 
 

Mitochondrial biogenesis factors modulate immunosuppression in human melanoma  

PGC-1b controls the immune response of human melanoma cell lines  

PGC-1b depletion leads to cell cycle arrest and reduces mitochondrial respiration  

MEK1/2 and IRF1 mediate the immune effects associated with PGC-1b depletion 

Targeting mitochondrial biogenesis may improve the response to immunotherapy  
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2.2.1. Abstract 

Mitochondria are specialized metabolic and immune organelles that have important roles in tumor 

progression, metastasis, and response to chemotherapy and immunotherapy. Mitochondrial 

biogenesis and function are under the control of the peroxisome-proliferator activated receptor 

gamma (PGC-1) transcriptional coactivators. Recent research unveiled the role of PGC-1a in 

bolstering mitochondrial oxidative functions and in the suppression of metastasis in melanoma, but 

the role of PGC-1s in tumor immunology remains elusive. Herein, we show that low PGC-1s 

expression is associated with increased expression of a repertoire of immunosuppressive (CD73, 

PD-L2, Galectin-9) and pro-inflammatory (IL-8, TNF, IL-1b) transcripts in human melanoma 

tumors, and that experimental depletion of PGC-1b recapitulates this signature in human melanoma 

cell lines. The depletion of PGC-1b reduces the expression of HSPA9, impairs mitochondrial 

activity, and leads to cell cycle arrest. Through the use of pharmacological and gene silencing 

approaches, we further show that MEK1/2 and IRF1 mediate the observed immune transcriptional 

response. Overall, this research suggests that mitochondrial biogenesis factors can modulate tumor 

progression, immune evasion, and response to therapeutics through transcriptional control of 

immune pathways. 
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2.2.2. Introduction 

 

Melanoma is the deadliest form of skin cancer, and melanoma cases have increased dramatically 

over the past 30 years. Advanced stage melanoma is a fatal disease that presents a significant 

therapeutic challenge due to the capacity of melanoma cells to develop resistance to treatments and 

to evade the immune system. Metabolic reprogramming is now recognized as a hallmark of cancer 

that can contribute to various processes such as tumor growth, metastasis, and therapeutic 

resistance (92, 407, 408). Immunotherapies based on monoclonal antibodies directed against the 

immune checkpoints such as programmed death 1 (PD-1; nivolumab) or the cytotoxic T-

lymphocyte-associated 4 (CTLA-4; ipilimumab) have significantly improved the survival of 

metastatic melanoma patients (151, 409-412). Immune checkpoint therapy remains unfortunately 

ineffective in a large portion of patients due to primary or acquired resistance, with objective 

response rates ranging between 19 and 58% (413). Also, precise predictive biomarkers allowing 

the discrimination between immune checkpoint therapy responders and non-responders are missing 

(414, 415). A better understanding of the mechanisms by which melanoma cells can modulate T 

cell functions should bolster the design of new therapeutic approaches to increase clinical efficacy 

of immune checkpoint therapy. T cell dysfunction and upregulation of compensatory immune 

checkpoint proteins can lead to immune checkpoint therapy resistance in melanoma (416). Evading 

melanoma cells can release immunosuppressive cytokines (IL-10, TGFb) or express cell surface 

proteins such as PD-L1/2 that bind to inhibitory checkpoint proteins (PD-1) on T cells to suppress 

their proliferation and activity (417, 418). Melanoma cells can compete for glucose or amino acids 

that are essential to bolster T cell functions (417-419), and tumor glycolytic activity was shown to 

suppress T cell activities (288, 420). Melanoma cells can also increase the expression of cell surface 

enzymes such as indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and CD73 that catalyze the generation of 

immunosuppressive metabolites (421, 422). The capacity of melanoma cells to mount an efficient 

immunosuppressive response is thus dependent on metabolic reprogramming and specific gene 

expression programs. How these processes are coordinated and support resistance to 

immunotherapy in melanoma remains elusive. 

 

Metabolic reprogramming has been shown to support tumor growth and survival, metastasis, and 

chemoresistance in melanoma (182, 188, 423, 424). A well-documented example of metabolic 
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reprogramming is the ability of melanoma cells to alternate between glycolysis and mitochondrial 

oxidative phosphorylation (OXPHOS) to support their bioenergetic needs. The PGC-1s are master 

transcriptional regulators of mitochondrial biogenesis, oxidative phosphorylation, and oxidative 

stress detoxification (324, 425). PGC-1a, PGC-1b, and PRC exert their functions through 

coactivation of transcription factors such as the estrogen-related receptor (ERR)a and nuclear 

respiratory factors (NRFs) that support the transcription of mitochondrial processes such as 

OXPHOS, citric acid cycle, lipid oxidation, and mtDNA replication. PGC-1a has been by far the 

most studied PGC-1 in cancer because of its highly variable expression levels which correlate 

positively with mitochondrial functions, and therefore its potential role as a marker of cancer 

subtypes and indicator of disease progression. While PGC-1a expression levels in melanoma cells 

have an impact on several aspects of tumor progression and response to chemotherapy (426), its 

role and those of the less characterized family members, PGC-1b and PRC, in mitochondrial 

dysfunction, tumor immunology and response to immunotherapy is currently unknown. We here 

show that the expression levels of the 3 PGC-1s in human melanoma tumors correlate negatively 

with a signature of pro-inflammatory and immunosuppressive transcripts. This signature is 

increased in low PGC-1s-expressing tumors while mitochondrial protein-encoding transcripts are 

reduced, which suggests that this immune program results from impaired mitochondrial biogenesis 

and functions. Furthermore, we have found that PGC-1b silencing in a panel of melanoma cells 

recapitulates the immune signature, and have cumulated evidence on the mechanisms that could 

mediate these hitherto uncharacterized roles of PGC-1s. 
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2.2.3. Materials and methods 

 

Cell lines and treatments 

The human melanoma cell lines MeWo, SK-MEL-5, and A375 were kindly provided by Ian 

Watson. SK-MEL-28 were kindly provided by Sonia Del Rincon. Human melanoma cell lines were 

maintained in culture with RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 

penicillin/streptomycin (100 U/mL,100 µg/mL). All cell lines were cultivated in a humidified 37°C 

5% CO2 incubator. Inhibitors and compounds used for cell treatments were resuspended in DMSO 

(BioShop, Burlington, ON, CA) and dilutions were added to growth medium to obtain a final 

concentration of 0.1% (v/v) DMSO. All inhibitors were from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, 

USA). 

 

RNA interference 

Cells were seeded in 6-well culture plates at the cell density of 25,000 cells/mL media/well for 

A375, 40,000 cells/mL media/well for SK-MEL-28, and 87,500 cells/mL media/well for SK-MEL-

5 and MeWo (2mL media per well). Cells were incubated for 16-24h before transfection with 

siRNA. Allstar negative control siRNA (non-targeting, DS NC1) and siRNA against human PGC-

1β (FlexiTube Gene Solution 133522, 4 siRNA duplexes) or HSPA9/GRP75 (FlexiTube Gene 

Solution GS3313, 4 siRNA duplexes) were purchased from Qiagen (Hilden, DEU). Dicer substrate 

(DsiRNA) non-targeting control and directed against human PGC-1β (TriFECTa, 

hs.Ri.PPARGC1B.13, 3 DisRNA duplexes) and transcription factors were purchased from IDT 

(Coralville, IA, USA). Cell transfections were done using Lipofectamine RNAiMAX transfection 

reagent (ThermoFisher scientific, Waltham, MA, USA) and Opti-MEM low serum medium 

(Wisent, Saint-Jean-Baptiste, QC, CA). SiRNA/DsiRNA final concentrations were 2.4 nM, unless 

specified in figure legends. Transfections were conducted according to the manufacturer’s 

protocol. Media were changed 24h post-transfection and replaced with full media.  

 

Cell counting 

For cell counting at the indicated time points, cells grown in 6-well plates were rinsed with PBS 

1X, dissociated with trypsin/EDTA, and resuspended in 1 mL of 10% FBS-containing media. 20 

µL of resuspension was sampled and mixed with a trypan blue solution (Wisent) for manual cell 
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counting with a phase contrast hemacytometer (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) or with a 

TC20 automated counting device (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). For low cell counts, cell 

suspensions were centrifuged and resuspended in a smaller volume of culture media. For 

proliferation curves, media were replaced every day. 

 

Gene expression analysis 

RNA was isolated using Aurum Total RNA extraction Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 

according to the manufacturer’s protocol. RNA concentrations were measured with a Varioskan 

LUX multimode microplate reader (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) using the 

µDrop plate. Reverse transcription was performed with iScript reverse transcription supermix (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) using the manufacturer’s protocol. Oligonucleotide primers were 

designed using PrimerBlast software (NCBI, Bethesda, MD, USA). qRT-PCR was performed with 

the SSo SYBR green mastermix (Bio-Rad Bio-Rad Hercules, CA, USA) or the LUNA universal 

qPCR mastermix (NEB, Ipswich, MA, USA) on a QuantStudio 5 Real-time PCR system (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, USA). cDNAs were diluted in 1:8 ratio before loading 4 µL of each 

sample in triplicates on a MicroAmp optical 96-well plate (Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA, #CAT 4346907). PCR reaction for qRT-PCR was done in a 2-step reaction manner at 95°C 

for 3 min followed by 45 cycles at 95°C for 15 sec and 60°C for 30 sec. PCR amplification was 

followed by a melt curve starting at 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min ramping up to 95°C with 

0.1°C/s ramping speed. Data was analyzed using Quantstudio Design and analysis software 

(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). Gene fold change was determined using the ΔΔCt 

calculation method where RNA levels were normalized against TBP or POLR2A. All primers have 

been validated for linearity and specificity by serial dilutions and melt curve analyses, respectively. 

The primers used in this study were synthesized by IDT (Coralville, IA, USA) and can be found in 

Supplemental Table 1. 

 

Gene reporter assays 

50,000 MeWo cells were seeded per well in 24-well plates. Cells were transfected 16-24 h later 

with siRNAs using Lipofectamine RNAiMax (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 

following the manufacturer’s protocol, as indicated in the RNA interference section. 48 h later, 

cells were transfected with reporter plasmids using Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific) 
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using the manufacturer’s protocol. 450 ng of firefly luciferase-encoding plasmids and 50 ng of 

renilla luciferase-encoding plasmids were co-transfected per well. All constructs were generously 

provided by Marc Servant. 24 h later, sample lysis was conducted with the Dual-Luciferase 

Reporter assay system (Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s protocol 

before transferring 5 µL of lysate to a 96-well round bottom white plate. Luciferase assay analysis 

was performed using the Varioskan LUX multimode microplate reader and SkanIt software 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Assay was preprogrammed to inject 25 µL of 

LarII, shake 2 sec and measure luminescence followed by Stop n’Glo injection in the same fashion, 

one well at the time. 

 

Flow cytometry 

MeWo cells were seeded in 6-well culture plates at the cell density of 112,500 cells/mL media/well. 

72 h after the transfections, cells were rinsed with 1 mL ice cold PBS and trypsinized. Cells were 

resuspended in 1 mL ice cold PBS at 1x106 cells/mL. Ice cold ethanol was added dropwise to the 

samples while vortexing followed by a 30 min incubation on ice for fixation. Cells were then 

resuspended in 500 µL propidium iodide (PI)/RNAse solution (Cell Signaling Technologies Inc., 

Whitby, ON, CA) and analyzed for cell cycle with Cytoflex flow cytometer (Beckman-Coulter, 

Indianapolis, IN, USA) and CytExpert software using a slow aspiration rate. Data was measured 

using SSC, FSC and PE lasers with default acquisition parameters for SSC and FSC and acquisition 

parameters of 225 for PE. Gating was done on FSC-A/SSC-A dot plot graph to select live cells, 

SSC-H/SSC-A graph to discriminate cell singlets from cell doublets and PE-H/PE-A for cell cycle 

phases. Results were plotted on count/PE-A histogram to assess cell cycle phases. Data was further 

processed using FlowJo software for cell cycle and statistical analysis. 

 

Western Blotting 

Cells were lysed in RIPA low SDS buffer (50 mM Tris pH 7.40, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 

8.0, 1 mM EGTA pH 8.0, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS supplemented with 

Aprotinin, Pepstatin A, Leupeptin hemisulfate, PMSF and sodium orthovanadate (All from Abcam 

Inc., Toronto, ON, Canada) on ice for 30 min. Lysates were centrifuged at 17,000 x g for 10 min 

at 4°C and protein concentration was determined with the Pierce BCA assay (ThermoFisher 

scientific, Waltham, MA, USA). Equal amounts of total protein were resolved on 10% 
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polyacrylamide-SDS gels and transferred onto PVDF membrane (GE Healthcare, Chicago, IL, 

USA). PVDF membranes were rehydrated in methanol prior to the transfer. Transfer was done 

using Pierce western blot transfer buffer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MI, USA, #CAT 

35040) and Trans-Blot SD semi-dry transfer cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) at constant 15V, 

0.2A for 50 min. Blots were blocked in blotto (5% non-fat dry milk diluted in tris buffer saline with 

0.1% Tween-20 (TBST)) and then incubated with primary antibodies overnight at 4°C with slow 

rocking. Anti-Galectin-9 (54330), anti-STAT1 (14994), anti-p65/RELA (8242), anti-

Grp75/HSPA9 (3593), anti-IRF1 (8478), anti-IRF3 (11904), anti-phospho-p42/p44 (ERK1/2) 

(4370), anti-p100/p52 (4882), and anti-b-actin (3700) were from Cell Signaling Technologies Inc. 

(Whitby, ON, CA). PVDF membranes were washed 3 times for 20 min with TBST before 

incubation with horseradish peroxidase conjugated secondary antibodies (1:10,000 dilution) 

(Mandel scientific, Guelph, ON, CA) in blotto at room temperature for 1 h. Membranes were 

washed 5 times for 5 min after secondary antibody incubation. Western blots were revealed using 

chemiluminescence ECL solution (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) following manufacturer’s 

protocol and Blu-Lite films (Dutscher, Bernolsheim, FR). Films were developed in a dark room 

using Mini-Med 90 X-ray film processor (AFP manufacturing, Peachtree city, GA, USA). 

Densitometric analyses were done with ImageJ (NIH). 

 

Cell partitioning 

Cell partitioning was conducted 72 h after cell transfection. Cell plates were placed on ice and 

rinsed 2 times with 2 mL/well ice-cold PBS 1X. 100 µL of buffer A (10 mM HEPES-HCl pH 7.40, 

10 mM KCl, 0.1 mM EDTA supplemented with protease inhibitors Aprotinin, Pepstatin A, 

Leupeptine, Pefebloc and phosphatase inhibitors NaF, NaVO4, all from Abcam Inc., Toronto, ON, 

Canada) was added to each well. Samples were incubated on ice for 15 min and gently mixed every 

5 min. 15 µL of NP40 10% (v/v) was added after the incubation period, followed by 10 sec vortex 

at high speed. Samples were spun down at 17,000 x g for 30 seconds at 4°C and supernatant was 

collected for each sample. Pellets were rinsed with 200 µL of buffer A, spun down, and clean 

pellets were resuspended in 100 µL Triton-X 100 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 

7.4, 5 mM EDTA, 1mM EGTA pH 8.0, 1% Triton-X100) supplemented with protease and 

phosphatase inhibitors as above. Samples were incubated on ice for 20 min with 3 freeze-thaw 
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cycle using liquid nitrogen and 37°C water bath. Supernatant from raw cytoplasmic fraction and 

raw nuclear fraction were cleared by centrifugation at 17,000 x g for 10 min at 4°C. 

 

Cytokine array 

Conditioned media from siRNA-treated cells was collected 72 h post-transfection, 48 h after media 

change, and cleared by centrifugation at 17,000 x g for 5 min at 4oC. Cytokines concentration in 

media were quantified with the Human Cytokine Antibody Array ab133997 (Abcam Inc., Toronto, 

ON, Canada). Cleared media (1mL) was added to pre-blocked cytokine array membranes and 

incubated overnight at 4oC. Washes and subsequent steps were done according to the 

manufacturer’s instructions. Revelation was done in a dark room using autoradiography films and 

a developer. Films were scanned at 300 dpi in gray scale and analyzed with the ImageJ Software 

(NIH). Densitometry of each cytokine spot was done with circular elliptical tool and area was 

maintained constant for all analyses. Spot densitometric values were normalized and corrected for 

positive and negative controls, respectively, as recommended by the manufacturer. Densitometric 

values were further corrected for matching cell counts. 

 

Oxygen consumption and extracellular acidification 

Oxygen consumption rates (OCR) and extracellular acidification rates (ECAR) of MeWo cells 

were determined with a XFe96 Seahorse extracellular analyzer (Agilent, Santa Clara, CA). The 

day prior to siRNA transfection, 2,500 or 5,000 MeWo cells were seeded in XFe96 cell plates. 

Media was replaced with sodium bicarbonate free medium 72h post-transfection. Seahorse 

injection setup and measurements were based on the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit but 

with the use of in-house prepared inhibitors (in DMSO). Inhibitors used were oligomycin (1µM) 

(04876, Sigma-Millipore), FCCP (0.5µM) and Antimycine A (1µM) (15218, 19433, Cayman 

Chemicals), and Rotenone (1µM) (143145 Abcam). Cells were washed and lysed with RIPA buffer 

for determination of protein content (as described in Western blotting section). For the calculation 

of mitochondrial respiration, non-mitochondrial OCR (after rotenone and antimycine A co-

injection) was removed from basal OCR. 
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Analyses of publicly available RNA-seq and transcriptomic datasets 

Human RNA expression datasets used in this study were obtained from the cBioPortal for Cancer 

Genomics web site, an open-access and open-source resource (427, 428). The results shown here 

are in whole or part based upon data generated by the TCGA Research Network: 

http://www.cancer.gov/tcga. The skin cutaneous melanoma dataset (TCGA, Pancancer Atlas) has 

443 mRNA expression samples (RSEM, batch normalized from Illumina HiSeq_RNASeqV2. The 

human melanoma cell line dataset was derived from the Cancer Cell Line Encyclopedia (Broad, 

2019) (429) and contained 48 melanoma cell lines (from 1739 samples). Coefficient of variation 

(CV) were calculated as standard deviation divided by average and multiplied by 100. Spearman’s 

correlations were retrieved from the cBioPortal online website, and correlation or mRNA 

expression tables were exported in Microsoft Excel for the sorting of correlation coefficients, p, 

and q-values. For the generation of low and high mitochondrial biogenesis factor-expressing tumor 

groups, all tumor samples in datasets were ranked for individual factor expression, and tumors were 

further sorted according to the summed rank for PGC-1s and other factors, as indicated in figure 

legends. High PGC-1s-expressing tumors were defined as tumors in the upper quartile of 

distribution (25% top), while the low PGC-1s-expressing tumors were defined as tumors in the 

lowest quartile of distribution (25% bottom). Similar process was used to generate high and low 

expressing melanoma cell lines. The list of 1158 mitochondrial proteins was obtained from the 

Human MitoCarta 2.0 study (430). Venn diagrams were generated with the VIB/Ugent tool 

available at http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, and group areas were adjusted 

proportionally to their relative size.  Significant correlations between PGC-1s and other transcripts 

had q-values threshold 0.05. Gene functional analyses were done with the DAVID Bioinformatics 

online portal (431), and stringency setting was set as highest. For heatmap representations, 

Spearman’s coefficients grids or relative mRNA expression levels were colored by conditional 

formatting in Microsoft Excel. For the mitochondrial-immune switch (MIS) score associated with 

mitochondrial biogenesis and transcription factors, the sum of Spearman’s correlation coefficient 

of a selection 14 pro-inflammatory and immunosuppressive transcripts was subtracted from the 

sum of Spearman’s correlation coefficient of a selection of 14 representative transcripts encoding 

for mitochondrial proteins. Strong negative values for MIS score suggest downregulation of 

mitochondrial protein and upregulation of immune genes. Strong positive values for MIS score 

suggest down regulation of immune genes and upregulation of mitochondrial genes. For the study 
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of tumor transcriptomics in mice treated with anti-PD-L1, we used the GSE172320 dataset 

available on Gene Expression Omnibus (GEO) (432). Affy IDs were converted to gene symbols 

with db2db from bioDBnet (433). Responders and non-responders refer to responsiveness to 

10mg/kg anti-mouse PD-L1 mlgG1 D265A in PBS. Spearman’s correlations were calculated with 

GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). 

 

Over-representation of transcription factor binding sites 

Over-representation of transcription factor binding sites at the promoter of selected 

immunosuppressive and pro-inflammatory genes was analyzed with PScan (434). Region was -950 

to +50 and descriptor was Jaspar 2020_NR. Significant transcription factors were selected with 

threshold p-value 0.05. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were done with the GraphPad Prism (San Diego, CA, USA) software or 

Microsoft Excel. All experiments shown are either shown as the combination of 3 (indicated as 

N=3) or as single experiments that are representative of 2 or more independent experiments, as 

indicated in the figure legends. 
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2.2.4. Results 

 

PGC-1s transcript expression positively correlates with distinct and overlapping sets of 

mitochondrial protein transcripts in human melanoma 

 

To determine how PGC-1s expression influence gene expression profiles in melanoma, we 

analyzed the Skin Cutaneous Melanoma (SKCM) RNA-seq dataset from The Cancer Genome 

Atlas (435). We found that the expression level of PGC-1a transcript is highly variable in this 

dataset, as expected for this inducible and labile coactivator, and that of the other PGC-1s was also 

markedly variable (Coefficient of variation (CV)PPARGC1A: 148.5, CVPPARGC1B: 100.2, CVPPRC1: 

39.9) (Fig. 9A). We determined the significant Spearman’s correlations between PGC-1s 

transcripts and those encoding for human proteins localized in mitochondria (MitoCarta2.0) (430), 

and determined overlapping and distinct gene sets between PGC-1s. Among the 1158 

mitochondrial proteins, 587 show a positive correlation with PGC-1s, and only a small proportion 

(36/587, 6.1%) of these mitochondrial protein transcripts are shared between the 3 PGC-1s, 

suggesting non-overlapping functions of PGC-1s in melanoma (Fig. 9B). PGC-1s negatively 

correlated with as many mitochondrial proteins (Supplemental Fig. 1A), which suggests 

compensatory mechanisms. To further characterize the transcripts that differentially correlate with 

PGC-1s, we generated a dataset comprising the shared genes from the SKCM dataset that 

differentially correlate with the 3 PGC-1s and performed gene functional classification. These 

analyses reveal that PGC-1s positively correlate with processes linked to mitochondrial translation, 

respiration, and transcription, and also negatively correlate with processes linked to immune 

response, including TNF signaling, pathogen recognition, chemokines, and matrix 

metalloproteinases (Supplemental Fig. 1B). Overall, these analyses reveal a hitherto 

uncharacterized dichotomous correlation between PGC-1s, mitochondrial, and immune transcripts 

level in melanoma tumors. 
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Low PGC-1-expressing melanoma tumors exhibit a pro-inflammatory and 

immunosuppressive signature. 

 

To substantiate the relationship between PGC-1s and immune transcripts in human melanoma 

tumors, we selected 14 transcripts encoding for proteins involved in the control of mitochondrial 

biogenesis and examined their correlation with 28 mitochondrial and immune transcripts. These 

analyses confirm that mitochondrial biogenesis modulators negatively correlate with the selected 

immune transcripts but positively correlate with important mitochondrial transcripts (Fig. 9C). To 

quantify this dichotomy between correlating immune and mitochondrial transcripts, we calculated 

a mitochondrial-immune switch (MIS) score for each transcription factors (Fig. 9C, right graph). 

The MIS score reflects the sign and magnitude of correlations between transcription factors and 

mitochondrial or immune transcripts. To determine if the expression level of these mitochondrial 

biogenesis modulators can influence the expression level of immune transcripts, we separated 

tumor into groups according to their expression level of mitochondrial master regulators. We found 

that low PGC-1s/ERRa/TFB2M expression is associated with increased expression of pro-

inflammatory and immunosuppressive genes (Fig. 9D), which complements the correlation 

analyses. This immune signature is further increased in tumors that globally show low levels of 

mitochondrial biogenesis transcripts (Fig. 9E, Supplemental Fig. 1C). Interestingly, low 

expression of the PGC-1b transcript was associated with increased expression of all the tested 

immune transcripts. We further show with gene functional classification analyses that PGC-1b 

negatively correlates with chemokines, TNF signaling, matrix metalloproteinases, and antigen 

processing and presentation (Supplemental Fig. 1D). To further determine if PGC-1s could 

influence the response to immunotherapy, we analyzed a murine melanoma transcriptomic dataset 

(GSE172320) (432) and show that tumors that do not respond to anti-PD-L1 therapy have reduced 

expression of PGC-1b and PRC transcripts (Fig. 9F). The negative correlation between PGC-1b 

and PRC with immune genes was strongest in the non-responder group (Fig. 9G, Supplemental 

Fig. 1E). Overall, these analyses suggest that reduced expression of PGC-1s in melanoma could 

impair the response to immunotherapy, possibly through the induction of a multigenic 

immunosuppressive transcription program. 
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PGC-1b knockdown induces the expression of immune transcripts in human melanoma cell 
lines. 
 

We next asked whether the level of PGC-1s expression level was also associated with a signature 

of immune transcripts in human melanoma cell lines. The expression profile of PGC-1s in the 48 

melanoma cell lines of the Cancer Cell Line Encyclopedia (429) was similar to the one observed 

in tumors of the SKCM dataset (Fig. 10A) (CVPPARGC1A: 143.9, CVPPARGC1B: 52.6, CVPPRC1: 31.0). 

Our analyses reveal that mitochondrial biogenesis transcripts negatively correlate with immune 

transcripts, with strong positive MIS score for PGC-1s, ERRa and TFAM transcripts (Fig. 10B). 

In addition, the immune signature is enhanced in melanoma cells that express low levels of these 

mitochondrial biogenesis modulators (Fig. 10C-D). We then set out to determine whether acute 

changes in the expression of PGC-1s could affect the expression of immune genes, which is 

required to show a cause and effect relationship. We selected PGC-1b for gene silencing given its 

strong association with the immune signature both in vivo (Fig. 9D) and in vitro (Fig. 10C). PGC-

1b KD is efficient and accompanied with a concomitant induction of both pro-inflammatory and 

immunosuppressive transcripts (Fig. 11A). MeWo cells, which were previously characterized as 

high PGC-1a-expressing cells ((330) and Fig. 10D), are globally the most responsive cells, which 

suggests that cells with high mitochondrial activity respond more strongly to PGC-1b depletion. 

We further show that PGC-1b KD increases the expression of immune transcripts in a dose-

dependent fashion (Fig. 11B), and validated the specificity of the approach with distinct dicer-

substrate siRNAs (Supplemental Fig. 2). We also show that PGC-1b KD leads to a strong release 

in MCP-10, IL-10 and IL-8 (Fig. 11DC-D) and promotes the expression of the immunosuppressive 

cell surface protein Galectin-9 (Fig. 11E). Overall, these analyses show that PGC-1b KD can 

induce a complex gene expression program that can be efficiently translated to modulate the 

immune phenotype of human melanoma cell lines. 
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PGC-1b knockdown blocks proliferation and alters mitochondrial functions in human 

melanoma cell lines. 

 

The fact that PGC-1b correlates positively and negatively with mitochondrial and immune 

transcripts, respectively, suggests that the immune effects associated with its depletion could be 

caused by mitochondrial defects or metabolic stress. Indeed, PGC-1b KD reduces the proliferation 

of all tested melanoma cell lines (Fig. 12A). We subsequently set up our tests with MeWo cells 

given they ranked first out of 48 melanoma cells for the expression of PGC-1s (Fig. 10D) and also 

given their strong reactivity to PGC-1b KD (Fig. 11A-B). Notably, the impact of PGC-1b KD on 

the cell proliferation is still visible after 8 days (Fig. 12B). The proliferative defects observed in 

PGC-1b-depleted cells are linked to cell cycle arrest, as shown by a reduction in cells in G0/G1 

states with an accumulation of cells in G2/M compared to control cells (Fig. 12C-D). To identify 

mitochondrial proteins that could be downregulated upon PGC-1b KD and responsible for cell 

cycle arrest, we interrogated the SKCM dataset and selected the 10 mitochondrial protein 

transcripts that positively correlate the most with PGC-1b transcripts. Of these transcripts, HSPA9 

and AFG3L2 are significantly downregulated in PGC-1b-depleted cells compared to controls (Fig. 

13A), and PGC-1b KD also reduced HSPA9 protein level (Fig. 13B). We next performed HSPA9 

KD to determine if the expression of this mitochondrial protein could impact on the metabolism 

and immune response of melanoma cells. HSPA9 gene silencing is efficient (Fig. 13C) and reduces 

proliferation (Fig. 13D). Both PGC-1b and HSPA9 KD reduce basal mitochondrial respiration, 

maximal respiration, and basal extracellular acidification (Fig. 13E-G). From the selection of 

immune genes, HSPA9 KD only induces PD-L2 significantly (Fig. 13H), which suggests that other 

mechanisms could explain the wide impact of PGC-1b KD on immune gene expression. 

 

A targeted compound screen reveals modulators of the PGC-1b immune program. 

 

To investigate the signaling pathways that mediate the pro-inflammatory and immunosuppressive 

effects associated with PGC-1b depletion in melanoma cells, we have selected 15 compounds that 

inhibit kinases and signaling components that could potentially drive these effects. Our analyses 

show that MEK1/2 inhibition with 2 distinct inhibitors represses the induction of both IL-8 and 
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Galectin-9 transcripts (Fig. 14A-B). Compounds targeting IKKb and the MAP kinases JNK1/2/3 

and p38a reduced IL-8 expression, but had no effect on Galectin-9. We confirmed the gene-

specific effects of MEK1/2 and IKKb inhibition on other immune genes such as NT5E and IL1B 

(Fig. 14C-D). Conversely, inhibition of mTOR, AKT, Pi3K and TBK1 increased the induction of 

IL-8 but not Galectin-9 (Fig. 14A-B), suggesting induction of the IKKb pathway by these 

inhibitors. Overall, these analyses show that MEK1/2 and IKKb are important components that 

differentially drive the expression of immune genes in PGC-1b-depleted melanoma cells. 

 

Identification of transcription factors that mediate the immune response programs in PGC-

1b-depleted melanoma cells. 

 

Our analysis of over-represented transcription factor binding sites (TFBS) at the promoter of 

selected genes from the immune signature associated with low mitochondrial biogenesis reveals 

significant enrichment of the STAT1/2 heterodimer (Fig. 15A). The immunosuppressive genes are 

linked to the enrichment of interferon regulatory factors (IRFs) and STAT4, while the pro-

inflammatory genes are linked to the enrichment of NF-kB subunits and CCAAT-enhancer-binding 

proteins (C/EBPs). We next interrogated the SKCM dataset to identify correlations between 28 

immune transcription factors and a set of 28 transcripts encoding for immune and mitochondrial 

proteins. Strikingly, our analyses reveal that a large proportion of these immune transcription 

factors, most notably STAT1/4 and IRF1/2/8, correlate in an opposite manner to mitochondrial 

biogenesis factors with a strong negative MIS score (Fig. 15B). PGC-1b KD generally increased 

the expression of immune transcription factors, among which IRF1 and NFKB2 were the most 

markedly upregulated ones (Fig. 15C). The activity of NF-kB and IRFs was also found to be 

induced upon PGC-1b or HSPA9 gene silencing (Fig. 15D). Among the several transcription 

factors tested, only IRF1 showed increased expression in the nuclear compartment after PGC-1b 

KD (Fig. 15E-F). Finally, IRF1 knockdown significantly reduced the induction of IL-8 and 

Galectin-9 transcripts in PGC-1b-depleted cells (Fig. 15G), which suggests that this transcription 

factor supports the immune effects associated with reduced PGC-1b expression. 

 

2.2.5. Discussion 
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Cytokines, hypoxic microenvironments, and UV exposure can induce the expression of PD-L1 and 

other immunosuppressive ligands through the activation of NF-kB, STAT1, IRF-3, and hypoxia-

inducible factor (HIF)-1a (436-442). Furthermore, type I/II interferons (IFNs) were shown to 

induce a multigenic resistance program through STAT1 activation in melanoma, which is 

characterized by the induction of inhibitory receptor ligands (436). While cancer cell-intrinsic 

mechanisms such as activation of proto-oncogenes and loss of tumor suppressors can also activate 

these transcription factors and likely modulate immunosuppressive programs (443), the role of 

metabolic reprogramming in bolstering these processes remains unknown. Recent evidence 

suggests that mitochondria are important modulators of the response to immunotherapy. First, 

immunotherapy responders show increased mitochondrial activity in tumors, which increases 

melanoma immunogenicity and increases sensitivity to T cell-mediated killing (444). Second, 

mitochondria dysfunction can induce mtDNA release in the cytosol, which is sensed by the cyclic 

GMP-AMP synthase (cGAS)-stimulator of interferons (STING) system that promotes IRF-3 and 

NF-kB activation (445, 446). Importantly, STING agonists have recently emerged as modulators 

of the response to immunotherapy through their capacity to engage IFN signaling and to promote 

the expression of PD-L1 (447). Very recently, it has been shown that mtDNA damage exposes 

mtRNAs to the cytosolic sensors Rig-I/MAVS, which leads to STAT-1 phosphorylation and IFN 

response (448). A variety of mechanisms could also link mitochondrial dysfunction to the 

activation of innate immune signaling pathways, such as the production of reactive oxygen species 

(ROS) (449, 450), the alteration of cellular bioenergetics (363, 451, 452), and the production of 

immunomodulatory metabolites (453-455). Overall, this suggests that mitochondrial dysfunction 

could modulate the transcription of immunosuppressive programs to bolster immune evasion in 

melanoma. 

 

While a recent study suggested that a selection of factors involved in mitochondrial biogenesis 

could be targeted to overcome the resistance to MAPK inhibitors (456), the role of these factors in 

tumor immunology and response to immune checkpoint inhibitors remains elusive. Several studies 

in non-cancer models have shown that enforced expression of PGC-1s can potently inhibit NF-kB 

and IRF-1/3, while their depletion conversely promotes the activation of these transcription factors 

(232, 356, 365, 457-460). The observed induction of inflammation in tumors with low 
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mitochondrial biogenesis might modulate tumor progression through recruitment of immune cells, 

tumor microenvironment remodelling, and angiogenesis. The concomitant induction of 

immunosuppressive molecules, on the other hand, will likely help tumor cells to evade T cells. Our 

analyses of an in vivo transcriptome dataset of anti-PD-L1-treated mice revealed that non-

responsive tumors have lower PGC-1b and PRC expression level, which suggests that these 

mitochondrial biogenesis factors could indeed influence the response to immunotherapy. 

 

Our analyses do not support the engagement of cGAS/STING or Rig-I/MAVS pathways in MeWo 

cells treated with siRNA against PGC-1b. In line with the role of PGC-1s in bolstering 

mitochondrial biogenesis, we found that acute PGC-1b KD reduces the expression of HSPA9. It 

has been shown that the depletion of HSPA9 induces p21CIP, growth arrest and cell death in a 

MEK/ERK-dependent fashion in melanoma cell lines (461). As PGC-1b KD also induces cell cycle 

arrest in MeWo cells, it is likely that the growth suppressive effects of PGC-1b are partly driven 

by HSPA9 depletion. While HSPA9 KD had similar effects to that of PGC-1b on cell proliferation, 

mitochondrial respiration, glycolysis, and induction of IRF/STAT/NF-kB-driven reporter 

plasmids, the impact on immune gene expression was modest, which suggests that the reduction in 

HSPA9 is not the sole mechanism by which PGC-1b modulates the immune response. We have 

found that MEK1/2 are upstream of the regulation of both pro-inflammatory and 

immunosuppressive transcripts, and that the role of IKKb seems more limited to pro-inflammatory 

gene expression. As BRAF and MEK inhibitors have shown beneficial effects in combination with 

immunotherapy in melanoma (462, 463), it will be of interest to determine how these treatments 

impact on the expression of pro-inflammatory and immunosuppressive markers in vivo. Our data 

also indicates that IRF-1 is an important modulator of immune genes expression in melanoma 

tumors with low mitochondrial biogenesis. Interestingly, a recent article showed that SOX10 

modulate PD-L1 expression by increasing the expression of IRF4, a repressor of IRF1 (464). IRF4 

was indeed among the very few transcription factors that had a completely opposite correlation 

signature to that of IRF1 in melanoma tumors (Fig. 15B), which suggests that this factor can 

potently influence the immune response under low mitochondrial biogenesis in melanoma. 

 

In conclusion, this research unveils largely overlooked roles for the PGC-1 coactivators and other 

mitochondrial biogenesis factors in the control of inflammation and immunosuppression in 
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melanoma. Our analyses suggest that metabolic and immune transcriptomic profiles can indicate 

underlying mechanisms that link metabolic dysfunction to immune programs that can impact on 

tumor progression and response to immunotherapy (Fig. 16, model). Our work reveals that 

melanoma cells could reduce mitochondrial biogenesis as a strategy to mount a multigenic 

resistance program, and suggest that therapeutic strategies aiming to rescue mitochondrial 

biogenesis could increase the efficiency of immunotherapy. 
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2.2.6. Figure legends 

 

Figure 9. Low expression of mitochondrial biogenesis factors in human melanoma tumors is 

associated with increased expression of pro-inflammatory and immunosuppressive 

transcripts.  

 

A. PGC-1s transcript expression in the 443 tumors samples from the human cutaneous melanoma 

dataset (TCGA PanCancer Atlas). Expression is shown as Log2 values of RSEM, batch normalized 

from Illumina HiSeq_RNASeqV2. Each dot represents a sample. Mean and +/- SEM are indicated. 

B. Venn diagram of positive correlations between PGC-1s transcripts from the cutaneous 

melanoma dataset in A (q-value threshold 0.05) and the 1158 mitochondrial proteins from the 

MitoCarta2.0 dataset. C. (left) Heatmap of Spearman’s correlations between mitochondrial 

biogenesis factors and selected immune and mitochondrial transcripts in human melanoma tumors 

described in A. Mitochondrial biogenesis factors have been ordered as a function of their respective 

Mito-Immune Switch Score shown on the right (see Material and methods). High score corresponds 

to factors that correlate positively with mitochondrial genes and negatively with immune genes. D. 

Heatmap of immune gene expression in tumors with high (upper quartile, n =110) or low levels 

(lower quartile, n=110) of selected mitochondrial biogenesis factors from C (boxed). Transcript 

expression is set to 1 (white) in high-level tumors and shown as fold change (red: increase; blue: 

decrease) in low-level tumors. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, Student’s t-test. E. Heatmap 

of immune gene expression in tumors with overall low expression PGC-1s expression of overall 

low expression of the 5 factors in D. Data presented as in D. F. Expression of PGC-1s in melanoma 

tumors arising from mice treated with anti-mouse PD-L1 antibody (GEO accession: GSE172320). 

Data from PD-L1 antibody responders (n=26) and non-responders (n=23) are shown as box and 

whiskers, with ** p < 0.01, Student’s t-test. G. Spearman’s correlation between PGC-1s transcripts 

and a selection of 18 immune and mitochondrial transcripts in non-responding tumors, as described 

in F. * p < 0.05.      
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Figure 10. Low expression of mitochondrial biogenesis factors in human melanoma cell lines 

is associated with increased expression of pro-inflammatory and immunosuppressive 

transcripts.  

 

A. PGC-1s transcript expression in 48 melanoma cell lines from the Cancer Cell Line Encyclopedia 

(Broad, 2019), expressed as Log2 values of RNA Seq RPKM (Reads Per Kilobase of transcript, 

per Million mapped reads). B. (left) Heatmap of Spearman’s correlations between mitochondrial 

biogenesis factors and selected immune and mitochondrial transcripts in the 48 human melanoma 

cell lines described in A. Mitochondrial biogenesis factor have been ordered as a function of their 

respective Mito-Immune Switch Score shown on the right (see Material and methods). High score 

corresponds to factors that positively correlate with mitochondrial genes and negatively correlate 

with immune genes.  C. Heatmap of immune gene expression in cell lines with high (upper quartile, 

n =12) or low levels (lower quartile, n=12) of selected mitochondrial biogenesis factors from B 

(boxed). Transcript expression is set to 1 (white) in high-level tumors and shown as fold change 

(red: increase; blue: decrease) in low-level tumors. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001, 

Student’s t-test. D. Heat-map of ranked expression of PGC-1s transcripts in human melanoma cell 

lines of the CCLE dataset. PGC-1 (global) is the sum of the individual rank of the 3 PGC-1s divided 

by 3. Only upper (red) and lower (white) PGC-1s expression quartiles are shown. NT5E (CD73) 

and CXCL8 (IL-8) are immune transcripts, while PTCD1 and TIMM8A are mitochondrial protein 

transcript. * indicates cells that are used in subsequent in vitro experiments (except for A375 that 

do not fall within the shown quartiles).  

 

Figure 11. PGC-1b knockdown induces an immunosuppressive and pro-inflammatory gene 

expression program in human melanoma cells.  

 

A. Gene expression in PGC-1b siRNA-transfected human melanoma cells shown as Log2 fold 

change versus non-targeting control siRNA-Ctrl. Cells were analyzed 72h post-transfection. Data 

are shown as mean + SEM. Group comparison is done between control siRNA-Ctrl and pooled 

PGC-1b siRNAs. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). B. Gene expression MeWo cells transfected 

with different doses of non-targeting control and PGC-1b siRNA. Cells were analyzed 72 h post-

transfection. Data are expressed as mean + SEM of fold change (Log2) versus the respective non-
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targeting control siRNA treatment for each concentration. Group comparison is done between 

control non-targeting siRNA and pooled PGC-1b siRNAs. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). C. 

Representative exposures of cytokine array membranes used to probe cytokines in the conditioned 

media of non-targeting control and PGC-1b transfected MeWo cells. Boxes correspond to cytokine 

spots that are shown in D. D. Quantification of cytokine release as measured with cytokine arrays 

(as in C). Relative cytokine release is normalized for cell counts. Data are shown as mean + SEM, 

* p < 0.05, Student’s t-test (N=3). E. Immunoblotting for Galectin-9 in MeWo cells treated as in 

A. b-actin serves as loading control.        

 

Figure 12. PGC-1b knockdown has growth suppressive effects in human melanoma cell lines. 

 

A. Fold change in cell counts of melanoma cells treated for 3 days with control non-targeting 

siRNA-Ctrl or siRNA pool against PGC-1b. Data are shown as mean + SEM.  * p  <  0.05, # p < 

0.10,  Student’s t-test (N=3). B. Proliferation of MeWo cells treated as in A over an 8-day time 

course. Transfection was done on day 0. Data are shown as mean + SEM. Group comparison is 

done between control non-targeting siRNA and pooled PGC-1b siRNAs for individual days. * p < 

0.05, Student’s t-test (N=3). C. Representative cell cycle tracing from FACs analyses of MeWo 

cells treated as in A. Colored areas and gating are automatically generated by the FlowJo software. 

PE-A: Propidium iodide area. D. Cell cycle organization of MeWo cells analyzed as in C. Data are 

shown as mean + SEM for individual cell cycle phases (G0/G1, S, and G2M). SubG1 represents 

fragmented cells. * p < 0.05, # p < 0.10, Student’s t-test (N=3). 

 

Figure 13. The mitochondrial protein HSPA9 mediates part of the immunometabolic effects 

associated with PGC-1b depletion in human melanoma cells. 

 

A. Gene expression in MeWo cells treated with control or PGC-1b siRNA for 3 days* p < 0.05, 

Student’s t-test. B. Immunoblotting of HSPA9 in MeWo cells treated with control non-targeting 

siRNA-Ctrl or PGC-1b siRNA pool. C. Immunoblotting of HSPA9 in MeWo cells treated with 

control non-targeting siRNA-Ctrl o HSPA9 siRNA pool. B-C: b-actin serves as loading control. 

Data shown are representative of 3 independent experiments. D. Fold change in cell counts of 

MeWo cells treated for 3 days as in C. Data are shown as mean + SEM.  * p  <  0.05, Student’s t-
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test (N=3). E. Oxygen consumption rate (OCR) profiles in MeWo cells treated as in A-D. OCR 

has been normalized for protein content. */# p < 0.05, Student’s t-test, for siRNA-PGC-1b and 

siRNA-HSPA9, respectively (N=3). F. Mitochondrial respiration under basal conditions in MeWo 

cells treated as in F.  * p < 0.05 Student’s t-test (N=9). G. Extracellular acidification rate (ECAR) 

under basal conditions in MeWo cells treated control and PGC-1b or HSPA9 siRNA for 72h. 

ECAR has been corrected for protein content. * p < 0.05 Student’s t-test (N=9). H. Heat-map of 

gene expression in MeWo cells treated as in D. * p < 0.05, *** p < 0.001, Student’s t-test (N-=3).  

 

Figure 14. Identification of kinases that mediate the immune response associated with PGC-

1b depletion in melanoma cells. 

 

A. CXCL8 (IL-8) gene expression in MeWo cells treated with non-targeting control siRNA-Ctrl 

and PGC-1b siRNApool and further treated with a small panel of pharmacological inhibitors. Cells 

were treated with 1 µM inhibitors (0.1% DMSO, v/v) 48 h post-transfection for 24 h. Data are 

shown as mean of Log2 fold change + SD from a representative experiment performed with 

biological triplicates. B. LGALS9 (Galectin-9) gene expression in MeWo cells treated with non-

targeting control siRNA-Ctrl and PGC-1b siRNApool and further treated with a small panel of 

pharmacological inhibitors. Cells were treated and analyses performed as in A. C. Gene expression 

in MeWo cells treated as in A with an IKKb inhibitor (BI605906 1 µM, 0.1% DMSO v/v). Data 

are shown as mean of Log2 fold change + SEM. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). D. Gene 

expression in MeWo cells treated as in B but with a MEK inhibitor (Trametinib, 10 µM, 0.1% 

DMSO v/v).  

 

Figure 15. Identification of transcription factors that mediate the immune response 

associated with PGC-1b depletion in melanoma cells. 

 

A. Venn diagram of significantly over-represented transcription factor binding sites (TFBS) in a 

selection of immunosuppressive and pro-inflammatory genes regulated by PGC-1b in melanoma 

cells. Selected overlapping and non-overlapping transcription factors are indicated. B. (right) 

Heatmap of Spearman’s correlations between immune transcription factors and selected immune 
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and mitochondrial transcripts in 443 human melanoma tumors (SKCM RNA-seq dataset from 

TGCA, PanCancer Atlas). Transcription factors have been ordered as a function of their respective 

Mito-Immune Switch (MIS) Score shown on the left (see Material and methods). High score 

corresponds to factors that positively correlate with mitochondrial genes and negatively correlate 

with immune genes. C. Gene expression of immune transcription factors in MeWo cells treated 

with control non-targeting siRNA-Ctrl or siRNA PGC-1b pool for 3 days. Data are shown as fold 

change (log2) + SEM (N=3). * p < 0.05, # p < 0.10, Student’s t-test. N/A: the corresponding 

transcript was undetectable in this cell line. D. Reporter assays in WeWo cells co-transfected with 

reporter gene luciferase plasmids (RLU1), control renilla plasmids (RLU2), and non-targeting 

control siRNA-Ctrl, PGC-1b, or HSPA9 siRNA pool. Cells were analyzed 72h post-transfection. 

Promoter activation (NF-(kB) elements, CXCL10 physiological promoter, interferon-stimulated 

response element (ISRE), gamma interferon response element (GAS)) is normalized to renilla 

signal (RLU1/RLU2). Data are shown as mean + SEM. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). E. 

Immunoblot of nuclear and cytosolic extracts from MeWo cells treated for 3 days as in E. F. 

Quantification of IRF1 by densitometry in cells treated as in E. Data are shown as mean + SEM. # 

p < 0.10. Student’s t-test.  G. Gene expression in MeWo cells co-transfected with control non-

targeting or PGC-1b siRNA with control of dicer-substrate siRNA (Dsi) against IRF1. Cells were 

analyzed 3 days post treatment. Data are shown a mean of Log2 fold change + SEM. * p < 0.05, 

Student’s t-test.     

 

Figure 16. Model of the immunometabolic switch in melanoma. 

 

(left panel) Schematic depicting the multifaceted impact of low mitochondrial biogenesis enhanced 

by low expression of PGC-1s coactivators on cell cycle arrest, activation of innate immune 

signaling pathways, and induction of pro-inflammatory and immunosuppressive gene expression 

programs. (right panel) Schematic of the immunometabolic switch controlled by mitochondrial 

biogenesis modulators such as PGC-1s coactivators in melanoma.  
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Supplemental figures legends 

 

Supplemental Figure 1 

 

A. Venn diagram of negative correlations between PGC-1s transcripts analyzed by RNA-seq from 

the TCGA PanCancer Atlas human cutaneous melanoma dataset (q-value threshold 0.05) and the 

1158 mitochondrial proteins from the MitoCarta2.0 dataset. B. Shared positive (left panel) and 

negative (right panel) significant Spearman’s correlations (q < 0.05) between the 3 PGC-1s (PGC-

a, PGC-1b, PRC) in the same melanoma dataset as in A. Enrichment scores from DAVID 

bioinformatics web tool are associated with functional classes. C. Immune gene expression in 

human melanoma tumors (as in A) with high (upper quartile, n =110) or low levels (lower quartile, 

n=110) of the 3 PGC-1s (determined by the sum of the 3 respective ranks). Data are shown for 

individual samples with mean +/- SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001, Student’s t-test. 

D. Gene functional analysis of transcripts that inversely correlate with PPARGC1B in human 

melanoma tumors (as described in A). Only the top 20 enriched groups are shown. A representative 

GO term was chosen for each group, and groups directly linked to immune processes were 

underlined. E.  Spearman’s correlation between PGC-1s transcripts and a selection of 18 immune 

and mitochondrial transcripts in murine melanoma tumors that responded to anti-PD-L1 therapy. 

 

Supplemental Figure 2 

 

Gene expression in PGC-1b dicer substrate (DsiRNA)-transfected MeWo cells expressed as Log2 

fold change versus non-targeting control DsiRNA. Cells were analyzed 72 h post-transfection. Data 

are shown as mean + SEM. Group comparison is done between control non-targeting siRNA and 

pooled PGC-1b siRNAs. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Figure 11 
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Figure 12 
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Figure 13 
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Figure 14 
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Figure 15 
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Figure 16 
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Figure Supplémentaire 1 
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Figure Supplémentaire 2 
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2.3. Article #2: LARP1 is regulated by endoplasmic reticulum stress and exerts 

immunometabolic functions in melanoma 
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Research Highlights 

 

• The expression level of LARP1 and PGC-1s is associated with several stress responses 

• ER stress represses the expression of and LARP1 and PGC-1s in melanoma  

• LARP1 regulates PGC-1s and mitochondrial functions in melanoma 

• Low LARP1 expression is associated poor response to immunotherapy 

• LARP1 functions as an immunometabolic switch in melanoma 
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2.3.1. Abstract 

Metabolic rewiring and mitochondrial functions have pivotal roles in the establishment of a 

therapeutic resistance and progression of metastatic disease in melanoma. Ongoing research aims 

the understanding of the mechanisms that bolster metabolic adaptation in melanoma and the 

discovery of new metabolic-oriented strategies that could enhance the efficacy of targeted therapy 

and immunotherapy. We have recently found that the peroxisome proliferator-activated receptor-

gamma coactivators family (PGC-1s) controls an immunometabolic switch in melanoma that could 

influence tumor immunogenicity and response to immunotherapy. As the expression of PGC-1-

associated transcripts is highly variable in melanoma tumors, we hypothesized that 

macroenvironmental and cellular stresses could modulate the expression of these transcripts. Our 

analyses of publicly-available human melanoma tumors RNA-seq datasets and in vitro experiments 

with human melanoma cell lines reveals that endoplasmic reticulum (ER) stress can repress the 

expression of PGC-1s, but the mechanisms mediating these effects remain elusive. We have found 

that ER stress represses the expression of La-related protein 1 (LARP1), an important modulator 

of the translation of mRNA transcripts containing 5’ terminal oligopyrimidine tracts (5’TOP), a 

motif that is particularly enriched in transcript encoding ribosomal proteins. LARP1 expression 

correlates with the one of PGC-1s and its knockdown recapitulates the effects of PGC-1s on 

mitochondrial respiration. The impact of LARP1 knockdown on immune gene expression is not 

marked as the one observed with PGC-1s knockdown, which suggests the existence of context-

specific or compensatory mechanisms. LARP1 overexpression also confers some growth 

advantages to stressed melanoma cells. Overall, this research reveals that LARP1 expression can 

influence melanoma metabolism and immune response as a function of stress, which suggests that 

this protein could be targeted to polarize melanoma tumors and unveil vulnerabilities that could be 

exploited by therapeutics.  
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2.3.2. Introduction 

 

In the past years, avoidance or protection against ultraviolet radiations and early diagnostic and 

resection of primary melanoma have successfully reduced melanoma-linked morbidity and 

mortality (465). Nevertheless, melanoma cases are constantly increasing and advanced stage 

melanoma is a fatal disease that remains a considerable therapeutic challenge due to poor response 

to therapy or the acquisition of therapeutic resistance (466, 467). To enhance the efficacy of 

antimelanoma therapy or block compensatory pathways, it is now common practice to design 

combinatory therapeutic approaches (468). Thus, a fundamental understanding of interconnection 

between signaling and metabolic pathways appears of the highest importance for the rational design 

of therapies that can expose vulnerabilities in cancer cells and block their abilities to adapt to 

stressful contexts. It is now well appreciated that metabolic reprogramming in melanoma cells can 

participate at all stages of tumor progression and shape the resistance to therapeutics (92, 182, 188, 

407, 408, 423, 424). Mitochondria, the main bioenergetic organelles of the cell, can modulate cell 

survival in hostile environment and can exert important immunomodulatory functions in tumors. 

Importantly, the control of mitochondria biogenesis and mitochondria functions can modulate the 

resistance to directed therapies and tumor recognition by the immune system (444, 456). Targeting 

mitochondria thus appears as a promising approach to fight refractory late-stage disease and 

improve the efficacy of antimelanoma therapies. 

 

We have recently found that the control of mitochondrial biogenesis is also linked to pro-

inflammatory and immunosuppressive transcription programs in melanoma, and that these 

pathways are controlled by the peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivators 

(PGC-1s) (Laurin K. et al., under review). The PGC-1s are master transcriptional regulators of 

mitochondrial biogenesis, oxidative phosphorylation, and oxidative stress detoxification (324, 

425). The 3 family members, PGC-1a, PGC-1b, and PRC exert their functions through 

coactivation of transcription factors such as the estrogen-related receptor (ERR)a and nuclear 

respiratory factors (NRFs) that support the transcription of mitochondrial processes such as 

OXPHOS, citric acid cycle, lipid oxidation, and mtDNA replication (469). Our work supports the 

notion that PGC-1s expression level modulate a complex immune response that could have an 

impact on the response to immunotherapy and likely other immune-related processes. Although 
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PGC-1s appear as nodal factors that can control both the immune and metabolic states of melanoma 

cells, little is known about the mechanisms and conditions that lead to their downregulation in 

melanoma tumors. 

 

PGC-1a has been by far the most studied family member in cancer due to its highly inductive 

nature and correlation with mitochondrial functions (we reviewed in (426)). PGC-1a can be 

regulated by multiple post-translational modifications and by transcriptional regulation, but much 

of this work has been done in other contexts than cancer (399). Although we were successful in 

depleting PGC-1s mRNA in melanoma cells, which recapitulated the in vivo immune signature, 

our previous work did not examine the underlying causes of the depletion of these transcripts. We 

hypothesized that low PGC-1s transcript expression in melanoma tumors could be the result of a 

response to cell-intrinsic or microenvironmental stress. Melanoma tumors are indeed known to 

experience a variety of stresses such as oxidative stress, endoplasmic reticulum (ER) stress, nutrient 

and oxygen deprivation. Mitochondrial OXPHOS is an important source of ATP and metabolites 

that drives anabolic processes such as mRNA translation, amino acid and nucleotide biosynthesis. 

In response to specific stressful situations that could compromise the proper function of 

biosynthetic pathways and cell division, a reduction in mitochondria functions could represent an 

efficient way to save on energy costs and promote survival. Herein, we analyzed transcriptomics 

datasets of human melanoma tumors and and performed in vitro experiments to identify stress 

pathways that regulate PGC-1s and immune response in melanoma. This work shows that ER stress 

is a potent repressor of PGC-1s and mitochondrial functions, and reveals the unexpected 

contribution of specific mRNA translation processes in the control of melanoma 

immunometabolism. 
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2.3.3. Materials and methods 

 

Cell lines and compounds 

The human melanoma cell lines MeWo and the murine melanoma lines B16F10 and YUMMER1.7 

were obtained with the generosity of Ian Watson (Rosalind and Morris Goodman Cancer Research 

Institute, McGill University). Murine melanocytes, as well as HEK293 Phoenix cells, were kindly 

provided by Philippe Roux (Institute for Research in Immunology and Cancer, University of 

Montreal). The human melanoma lines were maintained in culture in RPMI 1440 1X with L-

glutamine (350-000-CL, Wisent inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CAN) supplemented with 10% 

Feotal bovine serum (FBS) Premium Quality (080 -150, Wisent inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA) 

as well as a 100 U / mL penicillin-streptomycin solution (450-200-EL, Wisent inc, Saint-Jean-

Baptiste, Qc, CA). The murine melanocytes and melanoma cell lines were maintained in culture in 

1X DMEM medium with L-glutamine and sodium pyruvate (319-005, Wisent inc, Saint-Jean-

Baptiste, Qc, CA) supplemented with 5% FBS and a solution. of penicillin-streptomycin (100 U / 

mL). The HEK293 Phoenix cells are maintained in culture in 1X DMEM medium with L-glutamine 

and sodium pyruvate supplemented with 10% FBS and a solution of penicillin-streptomycin (100 

U / mL). MRC5 human lung fibroblasts were obtained with the generosity of Sylvain Meloche 

(Institute for Research in Immunology and Cancer, University of Montreal) and are maintained in 

culture in 1X DMEM medium with L-glutamine and sodium pyruvate supplemented with 5% FBS 

and a solution of penicillin-streptomycin (100 U / mL). During subculture, cells were washed with 

PBS (Wisent inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA) then harvested using 0.25% trypsin with 2.21 mM 

EDTA and HBSS (325-045-EL, Wisent inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA). All cell lines are 

cultured in a humidified incubator at 37 ° C with an atmosphere of 5% CO2. All compounds used 

in this study were purchased from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA), except for 

Metformin (ab120847), 2-Deoxy-D-Glucose (ab142242), Staurosporin (ab120056) and Bleomycin 

(ab14977), which were purchased from Abcam (Cambridge, UK). 

 

Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) analysis 

RNA was extracted using Monarch Total RNA Miniprep Kit (T2010, New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA), according to the manufacturer’s instructions and RNA samples were 

quantified using VarioSkan Lux microplate reader (N16044, ThermoFisher Scientific, Waltham, 
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MA, USA). For each sample, reverse transcription was performed with 1µg of RNA using 

LunaScript RT Supermix Kit (E3010, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) or iScript 

Reverse Transcription Supermix (1708840, Biorad, Hercules, CA, USA) according to the 

manufacturer’s protocol. The qPCR reaction was performed in a MicroAmp Fast Optical 96 well 

Plate, 0,1 mL (4346907, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) using Luna Universal 

qPCR Master Mix (M3003, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) according to the 

manufacturer’s instructions in the QuantStudio5 0,1 mL Real-Time PCR system (A28568, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cDNA samples were diluted in a ratio of one 

to eight and were loaded in triplicates onto the plate. The qPCR reaction was performed following 

a two-step protocol in which the DNA was initially denatured at 95 °C for three minutes. The 

samples were then amplified for 45 cycles, each cycle consisting in a denaturation step at 95 °C for 

15 seconds followed by an extension step at 60°C for 30 seconds. After the 45 amplification cycles 

were complete, a melt curve was performed, starting at 60°C and going up to 95 °C at a speed of 

0,1°C /s. Data were extracted using the Design and Analysis Software and Rox normalization was 

removed. Relative mRNA for all transcripts was normalized using TBP as a housekeeping gene. 

The following primers were used in this study (5’ → 3’). 

 

Normalization transcripts 

TBP FWD: TGCCACGCCAGCTTCGGAGA  

TBP REV: ACCGCAGCAAACCGCTTGGG 

 

PGC-1s Transcripts 

PPARGC1A FWD: CCTGTGATGCTTTTGCTGCTCTTG  

PPARGC1A REV: AAACTATCAAAATCCAGAGAGTCA 

PPARGC1B FWD: AGGGAGTGAAGGTTGGGAATAG 

PPARGC1B REV: AGCTGGAAATGGCTTTGACATC 

PPRC1 FWD: GGG ACG GAG AGA CGGAG 

PPRC1 REV: GAGAGACTGACAAAGCCAGA 

 

RNA Binding Proteins Transcripts 

KHSRP FWD: GCAGCAGGCTCAATGAATCG 
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KHSRP REV: TCGCTCTCTCGCCAAACAAA 

PABPC4 FWD: TGGCTATGGACTTTGGTGGG 

PABPC4 REV: ATTTGTAGGGGGCAACAGCC 

PTBP1 FWD: TGACAAGAGCCGTGACTACAC 

PTBP1 REV : GGCTGAGATTATACCAGGTGC 

LARP1 FWD: AGCTGTGCGATCTGGATGTA 

LARP1 REV: AAAGCATGGAGTGACCAGGG 

YBX3 FWD: ACCGTAGCAGGGGACCTC 

YBX3 REV: CGACGCCGGTAATTGTAGGG 

PABPC1 FWD: ACTTTGAGACGCAGGAAGCA 

PABPC1 REV: CACTTAAGGCAGGCCCAAAC 

SUPV3L1 FWD: TCCGGTGGCTCCAAAATACC 

SUPV3L1 REV: TCTTTACTTCATTCTTGTCCAGAGG 

PCBP4 FWD: AGACGGCCAAGTCTACCTCT 

PCBP4 REV: AGGGAGATGGCATAGGGTGT 

PABPN1 FWD: AGCCAAGAGGAGGAGGAGG 

PABPN1 REV: TAGATGGAACGGGCATCAGC 

HNRNPD FWD: CTCCCCACGACACTCTGAAG 

HNRNPD REV: TCCCAGCTAAGGCCTCCTAT 

HNRNPC FWD: GTCCCCTCTACTCAGCTCCT 

HNRNPC REV: ACGTTTCGAGGGCACTACAG 

EXOSC9 FWD: TGGAACCAGACAAGAATCCAA 

EXOSC9 REV: ACAACTGTTAGCTTTAATTGGCA 

LARP4 FWD: CAAGGCGAGTGTGTGTCCTT 

LARP4 REV: TGCTACCTGCTCCACGAAAA 

TARDPBP FWD: TCAAGGAGCCCAGGGGTAAG 

TARDPBP REV: ACCCGTATCTATGCAGTACCA 

SSB FWD: GTCGTTGCTGTTGCTGTTTGT 

SSB REV: ATTTTCAGCCATTGCGGCTATC 

FMR1 FWD: CCAGAAACCTGAACTCAAGGC 

FMR1 REV: ATCTCTCCAAACGCAACTGG 
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PUM2 FWD: CCCTGGCTACTCGTATTCGT 

PUM2 REV: GACCATCCAGCTCCTTTACC 

MBNL1 FWD: GCAGCTGAATGAGTTGTGGC 

MBNL1 REV: CCAAGGCATTGTGGGAGTCA 

 

Pro-inflammatory transcripts 

CXCL8 FWD: TGATTTCTGCAGCTCTGTGT 

CXCL8 REV: AAACTTCTCCACAACCCTCT 

IL6 FWD: CAG AGC TGT GCAGATGAGTA 

IL6 REV: GCGCAGAATGAG ATGAGTTG 

IL1B FWD: GCTCGCCAGTGAAATGATG 

IL1B REV: GTAGTGGTGGTCGGAGATTC 

TNF FWD: AAGAGAATTGGGGGCTTAGG 

TNF REV: GTTTCGAAGTGGTGGTCTTG 

IRF1 FWD: GCCCTCCACCTCTGAAGCTA 

IRF1 REV: TACCCCTTCCCATCCACGTT 

 

Immunosuppressive transcripts 

CD274 FWD: CAGCCGCGCTTCTGTCC 

CD274 REV: ACATATAGGTCCTTGGGAACCG 

CD276 FWD: TCCCTGAGTCCCAGAGTCG 

CD276 REV: CTCCTGTGAGGCAGAACCAC 

LGALS9 FWD: AGTCCAGCTGTCCCCTTTTC 

LGALS9 REV: CACACCACGTACCCTCCATC 

PDCD1LG2 FWD: AAGAGGGAAGTGAACAGTGCT 

PDCD1LG2 REV: GCCAGGTGTTGGCTAGTCTT 

NT5E FWD: CTCCTCTCAATCATGCCGCT 

NT5E REV: AGCCAGGTTCTCCCAGGTAA 

IDO1 FWD: TTGCTAAAGGCGCTGTTGGA 

IDO1 REV: GTCTGATAGCTGGGGGTTGC 

VSIR FWD: CCCATCCTCCTCCCAGGATA 
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VSIR REV: TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA 

IL10 FWD: TGAATCCAGAATCGAAGGCCA 

IL10 REV: TGCATCGATTTTGCTCCCCT 

TGFB1 FWD: TTATTGAGCACCTTGGGCAC 

TGFB1 REV: TGGGCTTGTTTCCTCACCTTT 

CCL2 FWD : AGAGGCTGAGACTAACCCAGA 

CCL2 REV : TTTCATGCTGGAGGCGAGAG 

 

Nucleus Encoded Mitochondrial Protein Transcripts and Transcription Factors 

HSPA9 FWD: GGACTATCGCTCCATGCCAA 

HSPA9 REV: CTTTACTTGGGGCTCTGCCA 

SLC25A13 FWD: GCCGCCAAGGTGGCTTT 

SLC25A13 REV: TTGGTCTGATCCACCACTCC 

SLC20A1 FWD: GAACTGATAAAAATTGTGATGTCTTGG 

SLC20A1 REV: GCTCGCAAACCATTAGGAAC 

TFAM FWD: GAA CAA CTA CCC ATA TTT AAA GCT CA 

TFAM REV: GAA TCA GGA AGT TCC CTC CA 

NOA1 FWD : ACGCGAGCTTCCTTATGACC 

NOA1 REV : AAAACGCTCCTGCATGTCAC 

NNT FWD : AGAGAGGACATCACGCTTTG 

NNT REV : GCTAAGTAGAGGACAGCAGCA 

OSBPL1A FWD : CTCCAGGAGAGGGCCGAG 

OSBPL1A REV : GGACTGCTCCTTGGGCTCTA 

APOOL FWD : ACTTGAGCTTGGCTTTGTCC 

APOOL REV : AGCAGTATTAGGAAGCCTGTGT 

CS FWD : CAACTCAGGACGGGTTGTTCCAGG 

CS REV : GTAGTAATTCATCTCCGTCATGCC 

NLN FWD : TGATGGAAGCCGGATGATGG 

NLN REV : GTAAGTCCTCACCTCGTCGT 
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Cell Metabolism and Hypoxia Response 

HIF1A FWD : TGC TCA TCA GTT GCC ACT TCC 

HIF1A REV : CGC TGT GTG TTT TGT TCT TTA CCC 

 

Mouse Transcripts 

Larp1 FWD: GGTGAACCCGTGGACGAA 

Larp1 REV: TCTCCAAAATCACCAACCTTGC 

Ppargc1a FWD: TGTGTGCTGTGTGTCAGAGT 

Ppargc1a REV: ACCAGAGCAGCACACTCTAT 

Ppargc1b FWD: AGATGGAACCCCAAGCGTCC 

Ppargc1b REV: AACCGTGTCTCTGGCCTCTTTT 

Pdcd1lg2 FWD : GTGCTGGGTGCTGATATTGAC 

Pdcd1lg2 REV : AAAATCGCACTCCAGGCTCA 

Cd274 FWD : CAGCAACTTCAGGGGGAGAG 

Cd274 REV : TTTTGCGGTATGGGGCATTG 

Nt5e FWD : TCCTCTCAAATCCAGGGACA 

Nt5e REV : ACGATGTCCACACCTCGAAC 

Lgals9  FWD: GGGGCGCAAACAGAAAACTC 

Lgals9  REV: CTTGGACGGGTAAAGCCCAT 

Tbp FWD: CTGGCGGTTTGGCTAGGTTT 

Tbp REV: ACCATGAAATAGTGATGCTGGG 

 

Cell viability assay 

Cells were plated 16 to 24 hours before treatment in a 96-well cell culture plate at a density of 

76 000 cell/mL for MeWo, 30 000 cell/mL for A375, 70 000 cell/mL for RPMI7951, 10 000 

cell/mL for MRC5, 15 000 cell/mL for Yummer1.7 and B16F10, and 16 800 cell/mL for mouse 

melanocytes in 100 µL complete growth medium (see Cell Lines and Culture above). Compounds 

used for cell treatments in this study were resuspended in sterile Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

[DMS666.100, BioShop, Burlington, On, CAN] or sterile, molecular grade distilled, deionized 

water (609-115-CL, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CAN) accordingly. Growth medium was 

changed one hour before treatment. For each compound resuspended in DMSO, a 2X master mix 
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of complete growth medium at a concentration of 0,2% (V/V) DMSO was prepared and added onto 

the cells to obtain a final concentration of 0,1% DMSO (V/V). Seventy-two hours after treatments, 

10 µL of PrestoBlue HS (P50201, Invitrogen, Waltham, MA, USA) were added in each well 

containing 100 µL of growth medium. The plate was incubated in the dark in a humidified 

incubator at 37 ° C with an atmosphere of 5% CO2 for 30 minutes. The VarioSkan Lux microplate 

reader (N16044, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) allowed to read the fluorescence 

of each well, using an excitation wavelength of 560 nm and an emission wavelength of 590 nm. 

Fold change for each condition were calculated using DMSO or water accordingly. Data were 

plotted in GraphPad Prism software and, when indicated, the “growth inhibition 50” (GI50) dose 

was determined using the “log(inhibitor) vs response analysis”. 

 

RNA interference 

Cells were plated in a six-well cell culture 16 to 24 hours before transfection at a density of 100 000 

cell/mL for MeWo, 21 000 cell/mL for Yummer1.7 and B16F10, and 22 500 cell/mL for mouse 

melanocytes in 2 mL of complete growth medium (see Cell Lines and Culture above) 18-24 hours 

before transfection. Growth medium was changed one hour before transfection. Cells were then 

transfected using Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (13778075, ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) and Reduced Serum Opti-MEM (31985062, ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Cells were transfected 

with either All Star negative control siRNA or a mix of four siRNA targeting human or mouse 

LARP1 transcript at a final concentration of 2,4 nM. All siRNA were resuspended in sterile, 

molecular grade distilled, deionized water (609-115-CL, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, 

CAN). The four siRNAs targeting human LARP1 (GS23367 FlexiTube GeneSolution) or murine 

Larp1 (GS73158 FlexiTube GeneSolution) were purchased from QIAGEN (Hilden, DE). AllStars 

negative control siRNA was also purchased from QIAGEN (1027280, QIAGEN, Hilden, DE). 

Growth medium was changed 24 hours after transfection. Cells were frozen in liquid nitrogen 72 

hours after transfection for subsequent qPCR and Western Blot analysis. 

 

SDS-PAGE and Western Blot 

Cells were lysed on ice in Triton X-100 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7,40, 5 mM 

EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100) supplemented with protease and phosphatase inhibitors 



 

 

140 

(2mM Aprotinine (ab146286), 1 mM Pepstatine A (ab141416), 5 mM Leupeptine hemisulfate 

(ab141404), 1 mM PMSF (ab141032), 1 mM Sodium orthovanadate (ab120386), 5 mM NaF) all 

purchased from Abcam (Cambridge, UK). Protein lysates were centrifuged at 17 000 g at 4° C for 

10 minutes. Supernatant was collected and dosed with the Pierce BCA protein Assay Kit (23227, 

ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions, 

using a BSA standard curve (800-096-EG, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA). Equal 

amounts of proteins were denatured in 2X Laemmli Buffer (124,8 mM Tris pH 6,8, 20% Glycerol, 

4% Sodium Dodecyl Sulfate, 10 % b-mercaptoethanol) in for 5 minutes at 95 °C. Samples were 

resolved on a 8% polyacrylamide gel at 200 V and transferred with Pierce Methanol-free Western 

Blot Transfer Buffer (35040, ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, USA) on a Pierce PVDF 

transfer membrane (88518, ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, USA) previously activated 

in methanol. Transfer occurred at 15V and 0,24 mA using the Trans-Blot SD Semi-Dry transfer 

system (170-3940, Bio Rad, Hercules, CA, USA). Membranes were then blocked in Blotto Buffer 

(5% Non-Fat Dry Milk, 20 mM Tris Base [600-125-LG, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA], 

137 mM NaCl [600-082-WG, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA], 0,1% Tween [TWN510, 

BioShop, Burlington, On, CAN]). Membranes were then incubated with anti-LARP1 (A302-087A, 

Bethyl Laboratories Inc, Montgomery, TX, USA), or anti-Actin (3700S, Cell Signaling 

Technologies, Danvers, MA, USA) prepared in either 5% BSA-TBST solution or in Blotto Buffer 

supplemented with 0,02% Sodium Azide in a ratio of one to 1,000 for LARP1, and one to 10,000 

for β-Actin. All incubations were carried on overnight at 4°C with gentle rocking. Membranes were 

washed three times for 15 minutes in TBST (20 mM Tris Base [600-125-LG, Wisent Inc, Saint-

Jean-Baptiste, Qc, CA], 137 mM NaCl [600-082-WG, Wisent Inc, Saint-Jean-Baptiste, Qc, CA], 

0,1% Tween [TWN510, BioShop, Burlington, On, CAN). Following the supplier’s 

recommendations, membranes were then incubated with either a goat anti-rabbit (LIC-926-80011, 

Mandel Scientific Inc, Guelph, ON, CA) or a goat anti-mouse (LIC-926-80010, Mandel Scientific 

Inc, Guelph, ON, CA) antibody coupled with horseradish peroxidase activity and prepared in Blotto 

Buffer at a ratio of 1 to 10 000. Incubation was carried on at room temperature for one hour. 

Following incubation with secondary antibody, membranes were washed three times in TBST for 

10 minutes. Signal was reveled using Western Lighting Plus ECL, Enhanced Chemiluminescence 

Substrate (NEL103001EA, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)) and printed on Blu-Lite UHC 

autoradiography films (062667, Dutscher, Bernolsheim, FR). Films were developed in a dark room 
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at the Institute for Research in Immunology and Cancer of the University of Montreal using the 

Mini-Med 90 X- Ray film processor (AFP manufacturing, Peachtree city, GA, USA). 

 

Viral infection and LARP1 overexpression 

pBAPE-Puro and pBAPE-mycLARP1 vectors were kindly provided by Philippe Roux (Institute 

for Research in Immunology and Cancer, University of Montreal). Each vector was transformed in 

One Shot Stbl3 Chemically Competent E. coli (C737303, Invitrogen, Waltham, MA, USA) on ice. 

Heat shock was performed by putting the bacteria in a water bath at 42°C for 30 seconds before 

putting the bacteria back on ice for five minutes. Bacteria were then incubated in 1 mL of LB Broth 

growth media without antibiotic for one hour at 37 °C with shaking at 250 revolutions per minute 

(RPM). Fifty µL of pre-culture were deposited on a LB agar plate containing 10 µg/mL of 

ampicillin overnight at 37 °C. Positive clone was selected and incubated in 1 mL of LB Broth 

growth media with 10 µg/mL of ampicillin for eight hours at 37 °C with shaking at 250 RPM. 

Twenty-five µL of culture was incubated in 25 mL of LB Broth growth media containing 10 µg/mL 

of ampicillin overnight at 37 °C with shaking at 250 RPM. Plasmid DNA was then extracted using 

Plasmid Plus Midi Kit (12945, QIAGEN, Hilden, DE) following manufacturer’s protocol and 

quantified using VarioSkan Lux microplate reader (N16044, ThermoFisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). 

 

HEK293 Phoenix cells were seeded in a 60 mm cell culture petri dish at a density of 500 000 

cells/mL in complete growth media (see section Cell Lines and Culture above) 16-24 hours before 

transfection. Media was changed one hour before transfection. Cells were transfected with 1 µg of 

either pBAPE-Puro or pBAPE-mycLARP1 vector using Lipofectamine 2000 Transfection Reagent 

(11668019, Invitrogen, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Cells were 

then moved in a humidified incubator at 34 ° C with an atmosphere of 5% CO2. Media was changed 

24 hours after transfection. Virus was collected 48 hours after transfection and purified by 

centrifuging at 200 x g for five minutes. 

 

For short term analyses, MeWo cells were seeded in a six-well cell culture plate at a density of 125 

000 cells/mL in complete growth media (see section “Cell Lines and Culture” above) 16-24 hours 

before infection. Master mix containing the appropriate volume of either pBAPE-Puro or pBAPE-
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mycLARP1 viral preparation, as mentioned in figures legend, and 4 µg/mL of Polybrene Infection 

Reagent (107689, Millipore Sigma, St-Louis, MI, USA) was laid onto the cells and mixed by gentle 

shaking every 15 minutes. Two hours after infection, viral media was removed and replaced with 

complete RPMI 1440 1X growth medium (see section “Cell Lines and Culture” above). Seventy-

two hours after infection, cells were frozen in liquid nitrogen for subsequent qPCR and Western 

Blot analysis. 

 

To produce stable cells overexpressing LARP1, MeWo cells were seeded in a six-well cell culture 

plate in complete growth media at a density of 125 000 cells/mL 16-24 hours before infection. 

Cells were infected with 1 mL either pBAPE-Puro or pBAPE-mycLARP1 viral preparation 

containing 4 µg/mL of Polybrene Infection Reagent following the protocol detailed above. Once 

confluence was reached, infected cells were selected with 0,25 µg/mL of Puromycin for four days. 

 

Actinomycin D chase 

MeWo cells were seeded in a six-well cell culture plate at a density of 100 000 cells/mL in complete 

growth media (see section “Cell Lines and Culture” above) 16-24 hours before treatment. Media 

was changed one hour before treatment with 1µM Thapsigargin (0,1% DMSO) for 24 hours. Cells 

were then treated with 1µg/mL actinomycine D (0,1% DMSO). Growth media was removed. Cells 

were washed in 1X ice cold PBS 1X and frozen in liquid nitrogen for subsequent qPCR and 

Western Blot analysis. 

 

Seahorse assays 

Oxygen consumption rates (OCR) and extracellular acidification rates (ECAR) of MeWo cells 

were determined with a XFe96 Seahorse extracellular analyzer (Agilent, Santa Clara, CA). The 

day prior to siRNA transfection, 2,500 or 5,000 MeWo cells were seeded in XFe96 cell plates. 

Media was replaced with sodium bicarbonate free medium 72h post-transfection. Seahorse 

injection setup and measurements were based on the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit but 

with the use of in-house prepared inhibitors (in DMSO). Inhibitors used were oligomycin (1µM) 

(04876, Sigma-Millipore), FCCP (0.5µM) and Antimycine A (1µM) (15218, 19433, Cayman 

Chemicals), and Rotenone (1µM) (143145 Abcam). Cells were washed and lysed with RIPA buffer 

for determination of protein content (as described in Western blotting section). For the calculation 
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of mitochondrial respiration, non-mitochondrial OCR (after rotenone and antimycine A co-

injection) was removed from basal OCR. 

 

Analyses of publicly-available transcriptomic datasets 

Human RNA expression datasets used in this study were obtained from the cBioPortal for Cancer 

Genomics web site, an open-access and open-source resource (427, 428). The results shown here 

are in whole or part based upon data generated by the TCGA Research Network: 

http://www.cancer.gov/tcga. The skin cutaneous melanoma dataset (TCGA, Pancancer Atlas) has 

443 mRNA expression samples (RSEM, batch normalized from Illumina HiSeq_RNASeqV2. The 

human melanoma cell line dataset was derived from the Cancer Cell Line Encyclopedia (Broad, 

2019) (429) and contained 48 melanoma cell lines (from 1739 samples). Homo sapiens genes 

associated with specific stress response biological processes were retrieved from Amigo2 from the 

Gene Ontology (GO) consortium (470-472). For the calculation of correlation scores, a number 

was associated with the magnitude of significance for Spearman’s r (1 for p < 0.05, 2 for p < 0.01, 

3 for p<0.001, 4 for p <0.0001) between PGC-1s transcripts level and genes from given GO term, 

and this number was multiplied to the percentage of corresponding genes within this GO term. The 

obtained products were summed up for positive and negative correlations, and negative correlation 

products were subtracted from the positive ones. The resulting score reflects the overall positive or 

negative correlation of GO terms with individual PGC-1 transcripts. Spearman’s correlations were 

retrieved from the cBioPortal online website, and correlation or mRNA expression tables were 

exported in Microsoft Excel for the sorting of correlation coefficients, p, and q-values. High PGC-

1s-expressing tumors were defined as tumors in the upper quartile of distribution (25% top), while 

the low PGC-1s-expressing tumors were defined as tumors in the lowest quartile of distribution 

(25% bottom). Venn diagrams were generated with the VIB/Ugent tool available at 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, and group areas were adjusted proportionally 

to their relative size. Significant correlations between PGC-1s and other transcripts had q-values 

threshold 0.05. Gene functional analyses were done with the DAVID Bioinformatics online portal 

(431), and stringency setting was set as highest. For heatmap representations, Spearman’s 

coefficients grids or relative mRNA expression levels were automatically colored by the GraphPad 

Prism software (San Diego, CA, USA). The list of ER resident proteins was retrieved from The 

Human Protein Atlas (Human Protein Atlas proteinatlas.org) with criteria 
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subcell_location:Endoplasmic reticulum (473). For the study of tumor transcriptomics in mice 

treated with anti-PD-L1, we used the GSE172320 dataset available on Gene Expression Omnibus 

(GEO) (432). Affy IDs were converted to gene symbols with db2db from bioDBnet (433). 

Responders and non-responders refer to responsiveness to 10mg/kg anti-mouse PD-L1 mlgG1 

D265A in PBS. Spearman’s correlations were calculated with GraphPad Prism. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were done with Microsoft Excel or GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). 

Statistical tests are indicated in figure legends. All experiments are shown as mean + SEM of 

independent experiments, or as mean + SD of biological replicates. 

 

2.3.4. Results 

 

The expression of PGC-1s transcripts correlates with multiple stress response pathways in 

human cutaneous melanoma. 

 

We have previously shown that low PGC-1s expression in human melanoma is associated with 

immunometabolic gene expression programs that could influence tumor progression and response 

to therapeutics (Laurin K et al., under review). To determine if the activation of stress pathways 

could be responsible of the downregulation of PGC-1s transcripts in melanoma, we examined the 

correlation between PGC-1s transcripts in human cutaneous melanoma (RNA-seq dataset of 443 

samples from The Cancer Genome Atlas, TCGA) and those encoding for proteins associated with 

Gene Ontology (GO) cellular processes linked to endoplasmic reticulum (ER) stress, osmotic 

stress, response to metal ion, to nutrient levels, amino acid starvation, DNA damage, oxidative 

stress, heat, and hypoxic stress (AmiGO 2). These analyses show that the 3 PGC-1s significantly 

correlate with ~30-60% of the genes composing these processes, some of which correlate positively 

and others negatively with the 3 PGC-1s (Fig. 17A). PRC was overall correlating with more stress 

response genes, following by PGC-1b. To determine if PGC-1s correlate more positively or 

negatively with these GO stress response processes and if they show similar correlative trends, we 

calculated for each PGC-1 a correlation score that multiplies a Spearman’s p-value score to the 

percentage of genes that fall within that p-value range (see Materials and Methods). These 
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analyses show that the 3 PGC-1s correlate more negatively with response to metal ions, response 

to ER stress, and response to osmotic stress, while they all correlate more positively with a single 

process, response to heat (Fig. 17B). To determine if PGC-1s could indeed be sensitive to stress in 

melanoma, we treated MeWo human metastatic melanoma cells with vehicle or compounds that 

can induce a variety of stress responses (translation inhibition: cycloheximide, blasticidine, G418; 

proteasome inhibition: MG-132; metabolic stress: 6-aminonicotinamide, BPTES, 2-deoxy-D-

glucose, 3-Bromopyruvate, cerulenin, metformin; DNA damage: bleomycine; oxidative stress: 

staurosporine, as well as other compounds). These analyses show that PGC-1s can be 

downregulated by a variety of compounds, but that the impact of each PGC-1 can differ 

dramatically for a given treatments (Fig. 17C). PGC-1a transcript was induced by metformin, as 

expected (474). Notably, the 3 PGC-1s were downregulated by cycloheximide, bleomycine and 

MG-132, which suggests that stresses affecting protein synthesis or proteostasis could be linked to 

the suppression of PGC-1s. Taken together, these analyses show that PGC-1s expression level is 

linked to the activation of stress pathways in human melanoma. Our results suggest that in vitro 

approaches can help characterize the mechanisms that link stress responses to immunometabolic 

rewiring in melanoma. 

 

Endoplasmic reticulum stress represses the expression of PGC-1s in melanoma 

 

We have shown that the expression of PGC-1s is strongly linked to the response to ER stress in 

melanoma (Fig. 17A-B). Given that ER stress is associated with protein synthesis and 

proteostasis(475) and that it is known to contribute to melanoma progression and response to 

therapeutics(476, 477), we have decided to further explore this pathway to investigate the 

regulation of PGC-1s in melanoma. To complement correlation analyses from the previous section, 

we generated high and low PGC-1 expressing groups of human melanoma cell lines (Cancer Cell 

Line Encyclopedia, Broad) and evaluated the expression of 235 transcripts of the endoplasmic 

reticulum stress response (GO:0034976, AmiGO2) in these groups. These analyses show that a low 

expression of any PGC-1 family member downregulates the expression of many ER stress-

associated transcripts while upregulating the expression of other ER stress-associated transcripts 

(Fig. 18A). Importantly, ~36% of these transcripts were modulated significantly between groups 

(Student’s t-test, p < 0.05), and there was minimal overlap between shared genes, except for genes 
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that are modulated according to both PGC-1a and PGC-1b levels (Fig. 18B). Indeed, the analysis 

of the 15 genes that are the most affected (magnitude of fold change in expression) by PGC-1s 

levels show similar associations with PGC-1a and PGC-1b (Fig. 18C). To determine if ER stress 

can affect the expression of PGC-1a and PGC-1b in melanoma cells, we first evaluated the impact 

of various concentration the ER stress inducer thapsigargin (TSG) in melanoma cell lines with high 

(MeWo) or low (A375, RPMI7951) PGC-1a/b expression (Laurin K et al., under review) as well 

as normal human fibroblasts (MRC-5). TSG repressed cell proliferation in all the tested cell lines 

in a dose-dependent fashion, and MeWo cells had the highest IC50 for the drug (Fig. 18D). Other 

compounds that induce ER stress by distinct mechanisms such as brefeldin A, tunicamycin, and 

A23187 also efficiently reduced MeWo cell proliferation (Fig. 18E), which suggests that this cell 

line is appropriate for the study of ER stress. Intriguingly, we were not able to detect activation of 

the unfolded protein response (UPR) in MeWo cells treated with TSG and other ER stress inducers 

(immunoblotting of CHOP, IRE1a, PARP, phospho-eIF2a, unpublished data). This suggests that 

UPR-independent pathways might be engaged upon ER stress and be responsible for proliferation 

arrest. TSG dose-dependently reduced the expression of PGC-1a (Fig. 18F) and PGC-1b (Fig. 

18G) transcripts in MeWo cells, which supports the regulation of PGC-1s by ER stress in 

melanoma cells. As low PGC-1 expression is linked to reduced mitochondrial functions in 

melanoma cells (Laurin K et al., under review), we examined the impact of ER stress on MeWo 

cells with Seahorse technology (Fig. 18H). While TSG had minimal impact on mitochondrial 

respiration (Fig. 18I), it had a significant and dose-dependent impact on maximal mitochondrial 

respiration of MeWo cells (Fig. 18J). This suggests that ER stress will reduce the ability of these 

cells adapt to metabolic stress, and that reduced expression of PGC-1s might be responsible of 

these reduced capacities. Interestingly, TSG also repressed extracellular acidification rate of MeWo 

cells, suggesting that it also impairs glycolysis (Fig.2I). Taken together, these analyses reveal an 

important association between ER stress and PGC-1a/b expression in melanoma cell lines, 

supporting a role of PGC-1s in adaptation to stress in melanoma. 

 

LARP1 expression is altered by endoplasmic reticulum stress in melanoma. 

 

We hypothesized that change in the abundance of proteins localized in the endoplasmic reticulum 

could impact on the expression of PGC-1s in melanoma, and thus that PGC-1s could act as sensors 



 

 

147 

of ER stress. To determine if such an association exists in human melanoma, we analyzed the 

expression of 471 known ER-resident proteins (Protein Atlas database) in cutaneous melanoma 

tumors (TCGA, as in Fig. 17A-B) with high or low expression of PGC-1a, PGC-1b, or PRC) and 

their correlation with PGC-1s (Fig. 19A). These analyses revealed significant correlations between 

PGC-1s and ER-resident proteins (Fig. 19B-C). As expected, gene functional classification 

revealed that most of the correlating proteins were involved in ER and Golgi processes (Fig. 19B-

C, lower panels). Interestingly, ER protein transcripts that are involved in translation initiation and 

ribosome constitution were strongly enriched in transcripts that positively correlate with PGC-1s, 

and notably showed shared correlations with both PGC-1b and PRC. Among the 26 shared 

transcripts, we found 14 transcripts encoding for ribosomal proteins and La Ribonucleoprotein 1 

(LARP1), an RNA-binding protein (RBP) that regulates translation of specific target mRNA 

((478)). Since all our correlation analyses were made on PGC-1s transcripts, and that PGC-1s 

transcripts are downregulated upon ER stress, PGC-1s expression could either be regulated at the 

level of transcription or at the level of mRNA stability. To evaluate if ER stress can affect PGC-1s 

transcript stability, we performed actinomycin D chase in MeWo cells treated with vehicle or TSG. 

These experiments reveal that ER stress does not affect the stability of both PGC-1a and PGC-1b 

mRNA (Fig. 19D-E), which suggests that PGC-1s are necessarily regulated by transcriptional 

control. Among several RBPs that correlate with PGC-1s in human melanoma tumors (TCGA) or 

that are associated with PGC-1s transcripts (CLIP-seq databases), we have found that LARP1 was 

the most downregulated one in MeWo cells treated with TSG (Fig. 19F) stress induction with TSG, 

which also resulted in dramatic reduction in LARP1 protein levels (Fig. 19G). LARP1 transcript 

regulation was not specific to ER stress, as many other stresses, including cycloheximide, were 

able to reduce its expression in MeWo cells (Fig. 19H). Taken together, these results show that ER 

stress can reduce the expression of LARP1 in melanoma cells and suggest that a transcriptional 

mechanism could link the expression of LARP1 with those of PGC-1s. 

 

LARP1 expression level is linked to a mitochondrial immunometabolic switch in human and 

murine melanoma. 

 

To determine if LARP1 expression level could modulate PGC-1s and associated immunometabolic 

programs in melanoma, we performed correlation analyses between LARP1 and a set of 28 
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mitochondrial and immune transcripts that we previously used to characterize the immune-

metabolic switch driven by PGC-1 expression (Laurin K et al., under review). Our analyses of the 

human cutaneous melanoma RNA-seq dataset (TCGA) reveal strong positive correlation between 

LARP1, PGC-1a/b and nearly all mitochondrial transcripts (Fig. 20A). Strikingly, LARP1 

correlated negatively with all the selected pro-inflammatory and immunosuppressive transcripts. 

Unbiased analyses of significantly correlated transcripts by gene functional classification revealed 

that positively correlating genes were strongly associated with translation and metabolic processes 

(Fig. 20B), while negatively correlating transcripts were particularly enriched in immune processes 

(cytokines, immune signaling, antigen presentation and processing)(Fig. 20C). This very similar 

correlation pattern is highly reminiscent with the PGC-1 immune-metabolic switch in melanoma, 

which suggests that LARP1 can regulate PGC-1s. We further show that LARP1 correlates 

positively with ~20% of transcripts that encode for mitochondrial proteins (Fig. 20D), which 

highlight a possible role of LARP1 in mitochondrial biogenesis and the regulation of mitochondrial 

functions. We have previously shown that the immune-metabolic changes associated with the 

expression level of PGC-1 could impact on the response to immunotherapy (Laurin K et al., under 

review). To determine if LARP1 could exert similar functions, we examined the expression of 

LARP1 in a publicly-available transcriptomics dataset from melanoma tumors in a murine model 

treated with anti-PD-L1 immunotherapy(432), GSE172320. Our analyses show that there is a small 

but highly significant decrease in LARP1 expression in the non-responder group (Fig. 20E), 

suggesting the induction of a multigenic resistance or immunosuppressive program. LARP1 

correlates positively with mitochondrial transcripts and negatively with immune transcripts in both 

responders and non-responders, but the correlations appear globally stronger in non-responders 

(Fig. 20F). Interestingly, LARP1 correlates positively with Stat6 and Rela, 2 transcription factors 

that appear to oppose the immune-metabolic switch driven by PGC-1 depletion in melanoma 

(Laurin K et al., under review). Taken together, these analyses reveal that LARP1 expression is 

associated with metabolic and immune transcriptomic profiles that are similar to those regulated 

by PGC-1s, which suggests that LARP1 could be a modulator of PGC-1s in melanoma. 

 

LARP1 knockdown impacts on mitochondrial respiration and innate immune 

transcriptional response in melanoma cell lines. 
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To determine the role of LARP1 in the control of melanoma cell metabolism and immune response 

programs, we performed RNA interference in MeWo cells, which resulted in a 90% decrease in 

LARP1 protein level (Fig. 21A). LARP1 knockdown (KD) reduced the proliferation of MeWo 

cells (Fig. 21B) and strongly impacted on cellular respiration (Fig. 21C). Specifically, LARP1 KD 

reduced both basal and maximal mitochondrial respiration (Fig. 21D-E), and also reduced ECAR 

(Fig. 21F), which suggests a reduction in glycolytic activity. Unexpectedly, LARP1 KD in MeWo 

cells lead to an upregulation in PGC-1a and a reduction in PGC1b and PRC expression (Fig. 21G). 

Notably, a large number of immunosuppressive transcripts were downregulated upon LARP1 KD. 

Further LARP1 gene silencing in 2 murine melanoma cell lines with distinct response to 

immunotherapy (YUMMER1.7 high response(479); B16F10 poor response(480, 481)) and 

melanocytes reveal strong cell-specific impact on PGC-1s and immunosuppressive gene 

expression (Fig.21 H-J). Primary melanocytes were unsensitive to KD, while the impact on 

immunosuppressive transcript was very distinct between the 2 melanoma cell lines. Overall, these 

results reveal novel immunometabolic functions of LARP1 in melanoma and suggest that the 

ultimate impact of LARP1 depletion could be context-specific or dependent on the expression 

pattern of the different PGC-1 family members. 

 

LARP1 ectopic expression provides minor advantages in melanoma cells under stressful 

conditons. 

 

We hypothesized that increasing LARP1 expression could restore the expression of PGC-1s and 

provide growth advantage in stressful environments. We thus forced LARP1 expression ectopically 

in MeWo cells and examined the expression of PGC-1s. We could not detect any induction of 

PGC-1s 3 days post-infection with lentiviral particles (Fig. 22A) or after antibiotic selection and 

establishment of stable populations (Fig. 22B). Since LARP1 could exert its functions in a context-

specific manner, we examined its role on gene expression in TSG-treated cells. Interestingly, we 

have found that cells stably expression LARP1 were more responsive to TSG treatment compared 

to control cells, with significant increase in PGC-1a, IL-8, and PD-L2 transcripts (Fig. 22C).  

LARP1 ectopic expression slightly increases the IC50 of MeWo cells for TSG (Fig.22D), 

suggesting a protective role against ER stress. LARP1 ectopic expression also slightly but 

significantly diminishes the growth inhibitory effects of a variety of compounds such as 
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cycloheximide, 6-aminonicotinamide, bleomycine, and C646 (Fig. 22E), which support a role of 

LARP1 in other contexts that ER stress. Taken together, these results suggest that high LARP1 

expression could provide growth advantage and control immune expression programs under 

various stressful environments in melanoma. 

 

2.3.5. Discussion 

 

During the course of tumor progression, cancer cells encounter various intrinsic and extrinsic 

stresses such as oxidative stress, DNA damage, proteostasis defects, and limitation in oxygen or 

nutrient supply. Cancer cells must adapt to these stresses to survive, and this adaptation process is 

intimately linked to the acquisition of tumorigenic, metastatic, and therapeutic resistance 

properties. Cells respond to ER stress by activating the Unfolded Protein Response (UPR), a 

complex and multifaceted signaling pathways that originates from the ER and disseminates in the 

cell to modulate both translation and transcription programs. ER stress, which is typically induced 

by the accumulation of unfolded and/or misfolded protein in the ER lumen, can be induced under 

a large number of situations including nutrient deprivation, hypoxia, genome instability and 

cytotoxic compounds, which makes it a very common stress in cancer, notably in melanoma.  In 

melanoma, it has been shown that most cell lines are intrinsically bolstering the UPR, which 

suggests they constantly respond to or have adapted to ER stress. Although the UPR appears as an 

advantageous process to cancer cells through the restoration of ER homeostasis, induction of 

survival, angiogenesis, as well as immunosuppression, this adaptation response can also lead to 

cell death. It is important to appreciate that ER stress and UPR may have different outcomes 

depending on both intrinsic and extrinsic determinants. Thus, it appears crucial to characterize the 

mechanisms that regulate the response to ER stress in melanoma cells, and to determine the impact 

of ER stress on cancer immunometabolism. 

 

We have previously shown that low expression of PGC-1s in melanoma is associated with 

increased expression of various immune response genes, ranging from pro-inflammatory to 

immunosuppressive transcripts (Laurin K et al, under review). While the knockdown of PGC-1s is 

growth suppressive and recapitulates the immunometabolic transcript expression signature in vitro, 

the mechanisms that lower the expression of PGC-1 in tumors remains elusive. We here show that 
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ER stress-associated transcripts negatively correlate with PGC-1s in human melanoma tumors 

(Fig.17B), and that ER stress induction with TSG can potently repress the expression of PGC-1a 

and PGC-1b in vitro (Fig. 18F-G). We observed similar effects with other ER stress inducers 

(brefeldin A, tunicamycin, A23187, unpublished). This is to our knowledge the first evidence that 

ER stress can lead repress the expression of PGC-1s and mitochondrial respiration in melanoma 

(Fig. 18H-J). We have previously proposed a co-dependency between ATP production (by 

OXPHOS) and ATP consumption (by translation)(482). Since global protein synthesis is repressed 

under ER stress (through eIF-2a phosphorylation), an efficient mechanism that could maintain 

translation inhibition or lock the cell into a low translation state would be to reduce mitochondrial 

biogenesis through repression of PGC-1s. Since mTORC1 can modulate the translation of 

mitochondrial protein transcripts and modulate the expression of PGC-1a through YY1(482, 483), 

it is possible that mTORC1 inhibition upon ER stress may be responsible for the repression of 

PGC-1s. It will be important to determine how ER stress modulates the activation of the mTOR 

pathways in melanoma cells, and to characterize the role of mTOR in shaping the 

immunometabolic landscape of melanoma cells in relationship with the acquisition of therapeutic 

resistance. 

 

Changes in the expression of the transcript level of PGC-1s could be caused by transcriptional and 

post-transcriptional mechanisms that affect mRNA stability. We shown that ER stress does not 

decrease the stability of PGC-1a and PGC-1b transcripts (Fig.19D-E), which suggests that 

transcriptional mechanisms are involved. In melanoma, PGC-1a transcription has been shown to 

be regulated by MITF(330), BRD4(484) and more recently by promoter H3K27 

trimethylation(485). In the melanoma cell line used in this study, MITF was undetectable 

(unpublished observation), which suggests that other mechanism could regulate the expression of 

PGC-1a and the other PGC-1s. Since the 3 PGC-1 genes (PPARGC1A, PPARGC1B, PPRC1) have 

distinct genomic localization with no homology in proximal promoter regions, it is likely that 

shared epigenetics mechanisms such as histone and DNA modifications are involved. Interestingly, 

we have found that the DNA methyltransferase inhibitor decitabine was a potent suppressor of 

PGC-1a and PGC-1b expression in melanoma cells (unpublished observation), which supports a 

functional epigenetics regulatory axis in these cells. It will be important to further characterize the 

transcriptional and epigenetic mechanisms that can contribute to PGC-1s suppression in melanoma, 
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and to determine impact of PGC-1s loss under ER stress. It is tempting to speculate that maintaining 

PGC-1 expression in melanoma cells undergoing ER stress could lead to major bioenergetics 

imbalance, which could sensitize to cell death. On the other hand, increased PGC-1s expression 

may also promote advantages such as restoring proteostasis and alleviating ER stress. Indeed, it 

has been shown that PGC-1a can regulate in the nucleolus the transcription of ribosomal 

RNAs(486).  Besides, the role of the PGC-1s in the regulation of ribosome biogenesis remain 

unknown in melanoma. 

 

While our analyses suggest transcriptional regulation of PGC-1s by ER stress in melanoma cells, 

our data revealed the unexpected role of the RNA-binding protein LARP1 in the regulation of 

immunometabolism in melanoma. LARP1 is most known for its ability to bind the 5’TOP of 

mRNA and to act as a mTORC1-sensitive switch able modulate their translation. Mechanistically, 

when mTORC1 is inhibited, LARP1 suppresses the translation of 5’TOP mRNA, but when it is 

activated, LARP1 represses their translation (reviewed in (487)). 5’TOP motifs are mainly found 

in housekeeping and ribosomal protein transcripts, but are not found in PGC-1s transcripts. This 

suggests that the transcriptional regulation of PGC-1s could be an indirect process in response to 

LARP1 repression. Since LARP1 is also known to be regulated through promoter 

methylation(488), it is also possible that LARP1 does not act upstream of PGC-1s but in parallel, 

and that common epigenetic mechanism regulate all these genes in response to ER stress. While 

we are the first to reveal a positive correlation between LARP1 and PGC-1s in melanoma tumors, 

other teams have recently shown that LARP1 can modulate mitochondrial biogenesis(489-491). 

LARP1 knockout in K562 lymphoblastic cells appears to repress mitochondrial translation without 

impacting on mtDNA copy number, which supports a role in translation. Interestingly, LARP1 loss 

also affected the expression of nuclear-encoded mitochondrial proteins, but PGC-1s have not been 

examined in that study(491). Our LARP1 KD approach in human melanoma cells was growth 

suppressive (Fig. 21B) and reduced mitochondrial respiration (Fig. 21C-E). LARP1 KD had an 

unexpected impact on PGC-1s, mitochondrial and immune transcripts in melanoma cells (Fig.21G) 

which could not recapitulate the metabolic and immune signature associated with low LARP1 

expression in melanoma tumors (Fig.20A). Interestingly, LARP1 KD lowered the expression of 

PGC-1b and PRC-1 transcript but significantly induced the expression of PGC-1a (Fig. 21G). 

PGC-1a was also induced upon LARP1 KD in murine melanoma cells lines but not in murine 
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melanocyte (Fig.21H-J), which suggests a tumor and context-specific role for LARP1. The 

induction of PGC-1a may explain the ambiguous impact of LARP1 on mitochondrial and immune 

transcripts. Additional in vitro experiments will be necessary to determine the microenvironmental 

and cellular factors that shape the role of LARP1 in melanoma cells. It will be particularly 

interesting to evaluate its role in conditions of mTOR inhibition, and how targeting LARP1 could 

potentiate the immune phenotype of low PGC-1-expressing cells. Further studies in vivo will be 

needed to determine how mTOR, LARP1 and PGC-1s control transcription and translation during 

tumour progression and how they can modulate tumor immunology and therapeutic response. 
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2.3.6. Figure legends 

 

Figure 17. The expression of PGC-1s transcripts correlates with multiple stress response 

pathways in human cutaneous melanoma.  

 

A. Spearman’s correlation between PGC-1s transcripts and genes from diverse stress response 

pathways in human cutaneous melanoma. Stress response pathways correspond to gene ontology 

(GO) pathways with a specified number of genes (above the bars). Gene expression is from the 

cutaneous melanoma RNA-seq dataset of PanCancer Atlas (The Cancer Genome Atlas).  

Correlating genes are indicated as % of total. Genes are stacked, from the most positive correlations 

to the most negative. Significance (p-values) are color-coded (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001, **** p < 0.0001). Grey indicates non-correlating transcripts (non-significant p-values, ns). 

B. Correlation score of data in A. See Materials and methods for details on calculations. C. Gene 

expression in MeWo cells treated for 3 days with vehicle control (DMSO (0.1% v/v) or sterile 

water) or indicated drugs. Data are shown as mean+ SEM (N=3). One-Way ANOVA with 

comparison to appropriate vehicle control. # p < 0.10, * p < 0.05, ** p < 0.01.   

 

Figure 18. Endoplasmic reticulum stress represses the expression of PGC-1s in melanoma 

cell lines.  

 

A. Fold change in transcripts associated with the biological process Response to endoplasmic 

reticulum (ER) stress (Gene Ontology (GO):0034976) in human melanoma cells with low 

expression of PGC-1s versus tumors with high expression. Gene expression is from the Broad Cell 

Line Encyclopedia. High and low expression groups represent the highest and lowest quartiles, 

respectively. B. Venn diagram of significantly regulated genes from A. Significance threshold p = 

0.05, Student’s t-test (performed on fold change between high and low expression groups). C. Gene 

expression for the ER stress-associated transcripts that show the strongest fold change in low versus 

high PGC-1-expressing melanoma tumors from B. * p < 0.05, Student’s t-test. D. Relative cell 

counts of human cell lines treated with various concentrations of thapsigargin for 72h. IC50 for 

thapsigargin in the tested cell lines is shown in the legend on the right. Data are shown as mean + 

SEM for MeWo cells (N=5). For the other cell lines, data are shown as mean (N=2). E. Relative 
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cell counts of MeWo cells treated with different ER stress inducers for 72h. Thapsigargin is the 

same as presented in D and is included for comparison purposes. Data are shown as mean + SEM 

(N=5 for Thapsigargin, N=4 for the other compounds). IC50 values for each drug are shown in the 

legend on the right. F. PGC-1a transcript expression in MeWo cells treated with various 

concentrations of thapsigargin (TSG) for 72h.  Data are shown as mean + SEM (N=3). * p < 0.05, 

One-Way ANOVA. G. PGC-1b transcript expression in MeWo cells treated with various 

concentrations of thapsigargin (TSG) for 72h.  Data are shown as mean + SEM (N=3). * p < 0.05, 

One-Way ANOVA. H. Oxygen consumption in MeWo cells treated with vehicle control or 

thapsigargin for 72h. Data are normalized for protein content. Data are shown as mean + SEM 

(N=5). I. Basal mitochondrial respiration of MeWo cells treated with vehicle control or 

thapsigargin for 72h (data from H). Data have been normalized for protein content. Non-

mitochondrial respiration has been subtracted. Data are shown as mean + SEM (N=5). J. Maximal 

mitochondrial respiration of MeWo cells treated with vehicle control or thapsigargin for 72h (data 

form H). Data have been normalized for protein content. Non-mitochondrial respiration has been 

subtracted (see H). Data are shown as mean + SEM (N=5). K. Extracellular acidification rate 

(indirect assessment of glycolytic activity) of MeWo cells treated with vehicle control or 

thapsigargin for 72h (paired with data from H). Data have been normalized for protein content. 

Data are shown as mean + SEM (N=5). For I-K, * p < 0.05, Student’s t-test.       

  

Figure 19. LARP1 expression is altered by endoplasmic reticulum stress in melanoma.  

 

A. Strategy to identify putative proteins that regulate the expression of PGC-1s under endoplasmic 

reticulum (ER) stress in melanoma. A transcript was associated with each protein known to be 

localized in the ER (Protein Atlas), and tested for correlation with PGC-1s or for differential 

expression in high or low PGC-1-expressing melanoma tumors (PanCancer Atlas RNA-seq 

dataset). B. (upper panel) Venn diagram of ER-localized proteins that significantly and positively 

correlate with PGC-1s and whose expression is reduced in low-PGC-1-expressing melanoma 

tumors.  (lower panel) Gene functional classification of all significant genes. The number of genes 

per group is indicated in braces. C.  (upper panel) Venn diagram of ER-localized proteins that 

significantly and negatively correlate with PGC-1s and whose expression is induced in low-PGC-

1-expressing melanoma tumors.  (lower panel) Gene functional classification of all significant 
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genes. The number of genes per group is indicated in braces. D. Expression level of PGC-1a 

transcripts during an actinomycin D chase in MeWo cells. Data are shown as mean + SEM (N=3).  

E. Expression level of PGC-1b transcripts during an actinomycin D chase in MeWo cells. Data are 

shown as mean + SEM (N=2- 6 depending on time points). F. Gene expression of 18 RNA-binding 

proteins that significantly correlate with PGC-1s or that are found to be linked to PGC-1s in CLIP-

seq databases. MeWo cells were treated for 72h with DMSO (0.1% v/v) or thapsigargin (1µM). 

Data are shown as mean + SEM (N=4). # p < 0.10, * p < 0.05, Student’s t-test. G. Immunoblotting 

of whole cell extracts from MeWo cells treated with thapsigargin (1µM) for 72h. The 150kDa 

LARP1 band is the longest isoform, the 130kDa is a truncated isoform. H. Gene expression in 

MeWo cells treated with the indicated vehicles or compounds for 72h. Data are shown as mean + 

SEM (N=2).   

 

Figure 20. LARP1 expression level is linked to a mitochondrial immunometabolic switch in 

human and murine melanoma.  

 

A. Heat-map representation of Spearman’s correlations between LARP1 and mitochondrial or 

immune transcripts in human cutaneous melanoma (PanCancer Atlas). Mitochondrial proteins refer 

to transcripts encoding for proteins localized in mmitochondria (MitoCarta 2.0). Immune refers to 

transcripts encoding pro-inflammatory or immunosuppressive proteins.  * p < 0.05, ** p < 0.01, 

*** p < 0.001 are computed p values for Spearman’s correlations. B. Gene functional classification 

of transcripts that significantly correlate positively with LARP1 in human cutaneous melanoma 

(PanCancer Atlas) ( 2818 transcripts, which represents q < 0.05). Only processes related to 

metabolism are shown (no process related to immune response was found). C. Gene functional 

classification of transcripts that significantly correlate negatively with LARP1 in human cutaneous 

melanoma (PanCancer Atlas) (2818 transcripts). Only processes related to immune response are 

shown (no process related to metabolism was found). D. Venn diagram of transcripts that correlate 

with LARP1 in human cutaneous melanoma (PanCancer Atlas) and those that encode for proteins 

localized in mitochondria (MitoCarta 2.0). Positively correlating transcripts with mitochondrial 

metabolic functions are particularly enriched. E. Expression of LARP1 transcript in melanoma 

tumors arising from mice treated with anti-mouse PD-L1 antibody (GEO accession: GSE172320). 

Data from PD-L1 antibody responders (n=26) and non-responders (n=23) are shown as box and 



 

 

157 

whiskers, with ** p < 0.01, Student’s t-test. F. Spearman’s correlation between LARP1 and 

immune or mitochondrial transcripts in murine melanoma tumors from E. ns: non-significant ( p ³ 

0.05), all other transcript show significant correlation.   

 

Figure 21. LARP1 knockdown impacts on mitochondrial respiration and innate immune 

transcriptional response in melanoma cell lines.  

 

A. Immunoblotting of whole cell extracts from MeWo cells treated with control non-targeting 

siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. The 150kDa LARP1 band is the longest isoform, the 

130kDa is a truncated isoform. 3 independent experiments are included on the same gel. B. Relative 

cell count of MeWo cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. 

Data are shown as mean + SEM. * p < 0.05, Student’s t-test (N=3). C. Oxygen consumption in 

MeWo cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. Data are 

normalized for protein content. Data are shown as mean + SEM (N=5). D. Basal mitochondrial 

respiration of MeWo cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 

72h. Data have been normalized for protein content. Non-mitochondrial respiration has been 

subtracted. Data are shown as mean + SEM (N=5). E. Maximal mitochondrial respiration of MeWo 

cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. Data have been 

normalized for protein content. Non-mitochondrial respiration has been subtracted (see C). Data 

are shown as mean + SEM (N=5). F. Extracellular acidification rate (indirect assessment of 

glycolytic activity) of MeWo cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA 

pool for 72h (paired with data from C). Data have been normalized for protein content. Data are 

shown as mean + SEM (N=5). For D-F, * p < 0.05, Student’s t-test. G. Gene expression in MeWo 

cells treated with control non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h H. Gene expression 

in YUMMER1.7 cells treated with non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. I. Gene 

expression in B16F10 cells treated with non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool for 72h. J. 

Gene expression in murine melanocytes treated with non-targeting siRNA or LARP1 siRNA pool 

for 72h. For G-J, data are shown as mean + SEM, with * p < 0.05, Student’s t-test (N=3)        
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Figure 22. LARP1 ectopic expression provides minor advantages in melanoma cells under 

stressful conditons. 

 

A. Gene expression in MeWo cells 3 days after infection with control lentiviral particles (empty 

vector) or encoding for human full-length LARP1. 250 and 500 refer to microliters of viral 

suspensions used for transduction. Data are shown as mean + SD (N=2). B. Gene expression in 

control (empty vector) and MeWo cells stably expressing human full-length LARP1 under 

puromycin selection. Data are shown as mean + SD (N=2). C. Gene expression in control (empty 

vector) and MeWo cells stably expressing human full-length LARP1 treated with DMSO vehicle 

(0.1% v/v) or thapsigargin (TSG, 1µM) for 72h. Data are shown as mean + SEM. * p < 0.05, 

Student’s t-test (N=3). D. Relative cell counts of MeWo cells stably expressing human full-length 

LARP1 and treated with various concentrations of thapsigargin. IC50 values are shown in the 

legend in the right. Data are shown shown as mean (N=2). E. Relative viability of control (empty 

vector) and MeWo cells stably expressing human full-length LARP1 treated with vehicles (H2O or 

DMSO 0.1% v/v) or indicated compounds for 72h. Data are shown as mean + SEM. # p < 0.10, * 

p < 0.05, Student’s t-test (N=3).  
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Figure 17 
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Figure 18 
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Figure 19 
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Figure 20 
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Figure 21 
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Figure 22 
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 Chapitre III : Discussion 

 

Importance de la mitochondrie dans le métabolisme des cellules cancéreuses et la 

réponse à l’immunothérapie 

 

La reprogrammation métabolique, caractéristique importante des cellules cancéreuses, leur 

permet de survivre et de proliférer dans des endroits isolés et souvent mal perfusés du 

corps, donc dans un environnement appauvri en nutriments et en oxygène (426). L’effet 

Warburg, qui désigne la tendance des cellules cancéreuses à augmenter leur consommation 

de glucose et à favoriser la glycolyse (177), constitue un élément central de cette 

reprogrammation (voir section 1.4.1). Cependant, certains sous-types de cellules 

cancéreuses, notamment dans le mélanome, dépendent toujours d’un métabolisme 

mitochondrial oxydatif, ce qui favorise l’invasion, la métastase et la résistance à plusieurs 

thérapies, par exemple des inhibiteurs de kinase utilisés en thérapie pour cibler des 

mutations affectant la signalisation de AMPK (492). Ceci suggère l’implication des 

mitochondries dans la réponse à différents stress cellulaires. De plus, la mitochondrie est 

un important régulateur du métabolisme cellulaire, ce qui nous amène à penser que la 

mitochondrie pourrait également jouer un rôle dans la réponse à l’immunothérapie. 

 

Afin d’identifier les principaux régulateurs du métabolisme mitochondrial dans le cancer, 

nous avons interrogé des bases de données de séquençage d’ARN du Cancer Genome Atlas 

(TCGA). Les PGC-1s apparaissent comme un marqueur important du métabolisme 

mitochondrial et leur expression varie grandement entre les différentes tumeurs, ce qui est 

caractérisé par un coefficient de variation élevé (CV)PPARGC1A: 148.5, CVPPARGC1B: 100.2, 

CVPPRC1: 39.9) (Fig. 9A). Nous nous sommes ensuite intéressés à la corrélation entre 

l’expression du transcrit des différents PGC-1s et celle de transcrits encodant pour 1158 

protéines mitochondriales. Parmi celles-ci, 587 corrèlent positivement avec l’expression 

des PGC-1s (Fig. 9B). 
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Description d’une « switch » immuno-métabolique activée par les PGC-1s et qui 

participe à l’inflammation et l’immunosuppression dans le mélanome 

 

Finalement, pour mieux caractériser la fonction des PGC-1s dans le mélanome, nous avons 

réalisé une analyse fonctionnelle des gènes identifiés par le CGA comme corrélant 

significativement avec les PGC-1s. Ces analyses révèlent que l’expression des PGC-1s 

corrèle de façon positive avec des gènes du métabolisme et de la biogenèse mitochondriale 

et corrèle de façon négative avec des gènes encodant pour des chimiokines, des cytokines 

et des molécules de cosignalisation immunosuppressives ainsi que des métalloprotéinases 

(Fig. 9C). Une analyse approfondie des facteurs de transcription régulant la fonction 

mitochondriale et dont l’expression corrèle fortement avec celle de transcrits 

immunosuppresseurs et pro-inflammatoires montre que les tumeurs qui expriment le moins 

les PGC-1s sont immunosuppressives et pro-inflammatoires, ce qui est caractérisé par une 

induction notamment de IDO1, PDCD1LG2 et de VISIR ainsi que par la relâche de 

cytokines telles que IL-6 et TNF (Fig. 9D-E). Ceci suggère qu’une déplétion des PGC-1s 

peut engendrer une dysfonction mitochondriale provoquant une réponse inflammatoire. 

Comme décrit à la section 1.5.3, l’inflammation peut réguler la réponse immunitaire de 

manière à influencer le développement du cancer de manière positive ou négative. 

 

La mitochondrie est la principale source de ROS. L’accumulation de ROS engendre un 

stress oxydatif important et ce phénomène est exacerbé lors d’une dysfonction 

mitochondriale selon un cycle vicieux dommageable (voir les sections 1.5.3 et 1.8.4.3). 

Les ROS sont souvent considérés comme des résidus nuisibles, mais ce sont également de 

précieux messagers impliqués dans l’immunité innée et adaptative ainsi que dans la 

détection de signaux de danger et l’activation de l’inflammasome. L’inflammasome 

regroupe plusieurs complexes protéiques cytoplasmiques activés par des récepteurs de type 

NLR (voir section 1.7) en réponse à des signaux de danger associés à une infection par un 

pathogène (PAMP) ou à des dommages cellulaires (DAMP) (493). Un exemple d’un tel 

signal est la relâche d’ADN mitochondrial au niveau du cytosol (494). Ce processus fait 

intervenir des ROS mitochondriaux afin d’oxyder et de stabiliser l’ADN mitochondrial, ce 

qui facilite la liaison de la cryopyrine (NLRP3) (495). Les ROS endommagent également 
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les mitochondries, qui produisent alors davantage de ROS, engendrant ainsi un cercle 

vicieux contribuant à l’activation de l’inflammasome. L’isoforme 2 de la NADPH oxydase 

(NOX2) représente également une source importante des ROS puisqu’elle catalyse 

l’oxydation du NADPH en NADP+ et transfère les électrons du NADPH à l’oxygène 

moléculaire (O2), ce qui produit un ion superoxyde (O2-) (496) pouvant être converti en 

H2O2 par la superoxyde dismutase (SOD). Finalement, un dérèglement de l’ETC (497) ou 

de la mitophagie (302), qui permet d’éliminer les mitochondries endommagées, induit 

également la production de ROS pouvant activer l’inflammasome.  

 

Les ROS ainsi produits sont détectés par la thiorédoxine (TRX), une oxydoréductase qui 

facilite la réduction de protéines oxydées. La forme réduite de TRX forme un pont disulfure 

avec la forme oxydée de la protéine interagissant avec la thiorédoxine (TXNIP) (498). Les 

ROS permettent à TXNIP de se dissocier de TRX afin d’interagir avec NLRP3. Ceci active 

NLRP3 qui induit la caspase-3 ainsi que la sécrétion des formes actives des cytokines pro-

inflammatoires IL-1β et IL-18 (499). D’autres signaux de dommages mitochondriaux, par 

exemple la relâche d’ATP par les cellules nécrotiques ou la cardiolipine, un phospholipide 

retrouvé dans la membrane interne des mitochondries et relâché lors de l’apoptose, peuvent 

aussi induire NLRP3 (500) et activer l’inflammasome. Les lipopolysaccharides (LPS), 

principaux constituants de la membrane externe des bactéries à Gram négatif, sont 

reconnus par les caspases et peuvent activer l’inflammasome (501). Ceci induit une mort 

cellulaire inflammatoire qualifiée de pyropotose. Dans ce processus, la cascade de caspases 

participe à la maturation de protéines de la famille de la gasdermine. Celles-ci engendrent 

la formation de pores provoquant la rupture des membranes et la relâche de cytokines pro-

inflammatoires, notamment IL-1β et IL-18, dans l’espace extracellulaire (502). Les cellules 

infectées gonflent et éclatent, ce qui facilite le recrutement de macrophages et de 

neutrophiles (503) au site d’infection afin de détruire le pathogène. À cet effet, les sérines 

protéases sécrétées par les neutrophiles, ainsi que la caspase-1 exprimée par les monocytes 

circulants, permettent de cliver le précurseur d’IL-1β afin de sécréter la forme active de la 

cytokine. La sécrétion d’IL-1β est finement régulée par l’activité de la caspase-1 (504), 

induite lorsque l’ouverture de canaux potassiques fait chuter les niveaux de potassium 

intracellulaire. 
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En plus de leur rôle dans la détection des signaux de danger et l’activation de 

l’inflammasome, les ROS participent à la réponse anti-bactérienne et anti-virale. En effet, 

les PAMPs bactériens activent des récepteurs de type Toll (TLR) (505), qui font partie de 

la famille des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR). Une fois activés, 

TLR-1, TLR-2 et TLR-4 interagissent avec le facteur 6 associé au récepteur TNF (TRAF6), 

ce qui promeut la translocation de ce dernier vers la mitochondrie. TRAF6 interagit alors 

avec l’intermédiaire évolutivement conservé dans la voie Toll (ECSIT), ce qui induit la 

production de ROS mitochondriaux (506) et l’expression de cytokines inflammatoires, 

notamment INFγ. Ce dernier promeut l’activation des macrophages selon un mécanisme 

encore mal compris qui pourrait impliquer l’activation de ERRα et de PGC-1β en réponse 

à l’IL-4 afin d’induire un programme transcriptionnel favorisant un métabolisme oxydatif 

et la reprogrammation métabolique des macrophages vers un profil anti-inflammatoire 

réparateur (232). Ces observations illustrent bien le rôle de la dysfonction mitochondriale 

et des ROS dans l’inflammation et l’immunité innée. 

 

Rôle de l’inflammation dans l’immunosuppression du TME et la réponse à 

l’immunothérapie 

 

L’inflammation est également intimement liée à l’immunosuppression dans le cancer. En 

effet, l’inflammation est un mécanisme naturel de défense du corps pour combattre les 

infections et réparer certains dommages à l’organisme. Cependant, dans le cancer en 

général, et le mélanome en particulier, l’inflammation exerce des effets complexes et 

parfois contradictoires. Bien que l’inflammation puisse activer une réponse immunitaire 

antitumorale, elle peut également activer la libération de cytokines générant un 

environnement immunosuppresseur propice à la métastase et à la résistance au traitement 

(voir section 1.5.3). 

 

L’immunothérapie vise à rétablir la réponse immunitaire anti-tumorale en ciblant, grâce à 

des anticorps, les points de contrôle immunitaire, notamment PD-1, CTLA-4 et PD-L1, 

exprimées par les lymphocytes T, les cellules tumorales et les APC (voir section 1.3.7.3). 
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Les points de contrôle immunitaire consistent en des récepteurs qui émettent des signaux 

inhibiteurs afin d’empêcher la suractivation du système immunitaire et l’auto-immunité. 

Dans le cancer, cependant, l’expression de ces récepteurs est dérégulée, et les tumeurs 

surexpriment souvent PD-L1 afin d’induire la signalisation PD-1 et inhiber l’activité des 

lymphocytes T. Les anticorps anti-PD-1/PD-1, la forme d’immunothérapie la plus efficace 

d’immunothérapie, a déjà été approuvée pour le traitement de cancers des poumons, du 

foie, de la vessie, du rein et de la peau (507). Le taux de réponse à l’immunothérapie varie 

cependant grandement en fonction de l’expression de PD-L1, du CMH de classe I et de 

l’interféron. L’INFγ est sécrété par les lymphocytes T et les cellules NK en réponse à une 

stimulation par des cytokines inflammatoires telles que IL-12 (508) et IL-18 (509) dans le 

cadre de la réponse immunitaire innée. L’INFγ active les Janus kinase 1 et 2 (JAK1/2) qui 

phosphorylent STAT1. Ce dernier migre alors au noyau afin d’induire la transcription de 

gènes de la réponse immunitaire tels que des molécules présentatrices d’antigènes (CMH), 

des facteurs de transcription (IRF), ainsi que facteurs antibactériens et antiviraux en plus 

de réguler le cycle cellulaire, l’apoptose et l’angiogenèse. L’INFγ est un suppresseur de 

tumeur participant à la réponse anti-tumorale de l’immunothérapie. D’ailleurs, les patients 

dont le mélanome résiste à l’immunothérapie présentent souvent des mutations au niveau 

du récepteur de l’INFγ ou d’autres mutations ayant un impact délétère sur la présentation 

antigénique régulée par l’INFγ. 

 

Mis ensemble, ces observations suggèrent un rôle des PGC-1s dans la fonction 

mitochondriale, laquelle exerce des effets dans l’immunosuppression et la réponse 

inflammatoire. La réponse immunosuppressive et inflammatoire peut être exploitée en 

clinique pour sensibiliser le mélanome à l’immunothérapie. Ce projet est structuré en deux 

volets. Le premier consiste à étudier le rôle d’une déplétion en PGC-1β dans la mise en 

place d’un programme transcriptionnel pro-inflammatoire et immunosuppresseur dans le 

mélanome, alors que le second volet se penche sur la régulation de PGC-1β en situation de 

stress cellulaire ainsi que son rôle dans l’immunosuppression et l’adaptation métabolique 

des cellules cancéreuses en situation de stress.  
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Exploration du rôle des PGC-1s dans la mise en place d’un programme 

transcriptionnel pro-inflammatoire et immunosuppresseur favorisant la résistance à 

l’immunothérapie 

 

Puisque les PGC-1s corrèlent avec plusieurs molécules immunosuppressives, nous avons 

exploré le rôle des PGC-1s dans la mise en place d’un programme transcriptionnel 

immunosuppresseur pouvant altérer la réponse à l’immunothérapie. L’analyse de données 

de transcriptomique de mélanome murin (GSE172320) révèle que les tumeurs résistantes 

aux inhibiteurs de PD-L1 expriment peu PGC-1β et PRC sans affecter l’expression de 

PGC-1α (Fig. 9F). Dans ces tumeurs, PGC-1β corrèle négativement avec des transcrits 

immunosuppresseurs, notamment Foxp3, Il10 et Pdcd1lg2, ainsi que des cytokines 

inflammatoires telles que Cxcl1, Il1b, Il6 et Tnf (Fig. 9G). Autrement dit, les tumeurs 

résistantes à l’immunothérapie expriment peu PGC-1β et sont immunosuppressives et pro-

inflammatoires. Ceci suggère un rôle de PGC-1β dans la mise en place d’une réponse 

inflammatoire activant un programme transcriptionnel immunosuppresseur diminuant la 

réponse aux inhibiteurs de PD-L1. 

 

Bien que l’expression des deux varie dans le mélanome, suggérant qu’ils peuvent être 

modulés suivant certains contextes et interventions, l’expression de PGC-1β est légèrement 

moins variable que celle de PGC-1α. Ceci suggère que l’expression de PGC-1β n’est pas 

exclusive à certains sous-groupes de mélanome. Ainsi, la suite des travaux présentés ici se 

concentre particulièrement sur PGC-1β. Nous avons comparé l’expression des PGC-1s 

dans plusieurs lignées humaines de mélanome tirées du Cancer Cell Line Encyclopedia 

(CCLE), puis avons identifié deux lignées exprimant peu les PGC-1s (SKMEL28 et A375) 

ainsi que deux lignées exprimant fortement les PGC-1s (MeWo et SKMEL5).  

 

Un traitement par ARN interférence dirigé contre PGC-1β diminue de façon significative 

l’expression de ce dernier (Fig. 11A) de manière dépendante de la dose (Fig. 11B), ce qui 

s’accompagne d’une induction de transcrits immunosuppresseurs tels que LGALS9, NT5E 

et PDCD1LG2, ainsi que de cytokines inflammatoires, particulièrement CXCL8 et TNF 

(Fig. 11A). Les MeWo, qui expriment fortement PGC-1α (330), se sont révélées 
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particulièrement intéressantes puisqu’elles présentent une forte dichotomie entre les 

fonctions mitochondriales et l’immunosuppression (Fig. 10D). Cette lignée génère par 

ailleurs la plus forte réponse inflammatoire, caractérisée par l’induction de CXCL8, de 

toutes les lignées étudiées. Ceci suggère que les cellules qui expriment fortement PGC-1α 

dépendent de leur fonction mitochondriale afin de favoriser un métabolisme oxydatif, ce 

qui les rend particulièrement sensibles à une déplétion de PGC-1β. Par conséquent, c’est 

cette lignée que nous avons exploitée pour la suite des travaux. Dans les MeWo, la 

déplétion en PGC-1β induit la relâche de cytokines pro-inflammatoires telles que MCP-1, 

IL-6 et IL-8 (Fig. 11C-D) en plus d’induire la protéine de surface immunosuppressive 

Galectine-9 (Fig. 11E), encodée par le gène LGALS9 chez l’humain. Ces résultats appuient 

le rôle de la déplétion en PGC-1β dans l’immunosuppression du mélanome. 

 

L’IL-8 est une chimiokine produite par plusieurs types de cellules, dont les kératinocytes 

et les monocytes. En réponse à différents stimuli inflammatoires, IL-8 lie les récepteurs 

des chimiokines CXC (CXCR) 1 et 2, ce qui permet le recrutement de neutrophiles, de 

basophiles et de lymphocytes. La surexpression d’IL-8 par les kératinocytes contribue au 

développement de certaines maladies inflammatoires de la peau, notamment le psoriasis et 

l’eczéma (510, 511). D’un autre côté, IL-8 peut également favoriser le recrutement des 

kératinocytes et ainsi contribuer à la cicatrisation (510, 512). L’expression d’IL-8 dans le 

TME corrèle avec la formation de pièges extracellulaires des neutrophiles (NET) (513). 

Ces derniers sont produits en réponse à des signaux de dangers (DAMP, voir section 1.5.1) 

ou d’autres signaux infectieux. Ils contiennent du matériel génétique provenant des 

neutrophiles granulocytes ainsi que des histones et des peptides antimicrobiens. Les NET 

emprisonnent les bactéries et les Fungi puis libèrent des ROS ainsi que des granules 

contenant des facteurs antimicrobiens (514). Avec la phagocytose, les facteurs libérés par 

les NET permettent d’éliminer les pathogènes (515). Les NET occupent donc une place 

importante dans l’immunité innée. Outre leur rôle dans la réponse immunitaire, les NET 

jouent un rôle dans le diabète (516, 517), l’athérosclérose (518), certains troubles de la 

coagulation (519), l’arthrite rhumatoïde, la fibrose kystique (520, 521) et le lupus 

érythémateux (522). Plus récemment, certaines études ont révélé un rôle des NET dans 

l’immunoédition et la progression du cancer de même que la métastase. En effet, les MMP 
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que contiennent les NET dégradent la matrice extracellulaire et les NET peuvent agir 

comme substrat permettant l’adhésion des cellules cancéreuses. Tout ceci favorise le 

caractère invasif des tumeurs (523). À l’inverse, d’autres composantes des NET, par 

exemple des peroxydases, des protéinases ou des histones, provoquent une cytotoxicité 

affectant particulièrement les cellules épithéliales et empêchant la croissance tumorale 

(524). L’induction d’IL-8 combinée à la déplétion de PGC-1β pourrait favoriser le 

recrutement de neutrophiles au site tumoral et dérouter la réponse immunitaire de manière 

à favoriser la métastase et la progression tumorale. 

 

La déplétion en PGC-1β est anti-proliférative et corrèle avec un arrêt du cycle 

cellulaire à un point de contrôle compatible avec des dommages mitochondriaux 

 

Un traitement par ARN interférence dirigé contre PGC-1β diminue la prolifération de 

lignées cellulaires de mélanome en culture (Fig. 12A) indépendamment du niveau 

d’expression de PGC-1α et l’effet perdure jusqu’à huit jours (Fig. 12B). La tendance 

observée est la même tant dans les SKMEL28 et les A375, qui expriment peu PGC-1α, que 

dans les MeWo et les SKMEL5, qui expriment fortement PGC-1α, ce qui suggère que 

l’effet antiprolifératif de la déplétion en PGC-1β est indépendant de PGC-1α. L’effet 

antiprolifératif observé est marqué, avec une diminution de près de moitié selon la lignée, 

et ce malgré une déplétion parfois modeste de PGC-1β (Fig. 11A). Ces résultats suggèrent 

un rôle spécifique de PGC-1β dans la prolifération des cellules de mélanome qui ne peut 

pas être comblé par PGC-1α. L’effet antiprolifératif de la déplétion en PGC-1β peut 

s’expliquer soit par une augmentation de la mort cellulaire, soit par un arrêt du cycle 

cellulaire. Un essai de prolifération réalisée avec les mêmes lignées de cellules de 

mélanome mentionnées plus haut (voir Figure 12), montre que la déplétion en PGC-1β 

n’augmente pas la mortalité de façon significative. Plutôt, un essai de cytométrie en flux 

montre que la déplétion en PGC-1β provoque un arrêt du cycle cellulaire en G2/M et une 

diminution du nombre de cellules au point G0/G1 (Fig. 12C-D). Le passage d’une phase à 

l’autre du cycle cellulaire est finement régulé par l’expression et l’activation successives 

de cyclines et de CDK spécifiques pouvant être inhibées par P-21 (voir les sections 1.3.6 

et 1.3.7.2). Des dommages à l’ADN activent des points de contrôle arrêtant 
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momentanément le cycle cellulaire dans le but de permettre à la cellule de réparer les 

dommages. Si les dommages sont trop importants, la cellule meurt par nécrose ou apoptose. 

L’arrêt du cycle cellulaire peut être médié par P-53, P-21 et les CDK (525). P-53 est un 

maître régulateur qui induit l’expression de gènes impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire ou dans la réparation des dommages à l’ADN, de même que des gènes induisant 

l’apoptose ou la nécrose lorsque P-53 détecte des dommages cellulaires (526). Le stress 

oxydatif, notamment provoqué par une augmentation de la production de ROS par des 

mitochondries dysfonctionnelles ou endommagées, induit l’activation de P-53, qui migre 

alors au niveau de la matrice et de la membrane externe mitochondriale (527). P-53 se lie 

alors à sa cible P-21 et l’active. P-21 empêche la phosphorylation et inhibe l’activité kinase 

de CDK1 et CDK2 ce qui prévient l’entrée en mitose et bloque les cellules à la phase G2 

du cycle cellulaire (528, 529). Ainsi, l’arrêt du cycle cellulaire observé lors de la déplétion 

de PGC-1β pourrait correspondre à un point de contrôle régulé par les dommages à l’ADN 

mitochondrial et faisant intervenir P-21. Étant donné le rôle des PGC-1s dans la régulation 

de l’OXPHOS et de la biogenèse mitochondriale, nous avons exploré l’hypothèse selon 

laquelle la déplétion en PGC-1β engendrerait une dysfonction mitochondriale pouvant 

activer une réponse inflammatoire et immunosuppressive influençant la réponse à 

l’immunothérapie. 

 

Parmi les dix transcrits encodant pour des protéines mitochondriales dont l’expression 

corrèle le plus fortement avec les PGC-1s, la déplétion en PGC-1β diminue de manière 

significative l’expression des transcrits de HSPA9 et de AFG3L2, ainsi que SLC25A13 

(Fig. 13A). La diminution de l’expression du transcrit de HSPA9 se reflète également au 

niveau de la protéine (Fig. 13B). Nous avons ensuite voulu savoir si HSPA9 pouvait être 

impliqué dans l’effet de la déplétion en PGC-1β sur le métabolisme et 

l’immunosuppression du mélanome. Un traitement par ARN interférence dans des cellules 

MeWo diminue l’expression de HSPA9 (Fig. 13C) et exerce des effets anti-prolifératifs 

(Fig. 13D) évoquant les effets observés lors de la déplétion en PGC-1β.  
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La déplétion en PGC-1β corrèle avec la diminution de l’expression du transcrit 

codant pour la protéine mitochondriale HSPA9 qui supporte le rôle de PGC-1β dans 

la reprogrammation métabolique du mélanome 

 

Tant la déplétion de PGC-1β que de HSPA9 diminuent la respiration maximale, la 

respiration mitochondriale et l’acidification extracellulaire (Fig. 13E-G). Les cellules 

assurent leurs besoins énergétiques principalement par l’OXPHOS et la glycolyse. Dans la 

mitochondrie, l’OXPHOS permet, comme décrit plus haut, de réduire l’oxygène sous 

forme de molécule d’eau, ce qui génère un gradient électrochimique qui alimente la 

production d’ATP. Plus le métabolisme mitochondrial est sollicité, plus la consommation 

d’oxygène (OCR) est importante, et cette dernière peut être mesurée par un essai 

« Seahorse ». Un tel essai utilise différents composés qui inhibent chacun un complexe de 

la chaine de transport des électrons puis mesure la consommation d’oxygène et 

l’acidification du milieu extracellulaire afin d’étudier les principales voies métaboliques 

des cellules. Le Seahorse permet d’étudier la dépendance des cellules envers l’OXPHOS 

ou la glycolyse et de déterminer les capacités d’adaptation des cellules en situation de stress 

métabolique. Tant la déplétion de PGC-1β que de HSPA9 diminuent la respiration 

mitochondriale basale (Fig. 13F) et maximale (Fig. 13E), ce qui suggère que la déplétion 

en PGC-1β engendre une dysfonction mitochondriale qui pourrait être médiée par HSPA9. 

 

La glycolyse est également largement utilisée pour la production d’ATP. Elle consiste à 

fermenter le pyruvate formé lors de la dégradation du glucose sous forme d’acide lactique. 

Ce processus libère des protons sous forme de H+ provenant du NADPH (530), ce qui 

contribue largement à l’acidification du milieu extracellulaire (ECAR). Ce paramètre peut 

également être mesuré et représente la capacité glycolytique des cellules. Cependant, 

d’autres processus métaboliques, notamment le CAC, peuvent altérer l’ECAR. En effet, le 

CAC produit du dioxyde de carbone (CO2) pouvant être converti en ion bicarbonate 

(HCOO-) et ainsi également contribuer à l’acidification du milieu (531). Soulignons que 

l’ECAR basal est très faible, à moins de 10 mpH/min, et ce même dans les cellules 

« contrôles ». En effet, on recommande de travailler à une confluence suffisante pour 

obtenir un ECAR supérieur à 20 mpH/min afin de respecter la linéarité de l’augmentation 
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de l’ECAR (532). Bien sûr, la méthode de normalisation influence beaucoup 

l’interprétation des résultats. Nous avons choisi de normaliser par rapport à la quantité de 

protéines plutôt que le nombre de cellules et notre expérience nous a appris que les MeWo 

sont de grosses cellules avec un petit cytoplasme par rapport à leur taille qui produit peu 

de protéines. Cependant, d’autres groupes ont également montré que les cellules de 

mélanome en général, et les MeWo en particulier, ont un ECAR basal très bas, entre 5 et 

10 mpH/min et, dans les MeWo, l’ECAR ne semble pas être affecté par la privation de 

glucose (533, 534). Par opposition, les A449, reconnues pour favoriser la glycolyse, ont un 

ECAR basal de près de 50 mpH/min (531, 535). Nos résultats vont dans le même sens que 

ceux obtenus par d’autres groupes et suggèrent que les cellules de mélanome MeWo 

dépendent très peu de la glycolyse, mais plutôt d’un métabolisme mitochondrial oxydatif 

(OXPHOS). Toutefois, les cellules cancéreuses sont flexibles et ont la capacité d’adapter 

leur métabolisme au contexte bioénergétique du TME afin de continuer à soutenir leur 

prolifération rapide, leur croissance et leur survie. 

 

En effet, les cellules cancéreuses ont un métabolisme élevé, ce qui nécessite une importante 

production d’ATP pour assurer leurs besoins énergétiques ainsi que la biosynthèse de 

macromolécules qui supportent ces voies métaboliques (408). De plus, les concentrations 

de glucose, de glutamine et d’oxygène varient dans le temps à l’intérieur d’une même 

tumeur (536), ce qui constitue également une source de stress contribuant au remodelage 

métabolique des cellules cancéreuses. Ainsi, certains oncogènes, notamment HIF-1α, 

induisent l’expression de transporteurs de glucose et d’enzymes de la glycolyse, ce qui 

promeut la fermentation du pyruvate en acide lactique au détriment du CAC. D’un autre 

côté, certains sous-groupes de cellules cancéreuses continuent de dépendre de la respiration 

mitochondriale pour maintenir leur métabolisme bioénergétique. Cependant, une 

OXPHOS importante, une dérégulation de la mitophagie, des dommages mitochondriaux 

ou une diminution des défenses antioxydantes engendrent la production de ROS et un stress 

oxydatif, ce qui stabilise HIF-1α et induit la glycolyse (537) indépendamment de l’hypoxie. 

 

Tant la déplétion de PGC-1β que de HSPA9 diminuent l’ECAR, ce qui signifie que les 

cellules déplétées en PGC-1β ne peuvent induire la glycolyse en réponse à l’inhibition de 
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l’OXPHOS, ce qui suggère un rôle de PGC-1β dans la dysfonction mitochondriale et 

l’adaptation métabolique du mélanome qui serait soutenu par HSPA9. Cependant, la 

déplétion de HSPA9, contrairement à la déplétion en PGC-1β (Fig. 11A), induit 

uniquement l’expression de PDCD1LG2 (Fig. 13H), ce qui suggère que HSPA9 n’est pas 

impliqué dans l’immunosuppression engendrée par la déplétion de PGC-1β. 

 

Les facteurs de transcription de la signalisation STAT et de la voie des IRF 

contribuent au rôle de la déplétion de PGC-1β 

 

Une approche de criblage utilisant plusieurs composés inhibant différentes kinases telles 

que MEK1/2, JNK, Akt, mTOR et BRAF ainsi que quelques inhibiteurs du complexe de 

la kinase IκB (IKK) a été développée. Cette approche a permis d’identifier les 

signalisations cellulaires impliquées dans l’inflammation et l’immunosuppression médiées 

par la déplétion de PGC-1β. IKK est composé de deux sous-unités à activité kinase, soit 

les sous-unités alpha et bêta de l’inhibiteur de la kinase du facteur nucléaire kappa-B (IKK-

α/β) et une sous-unité régulatrice nommée régulateur essentiel de NF-κB (NEMO). NF-κB 

est un dimère composé des sous-unités p50, p52, p65, c-Rel ou RelB, la forme la plus 

commune étant l’hétérodimère p65/p50. IKK-β phosphoryle l’inhibiteur de NF-κB (IκB), 

ce qui permet la dégradation de ce dernier par ubiquitination et permet au dimère NF-κB, 

par exemple constitué des sous-unités p65 et p50, de transloquer au noyau et de se lier au 

promoteur de gènes cibles (538). Deux inhibiteurs des kinases MEK1/2, tramétinib et 

AZD6244, empêchent l’induction de CXCL8 (Fig. 14A) et de LGALS9 (Fig. 14B) observée 

lors de la déplétion de PGC-1β. Tramétinib empêche également l’induction de NT5E et 

d’IL1B. Un inhibiteur de IKK-β, BI605906, empêche l’induction de CXCL8 et d’IL1B 

observée lors de la déplétion de PGC-1β, bien qu’il n’ait aucun impact significatif sur 

l’expression de transcrits immunosuppresseurs tels que LGALS9 et NT5E (Fig. 14C). 

Ensemble, ces résultats suggèrent que MEK1/2 et IKK-β jouent un rôle dans 

l’inflammation et l’immunosuppression engendrée par la déplétion de PGC-1β. 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux sites de liaison présents au niveau de plusieurs 

transcrits dont l’expression corrèle avec une diminution de la biogenèse mitochondriale. 
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Ces transcrits pourraient soutenir le rôle de la déplétion de PGC-1β dans l’inflammation et 

l’immunosuppression du mélanome. Les transcrits immunosuppresseurs tels que LGALS9, 

PDCD1LG2 et NT5E présentent des sites de liaison pour STAT4 et quelques membres de 

la famille des IRF, alors que les transcrits pro-inflammatoires tels que CXCL8, TNF et IL1B 

présentent des sites de liaison pour REL et RELB, des sous-unités de NFκB, ainsi que pour 

les protéines de liaison à l’activateur CCAAT (C/EBPs). Les facteurs de transcription de 

cette famille s’associent au promoteur de plusieurs gènes cibles impliqués dans le 

métabolisme, l’inflammation et la réponse immunitaire. En situation de jeûne, C/EBPβ 

active la transcription de PGC-1α grâce au site de liaison présent au niveau du promoteur 

de ce dernier selon un mécanisme dépendant de l’AMP cyclique (AMPc) puisque le 

promoteur de PGC-1α présente un élément de réponse pour AMPc. Ceci induit différentes 

enzymes de la β-oxydation des acides gras afin de produire de l’ATP qui alimentera la 

gluconéogenèse indépendamment de PGC-1α. Ces processus adaptatifs permettent de 

soutenir le métabolisme bioénergétique des cellules afin d’assurer leur survie et leur 

prolifération en situation de stress (539). Ces observations suggèrent une régulation des 

PGC-1s par C/EBPβ (540) qui supporte leur rôle dans le métabolisme énergétique en 

situation de stress. Les transcrits qui sont à la fois pro-inflammatoires et 

immunosuppresseurs présentent, quant à eux, des sites de liaison pour STAT1 et STAT2 

(Fig. 15A). Parmi les facteurs de transcription et transcrits impliqués dans la fonction 

immunitaire et mitochondriale étudiés, STAT1/4 ainsi que IRF1/2/8 sont ceux qui 

présentent la plus grande dichotomie dans leur corrélation avec des transcrits 

mitochondriaux et immunosuppresseurs. En effet, ils corrèlent positivement avec des 

transcrits immunosuppresseurs et pro-inflammatoires alors qu’ils corrèlent négativement 

avec des transcrits encodant pour des protéines mitochondriales (Fig. 15B). La déplétion 

de PGC-1β, ainsi que celle de HSPA9, induit l’expression et l’activité des IRFs et de NFκB 

(Fig. 15C-D). Ces résultats suggèrent qu’en situation de stress énergétique, la déplétion de 

PGC-1β pourrait participer à la reprogrammation du métabolisme mitochondrial. La 

dysfonction mitochondriale active la signalisation STAT, laquelle induit une réponse 

inflammatoire régulée par les IRF et NFκB afin de faciliter le recrutement de cellules 

immunitaires au site tumoral ainsi que l’angiogenèse. Cependant, la réponse de type 

interféron médiée par les STAT induit différentes cytokines et autres molécules 
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immunosuppressives, ce qui inhibe la réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes T 

et diminue la réponse à l’immunothérapie. 

 

L’expression des PGC-1s corrèle avec des transcrits impliqués dans la réponse à 

plusieurs stress cellulaires 

 

Les résultats obtenus jusqu’à présent grâce au traitement par ARN interférence dirigé 

contre PGC-1β montrent que la déplétion de ce dernier inhibe la fonction mitochondriale, 

ce qui engendre des effets métaboliques induisant une réponse inflammatoire et 

immunosuppressive, en plus d’inhiber la prolifération cellulaire. La régulation de la 

réponse immunitaire par le métabolisme a d’ailleurs été abordée à la section 1.5. À 

l’inverse, PGC-1β est activé par le jeûne et différents senseurs du statut énergétique des 

cellules. Ceci suggère un rôle de PGC-1β dans l’adaptation métabolique des cellules 

cancéreuses. Ainsi, nous nous sommes intéressés à la régulation de PGC-1β en contexte 

physiologique afin de déterminer si différents stress métaboliques peuvent moduler 

l’expression de PGC-1β et d’établir un rôle possible de ce dernier dans l’adaptation 

métabolique et la survie des cellules cancéreuses en situation de stress. Dans ce contexte, 

l’adaptation métabolique des cellules cancéreuses constitue leur point sensible. Exploiter 

cette sensibilité des cellules cancéreuses par des thérapies permettrait de limiter la survie 

des cellules cancéreuses en situation de stress et ainsi de rétablir leur sensibilité aux 

traitements, notamment l’immunothérapie. 

 

En analysant les données de séquençage d’ARN du TCGA pour le mélanome cutané chez 

l’humain, nous avons constaté que l’expression des transcrits de PRC et PGC-1β corrèle 

positivement et négativement avec des transcrits impliqués dans la réponse à plusieurs 

stress cellulaires (Fig. 17A). De manière générale, les PGC-1s corrèlent négativement avec 

la réponse au stress du RE et corrèlent positivement avec la réponse à la chaleur (Fig. 17B). 

Ceci suggère que différents stress cellulaires peuvent moduler l’expression des PGC-1s 

dans le mélanome, et que cette régulation pourrait jouer un rôle dans la réponse des cellules 

cancéreuses au stress. En effet, dans les cellules de mélanome MeWo, plusieurs composés 

engendrant un stress métabolique (6-aminonicotinamide, cerulenin et 2-deoxy-d-glucose), 
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mais également d’autres composés inhibant la traduction (cycloheximide), le protéasome 

(MG132) et certains processus épigénétiques (sodium butyrate), diminuent l’expression du 

transcrit respectif des différents PGC-1s (Fig. 17C). Ces résultats suggèrent que différents 

facteurs de stress affectant la traduction, la synthèse ou la dégradation des protéines 

peuvent diminuer l’expression des PGC-1s. Nous avons également montré que les PGC-1s 

corrèlent avec la réponse au stress du RE et à l’hypoxie (Fig. 17A). Ces résultats suggèrent 

par conséquent un rôle des PGC-1s dans la réponse à divers stress métaboliques. 

 

Le stress du RE régule l’expression des PGC-1s et contribue au remodelage 

métabolique des cellules de mélanome 

 

Les cellules cancéreuses prolifèrent très rapidement et ont un métabolisme élevé, ce qui 

nécessite une grande production d’énergie et engendre un fardeau important sur le 

réticulum endoplasmique (RE), qui doit assurer la synthèse, le repliement et le transport 

des protéines. Si l’homéostasie n’est pas rapidement rétablie, un tel fardeau engendre un 

stress du RE. Dans une telle situation, les cellules mettent en place une réponse adaptative 

permettant de rétablir l’homéostasie et d’assurer la survie des cellules (voir section 1.4.3). 

Les inhibiteurs de la traduction G418, cycloheximide et blasticidine diminuent l’expression 

du transcrit de PGC-1α, ce qui suggère que l’expression des PGC-1s pourrait être régulée 

par le stress du RE, et ce dernier joue un rôle dans la progression tumorale, la métastase et 

la résistance aux traitements. 

 

Les cellules de mélanome présentant des mutations NRAS, BRAF ou MEK, 

particulièrement la mutation BRAFV600E, présentent un niveau de stress du RE et une 

activation de la réponse UPR à l’état basal (476). Leur survie dépend donc de l’expression 

de chaperonnes telle que GRP78 et de la réponse UPR. Cependant, un stress prolongé 

provoque la mort de la cellule. Certaines options thérapeutiques sont envisagées, par 

exemple l’utilisation d’inducteurs du stress du RE, seuls ou en combinaison avec des 

modulateurs de la réponse UPR et d’autres composés altérant le repliement des protéines, 

provoquerait un arrêt du cycle cellulaire ou la mort des cellules cancéreuses par apoptose 

(541). D’un autre côté, l’activation de la signalisation MEK/ERK, l’activation de la kinase 
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AKT ou l’inhibition de PTEN, couramment observées dans le mélanome, engendrent des 

changements métaboliques permettant aux cellules cancéreuses de continuer à assurer ses 

besoins énergétiques, même dans un environnement hostile, empêchant ainsi la réponse 

UPR de provoquer l’apoptose des cellules cancéreuses et permet la progression du 

mélanome en favorisant la survie des cellules les mieux adaptées au stress du RE (542). Il 

a également été montré que les cellules de mélanome présentant la mutation BRAFV600E, 

comparativement à leur contrepartie non mutée, surexpriment Xbp-I ainsi que le facteur de 

transcription ATF4 et activent ERK1/2, traduisant un stress du RE à l’état basal les 

désensibilisant à ce dernier et induisant une autophagie basale caractérisée par l’activation 

de JNK et une accumulation de p62. Cette autophagie rend les cellules insensibles à 

l’apoptose provoquée par les chimiothérapies et contribue ainsi à la résistance aux 

traitements (476). L’impact du stress du RE sur la progression du mélanome semble donc 

dépendre de la durée, du contexte, du microenvironnement et du stade d’avancement de la 

maladie. Pour toutes ces raisons, et puisqu’il pourrait moduler l’expression de PGC-1β, 

nous avons décidé d’étudier plus attentivement son rôle dans le mélanome. 

 

Nous avons montré plus haut que l’expression des PGC-1s corrèle positivement et 

négativement avec des transcrits de la réponse au stress du RE (Fig. 17A). Nous montrons 

également que tant une faible qu’une forte expression des PGC-1s peut moduler 

l’expression de ces transcrits (Fig. 18A) et que, de manière générale, chacun des PGC-1s 

régule des transcrits différents, à l’exception de PGC-1α et de PGC-1β qui régulent certains 

transcrits communs (Fig. 18B-C). Ceci suggère un rôle du stress du RE dans la régulation 

des PGC-1s, ces derniers pouvant également être impliqués dans la réponse au stress du 

RE. 

 

La thapsigargin (TSG) est un inhibiteur de l’ATPase Ca2+ du réticulum 

sarco/endoplasmique (SERCA). Il engendre un stress du RE en empêchant l’entrée de 

calcium du cytosol vers le réticulum sarcoplasmique, le calcium étant essentiel à l’activité 

de plusieurs chaperonnes qui régulent le repliement des protéines (543). Le PrestoBlue est 

une solution de résazurine initialement colorée bleue. L’activité métabolique des cellules 

vivantes convertit la résazurine en résorufine, un composé rougeâtre. La résorufine peut 
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par conséquent être détectée en fluorescence qui sera proportionnelle à la viabilité 

cellulaire. On remarque, dans les cellules de mélanome MeWo traitées avec TSG, donc 

soumises à un stress du RE, une diminution de la viabilité qui semble dépendante de la 

dose. On observe un phénomène semblable dans d’autres lignées cellulaires de mélanome 

humain (A375, RPMI7951), ainsi que dans des fibroblastes pulmonaires humains (MRC5) 

(Fig. 18D). Ces résultats ont été confirmés avec quelques composés supplémentaires 

induisant un stress du RE, chacun agissant selon un mécanisme différent et indépendant 

(Fig. 18E). Une telle expérience de viabilité permet de déterminer le Growth Inhibitory 50 

(GI50), soit la dose qui exerce un effet de 50% sur la diminution de la viabilité ou de la 

prolifération cellulaire. Le GI50 reflète la sensibilité des cellules au stress du RE. Fait 

intéressant, les RPMI7951 et les A375, qui expriment très peu PGC-1α, sont plus sensibles 

au stress du RE que les MeWo, qui expriment davantage PGC-1α et dont le métabolisme 

mitochondrial est important, suggérant que le métabolisme et la fonction mitochondriale 

peuvent moduler la réponse au stress du RE. 

 

Les PGC-1s agissent comme senseur de stress et modulent le métabolisme 

mitochondrial de manière à rétablir l’homéostasie en situation de stress 

 

Il a d’ailleurs déjà été montré que des chaperonnes résidentes du réticulum endoplasmique 

interagissent avec des oxydoréductases mitochondriales, laissant penser que l’OXPHOS 

pourrait être un processus important pour le repliement de certaines protéines, notamment 

pour la formation de ponts disulfures qui nécessitent un environnement oxydatif. Ce 

processus provoque la formation de ROS et déplète les défenses antioxydantes, ce qui 

engendre un stress oxydatif. Le stress du RE peut lui aussi induire la production de ROS 

mitochondriaux en provoquant la relâche de calcium du réticulum endoplasmique vers le 

cytosol. Le bris et la formation de ponts disulfures, en combinaison avec la production de 

ROS mitochondriaux, altèrent le potentiel REDOX et activent l’OXPHOS (544, 545). Les 

cellules qui expriment peu PGC-1α sont plus glycolytiques et leur métabolisme 

mitochondrial n'est peut-être pas suffisant pour assurer la gestion des ROS et du stress 

oxydatif en situation de stress du RE et ainsi assurer leur survie. 
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On remarque que, dans les cellules de mélanome MeWo, le traitement avec TSG diminue 

l’expression du transcrit de PGC-1α (Fig. 18F) et de PGC-1β (Fig. 18G) de manière 

dépendante de la dose. Le calcium libéré par le RE vers la mitochondrie en situation de 

stress du RE permet au RE d’interagir avec la mitochondrie de manière à continuer 

d’assurer les demandes énergétiques des cellules et de promouvoir leur survie (546), ce qui 

suggère un rôle de la mitochondrie dans la réponse au stress du RE. 

 

La diminution de l’expression du transcrit des PGC-1s en situation de stress du RE suggère 

une dysfonction mitochondriale et peut constituer un mécanisme de défense des cellules 

qui diminuent leur métabolisme afin de réduire la synthèse de protéines, et ainsi diminuer 

le fardeau du réticulum endoplasmique, en plus de conserver leur énergie et de rétablir 

l’homéostasie. En effet, le stress du RE induit l’autophagie, un processus lors duquel les 

organelles et autres composantes cellulaires sont empaquetées dans des vésicules qui 

fusionnent avec des lysosomes afin que la cellule puisse utiliser ses propres constituants 

comme source d’énergie et d’acides aminés. Ce processus empêche la mort cellulaire à 

court terme, mais si l’homéostasie ne peut pas être rétablie, la cellule meurt par apoptose. 

Les cellules cancéreuses en situation de stress du RE diminuent leur consommation de 

glucose, notamment en diminuant l’expression du transporteur membranaire de glucose 

GLUT-1, ce qui empêche la glycolyse et diminue par conséquent la production de lactate 

et d’ATP (547). La diminution de la glycolyse augmente le ratio NAD+/NADPH et 

diminue le potentiel REDOX de la cellule, ce qui augmente la production de ROS et impose 

un fardeau sur la mitochondrie. Ceci engendre un stress oxydatif activant des voies pro-

apoptotiques (548, 549). Il est par conséquent possible que PGC-1β agisse comme un 

senseur de stress capable de moduler le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses 

en situation de stress afin de diminuer la synthèse et le métabolisme mitochondrial afin de 

réduire la production de ROS, de rétablir l’homéostasie, de réparer les dommages 

cellulaires et ainsi participer à la progression tumorale. Le traitement avec différentes doses 

de TSG dans des cellules de mélanome MeWo diminue la viabilité et l’expression du 

transcrit des PGC-1s de manière dépendante de la dose, ce qui suggère pour la première 

fois que les PGC-1s pourraient être un marqueur de viabilité. 
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Puisque les mitochondries facilitent la reprogrammation métabolique des cellules 

cancéreuses et le maintien du potentiel REDOX, deux processus impliqués dans le stress 

du RE, nous nous sommes intéressés à la fonction mitochondriale en situation de stress du 

RE. Le traitement avec TSG dans les cellules de mélanome MeWo diminue la respiration 

mitochondriale maximale (Fig. 18H-J) et l’acidification du milieu extracellulaire (Fig. 

18K), en plus de diminuer minimalement la respiration mitochondriale basale (Fig. 18I). 

Ces résultats suggèrent que le stress du RE engendre une dysfonction mitochondriale 

pouvant altérer l’adaptation métabolique des cellules cancéreuses via l’induction de la 

glycolyse. La diminution de l’expression PGC-1s pourrait constituer un mécanisme de 

défense des cellules en situation de stress de RE afin de non seulement limiter le stress 

oxydatif et le fardeau sur les mitochondries, mais également de limiter la traduction et la 

synthèse de protéines, puisque le potentiel REDOX régule la formation de ponts disulfure 

et le repliement de certaines protéines. Ceci diminuerait également le fardeau sur le 

réticulum endoplasmique et limiterait les impacts délétères du stress du RE. 

 

PGC-1β peut être régulé par un mécanisme de régulation transcriptionnel impliquant 

la protéine de liaison à l’ARN LARP1 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’aspect mécanistique de la régulation des PGC-1s. 

Les résultats présentés jusqu’à présent montrent une diminution de l’expression du transcrit 

des PGC-1s en situation de stress du RE, ce qui indique que la régulation des PGC-1s se 

produit au niveau transcriptionnel. Cependant, un essai de poursuite à l’actinomycine D ne 

montre pas de changement de la demi-vie (Fig. 19D-E), ce qui signifie que l’ARNm des 

PCG-1s n’est pas dégradé en situation de stress du RE et que, par conséquent, les PGC-1s 

ne sont pas régulés au niveau de la stabilité de leur ARNm dans ce contexte. Ces résultats 

suggèrent que la régulation des PGC-1s s’effectue au niveau d’un mécanisme de régulation 

de la transcription autre que la dégradation de l’ARNm. Les protéines de liaison à l’ARN 

possèdent un domaine de liaison dont la structure flexible leur permet de lier un nombre 

grandissant de cibles. Elles sont impliquées dans plusieurs volets de la prise en charge des 

ARNm, comme son export hors du noyau, son transport, sa localisation et la traduction 

(550, 551). 
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Les ARN messagers (ARNm) encodant pour les protéines ribosomales forment un sous-

groupe caractérisé par la présence d’un motif TOP (terminal oligopyrimidine) (552). Ce 

dernier est constitué d’une cytidine suivie de quatre à quatorze pyrimidines et rend la 

traduction sensible à plusieurs signaux de croissance ou à une déprivation de nutriments et 

d’oxygène, tous dépendants de la signalisation mTORC1. Ce dernier joue un rôle crucial 

dans la traduction des ARNm présentant un motif TOP via son action sur les facteurs 

d’initiation de la traduction et les facteurs d’élongation comme présenté plus haut, mais 

d’autres cibles de mTORC1, tel que la protéine 1 apparentée à La (LARP1), peuvent 

également se lier à mTORC1 pour réguler l’expression et la traduction des ARNm 

présentant un motif TOP (490). 

 

LARP1 est une protéine de liaison à l’ARN qui interagit avec une protéine se liant à la 

queue poly-A des ARN messagers (PABP) afin de réguler la stabilité et la traduction des 

ARNm présentant un motif TOP. LARP1 régule la stabilité de l’ARNm et la signalisation 

mTOR et, via son activité sur le complexe mTORC1 et certains facteurs d’initiation de la 

traduction, régule la stabilité et la traduction d’ARNm encodant pour des protéines 

ribosomales ou impliquées dans la synthèse de ribosomes (553, 554). LARP1 est impliquée 

dans certaines pathologies, notamment le cancer. En effet, LARP1 participe à la 

progression tumorale en régulant plusieurs ARNm impliqués dans la migration et la 

croissance des cellules cancéreuses ainsi que la vascularisation des tumeurs. LARP1 exerce 

également des effets pro-oncogéniques en régulant des processus cellulaires tels que 

l’apoptose et la transition épithélio-mésenchymateuse (555). Bien que tous s’entendent sur 

le fait que LARP1 est un véritable régulateur de la traduction spécifique aux ARNm 

présentant un motif TOP, plusieurs incertitudes et controverses demeurent autour du rôle 

précis de LARP1 dans la traduction. Certains travaux suggèrent que LARP1 stimule la 

traduction (556) alors que d’autres soutiennent le contraire (557, 558). Puisque le stress du 

RE régule mTOR, et que LARP1 régule les ARNm présentant un motif TOP via la 

signalisation mTORC1, il est possible que les PGC-1s agissent comme un ARNm 

présentant un motif TOP pouvant être régulé par LARP1 en situation de stress du RE. 
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Nous avons donc étudié l’expression de plusieurs protéines de liaison à l’ARN dont 

l’expression corrèle avec les PGC-1s et nous montrons qu’en condition de stress du RE, 

l’expression du transcrit de LARP1 est fortement diminuée, ce qui se reflète également au 

niveau de la protéine (Fig. 19F-G). Plusieurs stress cellulaires modulant l’expression du 

transcrit des PGC-1s diminuent également l’expression du transcrit de LARP1 (Fig. 19H), 

ce qui signifie que LARP1, tout comme les PGC-1s, est très labile et peut être modulé en 

situation de stress et que LARP1 diminue l’expression des PGC-1s par un mécanisme 

transcriptionnel afin de médier la réponse au stress. Ces résultats suggèrent également 

qu’en situation de stress cellulaire, la signalisation mTORC1 est inhibée, ce qui empêche 

la traduction et diminue la prolifération. Il s’agit d’un mécanisme qu’utilise la cellule pour 

éviter de surcharger ses systèmes. 

 

L’expression de LARP1 corrèle de façon positive avec les PGC-1s, particulièrement PGC-

1β, et plusieurs transcrits encodant pour des protéines mitochondriales. De plus LARP1 

corrèle de façon négative avec plusieurs transcrits pro-inflammatoires et 

immunosuppresseurs (Fig. 20A). L’analyse fonctionnelle des transcrits corrélant avec 

LARP1 révèle que ce dernier corrèle de façon positive avec des transcrits impliqués dans 

l’initiation de la traduction et des processus métaboliques. À l’inverse, LARP1 corrèle 

négativement avec des transcrits qui régulent l’activité de cytokines et de chimiokines 

inflammatoires ainsi que la présentation antigénique. (Fig. 20B-C). Plusieurs transcrits 

régulant la traduction de l’ADN mitochondrial, l’OXPHOS et le cycle de l’acide citrique 

corrèlent de façon positive avec LARP1 (Fig. 20D), ce qui suggère que ce dernier pourrait 

être impliqué dans la régulation de la fonction mitochondriale et jouer un rôle dans l’effet 

dichotomique de la déplétion en PGC-1β sur la réponse inflammatoire et 

l’immunosuppression. Ceci supporte également un rôle de LARP1 dans la régulation des 

PGC-1s. Tout comme les PGC-1s, LARP1 semble influencer la réponse à 

l’immunothérapie. En effet, une faible expression de LARP1 corrèle avec une mauvaise 

réponse aux anticorps anti-PD-L1 (Fig. 20E). Dans les tumeurs qui ne répondent pas à 

l’immunothérapie, la corrélation entre l’expression de LARP1 et les transcrits 

mitochondriaux et immunosuppresseurs est plus forte que chez les répondeurs (Fig. 20F). 

Ceci suggère que LARP1 pourrait activer un programme transcriptionnel de manière à 
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détourner le métabolisme mitochondrial en faveur de voies alternatives de production 

d’énergie, ce qui aurait un impact sur la réponse inflammatoire et permettrait d’induire un 

programme immunosuppresseur favorisant l’évasion et la résistance à l’immunothérapie. 

 

LARP1 contribue à l’inflammation et à l’immunosuppression lors de la déplétion de 

PGC-1β et pourrait ainsi être impliqué dans la réponse à l’immunothérapie 

 

L’avènement de l’immunothérapie est une percée majeure pour le traitement des stades 

avancés de mélanome pour lesquels il n’y avait auparavant pas de traitement. 

L’immunothérapie est une classe de traitement qui regroupe certaines cytokines, des 

molécules inhibitrices des points de contrôle immunitaire, des vaccins et l’infusion de 

lymphocytes T exprimant un récepteur spécialisé leur permettant de reconnaitre des 

antigènes tumoraux. L’objectif commun de tous ces traitements est de stimuler le système 

immunitaire afin de reconnaitre et d’éliminer spécifiquement les cellules tumorales (559). 

L’efficacité des chimiothérapies contre le mélanome est très faible et les patients 

développent rapidement une résistance en raison de mutations génétiques ou l’activation 

de voies signalétiques responsables de l’importante reprogrammation métabolique 

caractéristique des cellules cancéreuses (184). L’immunothérapie peut être utilisée comme 

outil permettant d’améliorer l’efficacité et de diminuer la toxicité des traitements contre le 

mélanome. Inhiber l’expression des PGC-1s pourrait être utilisé comme approche 

thérapeutique afin de modifier le métabolisme des cellules cancéreuses de manière à les 

empêcher de générer un environnement inflammatoire et de diminuer 

l’immunosuppression. Une telle approche pourrait par conséquent être exploitée comme 

adjuvant afin d’améliorer l’efficacité de l’immunothérapie. 

 

Lors du stress du RE, la cellule diminue l’expression des PGC-1s afin de réduire le 

métabolisme mitochondrial, de diminuer le stress oxydatif et de diminuer le fardeau sur le 

réticulum endoplasmique, ce qui permet de rétablir l’homéostasie et promeut la survie des 

cellules cancéreuses. Nos résultats suggèrent donc que les PGC-1s joue un rôle dans la 

réponse mise en place par les cellules lors du stress du RE. Le stress du RE influence le 

destin des cellules cancéreuses, puisqu’il peut induire l’autophagie afin de permettre aux 
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cellules d’assurer leurs besoins énergétiques en condition de déprivation de nutriments ou 

de stress du RE. Ce phénomène permet aux cellules de résister à l’apoptose induite par 

plusieurs chimiothérapies et contribue à la résistance aux traitements. Cependant, en cas 

de stress prolongé, ou si l’homéostasie ne peut être rétablie, la cellule meurt par apoptose. 

Une approche thérapeutique intéressante pourrait donc être d’induire un stress du RE au 

niveau des tumeurs et de cibler les mécanismes de défense des cellules cancéreuses en 

induisant les PGC-1s, ce qui empêche le remodelage métabolique des cellules cancéreuses 

et contribue au stress oxydatif, en combinaison avec des composés inhibiteurs de 

l’autophagie tels que la chloroquine et l’hydroxychloroquine. 

 

Concordant avec nos observations faites lors de la déplétion de PGC-1β, la déplétion de 

LARP1 dans des cellules de mélanome MeWo grâce à un petit ARN interférent diminue la 

prolifération (Fig. 21B). La déplétion de LARP1 diminue également la respiration 

mitochondriale basale (Fig. 21D), la respiration maximale (Fig. 21C-E) et l’acidification 

du milieu extracellulaire (Fig. 21F). Ceci suggère que la déplétion de LARP1 joue un rôle 

dans la dysfonction mitochondriale et l’adaptation métabolique des cellules cancéreuses 

pouvant contribuer à l’effet de la déplétion en PGC-1β. De plus, la déplétion de LARP1 

diminue l’expression de PGC-1β et de plusieurs transcrits immunosuppresseurs (Fig. 21G-

J), suggérant que LARP1 joue un rôle dans l’induction de ces transcrits 

immunosuppresseurs lors de la déplétion de PGC-1β. De manière intéressante, la déplétion 

de LARP1 ne diminue pas l’expression de PGC-1α, ce qui suggère que LARP1 pourrait 

réguler spécifiquement PGC-1β par un mécanisme indépendant de PGC-1α. Ceci pourrait 

également suggérer un effet compensatoire permettant de maintenir la biogenèse 

mitochondriale et la production d’ATP en situation de stress du RE. De manière 

intéressante, la diminution de l’expression des transcrits immunosuppresseurs suivant la 

déplétion de LARP1 (Fig. 21H)) est plus importante dans les YUMMER1.7, qui répondent 

bien à l’immunothérapie, ce qui supporte le rôle de LARP1 dans l’induction d’un 

programme transcriptionnel favorisant l’évasion tumorale et qui pourrait être renversé par 

la surexpression de LARP1 afin de rétablir la sensibilité des cellules de mélanome à 

l’immunothérapie. 
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L’expression ectopique de LARP1 dans un modèle stable de surexpression augmente 

l’induction des transcrits de PGC-1α et d’IL-8 et diminue la sensibilité des cellules de 

mélanome MeWo en situation de stress du RE (Fig. 22D). De plus, la surexpression de 

LARP1 augmente la survie en situation de stress cellulaires divers. Ceci suggère que la 

surexpression de LARP1 exerce un effet protecteur. Les MeWo expriment fortement PGC-

1α et sont possiblement dépendantes de la respiration mitochondriale. Ceci leur confère 

une grande capacité à résister à la mitophagie et peut induire l’autophagie (560). Une 

possibilité à envisager est qu’en situation de stress cellulaire, la surexpression de LARP1 

dans ce modèle induit un programme transcriptionnel supportant la fonction 

mitochondriale afin de soutenir ces processus bioénergétiques et de favoriser la survie, ce 

qui lui confère un effet protecteur. 

 

Limites de l’étude et perspectives 

 

Notre étude a permis d’établir le rôle de la déplétion en PGC-1β dans l’adaptation 

métabolique des cellules cancéreuses conduisant à une réponse inflammatoire mise en 

place par les cellules cancéreuses afin d’engendrer un environnement immunosuppresseur 

affectant la réponse à l’immunothérapie. Nous avons également illustré le rôle des PGC-1s 

dans la réponse à différents facteurs de stress issus du MET afin de favoriser la survie des 

cellules cancéreuses. 

 

Bien qu’intéressante à plusieurs égards, notre étude présente tout de même certaines 

limites. Tout d’abord, nous n’avons pas de modèle de surexpression de PGC-1β, ce qui 

nous aurait permis de valider la spécificité des effets observés lors de la déplétion avec un 

ARN interférent et déterminer si réintroduire PGC-1β est suffisant pour renverser ces 

effets. La surexpression de PGC-1β semble induire la biogenèse mitochondriale (561) et la 

β-oxydation des acides gras (562), mais pourrait également avoir un impact délétère sur la 

métastase et la croissance tumorale (563, 564).  

 

Nous nous sommes intéressés à l’expression de plusieurs protéines mitochondriales ainsi 

que des facteurs de transcription encodant pour des gènes de l’OXPHOS et de la biogenèse 
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mitochondriale. Cependant, pour approfondir notre étude de la dysfonction mitochondriale 

observée lors de la déplétion en PGC-1β, nous aurions eu avantage à étudier également la 

concentration de NADPH ainsi que le potentiel membranaire mitochondrial. De plus, bien 

que nous ayons un modèle de surexpression de LARP1 pour illustrer son rôle dans la 

régulation de PGC-1β et la réponse au stress, les résultats présentés sont ceux de 

populations de cellules surexprimant LARP1 de façon stable et non des clones. Bien que 

nous remarquions un effet au niveau de l’expression de certains transcrits inflammatoires 

et immunosuppresseurs, ainsi qu’une augmentation de la survie lors de certains stress 

cellulaires, l’amplitude et la reproductibilité de ces résultats peuvent être diminuées si la 

surexpression n’a que très peu ou pas du tout fonctionné pour certaines cellules. Nous nous 

activons présentement à générer et à caractériser quelques clones surexprimant LARP1 de 

manière stable.  

 

Établir un modèle de surexpression de PGC-1β nous aurait permis de vérifier si la 

réintroduction de ce dernier renverse les effets de la déplétion de PGC-1β sur la viabilité 

cellulaire en situation de stress. Finalement, la déplétion en PGC-1β diminue grandement 

l’expression de LARP1, aussi bien dans les lignées humaines que murines, mais la 

surexpression de LARP1 n’a que peu d’effet sur l’expression de PGC-1β. Ceci suggère que 

d’autres facteurs pourraient soutenir le rôle de LARP1 dans la régulation de PGC-1β et 

demeure à explorer. Les lignées cellulaires représentent un modèle in vitro initial 

intéressant pour des approches de criblages et améliorer notre compréhension du modèle.  

 

Ce modèle in vitro ne tient cependant pas compte de l’interaction des cellules de mélanome 

avec d’autres types cellulaires, dans ce cas-ci des fibroblastes, des macrophages ou des 

lymphocytes, mais également des kératinocytes. Par exemple, l’interaction des 

kératinocytes avec les lymphocytes T engendre une réponse inflammatoire caractérisée par 

la relâche de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, soient IL-6, IL-8 et IL-23, 

qui participent au développement de plusieurs maladies de la peau, par exemple le psoriasis 

et la dermatite atypique. De manière intéressante, ce phénomène ne nécessite pas de contact 

direct entre les lymphocytes T et les kératinocytes. En effet, les lymphocytes T peuvent 

libérer des facteurs solubles. Ces facteurs stimulent les kératinocytes qui produisent alors 
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des chimiokines pro-inflammatoires comme CXCL10 (565). De plus, la peau est un organe 

complexe en trois dimensions. Elle est directement exposée à l’air ambiant et l’apport en 

oxygène et en nutriments varie entre les différentes couches cutanées. Toutes ces 

particularités sont difficiles à reproduire dans un modèle de culture cellulaire. Ainsi, les 

prochaines étapes du projet consisteront à élaborer un modèle de co-culture, de sphéroïdes 

ou de peau 3D qui représentent mieux le contexte physiologique dans lequel évoluent les 

tumeurs. Une fois le modèle optimisé, les connaissances acquises pourront être utilisées 

afin d’élaborer un modèle d’allogreffes dans des souris immunocompétentes afin d’étudier 

le rôle de PGC-1β dans la croissance tumorale et la réponse à l’immunothérapie in vivo. 

 
 Conclusion 

 

Pour terminer, le métabolisme joue un rôle essentiel dans la réponse au stress mise en place 

par les cellules cancéreuses pour s’adapter et survivre dans un environnement hostile. Cette 

flexibilité des cellules cancéreuses provoque la métastase et la résistance aux traitements, 

des défis majeurs du traitement du mélanome. Le coactivateur transcriptionnel PGC-1β 

potentialise la transcription de gènes de la biogenèse et de la fonction mitochondriale, 

apparaissant ainsi comme une cible thérapeutique potentielle pour le traitement du 

mélanome. Cibler le métabolisme mitochondrial via PGC-1β permettrait d’altérer les 

mécanismes alternatifs d’acclimatation des cellules cancéreuses à leur environnement et 

pourrait rétablir la sensibilité du mélanome aux thérapies conventionnelles. Les cellules de 

mélanome présentent souvent un niveau basal de stress du RE en raison de leur croissance 

rapide et de carence en nutriments dans le microenvironnement tumoral. Le stress du RE 

et la réponse UPR mise en place pour y remédier est d’abord un mécanisme de défense 

permettant aux cellules cancéreuses d’assurer leurs besoins énergétiques et de rétablir 

l’homéostasie afin d’assurer leur survie. Cependant, un stress trop important ou prolongé 

conduit à la mort de la cellule. Altérer les mécanismes de réponse au stress du RE en ciblant 

PGC-1β permettrait de moduler le métabolisme cellulaire et rétablir la sensibilité du 

mélanome à la mort cellulaire induite par la plupart des traitements de chimio et de 

radiothérapie, augmentant l’efficacité de tels traitements. 
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L’analyse de bases de données de RNA seq (TCGA) révèle que l’expression de PGC-1β 

corrèle positivement avec des transcrits régulant la transcription, la traduction, la 

respiration et le métabolisme mitochondrial alors qu’elle corrèle négativement avec des 

transcrits impliqués dans la réponse inflammatoire et immunitaire. Comprenant mieux le 

rôle de PGC-1β, nous nous sommes intéressés à savoir s’il pouvait être régulé en contexte 

physiologique et qu’elles seraient les conséquences d’une telle régulation sur la progression 

tumorale. Nos résultats montrent que le stress du RE induit par différents traitements 

pharmacologiques diminue la viabilité de cellules de mélanome en culture de façon 

dépendante de la dose et diminue l’expression du transcrit respectif de PGC-1 et de PGC-

1β, ce qui s’accompagne d’une réponse inflammatoire caractérisée par l’induction de 

cytokines inflammatoires telle qu’IL-8. Ces résultats indiquent une transition d’un 

métabolisme oxydatif vers un métabolisme glycolytique et présentent PGC-1β comme un 

marqueur de viabilité dont l’expression est à l’opposé de la réponse inflammatoire. Ces 

résultats sont reproductibles avec différents traitements pharmacologiques, suggérant que 

PGC-1β joue un rôle dans la réponse au stress cellulaire qui n’est pas exclusif au stress du 

RE. En situation de stress, l’expression de PGC-1β corrèle avec celle de LARP1. LARP1 

est une protéine de liaison à l’ARN impliquée dans la traduction des ARNm présentant un 

motif TOP. En situation de stress, LARP1 pourrait réguler PGC-1β au niveau de sa 

transcription, de sa traduction ou de sa stabilité et serait ainsi essentiel au rôle de PGC-1β 

dans la réponse au stress. Pour étudier le rôle de LARP1 dans la régulation de PGC-1β, 

nous avons créé des lignées stables de cellules de mélanome surexprimant LARP1. La 

surexpression de LARP1 prévient légèrement la déplétion de PGC-1β et la diminution de 

la viabilité en situation de stress du RE, suggérant que LARP1 est un élément central de la 

réponse au stress et que son inhibition empêcherait l’adaptation métabolique des cellules 

cancéreuses en situation de stress. 
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