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Introduction générale

Le cancer du sein est le type de cancer le plus fréquent chez la femme, mais aussi un des types de

cancer les plus hétérogènes [1]. De cette hétérogénéité découle une prise en charge des patients de plus

en plus personnalisée, qui a pour objectif d’améliorer la réponse au traitement. Les progrès effectués

jusqu’à présent font du cancer du sein une maladie relativement bien traitée, avec un taux de survie

des patients entre 80 et 90 % après 5 ans, et un traitement associé à une qualité de vie acceptable. Briè-

vement, la prise en charge thérapeutique du cancer du sein place la chirurgie, et la radiothérapie, en

première ligne de défense. Ces actions sont suivies par des traitements systémiques, basés sur l’hormo-

nothérapie, ou sur l’utilisation du trastuzumab (anticorps humanisé ciblant l’oncogène HER-2), pour les

patients éligibles, accompagnés d’un « renforcement » par une chimiothérapie classique. Les patients

non éligibles, et les patients atteints de métastases, reçoivent, eux, exclusivement une chimiothérapie

systémique. La chimiothérapie classique est également utilisée, dans certains cas, avant la chirurgie

et la radiothérapie afin de diminuer le volume tumorale avant intervention. Cependant l’apparition

de rechutes, et résistances, est fréquemment observée suite au traitement. Ceci, associé à l’induction

d’une toxicité, représente une sérieuse limitation à l’utilisation de la chimiothérapie. L’opposition entre

la place importante de la chimiothérapie dans le traitement du cancer du sein, et les différents pro-

blèmes qu’elle pose, illustre la nécessité de comprendre et améliorer ses mécanismes d’action.

Les taxanes, et son représentant le plus connu, le paclitaxel, sont des composés très fréquemment

utilisés en chimiothérapie dans le cas du cancer du sein, mais aussi pour beaucoup d’autres types de

cancer. Ces composés sont des « poisons des microtubules », qui se lient à ces derniers, et perturbent

leur équilibre dynamique d’allongement et raccourcissement [2]. L’importance des microtubules, pour

la séparation du matériel génétique en mitose, fait que le traitement par les taxanes provoque un arrêt

en mitose des cellules, et induit la mort. D’un point de vue moléculaire, l’arrêt mitotique est du à la

présence d’un mécanisme cellulaire physiologique : le point de contrôle mitotique, qui s’assure de la

séparation équitable du matériel génétique. Plus précisément, le point de contrôle mitotique inhibe la

dégradation de la cycline B, ce qui maintient l’activité de Cdk1, et empêche la sortie de mitose. Un des

mécanismes de résistance connu repose sur la circonvention du point de contrôle mitotique, permet-

tant l’échappement des cellules à cet arrêt mitotique. Ce processus d’échappement aboutit à une sortie
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de mitose sans division cellulaire, et produit des cellules polyploïdes. De récentes études ont présenté

un modèle rendant compte de la survenue, ou non, de l’échappement à l’arrêt mitotique [3]. Ce mo-

dèle, nommé « modèle des réseaux compétitifs », propose que la survenue de l’échappement à l’arrêt

mitotique est déterminé par la compétition entre deux types de signaux :

— des signaux de mort cellulaire générés au cours de l’arrêt mitotique ;

— des signaux d’échappement à l’arrêt mitotique reposant sur la dégradation de la cycline B.

L’atteinte, par ces signaux, de leur seuil d’induction respectif provoquera la mort ou l’échappement de

manière exclusive.

L’apoptose est un mécanisme de suicide cellulaire indispensable à la vie, et dérégulé dans de nom-

breuses pathologies, comme le cancer. La survenue de l’apoptose est déterminée par une balance entre

des signaux de survie cellulaire, et des signaux de mort. Certains des régulateurs majeurs de cette ba-

lance sont représentés par les protéines de la famille de Bcl-2, qui constituent un centre décisionnel de

l’induction de l’apoptose [4]. La source de l’accumulation de signaux de mort au cours de l’arrêt mito-

tique, ainsi que la nature de ces signaux, sont jusqu’à présent imcomplètement comprises. La question

de l’implication des protéines de cette famille dans la mort qui suit l’arrêt mitotique se pose alors natu-

rellement.

Les travaux présentés ici montrent qu’une amélioration du traitement par les taxanes, peut passer

par le ciblage des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. Au cours de la première partie

d’introduction, nous présenterons successivement :

1. le concept de point de contrôle mitotique, et son implication dans le traitement par les taxanes ;

2. les grandes lignes de la pathologie du cancer du sein, et surtout l’importance des taxanes dans le

traitement de cette maladie ;

3. les protéines de la famille de Bcl-2, et précisément le rôle que ces dernières sont en mesure de

jouer au cours de l’arrêt mitotique.

Cette première partie d’introduction sera classiquement suivie de la présentation des techniques utili-

sées, de celle des résultats obtenus, et enfin de la discussion de ces résultats.
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Première partie

Introduction



Chapitre 1

Le point de contrôle mitotique

Chez les eucaryotes, la division cellulaire s’accomplit par deux moyens différents : la mitose et la

méiose [5]. Durant la mitose, une cellule somatique (ou une cellule eucaryote unicellulaire) se divise

pour produire deux cellules filles génétiquement identiques. En contraste avec cela, durant la méiose,

une cellule subit deux phases de division cellulaire, donnant ainsi quatre cellules haploïdes, ou gamètes,

chacunes d’entre elles ne possédant à l’arrivée qu’une seule version chromatidienne. Nous nous focali-

serons sur les mécanismes de contrôle de la transition mitotique.

1.1 La régulation de l’entrée en mitose

1.1.1 Régulation du cycle cellulaire par les couples cyclines-Cdk

La durée moyenne du cycle cellulaire est 16 heures (15 heures pour l’interphase et 1 heure pour la

mitose), cependant cela varie en fonction du type cellulaire [5]. Les cellules en interphase peuvent être

distinguées en microscopie des cellules en mitose, car les chromosomes ne sont pas visibles en inter-

phase et peuvent seulement être observés pendant la mitose grâce à la condensation chromosomique.

En partant du début de la phase G1 (Gap 1), nous avons illustré la progression du cycle cellulaire dans

le sens horaire. La plupart des cellules d’un adulte ne sont pas dans le processus de division. Elles sont

quiescentes, et entrent dans une période inactive appelée G0 (Gap 0), une phase en dehors du cycle cel-

lulaire [6]. Des mitogènes et des facteurs de croissance peuvent, cependant, pousser une cellule à entrer

dans le cycle cellulaire, et passer un point de contrôle appelé le point de restriction G1. Avant le passage

du point de restriction, la progression dans le cycle cellulaire est dépendante des mitogènes, après quoi

les cellules sont destinées à progresser de manière irréversible dans le cycle cellulaire sans le besoin de

facteurs de croissance. Le passage de la cellule à travers les différentes phases du cycle cellulaire est coor-

donné, et régulé, par une famille de protéines appelées cyclines et leurs Cdk (Cyclin-dependant kinases)
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FIGURE 1.1 – Les phases du cycle cellulaire dans les cellules eucaryotes. L’interphase, composée des

phases G1, S et G2, est suivi par la phase M, composée de la mitose et la cytocinèse. La phase G0 fait référence

à la quiescence, située en dehors du cycle cellulaire et dont la sortie est dépendante des mitogènes. Sont éga-

lement représentés, les points de contrôles, ainsi que les activités des couples cycline-Cdk mises en jeu dans la

progression du cycle.

associées. Les cyclines sont nommées ainsi à cause des variations cycliques de leur concentration, qui se

produisent au cours d’une division cellulaire. La concentration d’une cycline est dépendante de la trans-

cription de son gène, et de la régulation de sa dégradation faisant suite à son expression. L’appariement

des cyclines avec les Cdk est hautement spécifique. Les cyclines sont les unités régulatrices de leur Cdk.

Suite à la liaison d’une cycline à son partenaire Cdk, la cycline induit un changement conformationnel

dans la sous-unité catalytique de la Cdk, révélant son site actif. La concentration des Cdk ne fluctue, elle,

pas durant le cycle cellulaire.

Différents complexes cycline-Cdk sont présents à des points spécifiques au sein du cycle cellulaire,

et sont d’importants régulateurs des transitions irréversibles entre les phases. Par exemple, le gène de

la cycline D est une des cibles finales de la signalisation de l’EGF (Epidermal growth factor) [7]. C’est un

important lien moléculaire entre les facteurs de croissance et la manière dont ils stimulent la proliféra-

tion cellulaire. La cycline D est la première cycline a être synthétisée au cours du cycle cellulaire, et, avec

les Cdk 4 et 6, mène la progression à travers la phase G1. La cycline D joue un rôle dans la régulation de

l’expression du gène de la cycline E, dont le produit est important pour la transition de la phase G1 vers
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la phase S (Synthesis) [8]. Le complexe cycline A-Cdk2 (Cyclin-dependant kinase 2) est important pour

la progression en phase S. Les cyclines A et B, avec Cdk1 (Cyclin-dependant kinase 1) dirigent la phase

G2 (Gap 2) ainsi que la transition de la phase G2 vers la phase M (Mitosis).

Les complexes cycline-Cdk exercent leur effet par phosphorylation de leurs protéines cibles. La

phosphorylation est un mécanisme important pour la régulation de l’activité des protéines. Les cibles

sont des protéines diverses, telles que des régulateurs transcriptionnels, des protéines du cytosquelette,

des protéines de l’enveloppe et des pores nucléaires, et des histones. Nous pouvons citer par exemple les

condensines, les lamines nucléaires, le GM-130 (Golgi matrix protein 130) de l’appareil de Golgi, le ré-

gulateur transcriptionnel pRb (Retinoblastoma protein), et le facteur de transcription E2F (E2 promoter

binding factor) [6]. Les évènements principaux du cycle cellulaire sont ainsi la condensation chromoso-

mique, le désassemblage de l’enveloppe nucléaire, la fragmentation de l’appareil de Golgi, la régulation

de l’expression génique, et l’assemblage du fuseau mitotique. La déphosphorylation est aussi un méca-

nisme important afin de restaurer la cellule pour un nouveau cycle de division.

Les points de contrôle du cycle cellulaire, des séries de voies de signalisation biochimiques qui sur-

veillent, et induisent une réponse cellulaire aux dommages de l’ADN (Acide désoxyribonucléique), sont

importants pour le maintien de l’intégrité du génome [6]. Le point de contrôle G1 mène à un arrêt

du cycle cellulaire en réponse aux dommages de l’ADN, assurant ainsi que les dommages de l’ADN ne

soient pas répliqués durant la phase S. Le point de contrôle de la phase G2 mène à un arrêt du cycle cel-

lulaire en réponse à de l’ADN endommagé, et/ou non répliqué, pour laisser le temps aux mécanismes

de réparation d’agir. Le point de contrôle M mène à un arrêt de la ségrégation chromosomique en ré-

ponse à un mauvais alignement sur le fuseau mitotique. Les composants des points de contrôle sont

des protéines qui agissent en tant que senseurs des dommages de l’ADN, transducteurs de signal, ou

effecteurs. L’abolition des points de contrôle mène à de l’instabilité génétique, et peut donc participer à

la carcinogenèse.

1.1.2 Importance des cyclines et Cdk mitotiques

1.1.2.1 Cdk1 : maître régulateur du cycle cellulaire

Un distingo est généralement fait entre Cdk2, Cdk4 (Cyclin-dependant kinase 4) et Cdk6 (Cyclin-

dependant kinase 6), regroupés sous le terme de « Cdk interphasiques », et Cdk1 dit « Cdk mitotique ».

Cette séparation fait d’autant plus sens lorsqu’on considère leur importance respective. En effet, la dé-

létion de Cdk1 chez la souris empêche la division, et arrête le développement au stade du zygote [9].
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La présence des Cdk interphasiques ne peut compenser cette perte, et même le remplacement de Cdk1

par Cdk2 par recombinaison homologue aboutit à la mort embryonnaire. Cela indique que Cdk1 ne

peut être compenser par Cdk2 même lorsque ce dernier est exprimé à partir du promoteur de Cdk1. Les

phénotypes engendrés par les délétions de Cdk2, Cdk4 et Cdk6, sont respectivement la stérilité [10], le

diabète due à un déficit dans la prolifération de cellules endocriniennes [11], et un déficit prolifératif des

cellules hématopoïétiques [12]. Néanmoins, la délétion combinée des trois Cdk interphasiques induit la

mort embryonnaire.

Parmi les autres Cdk, nous ne citerons que Cdk7 (Cyclin-dependant kinase 7), qui, en plus de son

rôle dans la transcription, s’associe à la cycline H pour phosphoryler et activer Cdk1 et Cdk2 [13], mais

aussi Cdk11 (Cyclin-dependant kinase 11), qui est la seule avec Cdk1 dont la délétion aboutit à la mort

embryonnaire [14].

Enfin, il est notable de constater que Cdk1 n’interagit qu’avec les cyclines de type A et B, et que de

manière intéressante, ce sont aussi celles qui semblent les plus importantes, ce que nous allons détailler

dans la prochaine sous-section.

1.1.2.2 Les cyclines de type A et B

Deux cyclines de type A ont été découvertes chez les mammifères [15], et des souris K.O. (Knock out)

ont été générées. Les souris K.O. pour la cycline A1 sont viables et se développent normalement [16]. À

l’inverse, la délétion de la cycline A2 aboutit à une mort embryonnaire à 5 jours et demi. En effet le stade

blastocyste est atteint mais la mort survient après l’implantation [17]. Cela suggère que la cycline A2 est

essentielle pour le développement, et qu’aucune autre cycline ne peut compenser sa perte. Cela peut

s’expliquer par son rôle dans la replication et surtout dans l’entrée en mitose [18].

Les cyclines de type B sont les acteurs essentiels de la mitose. Chez les mammifères, trois cyclines

de type B ont été identifiées, B1, B2 et B3 [19, 20, 21]. Les cyclines B1 et B2 sont exprimées dans la ma-

jorité des cellules proliférantes, et se localisent à des compartiments cellulaires différents. La cycline B1

est associée aux microtubules, alors que la cycline B2 s’associe aux membranes intracellulaires [22]. La

cycline B1 se relocalise au noyau en début de mitose, alors que la cycline B2 ne change pas de locali-

sation [23]. Les deux cyclines, B1 et B2, interagissent avec Cdk1, mais peuvent aussi se lier à Cdk2. La

cycline B3 est décrite comme partageant des propriétés des cyclines de type A et B. Elle est principale-

ment localisée au noyau, et s’associe avec Cdk2 [24]. Enfin, son expression est restreinte aux testicules

et aux ovaires. Concernant la génération de souris K.O., et bien que cela n’ait pas été encore réalisé pour

la cycline B3, seul la délétion de la cycline B1 aboutit à un phénotype délétère observable. Elle induit
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la mort embryonnaire à 10 jours et demi [25]. Les souris K.O. pour la cycline B2 sont, elles, viables et ne

montrent aucune anomalie de croissance. Cela suggère que la cycline B1 est en mesure de compenser

pleinement la perte de la cycline B2.

Plus généralement, et malgré une ellipse sur les deux autres types de cycline (D et E), nous ajouterons

que les cyclines A2 et B1 apparaissent comme étant les moins redondantes, car ce sont les seules dont

la délétion induit la mort embryonnaire.

1.1.3 Les mécanismes d’entrée en mitose

1.1.3.1 Activation de Cdk1

Le modèle général décrivant l’entrée en mitose repose sur celui de la régulation du complexe cy-

cline B1-Cdk1. Chez les vertébrés, la mitose est déclenchée par l’activité de Cdk1. L’activation de Cdk1

est un processus à plusieurs étapes dont nous ne pouvons situer précisément le début. Nous considé-

rerons que l’activation de Cdk1 commence quand la protéine se lie à la cycline B1, dont les niveaux

augmentent en phase G2 et marquent un pic pendant la mitose. Avant la mitose, les complexes cycline

B1-Cdk1 sont maintenus inactifs par phosphorylation de Cdk1 sur la thréonine 14 et la tyrosine 15,

évènement réalisé par les kinases Wee1, Wee2 et Myt1 (figure 1.2). Ces phosphorylations sont régulées

par l’activité opposée de la phosphatase Cdc25c (Cell division cycle 25 c). Cdk1 doit également être

phosphorylé sur sa boucle T pour être pleinement actif, cela est réalisé par Cdk7 sur la thréonine 161.

Cet évènenement se produit après la dissociation de Cdk1 avec la cycline B2 [26]. Nous ajouterons que

des inhibiteurs tels que p21 (protein 21) sont aussi en mesure de réguler l’activité de Cdk1, en l’inhibant

par interaction directe.

L’activation de Cdc25c nécessite, elle, la phosphorylation de plusieurs sites de sa partie N-terminale

(Amino(N)-terminale), et cela est catalysé par au moins deux kinases, Plk1 (Polo kinase 1) et le com-

plexe cycline B1-Cdk1 lui-même. La capacité de Cdk1 à activer son propre activateur fournit une boucle

de rétroaction positive dans l’activation de Cdk1, où l’activation partielle de Cdc25c permet l’activation

complète de Cdk1. Cette boucle de rétroaction positive améliore la capacité de Cdk1 à phosphoryler, et

inactiver Wee1.

1.1.3.2 Relocalisation du complexe cycline B1-Cdk1

Durant l’interphase, le complexe cycline B1-Cdk1 se trouve entièrement dans le cytoplasme, soit

sous forme soluble, soit associé au réseau de microtubules et aux centrosomes [27]. Au début de la mi-
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FIGURE 1.2 – Mécanismes d’activation de Cdk1 pour l’entrée en mitose. Les kinases Wee1, Wee2 et Myt1

inhibent Cdk1 par phosphorylation (thréonine 14 et tyrosine 15), et la phosphatase Cdc25c agit dans le sens

opposé. Cdk1 doit également être phosphorylé par Cdk7 sur la thréonine 161 pour être pleinement actif. La

localisation a elle aussi son importance : la phosphorylation de Cdc25c sur la sérine 216 retient la protéine

dans le cytoplasme via 14-3-3, et la cycline B1 transloque dans le noyau via sa phosphorylation sur la sérine

133 par Plk1.

tose, la plupart de ces complexes transloquent rapidement du cytoplasme vers le noyau, après quoi

l’enveloppe nucléaire est rompue [28]. Une fraction des complexes cycline B1-Cdk1 reste dans le cyto-

plasme en début de mitose, et est associée, au moins en partie, avec les centrosomes dupliqués lorsqu’ils

se séparent [27].

La localisation cytoplasmique de la cycline B1 durant l’interphase a été attribuée à la région du ré-

sidu 43 dans la moitié N-terminale, qui fut appelée séquence de rétention cytoplamique [29]. Cette sé-

quence contient un signal d’exportation nucléaire qui se lie à la protéine Crm1 (Chromosome region

maintenance 1 protein homolog), ainsi, la cycline B1 fait continuellement la navette entre le noyau

et le cytoplasme [30]. La localisation de la cycline B1 est donc déterminée par les rythmes d’import et

d’export. Durant l’interphase, le rythme d’export excède le rythme d’import nucléaire, aboutissant à une

localisation cytoplasmique.

Ni la cycline B1 ni Cdk1 ne contiennent de séquence de localisation nucléaire, ou d’autre signaux
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d’import reconnaissables. Des travaux montrent que l’import de la cycline B1 durant l’interphase est

réalisé par un mécanisme impliquant l’importine β, et sa phosphorylation sur la sérine 133 par Plk1

[31].

Comme la cycline B1, Cdc25c fait la navette entre le cytoplasme et le noyau, et de même sa localisa-

tion est déterminée par des rythmes d’import et d’export. Cdc25c contient une séquence de localisation

nucléaire et deux séquences d’exportation nucléaire [32]. Durant l’interphase, Cdc25c est phosphorylé

sur la sérine 216, cela créé un site de liaison pour la pour la protéine 14-3-3 (14th fraction, positions 3

and 3). Cette liaison bloque l’accès à la séquence de localisation nucléaire et empêche la translocation

dans le noyau. Durant la mitose la sérine 216 est déphosphorylée et Cdc25c se localise alors dans le

noyau.

Concernant Cdk1, sa localisation dans le noyau est principalement due à son interaction avec la cy-

cline B1. Son activation ne dépend pas de cette localisation, mais elle influence les propriétés cinétiques

de cette dernière, principalement à cause de présence de Cdc25c dans le noyau.

1.2 Les différentes phases de la mitose

L’anatomiste allemand Walther Flemming, un des pionniers de la recherche sur la mitose, a été l’un

des premiers scientifiques à donner une description détaillée des différents évènements se déroulant

pendant la division cellulaire des cellules animales. C’est d’ailleurs à lui que nous devons le terme de

« mitose ». La mitose est la période la plus spectaculaire du cycle cellulaire, impliquant une complète

réorganisation de tous les composants cellulaires. Bien que de nombreux détails de la mitose varient

parmi les différents organismes, les processus fondamentaux qui assurent la fidélité de la ségregation

du matériel génétique sont conservés chez tous les eucaryotes. Ces évènements basiques de la mitose

comprennent la condensation chromosomique, la formation du fuseau mitotique et l’attachement

des chromosomes aux microtubules du fuseau. Les chromatides soeurs sont ensuite séparées l’une de

l’autre, et se déplacent vers les pôles opposés du fuseau, cela étant suivi par la formation des noyaux fils,

et celle des cellules filles.

La mitose est classiquement décrite comme ayant cinq phases : la prophase, la prométaphase, la

métaphase, l’anaphase et la télophase ; ces phases s’enchaînent comme un processus continu sans in-

terruption [5].
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Prophase La prophase est essentiellement marquée par la condensation du matériel génétique en

chromosomes. En plus d’organiser la séparation, cela permet l’exposition des centromères et l’assemblage

des kinétochores sur ces derniers. De manière concomittante, les centrioles se mettent en mouvement

vers les pôles opposés de la cellule et des fibres s’étendent à partir des centrosomes. La fin de la prophase

est considérée comme le moment où la condensation est achevée et la membrane nucléaire intacte.

Prométaphase La prométaphase commence avec le désassemblage de l’enveloppe nucléaire. Cet éve-

nement lance le départ de la capture des chromosomes par les microtubules. Cela permettra l’aligne-

ment des chromosomes au centre de la cellule et l’attachement des chromatides soeurs à chaque pôles

du fuseau pendant la métaphase.

Métaphase À ce stade, les chromosomes sont attachés aux microtubules du fuseau via leurs kiné-

tochores. S’ensuit l’alignement des chromosomes sur la plaque métaphasique située à mi-chemin de

chaque pôles du fuseau. Cet état est contrôlé par le point de contrôle mitotique. Un fois tous les chro-

mosomes capturés, alignés et sous tension, la mitose peut progresser vers la prochaine étape.

Anaphase Les chromatides soeurs se séparent au niveau des kinétochores, et se mettent en mouve-

ment vers les deux côtés opposés de la cellule. Ce mouvement résulte de la combinaison du mouvement

des kinétochores le long des microtubules du fuseau, et de l’interaction physique des microtubules po-

laires.

Télophase Après la ségrégation des chromosomes, les chromatides arrivent aux pôles opposés de la

cellule, et de nouvelles membranes se forment autour des noyaux fils. Les chromosomes se dispersent

et se décondensent, et ne sont alors plus visibles en microscopie optique. Les fibres du fuseau mitotique

se dispersent elles aussi, et le partitionnement de la cellule commence.

Cytocinèse C’est la phase finale, le cytoplasme de la cellule mère est physiquement divisée en deux

cellules filles. La cytocinèse fut le premier évènement du cycle cellulaire a être observé par les techniques

de biologie cellulaire.

1.3 Contrôle de l’inititation de l’anaphase par le point de contrôle

mitotique

La séparation des chromatides soeurs dans les deux cellules filles est un évènement critique de la

mitose. Le point de contrôle mitotique assure la qualité de ce processus en empêchant l’entrée en ana-

phase jusqu’à ce que tous les chromosomes présentent un attachement bipolaire au fuseau mitotique,
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et soient alignés sur la plaque métaphasique. Une mauvaise séparation des chromosomes peut mener à

la mort cellulaire [33], au vieillissement [34], mais aussi générer l’aneuploïdie [35]. Et, étant donné que

l’aneuploïdie est observé dans 70 à 80 % des cancers humains de tous types [36], il est d’usage de consi-

dérer que des erreurs dans la séparation du matériel génétique sont impliquées dans le processus de

tumorigenèse, peuvent contribuer au cancer.

En métaphase, les chromosomes qui ne sont pas attachés au fuseau génèrent un signal qui inhibe

la transition vers l’anaphase. Une fois que tous les kinétochores ont réalisé cet attachement bipolaire

aux microtubules du fuseau, l’inhibition par le point de contrôle mitotique est levée et l’anaphase s’en-

suit. L’APC/C (Anaphase-promoting complex/cyclosome) est en quelque sorte le bras armé du point de

contrôle mitotique. Il s’active uniquement après l’attachement du dernier kinétochore. Cdc20 (Cell-

division-cycle 20 homologue) est le coactivateur de l’APC/C au niveau de la transition de la métaphase

vers l’anaphase. Le couple APC/C-Cdc20 induit l’ubiquitination de la sécurine, ce qui active la sépa-

rase. La séparase peut alors cliver les cohésines qui maintiennent les chromatides soeurs l’une à l’autre,

et ainsi induire leur séparation synonyme d’entrée en anaphase [37]. Le complexe APC/C-Cdc20 cible

aussi la cycline B1, et sa dégradation inactive Cdk1, permettant ainsi la sortie de mitose [38].
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FIGURE 1.3 – Mécanismes moléculaires de la levée du point de contrôle mitotique. En l’absence d’atta-

chement et de tension sur les kinétochores, le complexe du point de contrôle mitotique séquestre la sous-unité

activatrice d’APC/C, Cdc20. Lorsque les microtubules s’attachent aux kinétochores et exercent une tension sur

ces derniers, le complexe du point de contrôle mitotique libèrent Cdc20 qui peut alors interagir avec le com-

plexe APC/C-Ubch10. Le nouveau complexe ainsi former va pouvoir induire la dégradation de la sécurine (SEC)

et de la cycline B1. Conséquement, la séparase va pouvoir induire la séparation des chromatides soeurs et les

substrats de Cdk1 vont être déphosphorylés. Ces deux évènements vont concourir à l’initiation de l’anaphase

et à la sortie de mitose.
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1.3.1 L’initiation de l’anaphase est induite par l’APC/C

L’APC/C est une E3 ligase conservée de la levure juqu’à l’Homme. Cette enzyme est composée d’au

moins 13 sous-unités, qui forment deux sous-complexes joints par la sous-unité Apc1 (Anaphase-promoting

complex subunit 1). Cette ensemble reste en cohésion tout au long du cycle cellulaire. L’activité de

l’APC/C est strictement dépendante de plusieurs protéines coactivatrices, qui s’associent à lui durant

des périodes spécifiques du cycle cellulaire. Cdc20 et Cdh1 (Cdc20 homolog 1) sont les mieux étudiées

de ces protéines, et elles sont codées par tous les génomes eucaryotiques. D’autres coactivateurs spé-

cifiques de la méiose ont été identifiés chez la levure et la drosophile. La liaison de Cdc20 à l’APC/C

nécessite la phosphorylation de certaines sous-unités de l’APC/C par Cdk1 [39]. À l’inverse, la phospho-

rylation de de l’APC/C par plusieurs Cdk, notamment Cdk4, empêche sa liaison à Cdh1 [40]. Ainsi, Cdc20

active l’APC/C principalement pendant la mitose, lorsque l’activité de Cdk1 est forte, alors que Cdh1 le

fait à la télophase et en phase G1, lorsque l’activité des Cdk est faible. Il est notable de constater que

tous les coactivateurs d’APC/C contiennent des domaines WD40 (Tryptophan(W)-aspartic acid(D 40).

Ces domaines forment une structure en forme d’hélice dont on pense qu’elle reconnaît les substrats par

interaction avec leurs éléments spécifiques appelés D-box (Destruction-box motif) [41] et KEN-box (Ly-

sine(K)-glutamic acid(E)-asparagine(N)-box) [42]. Cdc20 et Cdh1 interagissent tous deux avec les D-box

et KEN-box, et c’est cette capacité qui leur permet de diriger l’APC/C vers ses cibles.

En mitose, l’APC/C s’active lorqu’il est complexé à Cdc20 au début de l’anaphase, juste après la le-

vée de l’inhibition par le point de contrôle mitotique. Le complexe APC/C-Cdc20 a deux principales

fonctions :

1. il catalyse l’ubiquitination de la sécurine qui se lie et inhibe la protéase séparase, ainsi la sépa-

rase clive la sous-unité Scc1 (Sister chromatid cohesion 1 protein 1) de la cohésine, ce qui brise

les anneaux formés par cette dernière [43] ;

2. il est responsable de la première phase de dégradation de la cycline B1, qui se produit lorsque

les niveaux de cette dernière sont élevés. Puis le complexe APC/C-Cdh1 initie la seconde phase

de dégradation de la cycline B1 et déclenche la sortie de mitose [44].

1.3.2 Cdc20 est le coactivateur de l’APC/C pendant la mitose

Ce sont les travaux de Lee Hartwell qui ont posé les bases de la compréhension du point de contrôle

mitotique au niveau moléculaire. Lui et ses collaborateurs ont en effet isolé des souches mutantes de

Saccharomyces cerevisiae qui, en dépit d’une croissance cellulaire continue, étaient dans l’incapacité

d’exécuter un cycle cellulaire complet, ou certains de ses évènements clés comme la réplication ou la

mitose [45]. Parmi leur collection de mutants, les mutants Cdc20 arrêtaient leur division cellulaire en
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mitose, et échouaient à initier l’anaphase [46]. Cdc20 est une protéine hautement conservée compor-

tant des répétitions WD40 [47]. Des orthologues de Cdc20 ont ensuite été trouvés chez différentes orga-

nismes, notamment chez la drosophile, mais aussi chez les mammifères. Chez la drosophile, il fut mon-

tré que l’orthologue de Cdc20 était responsable de la dégradation des cyclines de types A et B pendant

la mitose. Cependant les fonctions biochimiques de Cdc20 restèrent obscures jusqu’à la découverte de

l’APC/C.

Le paradigme actuel est que les domaines WD40 de Cdc20 reconnaissent les KEN-box et D-box, ce

qui dirige APC/C vers ses cibles. Cependant des études montrent qu’APC/C participe aussi à la liaison

aux D-box [48]. De là, quatre modèles se proposent d’expliquer la reconnaissance des substrats par le

complexe APC/C/Cdc20 [47] :

— le modèle de transfert séquentiel ;

— le modèle de site de liaison composite ;

— le modèle allostérique ;

— le modèle de la multivalence.

Dans le modèle de transfert séquentiel, le substrat se lie d’abord à Cdc20 pour ensuite être transféré

sur l’APC/C. Le modèle de site de liaison composite propose que l’APC/C et Cdc20 se lient ensemble

sur le substrat. Le modèle allostérique suggère que Cdc20 induit un changement conformationnel de

l’APC/C, ce qui lui permet de fixer le substrat. Enfin, dans le modèle de la multivalence, le substrats

est lié au deux protéines par deux domaines différents. Ces modèles sont mutuellement exclusifs, et se

justifient tous les quatres par des résultats expérimentaux.

En cohérence avec son rôle dans la mitose, Cdc20 commence à s’accumuler en phase S [49]. Son

expression marque un pic pendant la mitose, pour ensuite diminuer brutalement en sortie à la cytoci-

nèse. Un des acteurs de cette chute d’expression est Cdc20 est le complexe APC/C/Cdh1 [50]. Cdc20 est

également capable de s’autoubiquitiner, via l’APC/C [51].

Plusieurs protéines sont capables de réguler Cdc20, notamment Cdk1 qui l’inhibe par phosphoryla-

tion [52]. Cependant les régulateurs les plus important pour l’activité de Cdc20 sont BUBR1 (Budding

uninhibited by benzimidazoles related 1), BUB3 (Budding uninhibited by benzimidazoles 3) et MAD2

(Mitotic arrest deficient homologue 2), avec lesquels ils forment le complexe du point de contrôle mito-

tique.

1.3.3 Formation du complexe du point de contrôle mitotique

MAD2 et BUBR1 sont essentiels pour la séquestration de Cdc20. Ils forment le complexe du point
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de contrôle mitotique, dont la raison d’être est de séquestrer Cdc20, inhibant ainsi l’activité de l’APC/C

jusqu’à ce que les chromosomes soient doublement capturés, et qu’une tension soit exercée sur les ki-

nétochores. Le complexe du point de contrôle mitotique contient MAD2, BUB3, BUBR1 et Cdc20 dans

une stoichiométrie équitable [53].

BUB3 s’associe à BUBR1. Cette interaction est nécessaire à la localisation de BUBR1 aux kinétochores

pendant la mitose. En prométaphase, CENP-E (Centromere protein-E) déclenche l’activité kinase de

BUBR1 sur les kinétochores non attachés. La nécessité de l’activité de BUBR1 pour le fonctionnement du

point de contrôle mitotique reste actuellement incertaine, cependant, BUBR1 contrôle d’autres aspects

de la signalisation du kinétochore, ou de l’alignement des chromosomes. L’activité de BUBR1 s’éteint

suite à l’attachement des microtubules. BUBR1 peut former un complexe ternaire avec BUB3 et Cdc20,

mais qui n’inhibe pas l’activité d’APC/C. En outre, l’inhibition in vivo de Cdc20 nécessite la liaison préa-

lable de MAD2 à Cdc20 pour le rendre sensible à la liaison à BUBR1 [54].

Deux protéines MAD2 peuvent se lier à une protéine MAD1 (Mitotic arrest deficient homologue

1) [55]. La liaison de MAD2 à MAD1 déclenche un changement conformationnel de MAD2, similaire

à celui déclenché par la liaison à Cdc20 [56]. MAD2 se lie à MAD1 et Cdc20 via la même poche, et

avec des affinités semblables. MAD2 peut adopter deux conformations : O-MAD2 (Open-MAD2) et C-

MAD2 (Closed-MAD2) (Figure 1.4), dont la structure diffère sur les 50 résidus en position C-terminale

(Carboxy-terminale) [57]. La forme O-MAD2 est l’état physiologique de MAD2 cytosolique en absence

de MAD1 et Cdc20. O-MAD2 se replie sous la forme C-MAD2 lorsqu’il est lié à MAD1 ou à Cdc20. Il

existe actuellement deux modèles explicatifs de la liaison MAD2-Cdc20 : le modèle l’« échange » et ce-

lui du « patron » [58]. Ces modéles ne seront pas détaillés, mais une protéine importante dans les deux

modèles est la kinase MPS1 (Monopolar spindle 1). En effet MPS1 intervient à la fois dans la liaison de

MAD2 à MAD1, celle de MAD1 aux kinétochores, et aussi dans la formation du complexe du point de

contrôle mitotique [58].

La localisation de toutes les protéines du point de contrôle mitotique sur les kinétochores non atta-

chés fournit un plateforme catalytique et contribue à la formation du complexe du point de contrôle

mitotique. Le complexe du point de contrôle mitotique est aussi détectable dans des cellules en méta-

phase normale dans lesquelles le point de contrôle mitotique est inactif. Cela indique que la formation

du complexe du point de contrôle mitotique ne nécessite pas, ou l’inverse n’induit pas, nécessairement

l’activité du point de contrôle mitotique. De plus, le complexe du point de contrôle mitotique est aussi

détectable dans des cellules déficientes pour le point de contrôle mitotique. Ces arguments soutiennent

l’idée que le complexe du point de contrôle mitotique peut se former de manière indépendante du ki-
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FIGURE 1.4 – Formation du complexe du point de contrôle mitotique. MAD1 recrutre MAD2 aux kinéto-

chores, et induit un changement de conformation lui permettant d’interagir avec Cdc20. L’activité de la kinase

MPS1 aide à la formation du complexe du point de contrôle mitotique, et empêche sa destruction.

nétochore.

En plus de l’attachement, la tension est importante pour la levée de l’inhibition par le point contrôle

mitotique. Si aucune tension n’est générée suite à l’attachement, la liaison entre les microtubules et le

kinétochores est déstabilisée. Cette déstabilisation est dépendante de la kinase Aurora B (Aurora kinase

B) [59].

1.3.4 Composants additionnels du point de contrôle mitotique

En plus des quatres protéines du complexe du point de contrôle mitotique, le point de contrôle mi-

totique implique plusieurs autres protéines qui sont aussi impliquées dans des aspects essentiels de

ce mécanisme. Parmi ces composants additionnels se trouvent Aurora B et MPS1 (cités plus haut). Ces

composants sont nécessaires au signal d’amplification du point de contrôle mitotique et à la formation
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du complexe du point de contrôle mitotique. Les kinétochores servent de recrutement, et lorsque l’at-

tachement se produit, un grand nombre de ces protéines quittent le kinétochore.

La région centromère-kinétochore est représentée sur la figure 1.5. Au coeur du kinétochore, se
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FIGURE 1.5 – La région centromère-kinétochore [58].

trouve un nucléosome spécialisé contenant la protéine CENP-A (Centromere protein-A), un homologue



1.4 Importance des microtubules pour la mitose 17

de l’histone H3. Plusieurs composants de la partie interne du kinétochore s’associent avec les kinéto-

chores tout au long du cycle cellulaire. De nombreuses autres protéines, ce qui inclue celles des com-

plexes Ndc80, MIS12 et Mcm21 (Minichromosome maintenance protein 21) sont recrutées à la partie

externe du kinétochores, et ce spécifiquement en mitose [58]. Elles fournissent une plate-forme pour les

protéines du point de contrôle mitoitique. Le complexe Ndc80 semble être directement impliqué dans

la liaison des microtubules. La boréaline, la survivine, Aurora B, INCENP (Inner centromere protein) et

MCAK (Mitotic centromere-associated kinesin) peuplent préférentiellement la région du centromère et

régulent la stabilité de l’attachement microtubule-kinétochore. Elles ont été impliquées dans la correc-

tion des erreurs d’attachements. Plk1 est également présent aux kinétochores.

Plusieurs sous-unités du complexe de pore nucléaire se localisent aux microtubules des kinéto-

chores, mais leur fonction sur ces derniers reste à éclaircir. Le complexe RZZ (Rod-Zw10-Zwilch) sert

d’intermédiaire pour le recrutement du complexe MAD1/MAD2 au kinétochores. En outre, il existe de

larges pools cytosoliques de MAD2 et Cdc20. Ubch10 (Ubiquitin-conjugating enzyme H10) favorise la

dissociation entre Cdc20 et MAD2, mais aussi l’activité du complexe APC/C-Cdc20 [60]. Logiquement,

la déplétion de Ubch10 induit l’effet inverse, retardant ainsi l’initiation de l’anaphase. Une autre pro-

téine a été identifiée comme un composant du point de contrôle mitotique, il s’agit de la protéase

USP44 (Ubiquitin specific peptidase 44). La déplétion d’USP44 supprime l’arrêt mitotique en présence

de poisons du fuseau [61]. Cet abolition du point de contrôle mitotique est dépendante de l’APC/C, bien

que MAD2 et BUBR1 soient correctement localisés aux kinétochores. Ainsi, l’inhibition de l’APC/C par

USP44 se fait en aval de celle exercée par MAD2. Une protéine nommée Spindly a été identifiée. Sa dé-

plétion empêche la localisation de la dynéine aux kinétochores, aboutissant à un arrêt en métaphase

[62]. Enfin, p31comet est un régulateur négatif du point de contrôle mitotique. Il empêche le renouvelle-

ment de MAD2 sur MAD1, et neutralise l’activité inhibitrice de MAD2 sur Cdc20, menant ainsi à la levée

de l’inhibition par le point de contrôle mitotique [63].

1.4 Importance des microtubules pour la mitose

Dernière étape du cycle cellulaire, la mitose est une période au cours de laquelle la cellule assemble,

puis désassemble, une structure microtubulaire spécialisée, l’appareil mitotique. Plus volumineux que

le noyau, l’appareil mitotique est conçu pour s’attacher à et capturer les chromosomes, les aligner, puis

les séparer de manière équitable entre les deux cellules filles.
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1.4.1 L’appareil mitotique se compose de microtubules

La structure de l’appareil mitotique change constamment au cours la mitose [5]. En métaphase,

l’appareil mitotique est organisé en deux parties : un fuseau mitotique central et une paire d’« asters »

(étoiles). Le fuseau est un paquet bilatéral et symétrique de microtubules associés à des protéines, et

avec une forme générale en ballon de rugby. Il est divisé en deux moitiés opposées par rapport au plan

équatorial de la cellule, et donc par rapport aux chromosomes métaphasiques. Les asters sont des éta-

lages radiaux de microtubules situés à chaque pôle du fuseau.

(+)

(-)

(+) (+)

(+)

(+) (+)

(+)

(+) (+)

(-)

Zone d'interdigitation

Kinétochore
Microtubule

kinétochorien

Microtubule
astral

Centrosome
Microtubule

polaire Chromosome

Aster Fuseau Aster

FIGURE 1.6 – Structure de l’appareil mitotique. L’appareil mitotique est organisé par les centrosomes. Il est

composé de trois types de microtubules : kinétochoriens, polaires et astraux. Le fuseau mitotitique est consti-

tué des deux premiers, et les asters du troisième. La zone d’interdigitation est la zone de chevauchement des

microtubules polaire opposés.

Dans chaque moitié du fuseau, un centrosome situé au pôle organise trois groupes distincts de mi-

crotubules dont les extrémités négatives sont toutes dirigées vers ce même centrosome. Un groupe, les

microtubules astraux, forment les asters ; ils rayonnent du centrosome vers le cortex de la cellule, où ils

aident à positionner l’appareil mitotique, et plus tard aideront à déterminer le plan de clivage pendant

la cytocinèse. Le second groupe est constitué par les microtubules du kinétochore, et s’attachent aux

chromosomes au niveau de cette région spécialisée. Enfin, les microtubules polaires n’interagissent pas

avec les chromosomes, mais au lieu de cela se chevauchent avec les microtubules polaires du pôle op-
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posé.

Deux types d’interactions maintiennent ensemble les deux moitiés du fuseau pour former un appa-

reil mitotique symétrique bilatéralement [64] :

— les interactions latérales entre les extrémités positives chevauchantes des microtubules polaires ;

— les interactions entre les microtubules kinétochoriens et kinétochores des chromatides soeurs.

1.4.2 Le kinétochore aide au transport des chromosomes

Les chromatides soeurs d’un chromosome métaphasique sont transportées à chaque pôle liées aux

microtubules kinétochoriens. Au regard de leur attachement aux microtubules et de leur mouvement,

les chromosomes diffèrent substantiellement des vésicules ou autres organelles transportés le long des

microtubules cytosoliques. Le lien entre les chromosomes métaphasiques et l’extrémité positive des mi-

crotubules kinétochoriens est réalisé par le kinétochore. Le kinétochore est un large complexe protéique

à plusieurs fonctions [65] :

— capturer et attacher l’extrémité des microtubules aux chromosomes ;

— générer les forces pour bouger les chromosomes le long des microtubules ;

— réguler la séparation et la translocation des chromosomes au pôles ;

— récruter les protéines nécessaires au point de contrôle mitotique.

Dans une cellule animale, le kinétochore se forme au centromère, et s’organise en une couche in-

terne et une couche externe intégrées dans une couronne fibreuse. La localisation du centromère, et

ainsi du kinétochore, est directement contrôlée par une séquence spécifique d’ADN chromosomique

appelée ADN centromérique. Bien que les séquences de l’ADN centromérique et celles des protéines de

liaison à l’ADN du kinétochore ne soient pas bien conservées, les protéines qui relient le kinétochore

au fuseau sont elles conservées de la levure jusqu’à l’Homme. Les protéines motrices des microtubules

(e.g., la kinésine mitotique MCAK [66] et la dynéine cytosolique [67]) coopèrent dans l’attachement du

kinétochore à une extrémité d’un microtubule pendant que les sous-unités du tubuline sont ajoutées

ou libérées. La présence de ces protéines motrices indiquent que les kinétochores jouent un rôle dans

le transport des chromosomes aux extrémités opposées de la cellule pendant la mitose.

1.4.3 Les centrosomes dirigent la mitose

Du fait que chaque moitié de l’appareil mitotique métaphasique émane d’un centrosome polaire,

son assemblage dépend de la duplication des centrosomes, et du mouvement des centrosomes fils aux

pôles opposés de la cellule. Ce processus, connu sous le nom de cycle centriolaire (ou cycle des centro-

somes), marque les premières étapes de la mitose, commençant durant la phase G1 quand les centrioles
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et d’autres composant du centrosome sont dupliqués. En phase G2, les deux centrioles fils ont atteint

leur taille optimale, mais les centrioles dupliqués sont toujours présents au sein d’un seul et même cen-

trosomes. En début de mitose, les deux paires de centrioles se séparent en migrent vers les côtés opposés

du noyau, établissant ainsi la bipolarité de la cellule en division. De ce point de vue, et uniquement de

celui-ci, la mitose peut être vue comme la migration des centrosomes dupliqués, qui le long de leur

parcours capturent les chromosomes, s’arrêtent en métaphase, et durant l’anaphase continuent leur

mouvement vers leur nouvelle localisation dans les cellules filles où ils libèrent les chromosomes et or-

ganisent les microtubules cytosoliques.

La dynamique des microtubules change drastiquement au début de la mitose, à mesure que les longs

microtubules interphasiques disparaissent et sont remplacés par par les microtubules astraux et du fu-

seau. Ces microtubules mitotiques, qui se forment à partir des centrosomes nouvellement dupliqués,

sont peu nombreux, plus courts, et moins stables que les microtubules interphasiques. La durée de vie

moyenne d’un microtubule interphasique est 10 minutes, et passe à 60-90 secondes pour les micro-

tubules de l’appareil mitotique. Cette augmentation de l’instabilité dynamique permet aux microtu-

bules de s’assembler, et de se déassembler rapidement pendant la mitose.

1.4.4 Protéines motrices et dynamique des microtubules

Une fois les chromosomes dupliqués et alignés, se déroulent alors la formation du fuseau. Les cen-

trosomes facilitent la formation du fuseau par nucléation des microtubules. Mais les extrémités néga-

tives des microtubules sont stabilisées et réunies par le travail du couple dynéine-dynactine [67]. Ce rôle

de la dynéine a été montré chez le xénope par l’addition d’un anticorps dirigé contre cette dernière, et

dont l’effet était de libérer et écarter les microtubules du fuseau tout en laissant les microtubules astraux

et centrosomiques en place.

L’instabilité dynamique des microtubules du fuseau à leur extrémité positive est critique pour la

capture des chromosomes à mesure que l’enveloppe nucléaire commence à se fragmenter. Cette cap-

ture s’effectue par allongement et raccourcissement rapide des microtubules. Il arrive que l’extrémité

positive d’un microtubule se lie directement à un kinétochore. Plus communément, un kinétochore se

lie d’abord à un côté d’un microtubule, et glisse jusqu’à l’extrémité positive au cours d’un processus im-

pliquant les dynéines cytosoliques et les kinésines mitotiques.

Durant la prométaphase, les chromosomes, nouvellement condensés et attachés aux extrémités po-

sitives des microtubules kinétochoriens, se déplacent vers l’équateur du fuseau. Pendant ce trajet, les

chromosomes affichent un comportement aléatoire, oscillant entre des mouvements de va-et-vient
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entre les pôles et l’équateur. Ces oscillations résultent de l’alternance entre polymerisation et dépoly-

mérisation aux extémités positives des microtubules. De plus, des protéines motrices associés à la fois

aux extrémités des microtubules kinétochoriens et aux extrémités distales des microtubules polaires gé-

nèrent des forces d’opposition pour positionner les chromosomes équitablement entre les deux pôles

du fuseau.

Enfin durant l’anaphase, au moins trois processus impliquant les microtubules et les protéines mo-

trices sont responsables de la séparation des chromatides soeurs et des pôles de la cellule mère :

— une force de poussée générée par le glissement, due aux kinésines, des microtubules polaires

entre eux ;

— une force de traction générée par les dynéines cytosoliques associées au cortex ;

— une force de traction générée par le raccourcissement des microtubules polaires à leur extré-

mité positive.

1.5 Poisons des microtubules et modèle des réseaux compétitifs

1.5.1 Poisons des microtubules

Le rôle crucial des microtubules pour la mitose, mais aussi pour d’autres fonctions cellulaires vitales

pour la cellule comme la motilité ou et les contacts intercellulaires, en font des cibles intéressantes pour

la chimiothérapie. Un grand nombre de composés chimiques sont capables de se lier à la tubuline ou

aux microtubules, et d’inhiber ainsi la prolifération cellulaire par action sur le fuseau mitotique. Certains

de ces composés, comme les vinca-alcaloïdes ou la colcichine, inhibent la polymérisation des microtu-

bules, d’autres, comme les taxanes, stabilisent les microtubules. Bien que ces composés exercent des

effets opposés sur les microtubules, ils partagent la propriété de supprimer la dynamique des micro-

tubules, et donc leur fonction, touchant ainsi le fuseau mitotique, et bloquant les cellules en promé-

taphase, ou en métaphase [68]. Cet arrêt mitotique est le mode d’action majeur des ces poisons des

microtubules ou poisons du fuseau.

Les poisons des microtubules agissent par liaison aux dimères de tubuline à différents sites, et à

différentes positions sur les microtubules [2]. Ils peuvent être classifiés en trois catégories principales

sur la base de leur domaine de liaison à la tubuline : le domaine des vinca-alcaloïdes, le domaine de la

colcichine, et le domaine du paclitaxel. Néanmoins, d’autres catégories ont été proposés pour d’autres

composés touchant les microtubules. Cette thèse n’impliquant que le paclitaxel, seul les taxanes seront

traités ici.
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1.5.2 Mécanismes de résistance aux taxanes

En dépit de la contribution des taxanes dans l’amélioration de la qualité de vie, et la survie, des

patients atteints d’un cancer, le développement de résistances cellulaires représente une sérieuse limi-

tation à leur utilisation clinique. Les deux principaux mécanismes impliqués dans ces phénomènes de

résistance, sont l’expression d’un phénotype MDR (Multidrug resistance), et les altérations des cibles

cellulaires des taxanes, principalement le système tubuline/microtubule. Plusieurs autres mécanismes

de résitance, moins étudiés, ont été décrits. Il s’agit notamment d’altérations du contrôle de l’apop-

tose, et des signaux de mort cellulaire. Un autre mécanisme de résistance connu, celui qui précisément

nous intéresse, est l’échappement à l’arrêt mitotique. Il ne sera pas traité ici, mais détaillé dans les sous-

sections suivantes.

1.5.2.1 La MDR comme mécanisme de résistance

La MDR est un terme utilisé pour décrire la capacité des tumeurs résistantes à présenter des ré-

sistances simultanées à un nombre d’agents chimiothérapeutiques, structurellement, et fonctionnelle-

ment non apparentés. La MDR a été le premier mécanisme de résistance aux taxanes décrit ; c’est aussi

le plus fréquemment rapporté. Le phénotype MDR repose souvent sur la surexpression de pompes à

efflux, qui empêchent l’accumulation des composés chimiques à l’intérieur de la cellule. Parmi ces

pompes à efflux, P-gp (P-glycoprotein) est sans doute la plus connue, mais d’autres pompes à efflux

sont aussi étudiées, notamment MRP1 (Multidrug resistance protein 1), BCRP (Breast cancer resistance

protein), et les transporteurs de la famille ABC (ATP-binding cassette). La sélection de lignées cellu-

laires cancéreuses avec du paclitaxel aboutit fréquemment à un phénomène de MDR par augmentation

de l’expression de P-gp [69]. La surexpression de P-gp est fréquente dans plusieurs types tumoraux, et

est fréquemment associé à une résistance au paclitaxel. MRP1 a aussi été très étudié. Il présente une

structure similaire à P-gp, cependant, alors que P-gp reconnaît préférentiellement les molécules hy-

drophobes, MRP1 cible les molécules hydrophiles et les anions inorganiques. Son implication dans la

résistance aux taxanes est négligeable comparé à celle de P-gp [69]. BCRP a été nommé ainsi car il a

été initialement isolé dans des lignées de cancer de sein résistantes à la doxorubucine, et son expres-

sion ne confère pas de résistance aux taxanes [70]. La famille de transporteurs ABC est très largement

distribuée dans les tissus normaux. Leur rôle physiologique exacte reste à élucider. Tout comme, P-gp,

ces transporteurs ciblent les composés hydrophobes, et leur expression est susceptible de conférer une

résistance aux taxanes [70].
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1.5.2.2 Résistance associée à des altérations du système tubuline/microtubule

Les microtubules sont des polymères filamenteux du cytosquelette, formés d’hétérodimères de tu-

buline α et β ; ces hétérodimères s’assemblent pour former des protofilaments linéaires dont l’associa-

tion de 13 d’entre eux forme un microtubule. Le paclitaxel et le docétaxel se lient à la tubuline β. Les

altérations du système tubuline/microtubule qui ont été proposées comme conférant une résistance

aux taxanes sont [70] :

— des mutations de la tubuline ;

— des changements des niveaux d’expression de la tubuline β ;

— des changements des niveaux d’expression des régulateurs des microtubules, tels que les MAP

(Microtubule associated protein) ;

— des modifications post-traductionnelles de la tubuline ou des protéines régulatrices des micro-

tubules ;

— une réduction du contenu en tubuline de la cellule.

Dans la plupart des cas, de telles altérations sont supposées affecter le site de liaison à la tubuline

β, et ainsi diminuer l’efficacité de liaison. Une autre explication est un changement dans l’équilibre

dynamique des microtubules, réduisant ainsi leur stabilité, et donc contrecarrant l’effet stabilisateur du

paclitaxel. Il est intéressant de noter que l’intérêt porté à ce type de résistance est très récent comparé à

celui reposant sur la MDR. En conséquence, la contribution de ces mécanismes à la résistance clinique

n’est pas pleinement comprise.

1.5.2.3 Résistance associée au statut de p53

Deux autres mécanismes de résistance au paclitaxel ont été bien étudiés. Il s’agit des altérations

touchant p53 (Protein 53 kDa) et les protéines de la famille de Bcl-2 (B cell lymphoma 2). L’implica-

tion des protéines de la famille de Bcl-2 sera traitée dans le chapitre de l’introduction y étant consacré.

Nous nous intéresserons ici à p53. La perte de p53 n’aboutit pas forcément à une résistance au pacli-

taxel. Par exemple une lignée tumorale ovarienne, présentant une forme non mutée de p53, ne devenait

pas résistante lorsqu’elle était transfectée avec une forme dominante-négative de p53 [71]. À l’inverse,

il a été montré qu’une autre lignée tumorale ovarienne, présentant une forme mutée de p53, était plus

sensible au paclitaxel [72]. Les auteurs ont conclu que cela était associé à une inhibition de la mort post-

échappement 1. Il y a plusieurs possibilités pouvant expliquer pourquoi la perte d’un p53 fonctionnel

peut mener à une sensibilité au paclitaxel. Par exemple la perte de p53 peut empêcher l’activation du

point de contrôle de la phase G1, qui nécessite l’induction de p21. Un autre exemple est que la perte de

p53 induit une augmentation de MAP4 (Microtubule-associated protein 4), ce qui augmente la polymé-

1. La définition de la mort post-échappement sera développée dans les sections suivantes.
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risation des microtubules, et ainsi augmente la sensibilité au paclitaxel [73]. Enfin une étude suggère un

lien entre les mutations de p53 et celles de la tubuline [74].

1.5.3 Le paclitaxel induit l’arrêt mitotique

L’action anti-tumorale significative des taxanes fait que ces composés représentent une classe im-

portante au sein des agents anti-cancéreux. Les composés les plus connus sont le paclitaxel et le docé-

taxel, tous deux largement utilisés en clinique. Il sera principalement question ici du paclitaxel.

Le paclitaxel agit par inhibition de la dépolymérisation des microtubules (stabilisation), et promeut

la formation de microtubules anormalement stables [75]. Cela empêche la réorganisation dynamique

du réseau microtubulaire nécessaire à la mitose et à la prolifération cellulaire. De cette manière le pacli-

taxel induit un arrêt des cellules en prométaphase par non satisfaction du point de contrôle mitotique.

En effet, des microtubules anormalement longs ne sont plus en mesure d’exercer une tension sur les ki-

nétochores, et la libération de Cdc20 par MAD2 ne peut être déclenchée [58]. Une exposition prolongée

au paclitaxel peut induire l’apoptose. La concentration en paclitaxel est importante dans l’induction de

la mort, et des concentrations élévées (supérieures à 200 nmol/l) peuvent induire la formation de pa-

quets de microtubules, provoquant une mort indépendante de l’arrêt mitotique [76].

La cible cellulaire du paclitaxel est la tubuline β lorsqu’elle est engagée dans un polymère de mi-

crotubule, et d’une manière générale les taxanes se lient préférentiellement aux microtubules plutôt

qu’aux dimères de tubuline isolés (tubuline α + tubuline β). Le site de liaison des taxanes est situé sur

les 31 résidus en position N-terminale de la tubuline β [77]. Ce site est distinct du site de liaison au

GTP (Guanosine triphosphate). Le paclitaxel se lie de manière réversible aux microtubules, mais avec

une haute affinité, et une stochïométrie d’une molécule de paclitaxel par dimère [78]. Nous ajouterons

qu’avec le même site de liaison et la même stochïométrie, le docétaxel possède une affinité plus élévée

que le paclitaxel [58].

1.5.4 Le paclitaxel induit plusieurs devenirs cellulaires

En dépit d’intenses recherches, le mécanisme précis par lequel le paclitaxel, et plus généralement les

poisons des microtubules, induisent la mort reste obscur. En effet le lien moléculaire entre l’arrêt mito-

tique prolongé et la mort cellulaire reste inconnu à ce jour. De plus, une ambiguité persiste concernant le

moment où se produit la mort cellulaire. Certaines études montrent que l’exposition à la drogue est sui-

vie par l’échappement de la cellule à l’arrêt mitotique sans division cellulaire (Figure 1.7), aboutissant

à une pseudo-phase G1 durant laquelle la cellule est présente à l’état tétraploïde. Des études rapportent
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FIGURE 1.7 – Devenirs cellulaires en réponse à un traitement par les poisons des microtubules. Quand

les cellules sont exposées à des poisons des microtubules, tels que le paclitaxel, elles s’arrêtent en mitose à

cause d’une activation chronique du point de contrôle mitotique. Elles subissent ensuite un des devenirs cel-

lulaires présentés ici. Les cellules peuvent mourrir directement en mitose, ou se diviser de manière non équi-

table d’un point du matériel génétique pour donner des cellules filles aneuploïdes. Alternativement, les cel-

lules peuvent sortir de mitose sans se diviser. Dans ce cas les cellules peuvent mourrir en interphase, s’arrêter

en interphase, ou entrer dans des cycles cellulaires additionnels.

que la cellule meurt au cours de cette pseudo-phase G1, ou s’engage dans des cycles cellulaires addi-

tionnels. D’autres études indiquent que la mort cellulaire se produit directement en mitose. Reste la

possibilité de la division anormale, qui elle aussi a été observée.

Le but de traitement au paclitaxel étant de tuer les cellules en mitose, la capacité d’une cellule à

échappement à l’arrêt mitotique, et à survivre à l’issue de ce dernier, constitue un mécanisme de ré-

sistance. Ceci est d’autant plus important qu’une cellule ayant échappé à l’arrêt mitotique a doublé sa

quantité d’ADN, ce qui représente une source potentielle d’agressivité.
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1.5.5 Le modèle des réseaux compétitifs

Durant une mitose normale, la sortie de mitose est déclenchée par la dégradation rapide de la cy-

cline B1. La dégradation de la cycline B1 est empêchée par l’activité du point de contrôle mitotique

jusqu’à ce que les chromosomes soient alignés et correctement attachés. Il apparaît que, dans des cel-

lules de mammifères exposées à des poisons des microtubules, la cycline B1 est toujours lentement

dégradée en dépit de l’activation du point de contrôle mitotique [79, 80]. Èventuellement, la quantité

de cycline B1 tombe en dessous du seuil qui est nécessaire au maintien de l’état mitotique, et la cellule

sort de mitose, un processus connu sous le nom d’échappement à l’arrêt mitotique [79]. En concordance

avec cela, quand la cycline B1 est surexprimée, il faut plus de temps pour que le seuil soit atteint, et ainsi

l’échappement à l’arrêt mitotique est retardé [80]. En outre, il est important de signaler que la fréquence

d’échappement à l’arrêt mitotique diffère entre les populations cellulaires, mais aussi à l’intérieur d’une

population cellulaire génétiquement identique [80].

Seuil d'
échappement

Seuil de mortCycline B1

Signaux
apoptotiques

Temps

Mort mitotique

Seuil d'
échappement

Seuil de mort

Cycline B1 Signaux
apoptotiques

Temps

Echappement

Arrêt mitotique

FIGURE 1.8 – Le modèle des réseaux compétitifs. La décision de déclencher la mort en mitose ou de faire

de l’échappement à l’arrêt mitotique est dictée par deux réseaux en compétition, l’un impliquant l’activation

des voies de mort cellulaire, et l’autre protégeant de la dégradation de la cycline B1. Durant un arrêt mitotique

prolongé, les signaux de mort cellulaire deviennent plus fort en même temps que les niveaux de cycline B1

baissent. Les deux réseaux possèdent des seuils et la destinée de la cellule est déterminée par le premier seuil

outrepassé. Ainsi, si les niveaux de cycline B1 passe en premier en dessous du seuil de sortie de mitose, l’échap-

pement à la mitose se produit. Si le seuil de mort de mort cellulaire est outrepassé le premier, alors les cellules

meurent en mitose.

Des études ont identifié le processus de mort cellulaire en mitose comme un processus dépendant

des caspases, puisque des inhibiteurs des caspases empêchent, ou retardent, la mort des cellules can-

céreuses [81]. De plus, l’inhibition des caspases peut prolonger la durée de l’arrêt mitotique. Pour ex-

pliquer la capacité des inhibiteurs des caspases à prolonger l’arrêt mitotique, Karen E. Gascoigne et

Stephen S. Taylor ont proposé un modèle où la destinée cellulaire serait déterminée par deux réseaux
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en compétition, l’un impliquant l’activation des voies de mort cellulaire, et l’autre contrôlant la dégra-

dation de la cycline B1 et la sortie de mitose [3].

Karen Gascoigne et Stephen Taylor proposent que ces deux réseaux agissent dans des directions op-

posées durant l’arrêt mitotique : pendant que les signaux de mort cellulaire deviennent de plus en plus

forts, les niveaux de cycline B1 baissent. Les deux réseaux possèdent des seuils, et le fait qu’une cellule

subisse la mort est déterminé par une « course » entre les deux réseaux. Au sein d’une cellule, le fait

qu’un des deux seuils soit atteint avant l’autre détermine la destinée de cette même cellule. Ainsi, si

les niveaux de cycline B1 passent, en premier, en dessous du seuil de sortie de mitose, il se produit

l’échappement à l’arrêt mitotique. Si le seuil de mort est atteint en premier, la cellule meurt en mi-

tose.

1.5.6 Caractéristiques de la mort post-échappement et de la mort mitotique

Le modèle des réseaux compétitifs, même s’il n’y fait pas explicitement référence, participe à la dé-

finition de ce qu’on appelle la « catastrophe mitotique ». La catastrophe mitotique est un terme géné-

rique, utilisé pour décrire un mécanisme oncosuppressif de lutte contre l’instabilité génétique. Plus

précisément, nous pourrions dire que la catastrophe mitotique regroupe les phénomènes de mort (ou

de sénescence) qui sont précédés par un arrêt mitotique, ou une atteinte du fuseau mitotique, ou les

deux. Cette définition fait de la catastrophe mitotique un phénomène très hétérogène, qui bien que dé-

nommé « mitotique » regroupe trois types de mort qui ne se produisent pas nécessairement pendant la

mitose :

— la mort mitotique, qui se produit en présence de niveaux élevés de cycline B ;

— la mort post-échappement, se produisant après l’échappement à l’arrêt mitotique ;

— la sénescence post-échappement, qui désigne le fait qu’après échappement à l’arrêt mitotique,

la cellule ne s’engage pas d’un nouveau cycle cellulaire, ne meurt pas non plus, et présente des

caractéristiques de la sénescence.

Ainsi, le modèle des réseaux compétitifs passe outre cette définition de la catastrophe mitotique, et s’in-

téresse au moment précis du cycle cellulaire où se produit la mort.

Le modèle des réseaux compétitifs n’explique pas la réponse post-mitotique, c’est à dire les différents

comportements observés suite à l’échappement à l’arrêt mitotique. Plusieurs devenirs ont été décrits

pour les cellules qui font de l’échappement à l’arrêt mitotique : l’arrêt du cycle cellulaire, la progression

du cycle cellulaire, et l’apoptose. Les facteurs moléculaires qui gouvernent ces devenirs cellulaires res-

tent obscurs. De là le terme de « point de contrôle de tétraploïdie (ou polyploïdie) » a émergé. Ce terme a
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été introduit pour expliquer la tendance d’une cellule à mourir après l’échappement à l’arrêt mitotique,

et associer cela à un mécanisme oncosuppressif. Cependant l’existence d’un point de contrôle de té-

traploïdie ne fait pas consensus. Jusqu’à présent, les principales protéines ayant été impliquées dans ce

phénomène sont p53, Bax (Bcl-2 associated x), Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis) et p21.

En effet, certains travaux suggèrent que p53 empêche la progression du cycle cellulaire après un échap-

pement qui suit un arrêt mitotique prolongé [82]. Cela serait lié au fait que, pendant l’arrêt mitotique,

des signaux activateurs de p53 soient générés. Cependant, l’activité principale de p53 est dépendante de

la transcription, transcription que la condensation de l’ADN inhibe pendant l’arrêt mitotique. L’échap-

pement à l’arrêt mitotique, et donc la reprise de la transcription, pourrait alors faire suite à une augmen-

tation importante des cibles de p53, ce qui induirait l’apoptose [83]. En soutien à cela est l’observation

que la mort post-échappement est dépendante de Bax et Puma [84], deux cibles transcriptionnelles de

p53. De même p21, une autre cible transcriptionnelle de p53, a été impliquée dans la sénescence post-

échappement [85].

Une autre hypothèse s’affranchit de p53 pour expliquer la mort post-échappement. Il se pourrait en

effet que les dommages, ou le stress accumulé pendant la mitose ne déclenchent pas toujours de ré-

ponse apoptotique durant la mitose à cause de l’activité de Cdk1 sur la caspase-9 (Cysteine protease

cleaving after asp 9), qui l’inhibe par phosphorylation [86]. Suivant l’échappement à l’arrêt mitotique,

et la perte de l’activité de Cdk1, le seuil apoptotique retournerait à son seuil interphasique. Alors, le si-

gnal de dommage ou de stress pré-existant est serait reconnu, et mènerait à l’exécution de l’apoptose.

De la même manière que dans le cas d’une mort de p53, tout se passerait comme si la cellule gardait en

mémoire le souvenir d’un arrêt mitotique prolongé. Ceci suggère que le devenir cellulaire est déterminé

non seulement par les évènements se produisant durant l’arrêt mitotique, mais aussi par les consé-

quences des ces évènements après l’échappement à l’arrêt mitotique, aussi bien que par les voies de

signalisation additionnelles qui sont activées durant l’interphase. Néanmoins cette notion en suggère

à son tour une autre, celle d’une importance de la durée de l’arrêt mitotique pour le devenir cellulaire.

Cela a longtemps été suggéré par certains travaux [87], mais cette idée ne s’est pas généralisée, et semble

en fait dépendre des conditions physiologiques et expérimentales [80].

La mort mitotique n’est pas mieux caractérisée. Les études s’étant intéressées à ses mécanismes mo-

léculaires traitent principalement de cinq points :

— l’implication de p73 ;

— l’implication des caspases ;

— l’influence de l’activité de Cdk1 ;

— l’activation de voies apoptotiques par des protéines du point de contrôle mitotique ;
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— l’implication des protéines de la famille de Bcl-2.

Au moins deux études suggèrent que la mort mitotique est dépendante de p73 (Protein 73 kDa) [88, 89].

Elles décrivent un processus se produisant en mitose, mais dont les racines sont ancrées en phase G2,

lorsque la transcription est encore possible. L’idée est qu’un mécanisme de « prévention » déclenche

l’activité de p73 pour induire des protéines pro-apoptotiques, et provoquer la mort mitotique.

La nécessité des caspases à la mort mitotique fait l’objet de débats. En effet, des phénomènes de

mort mitotique dépendants, et indépendants, ont tout les deux été observés [90, 91]. Les caspases ober-

vées comme étant impliquées dans la mort mitotique sont la caspase-2 (Cysteine protease cleaving after

asp 2), la caspase-3 (Cysteine protease cleaving after asp 3), et la caspase-9 [92]. Enfin, un article montre

que l’activation des caspases, pendant l’arrêt mitotique, participe aux dommages de l’ADN, via l’activa-

tion de CAD (Caspase-activated DNase) [93].

L’activité de Cdk1 semble être importante dans l’induction de la mort mitotique. Cette idée vient

de l’observation de ces cibles. Parmi elles, la survivine, qui est phosphorylée par Cdk1 pendant l’arrêt

mitotique [94]. Cette phosphorylation est nécessaire à l’activité anti-apoptotique de la survivine, ce qui

suggère que l’activité de Cdk1 empêche la mort. Dans le même, il a été montré que Cdk1 phosphorylait

la caspase-9 pendant la mitose pour inhiber la mort [86]. Cdk1 phosphoryle également des membres

de la famille de Bcl-2, comme Bcl-xL (B cell lymphoma extra large) [95], et ceci sera traité dans la partie

consacrée à cette famille de protéines.

Établir un lien direct entre le point entre le point de contrôle mitotique et les voies de mort cellulaire,

notamment l’apoptose, fait actuellement l’objet d’intenses recherches, car cela conforterait l’idée que

ce point de contrôle constitue effectivement un mécanisme oncosuppresseur. Au moins trois protéines

du point de contrôle mitotique ont été montrées comme ayant un lien direct avec l’apoptose. Il s’agit

des kinases MPS1, Plk1 et Aurora B, qui toutes phosphorylent p53 [96, 97, 98]. MPS1 semble en effet

stabiliser p53, et favoriser son activité transcriptionnel, alors qu’Aurora B et Plk1 l’inhibent 2.

Enfin, il a été montré que Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) régulaient la mort mito-

tique via des modifications post-traductionnelles [99]. Ceci sera détaillé dans la partie traitant de ces

protéines.

2. L’absence de transcription pendant la mitose fait que ces phénomènes ne concernent pas directement la mort mito-

tique, cependant ils ont été placés ici car ce sont des protéines directement impliquées dans le point de contrôle mitotique.



Chapitre 2

Le cancer du sein

2.1 Physiologie et développement du sein

2.1.1 Physiologie des glandes mammaires

Chez les femmes, les glandes mammaires sont des organes spécialisés qui sont controlés principa-

lement par les hormones du système reproducteur [100]. Anatomiquement, une glande mammaire se

situe dans le tissu sous-cutané du manchon graisseux pectoral profond. Chaque sein possède un ma-

melon, une petite projection conique où les canaux de la glande mammaire sous-jacente s’ouvrent à la

surface du corps. La peau brune-rougeâtre autour du mamelon est l’aréole, et les larges glandes séba-

cées profondes de l’aréole lui donne un texture granuleuse.

Le tissu glandulaire des glandes mammaires est partagé en lobes séparés, chacun contenant plu-

sieurs lobules sécrétroires (Figure 2.1a). Les canaux des lobules convergent, donnant naissance à un

seul canal lactifère au sein de chaque lobe [100]. À proximité du mamelon, les canaux lactifères s’élar-

gissent, formant une chambre étendue qui se nomme le sinus lactifère. En moyenne, 15 à 20 sinus

lactifères s’ouvrent sur la surface de chaque mamelon. Du tissu conjonctif dense entoure le système ca-

nalaire, et forme des partitions qui s’étendent entre les lobes et les lobules. Ces bandes de tissu connec-

teur, les ligaments suspenseurs du sein, prennent leur orgine dans le derme de la peau sous-jacente. Une

couche de tissu aréolaire sépare la glande mammaire complexe des muscles pectoraux sous-jacents. Des

branches de l’artère thoracique interne approvisionnent en sang chaque glande mammaire.

Une glande mammaire inactive (ou au repos) est dominée par un système canalaire plutôt que par

des cellules glandulaires actives (Figure 2.1b). En dehors de la grossesse, la taille des glandes mammaires

chez une femme reflète principalement la quantité de tissu adipeux présent, et en aucun cas la quantité

de tissu glandulaire. L’appareil sécrétoire ne complète normalement pas son développement à moins
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(a) Anatomie de la glande mammaire

Lobules de deux
lobes des
glandes mammaires

Muscle grand pectoral

Tissu adipeux

Ligaments suspenseurs

Canal lactifère

Aréole

Mammelon

Sinus lactifère
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FIGURE 2.1 – Anatomie et histologie de la glande mammaire [100].

que la grossesse se produise. Une glande mammaire active est une glande tubulo-alvéolaire consistant

en de multiples tubes glandulaires qui se terminent en alveoles sécrétrices (Figure 2.1c).

2.1.2 Développement du sein

Nous savons très peu de choses des mécanismes moléculaires qui initient la formation du sein. Les

seins se forment après que les trois axes majeurs se soient positionnés, et que la segmentation se soit

produite. Bien que les mécanismes sous-jacents nous soient inconnus, il semblerait que l’information

positionnelle du plan des vertébrés soit transmise aux cellules qui deviendront le sein primordial. Des

travaux chez la souris montrent que le sein émerge des interactions entre les tissus épithéliaux et mé-

senchymateux [101], cependant le mécanisme déterminant sa localisation reste inconnu. L’étape ini-

tiale de formation de l’organe reste néanmoins de première importance, car elle détermine également

l’emplacement des cellules souches. Une fois la zone déterminée, croissance, morphogenèse et diffé-

renciation cellulaire se produisent, pour qu’éventuellement, un système rudimentaire de canaux se soit

formé au moment de la naissance. Les mécanismes moléculaires qui régulent ces processus de déve-

loppement sont probablement communs aux autres tissus.

La disponibilité réduite en tissus fait que les études sur le développement du sein humain sont rares.
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Cette partie se base essentiellement sur les travaux de Beatrice Howard et Barry Gusterson [101], qui

ont collecté des tissus foetaux, enfantins, et péri-pubert, afin de réévaluer le développement normal du

sein.

Développement prénatal La formation du sein est une étape critique de la morphogenèse. Il a été

suggéré que certains des évènements initiaux de la carcinogenèse puissent se produire in utero, et aux

stades précoces du développement postnatal [102]. Le développement prénatal du sein a été étudié,

mais ces descriptions classiques de la littérature européenne s’accompagnent de dessins comportant

nombre d’imprécisions, notamment sur les correspondances avec les stades de développement tels

qu’ils sont définis actuellement. Une étude plus récente montre que le sein primordial apparaît dans

la région thoracique sous forme d’une condensation de tissu épithéliale de 7 à 8 mm de diamètre [101].

Une augmentation de ce diamètre de 10 à 14 mm traduit la différenciation du tissu mésenchymateux

sous-jacent, et à 14 mm, le sein primordiale adopte une position plus ventral avec un épithélium for-

mant un nodule. Ensuite, la croissance du nodule continue pour former le bourgeon du sein (Figure

2.2a). La structure typique des vaisseaux sanguins apparaît plus tardivement. Puis, une seconde élon-

gation du bourgeon se produit, et la morphogenèse des canaux commence. À 28 semaines de déve-

loppement, les cellules basales du sein primordial sont positives pour le marquage de la kératine 14 et

de l’actine des muscles lisses. Dans le même temps une forte expression de l’EGFR (Epidermal growth

factor receptor) et du TGF-α (Transforming growth factor α) est observée dans ces cellules, suggèrant

une stimulation autocrine pour la prolifération. Une forte expression de Bcl-2 est également observé,

probablement pour permettre l’expansion des cellules par inhibition de l’apoptose (Figure 2.2b). Enfin

à ce stade l’expression l’expression du collagène de type IV est observé à l’extérieur du bourgeon.

(a) Bourgeon mammaire (b) Expression de Bcl-2

FIGURE 2.2 – Développement prénatal du sein [101]. « N » : Noeud.

Développement postnatal Comme chez le foetus, de la naissance à la puberté il n’y a aucune diffé-

rences morphologiques identifiables dans le développement du sein entre les filles et les garçons. Ce-
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pendant d’importantes variations du degré de développement glandulaire et, et du degré de différencia-

tion fonctionnelle, peuvent être observées. À la naissance, le système canalaire s’ouvre à la surface de la

fosse du sein, une petite dépression à la surface de la peau. Le mésenchyme sous-jacent prolifère pour

former le mamelon, la peau qui l’entoure prolifère également pour former l’aréole. Le sein de l’enfant

est capable de répondre à des stimuli sécrétoires issus des hormones du lait maternelle comme la pro-

lactine. Les récepteurs hormonaux (ER (Estrogen receptor) et PR (Progesterone receptor)) sont présents

dans les cellules du sein enfantin, mais le sont aussi dès le stade foetal, et le seront à la puberté. Durant

les deux premières années de la vie, l’épithélium glandulaire se différencie et involue séquentielle-

ment. Cette involution s’arrête lorsque l’enfant n’est plus soumis aux hormones maternelles. À deux

ans, le sein se compose de petites structures canalaires dans un stroma fibroblastique, et aucun autre

changement n’a été observé dans le deux sexes jusqu’à la puberté.

Développement à la puberté Alors que les changements anatomiques se produisant à la puberté sont

bien connus, la séquence d’évènements au niveau cellulaire sont moins bien documentés. Ces change-

ments se produisent à la fois dans l’épithélium et le stroma. Au sein du stroma, il y a une augmentation

de la quantité de tissu fibreux et graisseux, si bien qu’un sein adulte non-allaitant se compose de 80 %, ou

plus, de stroma.

FIGURE 2.3 – Unités lobulo-canalaires termi-

nales [101]. « ss » : canaux sous-segmentaires,

« tdlu » : terminal duct lobular unit.

En effet, l’extension des canaux est précédé par celle

du tissu conjonctif, et le tissu graisseux inhibe la crois-

sance épithéliale. Le dimorphisme sexuel se produit

durant la puberté sous l’influence d’hormones, et chez

la femme l’élongation canalaire ainsi que la formation

des structures lobulaires se concrétise. Le type de bran-

chement observé durant la puberté est très variable,

mais une structure typique se développe. Les canaux

primaires qui gagnent le mamelon donne naissance à

un profil de branchements complexe de canaux subsi-

diaires qui mènent à ce qu’on appelle les canaux seg-

mentaires et les plus petits canaux sous-segmentaires.

Les canaux sous-segmentaires aboutissent à une extrémité fermée, l’acinus. Une collection d’acini issus

d’un canal terminal, et entouré d’un stroma intralobulaire est nommé unité lobulo-canalaire termi-

nale, et est considéré comme l’unité fonctionnelle du sein (Figure 2.3). Ces unités peuvent être classées

en trois types (1, 2 et 3) suivant leur degré de complexité.
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Développement après la puberté Chez la femme adulte, l’unité lobulo-canalaire terminale est cir-

conscrite et délimitée par une couche de fibroblastes. Une perte de tissu conjonctif intralobulaire, et

de cellules myoépithéliales est également observée. Il est très difficile d’étudier le sein humain durant

la grossesse ou la lactation. Il a seulement été observé que la glande allaitante était composée d’acini

dilaté contenant du lait. À la ménopause, une involution se produit. Les unités lobulo-canalaires termi-

nales diminuent en taille, et en nombre d’acini. Le stroma intralobulaire est remplacé par du collagène,

et l’épithélium glandulaire, ainsi que le tissu conjonctif interlobulaire, sont remplacés par du tissu grais-

seux.

Populations cellulaires du sein À partir de la 28ème semaine de vie intra-utérine, deux populations

cellulaires sont distinguables : une population interne luminale, et une population externe myoépi-

théliale, séparées par une membrane basale. Au sein de la glande pleinement développée, les cellules

luminales peuvent être en contact avec la membrane basale, mais en grande partie, font face à la lumière

de l’acinus (Figure 2.4). Le terme de cellule basale a été introduit pour distinguer les cellules des canaux

en position basale, des cellules myoépithéliales de l’acinus. Cette classification est en partie basée sur la

forme des cellules, puisque les cellules basales ont une forme cuboïdale, et les cellules myoépithéliales

sont applaties.

FIGURE 2.4 – Populations cellulaires de l’aci-

nus [101]. « l » : cellules luminales, « m » : cellules

myoépithéliales.

Il n’y a cependant pas de disctinction fonction-

nelle précise, et le terme myoépithéliale reflète le

fait que ces cellules sont fortement concentrées

en microfilaments d’actine et en actine du muscle

lisse.

Les distinctions ultrastructurales entre ces deux po-

pulations cellulaires sont clairement visibles. Les cel-

lules luminales ont un cytoplasme moins dense aux

électrons, et une architecture chromatinienne ouverte.

Les cellules myoépithéliales ont, elles, un cytoplasme

plus dense aux électrons et une hétérochromatine lo-

calisée en périphérie du noyau.

2.2 Régulation de la croissance du cancer sein

Le sein de la femme adulte est composée de canaux lactifères se terminant par des alvéoles sécré-

trices, elles-mêmes enchevêtrées dans une structure tissulaire fibreuse et dans du tissu graisseux. La
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croissance et le développement normal du sein sont régulés par l’interaction complexe entre de nom-

breuses hormones et facteurs de croissance. Certains de ces composés sont sécrétés par les cellules

mammaires elles-mêmes, et peuvent avoir des effets autocrines. L’oestradiol régule l’expression de plu-

sieurs gènes correspondant à des peptides et protéines impliqués dans les mécanismes de contrôle de

la croissance cellulaire mammaire. La liaison à des récepteurs spécifiques déclenchent les effets de ces

facteurs de croissance et hormones. Les récepteurs aux hormones polypeptidiques sont typiquement

localisés à la membrane cellulaire, alors que les récepteurs aux hormones stéroïdiennes sont principa-

lement localisés dans le compartiment nucléaire de la cellule. L’interaction des facteurs de croissance,

cytokines et hormones, avec des récepteurs membranaires spécifiques déclenche une cascade de si-

gnaux biochimiques intracellulaires, aboutissant à l’activation ou la répression d’un sous-groupe varié

de gènes. Plusieurs de ces hormones jouent un rôle actif dans la croissance et le développement des

cellules épithéliales mammaires, ainsi que dans la lactation [103]. Du fait que ces hormones et leurs ré-

cepteurs régulent le tissu mammaire normal, il n’est pas surprenant que les cellules malignes, issues

de ce même tissu mammaire, puissent exprimer les récepteurs d’un grand nombre de ces hormones,

et puissent conserver un certain degré de dépendance hormonale. De nombreuses études utilisant des

cellules en culture, aussi bien que du tissu cancéreux mammaire humain, ont démontré la présence

des récepteurs de la plupart de ces hormones dans les cellules de cancer du sein humain. Des aber-

rations génétiques dans les voies de signalisation des facteurs de croissance, pour la plupart acquises,

sont inextricablement liées aux anomalies du développement et à une variété de maladies chroniques,

ce qui inclut le cancer. Les cellules mammaires malignes résultent d’une suite d’évènement génétiques

incluant la dérégulation de l’expression de facteurs de croissance ou des composants de leur voie de

signalisation.

La régulation de la croissance des cellules tumorales mammaires par des hormones et des facteurs

de croissance est schématisée sur la figure 2.5. Le rôle biologique des oestrogènes est réalisé par une

liaison de haute affinité à l’ER. Des études suggèrent que les cellules de cancer du sein, sous le contrôle

d’oestrogènes, peuvent synthétiser et sécréter leurs propres facteurs de croissance qui pourraient auto-

stimuler les cellules cancéreuses, ou le tissu stromal adjacent via des mécanismes autocrines ou para-

crines. L’aromatase est abondamment exprimée dans de nombreux cancers du sein, permettant à la cel-

lule malignes de synthétiser son propre facteur de croissance, l’oestrogène. Le tissu stromal peut aussi

sécréter de l’IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) et de l’IGF-2 (Insulin-like growth factor 2) ce qui stimule

les cellules cancéreuses mammaires. Parmi des facteurs de croissance autocrines/paracrines poten-

tiels, se trouvent l’EGF, le TGF-α, l’IGF-2, le PDGF (Platelet-derived growth factor) et le FGF (Fibroblast

growth factor). L’EGF, le TGF-α et l’IGF-2 ont été identifiés dans le sécrétome de cellules de cancer du

sein en culture, et dans celui de spécimens tissulaires de cancer du sein humain. Ce sont des mitogènes
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Gènes
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tumeur mutés
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FIGURE 2.5 – Régulation de la croissance du cancer du sein par les facteurs de croissance, oncogènes

et suppresseurs de tumeurs.

potentiels pour la composante épithéliale maligne des tumeurs. Le PDGF et le FGF sont sécrétés par les

cellules de cancer du sein, et peuvent être responsables de la prolifération de la composante stromale,

mésenchymateuse, observable dans de nombreux cancer du sein.

Les cellules de cancer du sein humain sécrètent aussi plusieurs peptides qui peuvent avoir une ac-

tivité autocrine inhibitrice. Le TGF-β (Transforming growth factor β) est un facteur de croissance qui

inhibe la prolifération des tissus épithéliaux, et stimule celle du tissu stromal [104]. Des études suggèrent

que des cellules de cancer du sein négatives pour l’ER sont plus sensibles au TGF-α que les cellules qui

l’expriment. Le potentiel « malin » du cancer du sein est probablement dépendant, au moins en partie,

de la balance entre stimulateurs et inhibiteurs de prolifération produits par la tumeur. Les cellules épi-

théliales et/ou stromales au sein de la tumeur sécrètent aussi des protéases, telles que les cathepsines

et les métalloprotéases, qui peuvent participer à l’invasivité tumorale et au potentiel métastatique.

Dans les cellules tumorales mammaires positives pour l’ER, l’expression et la sécrétion de certains

facteurs de croissance autocrine, tels que le TGF-α et IGF-2, sont stimulés par les oestrogènes, et in-

hiber par les anti-oestrogènes. Dans les cellules négatives pour l’ER, la sécrétion de ces facteurs n’est

pas régulée par les oestrogènes. Des chercheurs ont émis l’hypothèse que les changements d’expres-
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sion de ces facteurs sécrétés peuvent induire, dans une certaine mesure, des effets sur la croissance.

Les oestrogènes et les anti-oestrogènes stimulent la synthèse d’ADN, d’ARN (Acide ribonucléique) et de

protéines, mais aussi l’activité d’enzymes régulatrices. Les anti-oestrogènes ont les effets opposés sur la

plupart des tissus. Au bout du compte, les oestrogènes régulent la progression des cellules au sein du

cycle cellulaire et de la mitose.

La perturbation des mécanismes de contrôle de croissance au sein d’une cellule aboutit à une pro-

lifération cellulaire incontrôlée, et au développement du cancer. Une telle transformation cellulaire se

produit à la suite de l’activation d’oncogènes, la perte ou la mutation de gènes suppresseur de tumeur,

ou les deux [105].

Les équivalents normaux des oncogènes, les proto-oncogènes, fonctionnent en tant que régulateurs

de la croissance dans les cellules normales. Des altérations des proto-oncogènes sont associées à l’ini-

tiation, et/ou à la maintenance des tumeurs chez l’animal et chez l’Homme. Les produits des onco-

gènes sont fréquemment des facteurs de croissance, des récepteurs aux facteurs de croissance ou des

commutateurs moléculaires. Des oncogènes sont souvent surexprimés dans les tissus cancéreux mam-

maires, notamment c-Myc (cellular-Myelocytose) et Ras (Rat sarcoma), ou encore les membres de la

famille de l’EGFR. La surexpression et la mutation de récepteurs de facteurs de croissance mène sou-

vent à l’activation constitutive de ces derniers, et donc à l’induction de la signalisation sous-jacente en

absence de ligand. Des signaux inducteurs de croissance peuvent alors être continuellement transmis

aux cellules, aboutissant à l’activation de multiples voies de transduction et à une croissance cellulaire

dérégulée. Des gènes normalement impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, en particulier les

cyclines D et E, constituent aussi des oncogènes potentiels. La surexpression de ces oncogènes peut

contribuer à l’initiation et à la maintenance du phénotype malin. Il a été montré que l’expression de

c-Myc, Ras et HER-2 (Human epidermal growth factor receptor-2) dans les glandes mammaires de sou-

ris augmente l’incidence du cancer du sein, qu’il soit bénin ou malin. Une expression altérée de ces

gènes peut avoir de nombreux effets sur la croissance et l’hométostasie de l’épithélium mammaire. Des

études ont montré que le blocage de ces récepteurs de facteurs de croissance, ou de leur voie associée,

peut avoir des implications thérapeutiques. Ces études ont aussi montré que des anticorps monoclo-

naux spécifiques d’HER-2 ont d’importants effets anti-tumoraux et inhibent la voie de signalisation de

la PI3K (Phosphoinositide 3 kinase). En outre, ces anticorps monoclonaux agissent en synergie avec des

agents cytotoxiques tels que les anthracyclines, les analogues de platine, la vinorelbine et les taxanes.

L’EGFR, lorsqu’il est surexprimé, confère un mauvais pronostic au patient. Cependant, l’EGFR ne semble

pas être un moteur essentiel du comportement malin dans le cancer du sein, et les anticorps monoclo-

naux dirigés contre cette cible n’ont donné lieu qu’à des succès marginaux en essai clinique. L’expression
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de ces oncogènes au sein de spécimens de cancer du sein humain a été montrée comme fournissant une

information valable sur l’agressivité tumorale, le pronostic, ainsi que sur la sensibilité à la thérapie. Bcl-2

est un autre gène fréquemment surexprimé dans le cancer du sein, sa surexpression est associée à un

pronostic favorable [106]. Des molécules relais de la signalisation en aval des récepteurs cellulaires de

surface sont souvent activés ou autrement altérés dans les cellules malignes. Ainsi, les voies de la PI3K

et des MAPK (Mitogen-activated protein kinase) sont fréquemment activées dans le cancer du sein, et

ce même en absence de surexpression de l’EGFR ou d’HER-2.

Les gènes supresseurs de tumeurs jouent aussi un rôle dans la carcinogenèse du sein. Des altérations

de gènes suppresseurs de tumeur bien connus, commme RB1 (Retinoblastoma 1) ou p53, ont été iden-

tifiées dans les cellules de cancer dus sein, aussi bien que dans d’autres tumeurs solides. Des mutations

de p53 ont été trouvées au sein de familles atteintes du syndrome de Li-Fraumeni, qui présentent une

augmentation marquée de l’incidence du cancer du sein et d’autres néoplasmes. De plus, plus de 50 %

des cancers du sein ont des mutations sur le gène de p53. Les deux gènes mutés associés aux cancers

du sein familiaux, BRCA1 (Breast cancer type 1 susceptibility protein) et BRCA2 (Breast cancer type

2 susceptibility protein), sont aussi considérés comme des gènes suppresseurs de tumeurs. La fonc-

tion normale des produits de ces gènes est de contrôler la prolifération cellulaire (RB1 et p53) ou de

faciliter/induire la réparation de l’ADN (p53, BRCA1 et BRCA2). Les mutations mènent à des protéines

mutées, et ainsi à une progression dérégulée des cellules au sein du cycle cellulaire. La reconnaissance

que l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs est associée au cancer du sein pourrait mener à

une détection précoce des familles à haut risque, aussi bien qu’à de nouvelles stratégies de traitement

pour renverser le phénotype malin par introduction de copies normales du gène à l’aide de la théra-

pie génique ou par traitement avec la protéines normale elle-même. De telles stratégies font l’objet de

recherches actives, que ce soit en laboratoire ou au sein d’essais cliniques.

2.3 Classification des cancers du sein

Comme toute classification, celle du cancer du sein a évolué avec l’accroissement des connaissances

accumulées sur le sujet. Elle repose essentiellement sur des données histologiques et moléculaires.

2.3.1 Sous-types histologiques

95 % des cancers du sein sont des carcinomes, c’est à dire des tumeurs se développant à partir de

cellules épithéliales [1]. Ces carcinomes peuvent être canalaires soit lobulaires, suivant qu’ils se déve-

loppent à partir des canaux lactifères ou des lobules. Le terme d’adénocarcinome désigne un carcinome

issu d’un tissu glandulaire, de ce fait tous les carcinomes peuvent être également appelés ainsi puisque
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FIGURE 2.6 – Classification histologique des sous-types de cancer du sein [1].

les canaux et lobules sont des tissus glandulaires. Les 5 % de cancers du sein restant se développent à

partir du tissu entourant la glande, et bien que plus rares, leur nombre de sous-types est relativement

élevé [1]. Nous pouvons citer par exemple, les tumeurs d’origine mésenchymateuse, comme les an-

giomes qui sont issus des vaisseaux, ou encore les tumeurs fibroépithéliales, comme les tumeurs phyl-

lodes qui se développent à partir du tissu conjonctif. Cependant la première distinction histologique de

la classification du cancer du sein ne repose pas sur son origine, mais sur le caractère invasif, ou infil-

trant de la tumeur. Ce caractère n’est applicable qu’aux carcinomes, car il désigne l’invasion du tissu

situé au delà de la membrane basale de la glande. Un carcinome peut donc soit être in situ soit infil-

trant.

Les carcinomes mammaires in situ peuvent être à leur tour sous-classifiés en carcinomes mam-

maires in situ canalaires ou lobulaires, sur la base de leur profil de croissance et leurs caractéristiques

cytologiques. Les carcinomes in situ canalaires sont considérablement plus fréquents que leurs contre-

parties lobulaires. Les carcinomes in situ canalaires ont été traditionnellement subdivisés en comedo,

cribiforme, papillaire, micropapillaire et solide. Ce sous-sous-schéma de classification fut un outil va-

lable pendant des décennies, mais, se basant seulement sur des caractéristiques histologiques, il est

moins utilisé de nos jours au profit des marqueurs moléculaires.
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De la même manière que les carcinomes in situ, les carcinomes invasifs sont un groupe hétérogène

de tumeurs divisées en plusieurs sous-types histologiques. Les sous-types majeurs sont les carcinomes

infiltrants canalaires, lobulaires, canalo-lobulaires, mucineux (colloïdes), tubulaires, médullaires et pa-

pillaires. De ces derniers, les carcinomes infiltrant canalaires sont de loin les plus répandus, représentant

70 à 80 % de toutes les lésions invasives [1].

2.3.2 Classification moléculaire

Cancer du sein

HER-2+,
ER-

Normal-like

Basal-like
(15-20%)

Enrichi HER-2
(10-15%)

Claudin-low
(12-14%)

Luminal B
(~20%)

Luminal A
(~40%)

ERhigh,
HER-2low

ERlow, HER-2low,
proliferationhigh

ER-, PR-, HER-2-,
K5/14+, EGFR+

ER-, claudinelow,
vimentine+

FIGURE 2.7 – Classification moléculaire du cancer du sein [1]. Cette classification se base sur les sous-

types moléculaires du cancer du sein identifiés par analyse de puces génomiques d’échantillons tumoraux pri-

maires.

Alors que la classification histologique du cancer du sein a une valeur pronostique, l’absence de

composants moléculaires à cette classification limite la capacité à prédire la réponse aux thérapies ci-

blées. L’identification de sous-types moléculaires commence à résoudre ce problème. Ils sont au nombre

de six :

— HER-2+ ;

— luminal A ;

— luminal B ;

— basal-like ;

— claudin-low ;

— normal-like.

Ces sous-types moléculaires ont été établis sur la base d’analyses d’expression par puce génomiques

[107]. Ils présentent des différences significatives dans la prédiction de la survie, notamment pour le

sous-type basal-like qui est le plus défavorable. Cette classification a permis en outre de stratifier les

populations ER+. En effet les statuts ER, PR et HER-2 sont utilisés cliniquement dans le cas des carci-

nomes canalaires infiltrants, mais ces marqueurs ne permettent pas la séparation des luminal A et B,



2.3 Classification des cancers du sein 41

deux sous-types ER+ qui ont des issues cliniques très différentes.

Le sous-type HER-2+ est le plus simple à définir. Il se caractérise pas une expression élevée d’HER-2.

Cela est généralement du à une amplification de la région chromosomique correspondante. Ainsi, ce

type de cancer peut aussi surexprimer les gènes de l’unité d’amplification autour d’ERBB2 (V-erb-b2

avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), gène d’HER-2.

Le sous-type luminal A représente des cancers généralement de bas grade et d’évolution plutôt fa-

vorable. Ces cancers expriment les récepteurs hormonaux, ainsi que le profil de gènes en étant issus.

Il expriment également les gènes liés à la différenciation luminale, dont le facteur GATA-3 (Guanosine-

adenosine-thymidine-adenosine binding protein 3) est le plus caractéristique. Le sous-type luminal B

regroupe quant à lui les autres cas luminaux moins différenciés et plus prolifératifs.

Les cancers basaux sont triple-négatifs, c’est à dire qu’ils n’expriment ni ER, ni PR, ni HER-2 [108].

Cependant tous les cancers du sein triple-négatifs ne sont pas de type basal. Ces cancers sont de haut

grade et de mauvais pronostic. Ils sont très prolifératifs, expriment des gènes codant pour les régula-

teurs de cycle cellulaire, et présentent fréquemment des mutations de p53. L’expression de la cadhé-

rine E, et de CD44 (Cluster of differentiation 44) sont également des marqueurs de ces cancers. Une

subdivision des cancers basaux a été proposée : basal-like A et B [109]. Le fait le plus notable de cette

distinction l’expression du marqueur mésenchymateux, la vimentine, par le sous-type basal B. Cela le

rapprocherait des cancers du sein mésenchymateux, mais surtout pourrait être un indicateur de la tran-

sition épithélio-mésenchymateuse précédant la métastase.

Le sous-type claudin-low est principalement caractérisé par une faible expression des marqueurs de

différenciation luminaux, et par un enrichissement des marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse

et des marqueurs des cellules souches. Son nom vient de la faible expression des claudines, des protéines

impliquées dans les jonctions intercellulaires serrées, et dont la perte est un marqueur de la transition

épithélio-mésenchymateuse.

Dans cette classification, les sous-types luminaux A et basaux sont les plus affirmés. Ils sont très

différents l’un de l’autre, avec environ 20 % des gènes différentiellement exprimés, et peuvent laisser

penser qu’il s’agit de deux pathologies différentes [110]. Cette classification peut également comportée

un sous-type dit « normal » dont les caractéristiques sont mal définies et que nous ne détaillerons pas.
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2.3.3 Place des cellules souches cancéreuses dans la classification

La définition de sous-types moléculaires aident à dessiner la cime de l’arbre de classification du can-

cer du sein. L’identification de racines communes à ces différents sous-types permettrait d’avoir une

vue plus globale du développement de la maladie, et le concept de cellule souche cancéreuse se propose

d’apporter des éléments de compréhension. Ce concept n’est pas récent, et encore moins spécifique du

cancer du sein. Cependant, il a fait l’objet d’un regain d’attention grâce à l’isolement, et la caractérisa-

tion, de cellules souches cancéreuses en tant que cellules initiatrices de tumeurs dans différents types

de cancers. La théorie des cellules souches cancéreuses stipule simplement qu’au sein d’une tumeur,

seul un groupe restreint de cellules sont responsables de l’initiation et la progression tumorale [111].

Les cellules tumorales restantes ne présentent, elles, qu’un faible potentiel tumorigénique. L’origine des

cellules souches cancéreuses est encore inconnue, mais deux hypothèses sont actuellement débattues :

celle d’une origine à partir d’une cellule souche normale, et celle à partir d’une cellule normale dédif-

férenciée.

La hiérarchie cellulaire de la glande mammaire n’est pas bien définie comme celle du système héma-

topoïétique qui présente des marqueurs spécifiques. Principalement pour cette raison, les marqueurs

utilisés pour identifer les cellules souches cancéreuses mammaires sont les mêmes que ceux utilisés

pour les cellules souches cancéreuses en général. Une méthode qui s’est révélée fructueuse repose sur

un tri d’une population CD44highCD24 (Cluster of differentiation 24)low. CD44 est un récepteur pour les

composants de la matrice extracellulaire, acide hayluronique et collagène notamment, et CD24 est une

molécule d’adhésion. En d’autres termes, cette population cellulaire est sélectionnée sur des caractéri-

tiques de la transition épithélio-mésenchymateuse, et il a été montré que 200 cellules issues de cette

sélection pouvait générer des tumeurs aux caractéristiques semblables à celle de la tumeur d’origine

(dans le cadre de xénogreffes sur des souris immunodéprimées) [112].

2.3.4 Limite de la classification : cas du cancer du sein triple négatif

Le cancer du sein triple-négatif est caractérisé par l’absence, ou la faible expression des récepteurs

hormonaux (ER et PR) et d’HER-2. Cela représente entre 10 et 20 % des cancers du sein [113]. Ce sous-

type représente un enjeu important dans le champ de recherche sur le cancer du sein, car à ce jour,

la chimiothérapie reste la seule option thérapeutique après la chirurgie et la radiothérapie. Ces tu-

meurs sont cependant associées aux résistances à la chimiothérapie, à un fort risque de rechute, et à

un mauvais pronostic. Les tumeurs mutées sur p53 ou BRCA1 se retrouvent fréquemment dans ce sous-

type.
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Le cancer du sein triple-négatif a longtemps été associé au sous-type basal-like, car toutes les tu-

meurs basal-like sont triples-négatives, cependant l’inverse n’est pas vrai [108]. Histologiquement, les

tumeurs triples négatives sont à 90 % des carcinomes canalaires infiltrant, avec un haut grade notam-

ment du au fort index mitotique [113].

Récemment, des analyses de puces génomiques effectuées sur les lignées de cancer du sein triple-

négatives, se sont attachées à caractériser ce sous-types d’un point de vue moléculaire [114]. Les auteurs

de cette étude ont établi une stratification des tumeurs triple-négatives, représentée sur la figure 2.8.

Cancer du sein
triple-négatif

Enrichi HER-2Luminal (A+B)

Basal-like
70-80%

Non-basal-like
20-30%

Claudin-low Basal-like

FIGURE 2.8 – Stratification des tumeurs triples-négatives [114].

Ainsi, le cancer sein triple-négatif présente donc une composante basal-like 1, qui peut être divisés

en claudin-low ou claudin-high. L’autre composante (non-basal-like) peut elle être divisée en luminal

et enrichi en HER-2. Cette classification illustre la difficulté du traitement de ce type de cancer du sein,

difficulté principalement due aux sous-types moléculaires qui le composent, et donc à une impossibilité

de prédire l’efficacité du traitement sans examens complémentaires.

2.4 Stades et grades du cancer du sein

2.4.1 Les stades cliniques du cancer du sein

Les examens diagnostiques permettent de déterminer le stade du cancer du sein. Cela se base sur

trois critères :

1. Le terme « composante » est utilisé ici pour désigner le fait que le cancer du sein triple-négatif présente plusieurs sous-

sous-types de cancers différents.
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— la taille et l’infiltration de la tumeur ;

— l’atteinte ou non des ganglions lymphatiques ;

— la présence ou non de métastases.

La classification TNM (Tumor node metastasis) La classification TNM concerne tous les types de can-

cer. Elle introduit différents niveaux de classification des critères précédemment cités, et s’applique uni-

quement aux carcinomes.

Le paramètre « T » renseigne sur la taille de la tumeur :

— TX, la tumeur ne peut être évaluée ;

— T0, pas de tumeur décelable ;

— Tis, carcinome in situ ;

— T1, tumeur de moins de 2 cm dans son plus grand diamètre ;

— T2, tumeur de plus de 2,0 cm et de moins de 5,0 cm dans son plus grand diamètre ;

— T3, tumeur de plus de 5,0 cm dans son plus grand diamètre ;

— T4, tumeur de toute taille avec extension à la paroi thoracique ou à la peau.

Le paramètre « N » renseigne sur l’atteinte des ganglions lymphatiques :

— NX, les adénopathies régionales ne peuvent être évaluées ;

— N0, pas d’adénopathie régionale métastatique ;

— N1, métastase ganglionnaire à un ou plusieurs ganglions ;

— N2, métastase(s) ganglionnaire(s) axillaire(s) ou métastase(s) ganglionaire(s) mammaire(s) in-

terne(s) ;

— N3, métastase(s) ganglionnaire(s) sous-claviculaire(s).

Le paramètre « M » renseigne sur la présence de métastases :

— MX, renseignements insuffisants pour classer la métastase à distance ;

— M0, absence de métastase à distance ;

— M1, présence de métastase(s) à distance.

Les stades issus de la classification TNM Cinq stades peuvent être définis à partir de la classification

TNM : 0, I, II, III et IV. Le stade 0 désigne les carcinomes du sein in situ (Tis :N0 :M0). Le stade I dé-

signe les carcinomes infiltrants inférieurs ou égaux à 2 cm de diamètre (T1 :N0 :M0). Le stade II désigne

les carcinomes infiltrants, sans métastases, dont le diamètre est soit supérieur à 2 cm et sans envahis-

sement ganglionnaire (T2/T3 :N0 :M0), soit compris entre 0 et 5 cm et avec 1 à 3 ganglions envahis

(T0/T1/T2 :N1 :M0). Le stade III désigne les carcinomes infiltrants sans métastase (T0/T1/T2/T3/T4 :N1/N2/N3 :M0).

Enfin, le stade IV désigne les carcinomes métastatiques (T0/T1/T2/T3/T4 :N1/N2/N3 :M1).
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2.4.2 Les grades anatomopathologiques du cancer du sein

Le grade permet de définir l’aggressivité du cancer. L’anatomopathologiste le détermine en évaluant

trois paramètres morphologiques microscopiques :

— l’architecture tumorale, qui caractérise le niveau de différenciation des cellules (plus une cellule

est différenciée, moins elle est agressive) ;

— la forme et la taille du noyau, ;

— l’activité mitotique (i.e. le nombre de cellules en division), qui caractérise l’activité proliférative

de la tumeur.

Une note, de 1 à 3, est attribuée à chaque paramètre. Pour l’architecture, la note augmente avec le

nombre de cellules indifférenciées. Dans le cas du noyau, elle augmente avec la taille et l’aspect irré-

gulier de ce dernier. Enfin, dans le cas de l’actitivité mitotique, la note augmente avec le nombre de

mitoses observées. Le grade correspond à la somme des trois notes. Le grade I est attribué aux tumeurs

les moins agressives, c’est à dire un score entre 3 et 5, et le grade III aux tumeurs les plus agressives

(score égal à 8 ou 9). Le grade II correspond quant à lui à un niveau intermédiaire (score égal à 6 ou 7).

2.5 Aspects pathologiques du cancer du sein

2.5.1 Épidémiologie du cancer du sein

Le cancer du sein est de très loin le cancer le plus fréquent chez la femme avec une estimation de

1,38 million de nouveaux cas dans le monde en 2008 [115]. Ceci représente 23 % des cancers, soit le se-

cond cancer le plus fréquent, après le cancer du poumon, dans le monde. Le cancer du sein est une ma-

ladie des pays développés. Son incidence varie de 19,3 pour 100 000 femmes, en Afrique de l’est, à 89,7

pour 100 000 femmes, en Europe de l’ouest. La mortalité associée au cancer du sein est bien moindre,

entre 6 et 19 femmes sur 100 000, ce qui relègue cette maladie au cinquième rang de la mortalité causée

par le cancer. Cependant le cancer du sein reste la cause la plus fréquente de mort induite par le cancer

chez la femme.

En France, sur population d’environ 33 millions d’individus féminins, 53 000 nouveaux cas ont été

estimés en 2011, avec des taux de survie à 5 et 10 ans estimés à 86 et 76 % respectivement [116]. Tou-

jours en France, en 2008, le cancer du sein représentait 35,5 % des cancers, 19,4 % de la mortalité des

cancers chez la femme [115]. La tendance est à une augmentation à la fois de l’incidence et la survie

[116]. L’augmentation de la survie peut s’expliquer par les avancées thérapeutiques faites ces dernières

années, mais c’est la prévention par mammographie et les techniques de détection qui explique les ten-

dances. En effet, les mammographies précoces et systématiques effectuées ces dernières années font
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que les cancers du sein sont détectés de plus en plus précocément, ce qui en augmentent l’incidence, et

aussi la survie par une prise en charge plus efficace.

2.5.2 Facteurs de risque

L’incidence du cancer du sein varie substantiellement selon certains facteurs de risques bien établis.

Parmi ces facteurs, le deux plus importants sont le genre et l’âge.

Genre L’incidence du cancer du sein est 100 fois plus élevée pour les femmes que pour les hommes.

Ce ratio est relativement constant dans les différentes pays du monde, bien que certaines études aient

suggéré que les populations d’Afrique noir puissent être plus touchées. Cependant, ces études ne se

basaient pas sur des populations africaines, mais sur des populations afro-américaines socialement mal

classées. Aussi ces études sont à rapprocher des facteurs socio-économiques cités plus bas. Une nombre

important de facteurs de risque ont été identifiés chez la femme. Le nombre réduit des cancers du sein

masculins fait que les facteurs de risque pour l’homme sont beaucoup moins bien établis.

Âge L’incidence du cancer du sein s’accroît énormément avec l’âge, allant de moins de 10 cas pour

100 000 femmes entre l’âge 20 et 30 ans, à plus de 300 pour 100 000 après 60 ans. Les probabilités de

développer un cancer du sein invasif sont de 0,48 %, 3,86 %, 3,51 %, 6,95 % et 12,28 % pour des femmes

âgées de 39 ans (ou moins), de 40 à 59 ans, de 60 à 69 ans et 70 ans (ou plus) respectivement. Cependant,

la corrélation entre l’âge et l’incidence n’est pas linéaire. La pente de corrélation est la plus raide pour

les femmes les plus jeunes, et décroît fortement durant et peu de temps après la ménopause, pour ré-

augmenter plusieures années après. La médiane de l’âge au diagnostic du cancer du sein est de 64 ans

aux États-unis, cependant dans d’autres parties du monde, où l’espérance de vie est plus courte, cette

valeur diminue. La fréquence de mortalité liée à l’âge suit aussi ce profil.

Facteurs socio-économiques et origine éthnique Le cancer du sein est plus fréquemment observé

chez les femmes de haute classe sociale, et de statut d’éducation élevé. Cette découverte est probable-

ment liée au mode de vie, notamment l’alimentation, l’âge du première enfant, utilisation d’hormones

exogènes, et la consommation d’alcool. Cependant, la mortalité est plus haute chez les femmes issues

de groupes non privilégiés, suggèrant que l’accès aux soins et à la thérapie reste un obstacle important

pour un diagnostic et un traitement optimal. Les études s’intéressant au relations entre l’incidence et

l’origine éthnique sont globalement circonscrites aux États-Unis, où les statistiques éthniques sont au-

torisées. Les femmes caucasiennes sont les plus touchées, suivies des femmes afro-américaines, les

femmes les moins touchées étant les femmes natives du continent américain (Indiennes et Inuits).
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Facteurs génétiques 11 des 30 % des femmes atteintes d’un cancer du sein ont un (ou plus) parent(s)

du premier degré atteint d’un cancer du sein. De plus 40 % des femmes atteintes d’un cancer du sein

ont un parent d’un quelconque type atteint. Enfin, Environ 4 à 9 % des cancers du sein sont considérés

comme étant liés à l’hérédité. L’identification et le clonage de BRCA1 et BRCA2, deux gènes associés

aux cancers du sein familiaux (et aussi à d’autres types de cancers), ont montré l’importance de la prise

en compte de l’histoire familiale dans l’évaluation initiale des facteurs de risques. BRCA1 et BRCA2 sont

impliqués dans la réparation des dommages de l’ADN. Les cancers familiaux représentent environ

10 % des cancers du sein, et ceux liés à BRCA1 ou BRCA2 représentent les deux tiers de ces cas. Les

individus porteurs d’une mutation de l’un ou l’autre de ces gènes ont un risque d’avoir un cancer du

sein de 40 à 85 %.

Autres facteurs de risques Il existe de nombreux autres facteurs de risques participant à l’appari-

tion du cancer de sein ; le plus important restant a cité étant le rôle des oestrogènes et de la proges-

térone. En effet, ces hormones endogènes sont intimement à la biologie du cancer du sein (cf. plus

haut), et des études suggèrent un lien entre elles et le développement du cancer du sein. D’autres fac-

teurs de risques ont été identifiés. Certains plus ou moins spécifiques de ce type de cancer, comme la

prise d’hormones exogènes contraceptives, d’autres plus généraux, environnementaux, comme l’ac-

tivité physique, la consommation d’alcool ou l’obésité. La liste est impressionante, et sachant que le

cancer du sein est peut-être le type de cancer le plus étudié, cela reflète certainement notre incompré-

hension des mécanismes à l’origine de l’oncogenèse, de la même manière que le font la multiplication

des sous-types moléculaires du cancer du sein.

2.6 Chimiothérapie utilisée dans le traitement du cancer du sein

La prise en charge du cancer du sein est complexe et dépend de nombreux facteurs. Généralement,

la détection par mammographie impose une biopsie permettant de déterminer si la lésion est cancé-

reuse. La biopsie permettra également de déterminer les caractéristiques histologiques et moléculaires

du tissu. En cas de tumeur, le traitement se composera de différentes approches entre résection chirur-

gicale, radiothérapie, thérapie ciblée ou chimiothérapie. Nous intéresserons ici aux aspects chimiothé-

rapeutiques du traitement du cancer du sein. Les autres aspects ne seront pas détaillés.

2.6.1 Modes d’action

Le cancer du sein est modérément sensible aux agents cytotoxiques. Plusieurs catégories d’agents,

avec différents mécanismes d’action ont une activité antitumorale substantielle chez les patiente at-
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teintes d’un cancer du sein [103]. Les composés les plus actifs sont :

— les anthracyclines (doxorubicine, épirubicine) ;

— les agents alkylants (cyclophosphamide, sels de platine) ;

— les antimétabolites (méthotrexate, 5-fluorouracile, capecitabine, gemcitabine) ;

— les vinca-alcaloïdes (vinorelbine, vinblastine, vincristine) ;

— les dérivés de l’épothilone (ixabépilone) ;

— les taxanes (paclitaxel, docétaxel).

Anthracyclines (génotoxiques) Ce sont des composés qui, de par leur structure « plate » (noyaux ben-

zeniques) s’intercalent entre les paires de bases, et perturbent les mécanismes régulant le métabolisme

de l’ADN.

Agents alkylants (génotoxiques) Les agents alkylants et les sels de platine sont des composés électro-

philes qui forment des liaisons covalentes qui avec des atomes riches en électrons. Dans les systèmes

biologiques ces agents réagissent avec les atomes des protéines et de l’ADN. Les réactions les plus im-

portantes pour la toxicité sont celles avec l’ADN. Elles induisent des liaisons fortes entre les brins, em-

pêchent leur séparation et provoquent des cassures lors de la réplication.

Antimétabolites (génotoxiques) Les antimétabolites (puriques ou pyrimidiques), se substituent aux

bases azotés lors de la production d’ADN en phase S, interfèrent avec la division et stoppent la proli-

fération. Cette caractéritique des antimétabolites les fait rentrer dans la catégories des composés dits

cytostatiques.

Poisons des microtubules (anti-mitotiques) Les dérivés de l’épothilone, les vinca-alcaloïdes et les

taxanes sont des composés qui modifient la dynamique des microtubules et empêchent la division cel-

lulaire.

La durée de réponse à ces composés en agent simple est très courte, et la base de la chimiothérapie

consiste à les combiner. L’idée est que la combinaison d’agents avec différents mécanismes d’action,

et des toxicités non-chevauchantes, augmentera le bénéfice du traitement et retardera l’émergence de

résistances sans effet sur la mortalité ou la qualité de vie. Depuis l’introduction des taxanes dans le trai-

tement du cancer du sein, deux hypothèses s’opposent [103]. La première préconise l’administration

concurrente d’au moins deux agents cytotoxiques pour empêcher ou minimiser l’apparition de résis-

tances, et maximiser la réduction tumorale. La seconde propose l’administration séquentielle de plu-

sieurs composés en agent simple, et à pleine dose, pour maximiser l’intensité et limiter la toxicité. En

général l’administration séquentielle est mieux tolérée, mais son bénéfice n’est pas évident si les doses
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optimales peuvent être injectées de manière concomitante.

2.6.2 Importance du paclitaxel

Plus d’une soixantaine de « régimes » de chimiothérapie sont utilisés dans le traitement du cancer du

sein. Cette diversité est due aux différentes combinaisons entre les différents composés, ainsi qu’à leur

mode et leur cinétique d’administration. Les nombreux sous-types de cancer du sein ajoute un niveau

de complexité supplémentaire auquel il faut ajouter les caractéristiques intrinsèques du patient réper-

toriés lors que l’examen clinique.

Lister l’ensemble des traitements de chimiothérapie utilisés n’est pas une tâche aisée. Elle a été réa-

lisée notamment par un site internet [117], qui a repertorié l’ensemble des traitements aux États-Unis,

tous types de cancer confondus. Cette liste n’est pas exhaustive, mais regroupe les traitements les plus

utilisés accompagnés des références des essais cliniques. Dans le cas du cancer du sein, les traitements

sont classifiés en deux catégories : thérapie adjuvante (et néo-adjuvante) et traitement du cancer du sein

métastatique. Ces deux catégories sont elles-mêmes sous-classifiées en :

— thérapie hormonale ;

— chimiothérapie ;

— thérapie ciblée.

Afin d’évaluer l’importance du paclitaxel dans le traitement du cancer du sein, nous avons listé l’en-

semble des composés de chimiothérapie utilisés dans chaque traitement, et déterminer sa fréquence

d’utilisation en rapportant son nombre d’occurences au nombre d’occurences total (Figure 2.9).

Les thérapies hormonales et ciblées ont été exclues pour ne garder que la chimiothérapie classique,

mais la disctinction entre thérapie adjuvante et traitement du cancer du sein métastatique a été conser-

vée. Nous pouvons constater que le paclitaxel est fréquemment utilisé dans le traitement du cancer

du sein métastique. Le paclitaxel est moins utilisé en chimiothérapie adjuvante, mais sa fréquence reste

non négligeable. Nous constatons également l’importance du docétaxel, l’autre taxane utilisé en chi-

miothérapie. Nous avons effectué la même analyse dans le cas des thérapies hormonales et ciblées, et la

fréquence d’utilisation du paclitaxel reste beaucoup plus basse comparé à d’autres composés.

2.7 Le paclitaxel dans le cancer du sein métastatique

La premier effet clinique significatif des taxanes a été démontré dans des études concernant des

femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique. Le paclitaxel, en agent simple, présentait une ac-
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FIGURE 2.9 – Fréquence d’utilisation des composés de chimiothérapie dans le traitement du cancer

du sein métastatique, et en thérapie adjuvante ou néo-adjuvante.

tivité significative chez le patientes sensibles (fréquence de réponse de 35 à 55 %) et les patientes ré-

fractaires (fréquence de réponse de plus de 20 %) à la doxorubicine [118, 119]. Dans ces deux études

une dose précise d’administration n’avait pas été déterminée. Il est apparu par la suite qu’une admi-

nistration intra-veineuse de 175 mg/m2 sur 3 heures toutes les trois semaines paraissait une approche

raisonnable [120].

Dans la plupart des essais randomisés, le paclitaxel fut administré toutes les trois semaines, cepen-

dant, une administration hebdomadaire pouvait affecter favorablement le ratio thérapeutique. Une thé-
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rapie hebdomadaire à 80 mg/m2 a donc été comparée à un protocole basé sur une administration de

175 mg/m2 toutes les trois semaines [121]. La thérapie hebdomadaire était associée à un meilleur taux

de réponse, ainsi qu’à une médiane de survie plus élevée. En contre partie, l’observation d’une neuro-

pathie associée au traitement était aussi plus fréquente dans le cas de de la thérapie hebdomadaire,

cependant l’évaluation du rapport bénéfice risque a amené les auteurs de cette étude à conclure que le

traitement hebdomadaire était plus efficace pour les patientes atteintes d’un cancer du sein métasta-

tique.

2.7.1 Le paclitaxel en agent simple

Avant traitement par des anthracyclines Le paclitaxel a été comparé à la doxorubicine dans un essai

clinique concernant 331 femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique [122]. Dans cette étude, les

patientes ont reçu 200 mg/m2 de paclitaxel, ou 75 mg/m2 de doxorubicine, 3 heures toutes les trois se-

maines en administration intra-veineuse. Ces traitements étaient donnés en première ligne de défense

à des patientes n’ayant reçu aucun traitement par les anthracyclines. L’analyse des résultats montrèrent

que la survie sans progression, ainsi que la médiane de survie étaient plus hautes dans le cas de la doxo-

rubucine. L’administration de la doxorubicine était associée à une plus forte toxicité, mais cela était

contrebalancé par un meilleur contrôle des symptômes. La conclusion des auteurs de cette étude était

donc, qu’en première ligne de défense, l’administration de la doxorubicine était plus efficace que celle

du paclitaxel lorsqu’elle était effectuée une fois trois 3 heures toutes les trois semaines. Une autre

étude plus récente suggère que ce résultat pourrait être nuancé par le calendrier d’administration [123].

Dans cette étude, 739 femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique ont reçu 175 mg/m2 de pacli-

taxel, ou 60 mg/m2 de doxorubicine, ou les deux, toujours en première ligne de défense, mais cette fois

en administration unique sur 24 heures. Les taux de réponses (complètes ou partielles) observés étaient

de 36 %, 34 % et 47 % pour la doxorubicine, le paclitaxel ou la combinaison des deux, respectivement.

Toujours dans le même ordre, les médianes de survie étaient elles de 5,8, 6 et 8 mois. Il ressort donc de

cette étude que la doxorubicine et le paclitaxel peuvent avoir le même profil d’efficacité lorsqu’ils sont

administrés une fois sur 24 heures, et que la combinaison des deux traitements a un effet supérieur.

Enfin, le paclitaxel a aussi été comparé à la combinaison cyclophosphamide, methotrexate, 5-fluorouracile

et prédnisone [124]. Cette étude concernait 209 femmes, et a montré que le paclitaxel améliorait la sur-

vie comparativement à la combinaison des quatre composés précédemment cités.

Après traitement par des anthracyclines Il a été montré que le docétaxel, en agent simple, produisait

un effet supérieur à la combinaison mitomycine-vinblastine, et aussi à la combinaison méthotrexate-5-
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fluorouracile, chez des patientes qui avaient reçu un traitement préalable aux anthracyclines [125]. Le

paclitaxel quant à lui produisait un taux de réponse inférieur à la combinaison cisplatine-étoposide,

chez le même type de patientes [125]. Une étude clinique a comparé le docétaxel et le paclitaxel. Cette

étude a été réalisé sur 449 femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique dont la progression se

faisait en dépit d’un traitement préalable par des anthracyclines [126]. Les patientes ont reçu soit 100

mg/m2 de docétaxel, ou 175 mg/m2 de paclitaxel 3 heures toutes les trois semaines. Les taux de réponse

entre les deux composés étaient semblables, mais le docétaxel produisait un meilleur temps jusqu’à la

reprise de la progression.

2.7.2 Le paclitaxel en combinaison avec d’autres agents

Combinaison avec des anthracyclines Dans le cas du cancer du sein métastatique, la combinaison

doxorubicine-docétaxel induit une meilleure réponse, en première ligne, que la combinaison de la doxo-

rubicine avec d’autres composés comme le 5-fluorouracile et le cyclophosphamide [127]. Un meilleur

effet de la combinaison doxorubicine-paclitaxel est elle moins évidente, car un tel effet n’a été observé

que dans une seule étude [128]. Dans cette étude, 267 femmes ont reçu soit 50 mg/m2 de doxorubicine,

suivi de 220 mg/m2 de paclitaxel 24 heures plus tard, ou bien un traitement à base de 5-fluorouracile

(500 mg/m2), doxorubicine (50 mg/m2) et cyclophosphamide (500 mg/m2). Les deux traitements ont

été administrés toutes les 3 semaines sur 8 cycles. Le traitement contenant du paclitaxel produisait un

taux de réponse significativement plus élevé que le second traitement. La survie générale, ainsi que le

temps jusqu’à la reprise de la progression, étaient aussi supérieurs.

Combinaison avec des thérapies ciblés Des études précliniques ont montré que des lignées cellulaires

exprimant fortement HER-2 présentaient une résistance accrue au paclitaxel (près de 100 fois) [129], et

que cette résistance était associée à l’expression de Mdr-1 (Multidrug resistance protein 1). Cependant,

des études cliniques ont montré un interaction favorable entre le trastuzumab, un anticorps humanisé

dirigé contre HER-2, et le paclitaxel [130]. Le paclitaxel a aussi été évalué en combinaison avec le beva-

cizumab, un antiorps humanisé dirigé contre le VEGF (Vascular endothelial growth factor) [131]. Dans

cette étude, 722 femmes atteintes d’une rechute locale, ou d’un cancer du sein métastatique ont été

traitées avec 90 mg/m2 de paclitaxel, avec ou sans 10 mg/kg de bevacizumab. L’addition du bevacizu-

mab a été associée à une meilleure réponse, bien que le taux de survie était semblable dans les deux

groupes. Les effets secondaires, comme l’infection, était plus fréquents dans le groupe ayant reçu de le

bevacizumab.
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2.8 Le paclitaxel dans les stades précoces du cancer du sein

2.8.1 Le paclitaxel en tant que traitement adjuvant

Le bénéfice potentiel de combiner séquentiellement une thérapie à base d’anthracyclines avec du

paclitaxel a été évalué [132, 133, 134]. Ces études ont montré une amélioration du taux de survie géné-

rale et sans récidive. Une autre étude a comparé le paclitaxel et le docétaxel [135]. Dans cette étude, 4950

femmes atteintes d’un cancer du sein avec nodules lymphatiques ont reçu quatre cycles d’une combi-

naison doxorubicine-cyclophosphamide, suivis de paclitaxel (174 mgm2 toutes les trois semaines, ou

80 mgm2 hebdomadaire), ou de docétaxel (100 mgm2 toutes les trois semaines, ou 30 mgm2 hebdoma-

daire). Les auteurs ont conclu que le traitement par du paclitaxel après la combinaison doxorubicine-

cyclophosphamide améliorait le taux de survie sans récidive et général. Il n’y avait pas différences

entre le paclitaxel et le docétaxel, ni entre le traitement toutes les trois semaines et hebdomadaire.

2.8.2 Le paclitaxel en tant que traitement néoadjuvant

Le bénéfice de l’ajout du paclitaxel avant la chirurgie n’a pas été évalué dans un essai clinique de

phase III. Cepndant cela a été fait pour le docétaxel. 163 femmes atteintes d’un cancer du sein en

stade avancé, ont reçu quatre cycles d’une combinaison doxorubicine-cyclophosphamide-vincristine-

prédnisolone [136]. Les patientes répondant au traitement ont alors reçu huit cycles de la même combi-

naison, ou quatre cycles de docétaxel. Les analyses ont révélé que le taux rémission complète était deux

fois plus élevé dans le groupe ayant reçu du docétaxel.



Chapitre 3

Les protéines de la famille de Bcl-2

L’apoptose est un processus actif de destruction cellulaire avec des caractéristiques morphologiques

et biochimiques bien définies, et ses mécanismes sont fréquemment dérégulés dans les cancers. Jusqu’à

présent deux voies majeures de l’apoptose ont pu être définies dans les cellules de mammifères : la voie

des récepteurs de mort et la voie mitochondriale. Les protéines de la famille de Bcl-2 sont les régulateurs

les plus importants de la voie mitochondriale, et ce statut peut être étendu à l’apoptose elle-même dans

la mesure où les signaux transmis par la voie des récepteurs de mort sont susceptibles d’être relayés à

la voie mitochondriale via cette même famille de protéines. Il est de coutume de diviser la famille de

Bcl-2 en pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Alors que les membres pro-apoptotiques agissent soit

en tant que senseur des signaux de mort, soit comme exécuteurs du programme de mort, les membres

anti-apoptotiques, eux, inhibent l’initiation du programme de mort. Les protéines de la famille de Bcl-2

sont conservées d’un point de vue évolutif, mais peuvent accomplir leurs tâches de manière différente.

De plus, de multiples signaux cellulaires peuvent modifier l’activité et la localisation de ces protéines,

formant ainsi un réseau de signalisation intracellulaire qui régit la délicate balance entre la mort et la

survie cellulaire.

3.1 Régulation de l’apoptose par les protéines de la famille de Bcl-2

La survenue de l’apoptose est déterminée par la balance entre les signaux de survie et les signaux

de mort. Les protéines de la famille de Bcl-2 constituent un centre décisionnel critique de l’apoptose,

agissant en tant que suppresseurs (anti-apoptotiques à multidomaines, tels que Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-

1), effecteurs (pro-apoptotiques à multidomaines : Bax et Bak (Bcl-2 associated k)), activateurs (pro-

apoptotiques à multidomaines ou BH3-only, tels que Bid (BH3-interacting domain death agonist), Bim

(Bcl2-interacting mediator of cell death) et Puma) et sensibilisateurs (pro-apoptotiques BH3-only (Bcl-

2 homology 3-only), tels que Bad (Bcl-2 associated d) et Noxa (Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced

protein 1 (noxa pour « dommage » en latin))) [4].
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FIGURE 3.1 – Régulation de l’apoptose par les protéines de la famille de Bcl-2. Dans les cellules saines,

APAF-1 est sous une forme auto-inhibée. À la suite d’un signal apoptotique, le niveau des protéines BH3-only

augmente. Elles se lient aux protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pour lever leur effet inhibiteur,

ou activent Bax directement. Cela mène à l’oligomérisation de Bax, ou Bak et déclenche la libération de cyto-

chrome c. Le cytochrome c cytosolique se lie à APAF-1 pour induire la formation de l’apoptosome, menant à

l’activation de la caspase-9 et à l’apoptose.

D’une manière générale, les anti-apoptotiques interagissent avec les effecteurs et les empêchent de

former des pores dans la membrane externe de la mitochondrie, ce qu’on appelle la MOMP (Mitochondrial

outer-membrane permeabilization). De leur côté, les sensibilisateurs coopèrent avec les inducteurs de

mort, en cherchant principalement à lier les anti-apoptotiques pour les inhiber, donnant ainsi libre

cours aux effecteurs ; certains sensibilisateurs interagissent également avec les effecteurs de façon à

potentialiser leurs fonctions. Enfin, les activateurs interagissent avec les effecteurs, et favorisent leur
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passage vers une conformation active nécessaire à leur activité perméabilisatrice. La perte d’intégrité

de la membrane de la membrane mitochondriale externe, causée principalement par les effecteurs,

mène notamment à la libération du cytochrome c (nécessaire au fonctionnement de la chaîne réspira-

toire, et normalement présent dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie) dans le cytoplasme

(Figure 3.1). Celui-ci agit en tant que cofacteur, avec APAF-1 (Adaptater molecule apoptosis protease

acivating factor 1), pour recruter la forme inactive de la caspase-9, et former ainsi l’apoptosome condui-

sant à son activation [137]. À son tour, la caspase-9 amorce de manière irréversible une cascade am-

plificatrice d’activation de caspases effectrices, comme la caspase-3, qui iront cliver leurs nombreux

substrats. Ainsi, la régulation de l’apoptose dépend largement d’un équilibre entre les activités anti-

et pro-apoptotiques de plusieurs homologues de Bcl-2. Un tel équilibre s’établit en tout premier lieu

via une modulation de l’expression des divers homologues, selon le stimulus de survie et le type cel-

lulaire concerné. Des modulations post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles (phosphorylation,

séquestration. . .) viennent également contribuer à cet équilibre. Enfin, d’autres molécules jouant un rôle

dans la décision ou l’exécution de l’apoptose ont été identifiées, comme les IAP (Inhibitor of apoptosis)

cytosoliques, tel que XIAP (X chromosome-linked IAP), dont le rôle est d’inhiber les caspases, et les inhi-

biteurs des IAP (Smac (Second mitochondria-derived activator of caspases), Htra2/Omi (High temperature

requirement protein A2/Omi)), libérés lors de la perte d’intégrité de la membrane mitochondriale ex-

terne.

3.2 Interactions des protéines de la famille de Bcl-2 et significativité

fonctionnelle

3.2.1 Interactions parmi les protéines de la famille de Bcl-2

Les protéines de la famille de Bcl-2 peuvent interagir les unes avec les autres, et aussi avec d’autres

protéines. La première protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 découverte, Bax, a été clonée sur

la base de son interaction avec Bcl-2 [138]. Beaucoup d’autres protéines de la famille ont été identifiées

sur la base de cette interaction. L’interprétation des interactions protéine-protéine peut cependant être

compliquée. Par exemple, nous savons maintenant que l’interaction in vitro entre Bax et Bcl-2 se pro-

duit seulement en présence de certains détergents, qui induisent un changement conformationnel de

Bax [139]. Néanmoins, l’authenticité de l’interaction peut être vérifiée par des systèmes d’interaction in

vivo, tels que le double hybride chez la levure, qui n’implique pas l’utilisation de détergents [140]. De

plus, les interactions parmi les membres de la famille, telles que celle de Bax avec Bcl-2, se produisent

in vivo au niveau des membranes lorsque les conformations sont adéquates [141].
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Sur la base de ces études, un profil général d’interactions peut être défini (Figure 3.1). Le premier

Pro-apoptotiques

Anti-
apoptotiques

Multi-domaines

Bax Bak Bok

Activateurs BH3

Bid Bim Puma

Sensibilisateurs BH3

Bmf Bik Bad Noxa Hrk

BH3 mimétique

ABT-737

Bcl-2

Bcl-xL

Bcl-w

Mcl-1

Bfl-1

Bcl-B

Tableau 3.1 – Interactions entre les protéines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques de la famille de

Bcl-2. Profils d’interaction illustrés de six anti-apoptotiques avec trois pro-apoptotiques multi-domaines, et

huit BH3-only qui peuvent être divisés entre les activateurs et les sensibilisateurs. Les interactions avec l’ABT-

737 ont aussi été représentées. Les interactions sont représentées par des carrés noirs. L’absence de carré si-

gnifie soit l’absence d’interaction, soit une interaction rapportée par un seul article, soit une interaction non

testée.

type d’interaction, le plus commun, reste celui entre un membre anti-apoptotique, tel que Bcl-2, et un

membre pro-apoptotique comme Bax. De cela peut résulter une action antagoniste de deux types de

molécules, et peut ainsi réguler le programme de mort. De manière intéressante, toutes les molécules

anti-apoptotiques n’interagissent pas avec toutes les molécules pro-apoptotiques. Il semble en effet que

certains membres d’un groupe se lient préférentiellement à certains membres de l’autre groupe. Concer-

nant le type d’interaction entre les membres multi-domaines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques, il

semble que Bax est capable d’interagir avec tous excepté Mcl-1 [142]. Néanmoins cette interaction a

déjà été observée précédemment en double hybride [140]. Bak quant à lui se lie préférentiellement à

Mcl-1 et Bcl-xL [142]. Finalement, il a été montré que Bok (Bcl-2-related ovarian killer) se lie à Mcl-1 et

A1 (Bcl-2-related protein A1), mais pas à Bcl-2 ni à Bcl-xL. Bien évidemment, toutes ces protéines ne

peuvent inhiber que les protéines avec lesquelles elles sont en mesure d’interagir.

Les protéines BH3-only affichent également différentes capacités de liaison avec les membres anti-

apoptotiques. En général, Bim et Puma se lient à tous les membres anti-apoptotiques, alors que les

autres BH3-only montrent une certaine sélectivité. Noxa ne se lie qu’à Mcl-1, alors que Bad et Bmf (Bcl-

2-modifying factor) se lient principalement à Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w (B cell lymphoma w). Bid, Bik (Bcl-
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2-interacting killer) et Hrk (Harakiri) se lient préférentiellement à Bcl-xL et Bcl-w par rapport à Bcl-xL

ou Mcl-1. Bad se lie uniquement à Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w. Bim, Puma et Bid sont de puissants inducteurs

mort, car ils sont capables de neutraliser tous les membres anti-apoptotiques, alors qu’une combinai-

son de Noxa et Bad est nécessaire à un effet apoptotique maximale. Ces découvertes nous ont montré

que l’efficacité de l’apoptose nécessite la neutralisation de multiples protéines anti-apoptotiques.

Le second type d’interaction se produit entre deux membres au sein d’un même groupe fonction-

nel. Dans le groupe des protéines pro-apoptotiques, une protéine BH3-only peut interagir avec une

protéine pro-apoptotique multi-domaine, par exemple Bid avec Bax [143] ou Bak [144]. Cela peut être

important pour l’activation de Bax ou Bak. Des interactions entre membres anti-apoptotiques ont aussi

été observées, notamment Bcl-B (Bcl-2 protein B) avec Bcl-2 ou Bcl-xL [145].

Le troisième type d’interaction est la dimérisation ou l’oligomérisation d’une même protéine. Cela

a été rapporté pour les membres anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xL [140], mais surtout pour les

membres pro-apoptotiques Bax [146] et Bak [144]. L’oligomérisation de Bax et Bak est indispensable à la

libération de cytochrome c.

3.2.2 Importance des domaines BH dans les interactions protéiques

Les domaines BH (Bcl-2 homology) sont importants pour les interactions entre les membres de la fa-

mille de Bcl-2. À ce jour, nous ne disposons en revanche que de peu d’informations sur les structures res-

ponsables des interactions homotypiques. Les études structurales suggèrent que la poche hydrophobe

formé par les domaines BH1 (Bcl-2 homology 1), BH2 (Bcl-2 homology 2) et BH3 (Bcl-2 homology 3)

des anti-apoptotiques sert d’accepteur pour le domaine BH3 des pro-apoptotiques (Figure 3.2) [147].

Les domaines impliqués dans les interactions entre membres pro-apoptotiques tels que Bid et Bax sont

le domaine BH3, et la poche hydrophobique formée par les domaines BH1, BH2 et BH3 des multi-

domaines [143]. Des mutations sur un des domaines peuvent habituellement annuler de telles interac-

tions. Des résidus importants ont été identifiés dans chaque domaine BH, notamment la glycine 145 du

domaine BH1 de Bcl-2, le tryptophane 188 du domaine BH2 de Bcl-2, et la glycine 94 du domaine BH3

de Bid [148, 143]. D’un autre côté, des régions extérieures aux domaines BH peuvent être également im-

portantes pour les interactions [149].

La liaison d’un membre anti-apoptotique à un membre pro-apoptotique peut nécessiter l’exposition

du domaine BH3 du membre pro-apoptotique. Cela peut ne pas être un problème pour la liaison d’un

BH3-only tel que Bid, qui expose son domaine BH3 à la suite d’un clivage protéolytique [150], ou Bim,

qui ne semble pas présenter de confinement structural [151]. Cependant, cela peut être un problème
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FIGURE 3.2 – Caractéristiques structurales des membres représentatifs de la famille de Bcl-2 [137].

Bcl-xL, Bax et Bid représentent les trois sous-groupes des protéines de la famille de Bcl-2 : les anti-apoptotiques

multidomaines, les pro-apoptotiques multidomaines, et les BH3-only, respectivement. Bid est le seul BH3-only

qui a une structure similaire à celle des multi-domaines. D’autres BH3-only, tels que Bim, Bad et Bmf, sont in-

trinsèquement non structurés. Les structures de Bcl-2, Bax et Bid sont composées de multiples hélices alpha

avec une ou deux hélices hydrophobiques centrales entourées par six ou huit hélices amphipathiques. Une

grande et flexible boucle non structurée est présente entre les hélices α1 et α2. Cette boucle est connue pour

être un domaine régulateur, sensible aux effets des protéase et des kinases. Les domaines BH sont distribués

sur une ou deux hélices alpha. Ils sont impliqués dans les interactions protéine-protéine. D’autres hélices al-

pha sont impliquées dans la liaison aux membranes (le domaine transmembranaire de Bcl-xL et Bax, et les

hélices alpha 4 à 6 de Bid) ou dans la formation de pores (les hélices alpha centrales hydrophobiques).

pour la liaison à Bax et Bak. En effet leur conformère non activé ne semblent pas se lier aux membres

anti-apoptotiques [152]. Le domaine BH3 nécessite d’être exposé sous une conformation active pour la

liaison [153].
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3.2.3 Interactions entre les protéines de la famille de Bcl-2 et d’autres molécules

3.2.3.1 Régulation des protéines de la famille de Bcl-2 par des protéines étrangères à la famille

Les protéines de la famille de Bcl-2 peuvent aussi interagir avec de nombreuses autres protéines.

Certaines de ces interactions sont liées à leur fonction dans la mort cellulaire, d’autres mènent à des

activités physiologiques différentes. Des protéines peuvent par exemple séquestrer des membres anti-

apoptotiques pour empêcher leur activation. C’est le cas de 14-3-3, qui se lie à Bad phosphorylé et em-

pêche sa translocation à la mitochondrie [154]. De la même manière, Bax peut être séquestré par 14-

3-3 dans le cytoplasme, et libérer suite à la phosphorylation de 14-3-3 par JNK (Januns kinase) [155].

Bak peut être séquestré à la mitochondrie par Bcl-xL et Mcl-1 [156], ou par VDAC2 (Voltage-dependent

anion-selective channel protein 2) [152]. Le déplacement des ces molécules par des BH3-only permet

l’activation de Bak.

Des interactions avec d’autres protéines peuvent mener à l’activation directe des membres pro-

apoptotiques. Un exemple est réprésenté par l’interaction de Bax et Bak avec Bif-1 (Bax-interacting

factor 1), qui semble promouvoir leur oligomérisation [157]. p53 est aussi un activateur très étudié. En

plus d’induire la transcription de Puma, Noxa, Bid, Bad et Bax (voir plus bas), p53 cytoplasmique peut

aussi participer directement à l’apoptose par liaison à Bax [158] et Bak [159], ce qui dissocie les interac-

tions avec Bcl-xL et Mcl-1 respectivement.

3.2.3.2 Participation des protéines de la famille de Bcl-2 à de multiples fonctions via des liaisons à

d’autres protéines

Les protéines de la famille de Bcl-2 peuvent lier d’autres protéines pour réguler leur activité, et ainsi

réguler indirectement la mort cellulaire. Par exemple, Bcl-xL peut se lier à BAR (Bifunctional apoptosis

regulator) et réguler l’activité de la caspase-8 (Cysteine protease cleaving after asp 8) [160]. Il a aussi

été montré que les protéines de la famille de Bcl-2 affectaient la morphologie mitochondriale associée

à l’apoptose, notamment via les interactions de Bak avec Mfn1 (Mitofusin 1) et Mfn2 (Mitofusin 2) [161].

L’interaction de Bcl-2 avec la calcineurine peut être responsable d’une inhibition du cycle cellulaire

[162]. De plus, certaines protéines de la famille de Bcl-2 résident dans le noyau, et leur quantité aug-

mente à la suite de l’exposition à des radiations ionisantes. Bcl-2 nucléaire peut interagir avec Ku70 et

Ku86, via ses domaines BH1 et BH4 (Bcl-2 homology 4), pour inhiber la recombinaison non homologue,

menant ainsi à une accumulation de dommages de l’ADN et à l’instabilité génétique [163].
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3.3 Régulation des protéines de la famille de Bcl-2

3.3.1 Régulation de l’expression transcriptionnelle

À cause de leurs puissants effets sur la balance survie/mort, les cellules imposent une régulation

stricte de l’expression et de l’activité des protéines de la famille de Bcl-2. Alors que certains membres

sont exprimés constitutivement dans les cellules, d’autres sont exprimés uniquement à la suite d’un sti-

mulus de mort. Cela est particulièrement vrai pour certains membres pro-apoptotiques. Par exemple,

les dommages de l’ADN peuvent induire l’expression de Puma, Noxa, Bid et Bad d’une manière dépen-

dante de p53 [137]. De manière similaire, un carence en nutriments peut aussi induire l’expression de

Bim ou Hrk [164].

L’expression de membres anti-apoptotiques peut aussi être induite par des signaux de survie ou

inflammatoire. Par exemple, l’expression de Mcl-1 peut être augmentée par le GM-CSF (Granulocyte

macrophage CSF) [165].

3.3.2 Régulation de l’épissage alternatif

Un autre moyen de régulation des protéines de la famille de Bcl-2 est l’épissage alternatif. En ef-

fet certaines de ces protéines peuvent être exprimées sous différentes formes. Ces différentes formes

peuvent avoir des fonctions opposées, c’est le cas de Bcl-xL et Bcl-xS (B cell lymphoma extra small), et

de Mcl-1L (Mcl-1 long) et Mcl-1S (Mcl-1 short) [166]. Pour d’autres, l’épissage alternatif n’altère pas la

nature de leur fonction mais leur puissance. La forme longue de Bcl-2, Bcl-2α, est plus puissante de la

forme courte, Bcl-2β [167]. À l’inverse, la forme courte de Bim, BimS (Bim short), est bien plus puissante

que sa forme longue, BimL (Bim long), ou sa forme extra-longue, BimEL (Bim extra-long) [168].

3.3.3 Régulation par des modifications post-traductionnelles

Les modification post-traductionnelles sont probablement le mécanisme le plus important pour la

régulation de l’activité des protéines de la famille de Bcl-2. Cela est particulièrement important pour

les membres pro-apoptotiques qui sont normalement exprimés dans les cellules saines. Ces modifi-

cations se produisent souvent en réponse à des signaux de survie ou de mort, et sont principalement

representées par des clivages protéolytiques ou des phosphorylations. En outre, les changements de

conformation, ou la dégradation, peuvent aussi être induits par des évènements post-traductionnels.
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3.3.3.1 Changements de localisations subcellulaires résultant de modifications post-traductionnelles

Une des principales issues des modifications post-traductionnelles, est la translocation de l’agoniste

de mort modifié à la mitochodrie, comme c’est le cas pour Bax, Bid, Bim et Bad. Dans ces situations, les

protéines de la famille de Bcl-2 servent de senseur pour des signaux externes de mort, et transmettent

ces signaux à la mitochondrie.

Le premier type de modifications post-traductionnelles, est le changement de conformation, qui,

pour Bax, est la première étape en réponse aux signaux de mort [139]. Ce changement peut être due à

une élévation du pH (Potentiel hydrogène) cytoplasmique [137]. Le changement de conformation per-

met l’exposition de l’extrémité C-terminale, donnant ainsi à la protéine la capacité de s’ancrer à la mi-

tochondrie. La translocation de Bax peut aussi être régulée par plusieurs partenaires, tels que 14-3-3ζ

et Ku70 [137]. L’insertion de Bax à la mitochondrie semble aussi facilitée par la présence d’une autre

molécule pro-apoptotique, Bid [169].

La translocation de Bid est dépendante de son clivage par la caspase-8 [169], qui est le second type

de modification post-traductionnelle. Bid peut être activé par de multiples protéases suivant le scénario

apoptotique. Le clivage se produit dans la région couvrant les résidus 43 à 77, produisant ainsi le frag-

ment clivé de Bid, tBid (truncated BH3-interacting domain death agonist). Ce fragment peut ensuite se

localiser efficacement à la mitochondrie, et cette nouvelle capacité est due à l’exposition d’une surface

hydrophobique obstruée avant le clivage.

Le troisième type de modification post-traductionnelle est la phosphorylation/déphosphorylation.

Par exemple, Bcl-2 phosphorylé est largement présent au réticulum endoplasmique [170]. Cependant

concernant ce type d’évènement régulateur, Bad est le membre de la famille le mieux étudié. En effet

Bad est phosphorylé en présence de facteurs de croissance [154]. La protéine possède plusieurs sites

de phosphorylation, mais ce sont les phosphorylations sur la sérine 112 et la sérine 136 qui régulent sa

localisation. Lorsqu’il est phosphorylé, Bad se lie à 14-3-3 et est retenu dans le cytoplasme. La généra-

tion d’un signal de mort induit la déphosphorylation de Bad qui se dissocie de 14-3-3 et transloque à la

mitochondrie. [154].

D’autres mécanismes peuvent induire la relocalisation des protéines de la famille de Bcl-2. Par exemple,

Bim peut transloquer des microtubules vers la mitochondrie suite à un traitement par le paclitaxel [171].
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3.3.3.2 Changements de fonction résultant de modifications post-traductionnelles

Bcl-2 peut être phosphorylé à la suite de l’induction de signaux de mort. Le paclitaxel est connu pour

sa capacité à inactiver Bcl-2 par induction de sa phosphorylation [172]. La phosphorylation se produit

sur des résidus sérine dans une région en la première et la seconde hélice alpha [173]. La phosphory-

lation aboutit à une diminution de l’activité anti-apoptotique de Bcl-2 et Bcl-xL [174] à cause de leur

capacité à interagir avec Bax [175]. Bcl-xL peut lui être phosphorylé sur les sérines 49 et 62, par Cdk1

et Plk3 (Polo kinase 3) respectivement [176, 95]. Les phosphorylations touchant Bcl-2 et Bcl-xL seront

traitées plus bas.

Bcl-2 et Bcl-xL peuvent tous deux être sujets à un clivage par les caspases [177, 178]. La caspase-3

est la principale caspase qui clive ces protéines, et le fait sur la même région entre les deux premières

hélices alpha. Ce clivage ne fait pas qu’inactiver les protéines, il leur confère aussi une activité apop-

totique. Ainsi les fragment issus du clivage (tBcl-2 (truncated Bcl-2) et tBcl-xL (truncated Bcl-xL)) sont

capables d’induire l’apoptose. Il semblerait que tBcl-2 et tBcl-xL ne contribuent pas aux stades précoces

de l’apoptose, car il n’apparaissent qu’après activation des caspases. Cependant, ces molécules peuvent

accélérer le processus de mort.

De manière intéresante, les phosphorylations et clivages, que subissent Bcl-2 et Bcl-xL, ciblent toutes

leur boucle T non structurée. Cette boucle relie les hélices α1 et α2, et donc les domaines BH3 et BH4.

La séquence en acides aminés de cette région est hautement variable parmi les membres de la famille

de Bcl-2 [147]. De plus cette boucle ne concerne pas que les membres anti-apoptotiques, car elle est

retrouvée chez Bax et Bid notamment. Ces informations suggèrent que cette région est importante dans

la régulation des protéines de la famille de Bcl-2.

3.4 Mécanismes moléculaires du contrôle de l’activation de Bax et

Bak à la mitochondrie

Bax et Bak sont responsables de l’induction de la perméabilisation de la membrane externe de la

mitochondrie. La délétion combinée de ces deux protéines rend les cellules complètement résistantes à

tous les principaux signaux de mort passant par la mitochondrie : dommages de l’ADN, privation en fac-

teurs de croissance, stress du réticulum endoplasmique, et aussi voie extrinsèque de l’apoptose relayée

par Bid [179, 180, 181]. Il faut préciser que, cependant, Bax et Bak ne sont pas complètement redondants

dans leur fonction. Dans certains cas Bax est plus sensible au stimulus apoptotique que Bak [182]. Dans

d’autres cas, Bak, mais pas Bax, est nécessaire à l’apoptose dans des conditions telles que l’inhibition de
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la synthèse protéique [183]. Bax est habituellement localisé dans le cytoplasme dans cellules saines, et

transloque à la mitochondrie en réponse à un signal de mort. Bak, lui, réside constitutivement à la mi-

tochondrie. Cette distinction peut contribuer à la stimulation différentielle de Bax et Bak dans certains

cas [180, 181]. Les différentes protéines BH3-only agissent comme des sentinelles pour les différents

signaux apoptotiques. Par exemple, Puma et Noxa sont principalement responsables de l’apoptose in-

duite par les dommages de l’ADN, Bid est responsable des signaux induits par les protéases, et Bad et

Bim sont engagés dans l’apoptose induite par la privation en facteurs de croissance. La manière dont

Bax et Bak sont activés, et surtout comment les membres anti-apoptotiques inhibent cette activation,

n’est pas totalement clair. Un autre fait important est que puisque les deux protéines présentent un

profil d’interactions différent, l’induction d’une apoptose dépendante de l’une ou l’autre pourrait être

régulée par des protéines distinctes. Par exemple, Bcl-xL, Mcl-1, Noxa et Bik pourraient être particuliè-

rement important pour l’apoptose induite par Bak.

Les protéines BH3-only agissent en amont de Bax et Bak car elles ne peuvent induire l’apoptose

dans des cellules délétées pour Bax et Bak [181, 180]. La manière dont Bax et Bak sont activés, et surtout

comment les membres anti-apoptotiques empêchent cette activation ne sont pas totalement clairs. Ac-

tuellement deux modèles, « direct » et « indirect » ont été proposés pour expliquer l’activation de Bax et

Bak par les BH3-only (Figure 3.3).

Dans le modèle direct, les BH3-only peuvent activer directement les multi-domaines comme Bax

ou Bak, qui seront nommé effecteurs, pour initier la perméabilisation de la membrane externe de la

mitochondrie. Il sont ainsi regroupés sous le terme d’activateurs, et comprennent Bid, Bim et Puma.

D’autres BH3-only, tels que Bad, Noxa et Bmf, peuvent se lier aux membres anti-apoptotiques pour

libérer les activateurs. Ce groupe est celui des sensibilisateurs. La capacité du sensibilisateur à disso-

cier l’activateur de sa liaison avec l’anti-apoptotique est dépendante de son affinité avec ce dernier. Ces

types de relations, couplés avec la capacité des anti-apoptotiques à inhiber la mort, montrent l’impor-

tance de comprendre le réseau d’interactions au niveau cellulaire. Une distinction peut être faite entre

un anti-apoptotique lié à un activateur, dit « amorcé », de celui sans partenaire, dit « vide ». Ces deux états

peuvent avoir une signification clinique en ce qu’uniquement les anti-apoptotiques amorcés peuvent

induire la mort par libération de l’activateur [184].

Le modèle direct n’explique pas tous les phénomènes. Ainsi, le modèle indirect avance qu’une fois

que les BH3-only ont transloqué à la mitochondrie, ils n’affectent pas Bax ou Bak directement, mais

plutôt se lient à un anti-apoptotique pour inhiber sa fonction, ou le convertir en une molécule s’en-

gageant dans l’oligomérisation de Bax ou Bak. Dans ce cas, Bax et Bak sont tenus en respect par les
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FIGURE 3.3 – Modèles pour l’activation des pro-apoptotiques multi-domaines de la la famille de Bcl-

2. Le modèle classique est basée sur Bcl-2 et Bax, il indique que Bcl-2 inhibe l’oligomérisation de Bax, et ainsi

les niveaux d’expression relatifs des ces protéines dictent le devenir cellulaire. La découverte de membres sup-

plémentaires au sein de la famille a fait émergé les modèles direct et indirect. Ces deux modèles diffèrent prin-

cipalement sur la manière dont Bax et Bak sont activés, et aussi sur les séquestration des pro-apoptotiques

par les anti-apoptotiques. La combinaison des deux modèles suggère que les anti-apoptotiques et les pro-

apoptotiques s’inhibent mutuellement pour activer les pro-apoptotiques effecteurs.

anti-apoptotiques eux-même étant inactivés par les BH3-only. Les BH3-only agissent en tant que sen-

sibilisateurs uniquement dans ce modèle.

La différence majeure entre les deux modèles est de savoir si Bax ou Bak sont directement activés par

Bid, Bim et Puma (modèle direct), ou indirectement activés par la dissociation d’un anti-apoptotique

(modèle indirect). L’activation indirecte implique que Bax et Bak soient capables d’activation sponta-

née, ou peuvent être préactivés par d’autres molécules pour les convertir vers une conformation amor-

cée. Ce modèle suggère que Bax ou Bak peuvent avoir deux conformations :

1. amorcée, avec leur domaine BH3 exposé ;

2. non amorcée, avec leur domaine BH3 caché.

Bien que le signal d’amorçage ne soit pas connu, il est possible que l’environnement membranaire four-
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nisse les conditions nécessaires au changement de conformation.

3.5 Rôles physiologiques des protéines de la famille de Bcl-2

Les rôles physiologiques des protéines de la famille de Bcl-2 sont principalement :

— la régulation de l’apoptose ;

— la régulation du cycle cellulaire ;

— la régulation de la réponse au stress du réticulum endoplasmique ;

— la régulation de l’autophagie ;

— l’organisation du réseau mitochondriale.

Cette liste n’est pas exhaustive, nous aurions pu par exemple rajouter la régulation de la réparation

des dommages de l’ADN. Ne seront traités ici que les rôles dans la régulation de l’apoptose et du cycle

cellulaire.

3.5.1 Rôle dans la régulation de l’apoptose

L’inactivation des gènes de Bcl-xL ou Mcl-1 mène à la mort embryonnaire. Alors que Bcl-xL semble

important pour le développement des systèmes neuronaux et hématopoïétiques [185], Mcl-1 est lui né-

cessaire au développement du trophectoderme, qui est important pour l’implantion de l’embryon dans

l’utérus [186] et pour le développement des cellules souches hématopoïétiques [187]. Bien que la délé-

tion de Bcl-2 chez la souris aboutit à une mort partielle, les souris survivantes présentent néanmoins

des défauts de développement [188]. Ces défauts peuvent être annulés par la délétion concomitante de

Bim [189].

Alors que des souris déficientes pour Bak ne présentent pas de phénotype délétère observable, une

grande partie des souris double K.O. pour Bax et Bak meurt durant l’embryogenèse, ou après la nais-

sance [179]. Ces souris présentent des défauts de développement qui corrèlent avec des problèmes de

mort cellulaire. Les cellules double K.O. sont résistantes à la plupart des formes d’apoptose induites

par le stress [180], ou à la mort induite par la surexpression de BH3-only [181]. Ces résultats montrent

que les activités de Bax et Bak sont chevauchantes d’un point de vue fonctionnel, et sont essentielles à

l’apoptose mitochondriale.

Un certain nombre de défauts non létaux ont été aussi observés dans des modèles génétiques où

d’autres gènes de la famille de Bcl-2 ont été délétés. Par exemple, des souris mâles déficientes en Bcl-w

et Bax, bien que vivantes, sont stériles à cause d’une anomalie dans la spermatogenèse [190, 191].
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Les souris déficientes pour les BH3-only ont des phénotypes variés. Les souris déficientes pour

Puma et Noxa ne sont pas affectées du point de vue du développement, mais sont résistantes à l’apop-

tose induite par les dommages de l’ADN dépendante de p53 [192, 193]. Puma semble essentiel à l’apop-

tose induite par les radiations γ, alors que Noxa semble essentiel pour l’apoptose induite par des ra-

diations UV (Ultra-violet) [194]. Des cellules double déficientes pour Puma et Noxa sont résistantes à

l’irradiation γ, de manière équivalente à la perte de p53 [195]. Puma est aussi important pour l’apoptose

indépendante de p53, induite par la privation en facteurs de croissance.

Des souris déficientes pour Bim présentent des défauts du système immunitaire [196]. Ces souris

présentent aussi une mauvaise réponse des signaux de mort. Bid étant activé par la caspase-8, les souris

K.O. pour Bid sont résistantes à l’apoptose induite par Fas (Apoptosis stimulating fragment) [197]. La

délétion de Bad ne semble pas induire un défaut majeur d’apoptose, mais elle cause un défaut de la

sécrétion d’insuline [198]. Les souris délétées pour Bik, Hrk et Bmf sont normales du point de vue du

développement et de l’apoptose [137]. Enfin, la double délétion de Bim et Bik induit la stérilité chez

les souris mâles, ce qui n’est pas observé dans le cas d’une délétion simple, suggérant que ces deux

protéines ont des fonctions chevauchantes ou compensatrices [137].

3.5.2 Rôle dans la régulation du cycle cellulaire

Il a été rapporté que les protéines de la famille de Bcl-2 pouvaient réguler la progression du cycle

cellulaire de la phase G1 vers la phase S [199]. En effet, cette progression peut être inhibée par les

anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, et Mcl-1 [200], mais peut être favorisée par des molécules pro-

apoptotiques comme Bax [191], Bad [201] et Bid [202]. Cela a été montré dans différents types cellulaires.

Le mécanisme n’est pas totalement compris bien qu’il y ait plusieurs possibilités [203]. Une possibi-

lité serait la régulation de la machinerie cellulaire classique, tel que p27kip1, la cycline E, et le membre

de la famille de pRb, GM-130. Des cellules surexprimant Bcl-2, les niveaux de p27kip1 et de GM-130 aug-

mentent à la suite d’une stimulation par des mitogènes. La délétion de Bid [202], ou la surexpression de

Bcl-2 [204], ne semblent pas affecter l’expression de Mcl-1, mais elles changent la cinétique d’expression

de la cycline E. Une autre possibilité est la régulation de la signalisation de prolifération le long de la

voie Raf (Rapidly accelerated fibrosarcoma)-ERK (Extracellular signal regulated kinase) [203].

Une série d’analyses par mutagenèse de Bcl-2 et Bcl-xL a montré que les fonctions de mort cellu-

laire et celles sur la prolifération n’étaient pas séparées [205, 206], suggérant que les protéines de la

famille de Bcl-2 pourraient réguler ces deux fonctions via des mécanismes comparables. En outre, il est

possible que de la même manière que leur régulation sur l’apoptose, les pro-apoptotiques et les anti-
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apoptotiques pourraient agir sur des cibles semblables avec des activités de régulation opposées.

3.6 Rôle des protéines de la famille de Bcl-2 dans la biologie du can-

cer et le développement des stratégies thérapeutiques basées sur

les BH3

Apoptose et développement du cancer sont étroitement associés. La capacité des membres anti-

apoptotiques à maintenir la survie cellulaire sur une longue période peut être dangereux si elle n’est pas

régulée. En effet, l’expression anormale de ces molécules peut mener à l’oncogenèse. L’expression déré-

gulée des pro- et des anti-apoptotiques a été montrée dans de nombreux types de cancers [207]. Cette

découverte a mené à la définition d’un nouveau type de proto-oncogène, représenté par Bcl-2, qui agit

en faveur de la survie [153].

Bcl-2, Bcl-xL, et/ou Mcl-1 sont surexprimés dans beaucoup de cancers, et cela corrèle avec un faible

taux de survie, une progression accélérée de la maladie, et une résistance à la thérapie [4]. Certains can-

cers présentent même une dépendance vis à vis de cette famille de protéines [4]. Ainsi, ces protéines

représentent des cibles idéales pour une thérapie anti-cancéreuse, et plusieurs stratégies ont été déve-

loppées.

Une des premières approches a été l’utilisation d’oligonucléotides antisens pour réduire les niveaux

d’expression de Bcl-2. L’oblimersen, un oligonucléotide antisens dirigé contre Bcl-2, a été testé clinique-

ment pour plusieurs cancers, mais les résultats ne furent pas ceux escompté [207]. Cela était peut-être

du au fait que l’oblimersen n’inhibe pas la fonction de Bcl-2, mais réduit juste son expression. De plus,

les cellules cancéreuses pouvant surexprimer également Bcl-xL et/ou Mcl-1, cibler uniquement Bcl-2

peut ne pas être suffisant.

Une approche plus récente est basée sur l’utilisation de domaines BH3 pour inhiber les membres

anti-apoptotiques. Des peptides BH3 synthétiques ont été « designés ». Ces peptides sont perméants, ré-

sistants aux protéases, et capables d’induire l’apoptose [208]. Plus largement testés sont les petites molé-

cules organiques mimant les peptides BH3. Un mimétique bien caractérisé est l’ABT-737 (Composé 737

des laboratoires Abott), développé sur la base d’une relation structure-fonction par RMN (Résonance

magnétique nucléaire) [209]. L’ABT-737 mime le domaine BH3 de Bad et se lie à Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-

w avec une faible affinité. Cette molécule engage un groupement carboxyle avec l’arginine 149, et un

groupement phényl avec la tyrosine 101, la leucine 108, la valine 126 et la phenylalanine 146 [209]. Il est
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intéressant de constater que les résidus engagés avec le groupement phényl sont les mêmes qui sont

occupés par l’asparagine 83 et la leucine 78 de Bak. Le succès de l’ABT-737 a entraîné le développe-

ment d’une molécule utilisable en clinique, l’ABT-263 (Composé 263 des laboratoires Abott), mais cette

molécule a montré des effets secondaires, notamment sur les cellules hématopoïétiques. Le développe-

ment de BH3-mimétiques spécifiques des différents membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

représente un enjeu important. Dans cet objectif, une avancée importante a été faite récemment, avec

le développement d’un BH3-mimétique spécifique de Bcl-2, l’ABT-199 (Composé 199 des laboratoires

Abott).

3.7 Rôle des protéines de la famille de Bcl-2 dans la résistance au pa-

clitaxel

De nombreuses études se sont intéressées à l’implication des protéines de la famille de Bcl-2 dans la

résistance au paclitaxel. Il a été montré que la surexpression de Bcl-2 et Bcl-xL contribue à la résistance

au paclitaxel [210, 211, 212]. Ces études suggéraient l’existence d’un seuil d’expression au delà duquel

Bcl-2 et Bcl-xL confèrent la résistance au paclitaxel, car les niveaux d’expression nécessaires à la résis-

tance étaient variables. Une autre étude a été réalisée sur la lignée de cancer du sein MCF-7 (Michigan

cancer foundation-7) [213]. Dans cette étude le paclitaxel induisait la mort uniquement en présence de

faibles concentrations d’estradiol. La présence de fortes concentrations d’estradiol inhibait cette effet,

même en présence d’une concentration plus élevée en paclitaxel. L’estradiol induisait une élévation des

niveaux de Bcl-2, sans effet sur les niveaux de Bax, ce qui supporte la notion que Bcl-2 confère une ré-

sistance au paclitaxel.

D’autres études se sont, elles, intéressées à l’implication de Bax et Bad. L’une d’entre elles a uti-

lisé les lignées de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB-231 (M.D. Anderson metastatic breast 231) [214].

Le traitement de ces lignées au paclitaxel induisait l’hyperphosphorylation de Bcl-2, l’expression de

Bax, et la mort. Une augmentation des niveaux de Bcl-2 avait un effet protecteur en présence de faibles

concentrations de paclitaxel. Ces résultats sont appuyés par d’autres, qui montrent que l’augmentation

de l’expression Bax augmente la sensibilité au paclitaxel [215]. De la même manière, la transfection de

Bad induit aussi une sensibilité au paclitaxel [216].
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3.8 Rôle des protéines de la famille de Bcl-2 durant l’arrêt mitotique

et l’échappement à l’arrêt mitotique

Nous avons détaillé, dans la première partie de l’introduction, le modèle des réseaux compétitifs.

Dans ce modèle, la balance survie/mort est en compétition avec la dégadration de la cycline B1 pendant

l’arrêt mitotique pour induire la mort mitotique, ou l’échappement à l’arrêt mitotique. Étant donné le

rôle central que les protéines de la famille de Bcl-2 jouent dans la régulation de l’apoptose, plusieures

études ont été menées pour éclaircir leur implication durant l’arrêt mitotique.

L’équipe de Kanaga Sabapathy a mis en évidence un rôle de Bim dans l’induction de la mort mi-

totique induite par le paclitaxel [88]. Le rôle de Bim n’est pas l’élément central de ces travaux, qui s’in-

téressent plutôt au rôle de p73. Kanaga Sabapathy et son équipe ont en effet observé que l’extinction

de p73 protègeait de la mort mitotique induite par le paclitaxel. La même observation a été faite pour

Bim. L’induction de Bim, au niveau protéique, a été également observée sous traitement par le pacli-

taxel. Cette induction de Bim n’était pas dépendante de p73, et l’acteur en étant responsable n’a pas été

trouvé. À ce jour, Bim reste le seul membre pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 mis en cause dans

la mort mitotique. Des études ont montré l’implication de Bax, Bak et Bmf dans la résistance au pacli-

taxel [217, 218, 219], cependant elles se sont intéressées uniquement à l’effet général du paclitaxel, et ne

différenciaient pas arrêt mitotique et échappement à l’arrêt mitotique.

A contrario, nous disposons de beaucoup plus d’informations sur le rôle des membres anti-apoptotiques

de la famille de Bcl-2 pendant l’arrêt mitotique. Il semblerait en effet que Mcl-1 joue un rôle central

dans la régulation de la mort mitotique. Cela pouvait ne pas paraître surprenant, a priori, compte tenu

de la demi-vie de Mcl-1 qui est d’approximativement 30 minutes, la plus courte parmi les membres

anti-apoptotiques dont les demies-vies s’approchent des 24 heures. Sachant qu’une mitose prolongée

est source de dommages de l’ADN, il aurait été logique de penser que l’instabilité intrinsèque de Mcl-1

puisse servir de senseur de la durée de la mitose, durée qui n’excède pas 1 heure. Mcl-1 sert effective-

ment de senseur de la durée de la mitose grâce à l’activité de Cdk1 caractéristique de la mitose. Dans les

faits, Cdk1 phosphoryle Mcl-1 sur la thréonine 92, ce qui le rend sensible à l’ubiquitination par APC/C

via Cdc20, et induit sa dégradation par le protéasome (Figure 3.4) [220]. Cette phosphorylation inhibe

également l’interaction de Mcl-1 avec PP2A (Protein phosphatase 2 A), et promeut la phosphorylation

sur la sérine 121 par JNK ou p38 (Protein 38 kDa). Finalement, la phosphorylation sur la sérine 121 in-

duit la polyubiquitination via la ligase E3 FBW7 (F-box/WD repeat-containing protein 7) [221]. Nous

ajouterons qu’une couche supérieure de régulation peut être représentée par la phosphastase PP2A

[222], et USP9X (Ubiquitin specific peptidase 9 x-linked) [223], qui respectivement déphosphoryle et
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FIGURE 3.4 – Modifications post-traductionnelles régulant les niveaux d’expression de Mcl-1 pendant

l’arrêt mitotique. Durant l’arrêt mitotique, Cdk1 phosphoryle Mcl-1 sur la thréonine 92, ce qui le rend sen-

sible à l’ubiquitination par APC/C. Cela empêche également l’interaction de Mcl-1 avec PP2A, et favorise sa

phosphorylation sur la sérine 121 par JNK et p38. Cette seconde phosphorylation induit l’ubiquitination de

Mcl-1 par FBW7, synonyme de dégradation par le protéasome. De par son activité déubiquitinase, USP9X pro-

tège Mcl-1 de la dégradation.

déubiquitine Mcl-1. Mcl-1 est donc hautement régulé au cours de l’arrêt mitotique.

Concernant Bcl-2 et Bcl-xL, leur implication dans la survie pendant la arrêt mitotique n’est pas aussi

évidente que dans le cas de Mcl-1. Les preuves directes d’une implication de Bcl-2 ou Bcl-xL dans la sur-

vie pendant l’arrêt mitotique sont représentées par deux études montrant l’effet synergique de l’asso-

ciation du paclitaxel avec l’ABT-263 (forme orale de l’ABT-737) pour induire la mort mitotique [224, 225].

Les mécanismes moléculaires sous-jacents restent cependant obscurs. Il a été montré que Cdk1 phos-

phoryle Bcl-2 sur la thréonine 56 [226], et Bcl-xL sur la sérine 62 [95, 227]. Ces sites de phosphorylation

se localisent sur la boucle non structurée qui lie les domaines BH3 et BH4, et ne sont pas directement

impliqués dans la liaison via les domaines BH3. Néanmoins, il a été également montré que des mutants

de Bcl-xL, phospho-défectifs pour le résidu 62, sont dans l’incapacité de se dissocier de Bax en réponse à

des anti-mitotiques, protègeant ainsi les cellules de la mort [227]. Comme dans le cas de Mcl-1, JNK, p38

mais aussi des kinases de la voie de ERK et les polokinases peuvent contribuer à l’hyperphosphorylation

de Bcl-2 et Bcl-xL pendant l’arrêt mitotique [228, 229, 230, 176]. Enfin, de la même manière que PP2A,

PP1 (Protein phosphatase 1) est en mesure de déphosphoryler Bcl-2 durant l’échappement à l’arrêt mi-

totique [231].

Nous avons représenté l’ensemble des modifications post-traductionnelles pouvant réguler les membres

anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 sur la figure 3.5. Nous y avons ajouté deux éléments de régula-
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FIGURE 3.5 – Régulation des membres de la famille de Bcl-2 pendant l’arrêt mitotique. Durant l’arrêt

mitotique, les niveaux d’expression membres de la famille de Bcl-2 sont régulés par l’épissage alternatif, la tra-

duction indépendante de la coiffe, et des évènements de phosphorylation et d’ubiquination. Ces évènements

de régulations, combinés à l’activité de Cdk1, déterminent le devenir cellulaire suite à l’arrêt mitotique.
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tions intervenant possiblement pendant l’arrêt mitotique. Le premier fait opposition aux phénomènes

de dégradation active, observés par exemple dans le cas de Mcl-1. Il s’agit de la traduction indépen-

dante de la coiffe pouvant survenir pendant l’arrêt mitotique, et induisant une augmentation au niveau

protéique. Bcl-2 et Bcl-xL présentent en effet un séquence IRES (Internal ribosome eentry site) au sein

de leur ARNm (ARN messager) [232]. Dans ce sens, une étude montre que le facteur de transactiva-

tion dépendante des séquences IRES, DAP5 (Death-associated protein 5) empêche la mort mitotique en

maintenant des niveaux élévés de Bcl-2 [233]. Le second élément s’affranchit également de l’inhibition

de la transcription propre à la mitose, c’est l’épissage alternatif. Pour preuve, de nombreux régulateurs

de la progression en mitose sont impliqués dans l’épissage alternatif de Bcl-xL et Mcl-1 [234].

Toujours sur figure 3.5, nous présentons une vision plus personnelle du modèle des réseaux compé-

titifs, où les signaux de mort et l’activité de Cdk1 ne seraient pas des variables indépendantes, mais bien

liées [99]. Ainsi, alors que l’activité de Cdk1 diminuerait avec le temps passé en mitose, l’intensité des

signaux de mort résulterait de l’intégration de l’activité de Cdk1 au cours du temps. La résultante de cela

serait des signaux mort qui, dans un premier temps, augmenteraient rapidement, avant de diminuer à

un moment qui dépend de l’activité de Cdk1.

Pour finir, l’échappement étant une issue probable de l’arrêt mitotique, l’implication des protéines

de la famille de Bcl-2 dans la survie suite à l’échappement à l’arrêt mitotique se doit d’être considé-

rée. Les travaux de Richard Bertrand il montrent l’implication de Bcl-xL dans l’échappement [235]. Plus

précisément, Bcl-xL est en mesure d’interagir avec APC/C ce qui régule la progression vers la cytoci-

nèse. Cette interaction nécessite la phosphorylation de Bcl-xL par Plk3 sur la sérine 49. Toujours dans ce

sens, la même équipe a montré que l’interaction entre Cdk1 et Bcl-xL impactait sur l’activité de Cdk1, en

plus de phosphoryler Bcl-xL [236]. Concernant maintenant la survie post-échappement, il a été montré

qu’elle pouvait être régulée par p53 via Bax, puisque de cellules K.O. pour ces deux protéines géné-

raient des cellules polyploïdes [84]. La difficulté d’obtenir des cellules ayant échappé à l’arrêt mitotique,

a amené l’utilisation de procédés générant des cellules tétraploïdes, qui par définition est l’état d’une

cellule échappée. Un de ces procédés est l’utilisation d’inhibiteurs chimiques d’Aurora B dont l’action

empêche cette protéine de jouer son rôle dans cytocinèse, et produit des cellules tétraploïdes [237].

De l’utilisation de cette méthode ressort l’observation d’une addiction des cellules tétraploïdes à Bcl-xL

[237].
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Justification du sujet

Au cours de cette introduction nous avons cherché à mettre en lumière le fait que les taxanes, et

particulièrement le paclitaxel, sont essentiels dans le traitement du cancer du sein. Ils sont utilisés en

traitement adjuvant (et néo-adjuvant), en combinaison avec le trastuzumab (thérapie ciblée), et sont

indispensables dans le traitement du cancer du sein métastatique, et triple-négatif. Cependant, deux

phénomènes peuvent limiter leur utilisation :

— la neurotoxicité ;

— les phénomènes de résistance innée ou acquise.

Le paclitaxel est un composé qui se lie à la tubuline βdes microtubules, et empêche leur dépolymérisa-

tion. Cela perturbe l’équilibre dynamique des microtubules et allonge ces derniers. Sous paclitaxel, les

microtubules ne peuvent séparer les chromatides soeurs, cela empêche la levée du point de contrôle mi-

totique. Dans ces conditions, le couple APC/C-Cdc20 ne peut dégrader la cycline B, et Cdk1 conserve un

haut niveau d’activité : la cellule est bloquée en mitose. Ce blocage en mitose peut mener à plusieurs de-

venirs cellulaires possibles, dont la mort mitotique et l’échappement à l’arrêt mitotique (sortie de mitose

sans division cellulaire). Le modèle des réseaux compétitifs se propose d’expliquer la survenue de l’un

ou l’autre de ces devenirs cellulaires mutuellement exclusifs. Dans de ce modèle, des signaux de mort

d’un côté, et des signaux de sortie de mitose de l’autre, déterminent l’apparition de la mort mitotique, si

les signaux de mort sont plus importants que les signaux de sortie de mitose, et l’apparition de l’échap-

pement à l’arrêt mitotique, si l’inverse se produit. L’échappement à l’arrêt mitotique peut constituer un

facteur de résistance, car la cellule ne meurt pas, et d’agressivité, car la cellule devient polyploïde. Par

conséquent, une amélioration des traitements par le paclitaxel peut passer par une meilleure compré-

hension des mécanismes gouvernant la décision cellulaire entre mort mitotique et échappement, et/ou

par l’identification de nouvelles cibles permettant d’induire l’arrêt mitotique de manière plus efficace.

Les protéines de la famille de Bcl-2 sont des régulateurs majeurs de l’apoptose, et donc des signaux de

mort. Cette famille se divise en membres pro- et anti-apoptotiques. Les membres anti-apoptotiques de

la famille de Bcl-2 peuvent agir à de multiples niveaux au cours de l’arrêt mitotique :



75

— en favorisant la survie pendant l’arrêt mitotique ;

— en favorisant l’échappement à l’arrêt mitotique ;

— en favorisant la survie des cellules ayant échappé à l’arrêt mitotique.

Tout cela justifie l’étude de cette famille de protéines dans un contexte d’arrêt mitotique prolongé, ou

d’échappement à l’arrêt mitotique, et les divers mode d’actions présentés délimitent le champ d’étude

à couvrir.

Au cours de nos expériences, nous avons tenté de :

1. caractériser la mort mitotique dans un modèle de cancer du sein triple-négatif, la lignée MDA-

MB-231 ;

2. déterminer quelles protéines de la famille de Bcl-2 sont impliquées dans la survie, ou la mort, qui

suit l’arrêt mitotique ;

3. analyser les mécanismes de régulation de ces protéines au cours de l’arrêt mitotique.

Les travaux présentés dans les pages suivantes traitent de l’implication du membre anti-apoptotique

de la famille de Bcl-2, Bcl-xL dans la régulation de la mort mitotique. Ils montrent que Bcl-xL est im-

portant pour la survie, pendant l’arrêt mitotique, de cellules tumorales mammaires triple-négatives. Ce

rôle dépend d’une modification post-traductionnelle : sa phosphorylation sur la sérine 62, qui module

son interaction avec Bax. Nous nous sommes également intéressés à la survenue, ou non, de la MOMP

pendant la mort mitotique, ainsi qu’à la résistance au paclitaxel. L’ensemble de ces travaux justifie le

ciblage de Bcl-xL en combinaison avec le paclitaxel.
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Chapitre 1

Culture cellulaire et traitements

Nos travaux ont nécessité l’utilisation de six lignées cellulaire :

— MDA-MB-231 ;

— CAL-51 (Centre Antoine Lacassagne 51) ;

— MCF-7 ;

— MCF-7-YFP (Yellow fluorescent protein) ;

— MCF-7-YFP-Bcl-xL ;

— HeLa (Henrietta Lacks).

Toutes ces lignées, exceptée la lignée CAL-51, ont été obtenues de l’ATCC (American type culture collection)

(Rockville, Maryland, États-Unis), excepté les lignées MCF-7-YFP et MCF-7-YFP-Bcl-xL qui ont été sé-

lectionnées dans notre laboratoire par Sophie De Carné.

Les références des milieux de culture, des additifs et de la trypsine sont répertoriés dans le tableau

1.1. Les flasques, et plaques, utilisés était de la marque Nunc®, les pipettes et les tubes de la marque

Falcon®.

Produit Marque Référence

DMEM
Life Technologies™ Gibco® 21969-035

RPMI
Life Technologies™ Gibco® 31870-025

Pénicilline/Streptomycine Life Technologies™ Gibco® 15140-122

L-Glutamine Life Technologies™ Gibco® 25300-054

Trypsine Life Technologies™ Gibco® 25030-024

Tableau 1.1 – Produits pour la culture cellulaire.
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Les composés chimiques utilisés pour les traitements, et leur concentration sont répertoriés dans le

tableau 1.2.

Composé Marque Référence Concentration

Paclitaxel Fournit par l’Institu

René Gauducheau

70 nmol/l

ABT-737
Selleck Chemicals® S1002 1 µmol/l

Q-VD-OPh
R& D Systems® OPH001-01M 5 µmol/l

AZD1152
Bio Vision® 1583-5 200 nmol/l

Tableau 1.2 – Molécules chimiques utilisées pour les traitements.
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ARN interférence

Le réactif de transfection utilisé est le Lipofectmanine® RNAiMAX Reagent (Life Technologies™ Invitrogen™,

13778-150). Les cellules sont transfectées à une confluence d’environ 70 %, dans de l’Opti-MEM®. Les

quantités utilisées sont les suivantes :

— Pour un puit de plaque 24 puits : 6 pmol de siRNA (Small interfering RNA) et 1 µl de réactif de

transfection, dans un volume total de 600 µl ;

— Pour un puit de plaque 6 puits : 30 pmol de siRNA et 5 µl de réactif de transfection, dans un

volume total de 2,5 ml.

La quantité de siRNA est triplée dans le cas des cellules MDA-MB-231. Le milieu du culture est remplacé

6 heures après transfection. L’ensemble des siRNA utilisés sont détaillés dans le tableau 2.1.
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siRNA
Marque Référence

Contrôle Thermo Scientific™

Dharmacon®

D-001810

Bcl-2
Integrated DNA Technologies® #60018360

Bcl-xL

Thermo Scientific™

Dharmacon®

L-003458-00

Mcl-1
Life Technologies™ Ambion® 25300-054

Bax
Integrated DNA Technologies® #60730232

Bim
Cell Signaling Technology® #6461

Noxa
Life Technologies™ Ambion® AM16104

Cdc20
Life Technologies™ Ambion® AM51331

Tableau 2.1 – siRNA utilisés.
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« Reverse transcription quantitative

polymerisation chain reaction »

Pour chaque échantillon, les cellules sont trypsinées entre 2 et 5 minutes à 37 ○C, centrifugées 5

minutes à 500 g, et reprises dans du PBS (Phosphate buffered saline) [NaCl 137 mmol/l, KCl 2,7 mmol/l,

Na2HPO4 1,8 mmol/l, KH2PO4 1,8 mmol/l, pH 7,2]à 4 ○C. Les ARN sont ensuite extraits grâce au kit

RNeasy plus minit kit (Qiagen, 74136).

3.1 « Reverse Transcription »

Pour la RT (Reverse transcription), le kit Maxima™ First Strand cDNA Synthesis RT-qPCR (Thermo

Fisher Scientific, 1033-4500) est utilisé. Ce kit contient deux solutions :

— une solution contenant la transcriptase inverse et un inhibiteur des RNases, que nous appelle-

rons solution A ;

— une solution contenant un tampon de réaction, des dNTP (Deoxyribonucleotide triphosphate),

des oligo(dT)18 (Oligo deoxythymine (18)), et des « random hexamer primers ».

Pour chaque échantillon, 500 ng d’ARN sont prélevés, auxquels sont ajoutés 2 µl de la solution A et 4

µl de la solution B. De l’eau est ensuite ajoutée à l’échantillon pour atteindre un volume de 20 µl. Les

échantillons sont ensuite incubés dans le thermocycleur avec le programme suivant :

— 10 minutes à 25 ○C (hybridation des oligo(dT)18 et des « random hexamer primers » ;

— 15 minutes à 50 ○C (élongation) ;

— 5 minutes à 85 ○C (dénaturation de la transcriptase inverse).

Pour chaque expérience, un contrôle ne contenant pas d’ARN, mais de l’eau, est réalisé.
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3.2 qPCR

La qPCR (Quantitative polymerisation chain reaction) est réalisée à l’aide du kit Maxima™ SYBR

Green qPCR Master Mix (2X), ROX solution provided (Thermo Fisher Scientific, 1186-3823). Ce kit permet

la préparation d’un mélange, que nous appellerons mélange de qPCR, dont la composition n’est pas

fournit, mais que se doit de contenir :

— de la hot start taq polymerase ;

— du MgCl2 ;

— des dNTP ;

— du ROX™ et du SYBR® Green.

Pour chaque échantillons, deux points sont réalisés. Chaque point contient :

— 4 µl des ADNc (Acide désoxyribonucléique complémentaire) dilués vingt-cinq fois ;

— 1 µl d’une solution contenant les amorces sens et anti-sens à des concentrations de 1,5 µmol/l.

— 5 µl de mélange de qPCR.

Un contrôle ne contenant pas d’ADNc, mais de l’eau, est également réalisé. Enfin, la qPCR est réalisée

sur un appareil Strategene Mx3005P (Agilent Technologies) avec le programme suivant :

— 1 cycle de dénaturation initiale (15 minutes à 95 ○C) ;

— 40 cycles de dénaturation (10 secondes à 95 ○C) et d’hybridation/élongation (30 secondes à 60

○C).

Les amorces utilisées sont les suivantes :

— RPLP0 (Ribosomal protein large P0) :

— sens : 5’-AACCCAGCTCTGGAGAAACT-3’

— antisens : 5’-CCCCTGGAGATTTTAGTGGT-3’

— HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) :

— sens : 5’-ATGCTGAGGATTTGGAAAGG-3’

— antisens : 5’-GATGTAATCCAGCAGGTCAGC-3’

— ACTB1 (Actin β1) :

— sens : 5’-AGAAAATCTGGCACCACACC-3’

— antisens : 5’-CAGAGGCGTACAGGGATAGC-3’

— CDC20 (Cell-division-cycle 20 homologue gene) :

— sens : 5’-GGCGCTCCCATGGCACAGTT-3’

— antisens : 5’-CGGTCACCGCCAGGTTTGCT-3’

— NOXA (Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (noxa pour « dommage » en latin)

gene) :

— sens : 5’-GCTGGAAGTCGAGTGTGCTA-3’
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— antisens : 5’-CCTGAGCAGAAGAGTTTGGA-3’

— SIX1 (Sine oculis homeobox homolog 1 gene) :

— sens : 5’-ACCGGAGGCAAAGAGACCGGG-3’

— antisens : 5’-ACATGAGCGGCTTGCCCCCT-3’
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Immunoblot

L’analyse par immunoblot se réalise sur des lysats protéiques. Les cellules sont trypsinées entre 2 et

5 minutes à 37 ○C, centrifugées 5 minutes à 500 g, et reprises dans du PBS à 4 ○C. Après un lavage au

PBS, les culots obtenus sont lysés par addition de tampon de ChIP (Chromatin immunoprecipitation)

[NaCl 150 mmol/l, EDTA (Acide éthylène diamine tétraacétique) 2 mmol/l, Tris 20 mmol/l, Triton-X100

1 %, leupeptine 1 µg/ml, aprotinine 1 µg/ml, PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 1 µmol/ml, pH

8,1], puis subissent trois sonications aux ultrasons, à 4 ○C, de 10 à 15 minutes chacunes. Ensuite, les pro-

téines sont dénaturées (5 minutes à 95 ○C), et isolées par électrophorèse sur un gel SDS (Sodium dodecyl

sulfate)/polyacrylamide. S’ensuit alors un transfert liquide sur une membrane de PVDF (Polyvinylidene

fluoride), et un blocage de 30 dans une solution de TBS (Tris buffered saline)[Tris 25 mmol/l, NaCl 150

mmol/l, KCl 2 mmol/l, pH 7,4]-BSA (Bovine serum albumine) 3 %. Les protéines sont détectées par

un immunomarquage, via un anticorps primaire (Tableau 4.1) et un anticorps secondaire couplé à la

HRP (Horseradish peroxidase). Le complexe antigène/anticorps ainsi formé est mis en évidence par

l’addition d’un substrat de la HRP (Kit Clarity™ Western ECL Substrate, 170-5060, Bio-Rad™). Enfin

l’analyse de la chemiluminescence est réalisée numériquement sur un appareil Universal Hood III (Bio-

Rad™).
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Anticorps Marque Référence Dilution

Bcl-2
Integrated DNA

Technologies®

#60018360 1/500

Bcl-xL

Thermo Scientific

Dharmacon

L-003458-00 1/1000

pBcl-xLS62 Chemicon

International®

AB3573 1/500

Mcl-1
Life Technologies™

Ambion®

25300-054 1/1000

Bax
Integrated DNA

Technologies®

#60730232 1/500

Bim
Cell Signaling

Technology®

#6461 1/500

Noxa
Life Technologies™

Ambion®

AM16104 1/500

Cdc20
Life Technologies™

Ambion®

AM51331 1/500

Tableau 4.1 – Anticorps utilisés pour les immunoblots.
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Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en

flux

Cette analyse repose sur un double marquage avec un anticorps MPM-2 (Mitotic protein monoclonal

2)-FITC (Fluorescein isothiocyanate) (Upstate®, #16-155) et par l’iodure de propidium. Les cellules sont

récupérées par trypsination entre 2 et 5 minutes à 37 ○C, et centrifugation 5 minutes à 500 g. Les cellules

sont ensuite reprises dans du PBS à 4 ○C, mises dans la glace et comptées. Puis 2 000 000 sont récupé-

rées et fixées sur la nuit dans une solution de PBS-SVF (Sérum de veau fétal) 12,5 %-éthanol 20 %. Suite

à cela, les cellules sont récupérées par centrifugation, lavées, et perméabilisées 15 minutes sur glace,

dans une solution de PBS-saponine 0,1 %. Les cellules sont ensuite lavées deux fois au PBS, et reprises

dans 200 µl d’une solution de PBS-SVF 2 % supplémentée de 0,25 µl dans d’anticorps MPM-2-FITC. Les

échantillons sont alors incubés 1 heure à 4 ○C sous agitation. Après deux lavages au PBS, les cellules sont

reprises dans 200 µl d’une solution de PBS-iodure de propidium (13 µg/ml). Enfin, 15 minutes plus tard,

les échantillons sont analysés par cytométrie en flux sur appareil FACSCalibur® (BD Biosciences®).
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Analyse de l’apoptose par cytométrie en flux

6.1 Simple marquage APO2.7

La récupération des cellules s’effectue par trypsination entre 2 et 5 minutes à 37 ○C, et centrifugation

5 minutes à 500 g. Les cellules sont ensuite reprises dans du PBS à 4 ○C, mises dans la glace et comptées.

Puis 1 000 000 sont récupérées et incubées 15 minutes dans une solution composée de 50 µl de PBS

et 2 µl d’anticorps APO2.7-phycoérythrine 1 (IOTest®, IM2088U), à température ambiante et à l’abri de

la lumière. Après deux lavages au PBS, les cellules sont fixées 10 minutes dans une solution de PBS-

formaldéhyde 1 %, lavées et analysées par cytométrie en flux.

6.2 Double marquage annexine V-iodure de propidium

La récupération des cellules s’effectue par trypsination entre 2 et 5 minutes à 37 ○C, et centrifugation

5 minutes à 500 g. Les cellules sont ensuite reprises dans du PBS à 4 ○C, mises dans la glace et comptées.

Puis les cellules sont culotées (5 minutes à 500 g), et reprises dans du tampon 1X (kit Miltenyl Biotec®,

130-092-052) à 4 ○C, dans des proportions de 1 000 000 de cellules pour 100 µl de tampon selon les

besoins. 10 µl de la solution d’anticorps Annexin-FITC sont ensuite ajoutés aux échantillons 2, et les

préparations sont incubées 15 minutes à température ambiante, à l’abris de la lumière. Les cellules sont

ensuite lavées deux fois dans 250 µl de tampon 1X, et reprises dans 200 µl de tampon 1X (le tout à 4

○C). Enfin, de l’iodure de propidium est ajouté à une concentration de 13 µg/ml juste avant analyse par

cytométrie en flux 3.

1. Concentration non indiquée par le fournisseur.

2. La concentration de la solution d’anticorps n’est pas fournit par la documentation du kit.

3. La documentation du kit préconise d’ajouter 5 µl de leur solution d’iodure de propidium (concentration inconue),

mais alternativement nous avons utilisé des solutions autres à cette concentration.
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Profilage BH3

7.1 Exposition aux peptides BH3

La récupération des cellules s’effectue par trypsination entre 2 et 5 minutes à 37 ○C, et centrifugation

5 minutes à 500 g. Les cellules sont ensuite reprises dans du tampon DTEB (Derived from trehalose

experimental buffer)[Tréhalose 135 mmol/l, KCl 50 mmol/l, EDTA 20 µmol/l, EGTA (Acide éthylene

glycol tétraacétique) 20µmol/l, acide succinique 5 mmol/l, BSA 0,1 %, HEPES (Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-

1-pipérazine éthane sulfonique)-KOH 10 mmol/l, pH 7,5], mises dans la glace et comptées. Puis 250 000

cellules sont reprises dans 100 µl de tampon DTEB, et 100 µl d’une solution, composée de 98 µl de

DTEB-digitonine 0,002 % et de 2 µl de la solution contenant le peptide BH3, est ajoutée. Les 200 µl du

mélange cellules/digitonine/peptides sont ensuite incubés 1 heure à température ambiante. S’ensuit

l’ajout de 200 µl d’une solution de PBS-formaldéhyde 8 %, et une incubation de 15 minutes à tempéra-

ture ambiante. Suite à cela, 50 µl d’une solution de PBS-glycine 2,5 mol/l est ajoutée, et le mélange est

incubé 5 minutes à température ambiante.

7.2 Marquage du cytochrome c

Après incubation avec la glycine, les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1500 g, puis reprises

dans une solution contenant l’anticorps dirigé contre le cytochrome c (directement couplé Alexa Fluor®,

Santa Cruz Biotechnologies®, sc-13561 AF647) dans du PBS-BSA 1 %-saponine 0,05 %. Enfin, les échan-

tillons sont incubés à 4 ○C, sur la nuit, à l’abris de la lumière, et 450 µl de PBS sont ajoutés avant l’analyse

par cytométrie en flux sur un appareil LSRFortessa® (BD Biosciences®).

7.3 Contrôles et calcul de la libération de cytochrome c

Deux contrôles sont effectués :
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— un échantillon cellulaire mise en contact avec du DMSO (Diméthylsulfoxyde) plutôt qu’avec un

peptide BH3, et que sera marqué avec le contrôle isotypique de l’anticorps dirigé contre le cyto-

chrome c ;

— un échantillon mis en contact avec une forme inactive du peptide BH3 et Puma, Puma2A, et qui

sera marqué avec l’anticorps dirigé contre le cytochrome c.

Ces deux contrôles permettent de calculer le pourcentage de libération du cytochrome c. La perte de

cytochrome c correspond au ratio entre la moyenne de l’échantillon et la moyenne (ou médiane) de

la condition n’induisant pas de libération de cytochrome c (Puma2A ou DMSO). La soustraction par la

valeur de l’isotype permet de retirer le bruit de fond.

% Per te de c y tochr ome c = 1−
Moyenne/Medi aneEchanti l lon −Moyenne/Medi ane I sot y pe

Moyenne/Medi anePuma2A/DMSO −Moyenne/Medi ane I sot y pe



Chapitre 8

Analyse par vidéomicroscopie

8.1 Analyse dynamique du devenir cellulaire par vidéomicroscopie

8.1.1 Infection

250 000 cellules, dans 2 ml de milieu, sont ensemencées dans un puit de plaque 6 puits. 24 heures

plus tard, les lentivecteurs H2B-RFP (Red fluorescent protein) sont ajoutés au milieu (MOI (Multiplicity

of infection)=3). Les cellules sont lavées 6 heures plus tard, laissées à proliférer 48 heures. Les cellules

sont ensuite trypsinées, lavées, et ensemencées dans une plaque 24 puits, à raison de 30 000 par puits.

Si l’expérience le nécessite, un infection avec des lentivecteurs shRNA (Small hairpin RNA) contrôle, ou

codant pour Bcl-xL coexprimé avec la RFP, est réalisée 24 heures plus tard (6 heures de contact dans la

milieu de culuture puis lavage.

8.1.2 Acquisition

Après infection, les cellules subissent un double blocage à la thymidine à une concentration de 2,5

mmol/l : 24 heures de blocage, suivis de 16 heures de relargage, puis 24 heures de blocage de nouveau.

Les cellules sont ensuite relarguées par trois lavages et l’ajout de 500µl de milieu de culture. Enfin les cel-

lules sont immédiatement traitées, et analysées au vidéomicroscope pendant 72 heures à raison d’une

prise de vue toutes les 10 minutes. Pour chaque puits deux à trois champs d’acquisition (x10) sont sé-

lectionnés, chacun contenant environ 100 cellules. Aux canaux de fluorescence nécessaires, est ajoutée

une acquisition en fond clair, i.e. sans fluorescence. L’acquisition est réalisée sur un vidéomicroscope

DMI 6000B (Leica®).
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8.2 Analyse dynamique de la perméabilisation mitochondriale par

vidéomicroscopie confocale

8.2.1 Infection et ensemencement

250 000 cellules, dans 2 ml de milieu, sont ensemencées dans un puit de plaque 6 puits. 24 heures

plus tard, les lentivecteurs codant pour MTS (Mitochondrial targeting sequence)Htra2/OmimCherry

(Monomeric cherry) sont ajoutés au milieu (MOI=3). Les cellules sont lavées 6 heures plus tard, laissées

à proliférer 48 heures. Les cellules sont ensuite trypsinées, lavées, et 150 000 cellules sont ensemencées

dans une chambre Cytoo® contenant une lame du même nom. Les cellules sont laissées à adhérer 4

heures, puis un lavage au PBS est effectué, et 200 µl de milieu de culture est ajouté. Enfin les cellules

sont traitées.

8.2.2 Acquisition

Après ensemencement et traitement, la chambre Cytoo® est placée dans le microscope confocal.

Trois canaux sont nécessaires à l’acquisition : un pour les protéines MTS-Htra2/Omi-mCherry, un pour

la fibronectine de la lame (fluorescente), et un fond clair. Deux prises de vue sont effectuées, x20 et x40,

sur une vingtaine de champs, la prise de vue x40 étant centrée sur une seule cellule. L’acquisition est

réalisée sur 24 heures, à raison d’une prise de vue toutes les 5 minutes sur trois plan focaux, sur un

appareil ECLIPSE Ti (Nikon®).



Chapitre 9

Analyse d’interactions par « Bioluminescence

Resonance Energy Transfer »

Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits, et transfectées avec 200 ng (pour chaque

puits) de plasmides donneurs pRluc-Bax, et 1 µg (pour chaque puit) de plasmides accepteurs (peYFP-

Bcl-xL, peYFP-Bcl-xLS62A, peYFP-Bcl-xLS62D, pCMV-Bcl-xL). 24 heures plus tard, les cellules sont tryp-

sinées et ensemencées dans une plaque 96 puits blanche. Après 24 heures, les cellules sont traitées 16

heures (paclitaxel 70 nmol/l et ABT-737 1 µmol/l), et les émissions à 485 et 530 nm sont mesurées,

après ajout de la coelenterazine H (substrat de la luciférase, 5 µmol/l), au détecteur de fluorescence-

luminescence Mithras LP 940.



Troisième partie

Résultats



Chapitre 1

Arrêt mitotique et induction de mort par

l’extinction de Cdc20 ou le traitement au

paclitaxel

1.1 Détection quantitative de l’arrêt mitotique

Il apparaît évident qu’étudier l’arrêt mitotique nécessite, avant tout autre chose, une méthode d’in-

duction du blocage en mitose. En outre, cette méthode se doit d’induire l’arrêt mitotique par le biais du

point de contrôle mitotique. Les méthodes les plus populaires sont l’utilisation des poisons des micro-

tubules, comme le paclitaxel ou le nocodazole. Le nocodazole se fixe également sur la tubuline β des

microtubules, cependant à l’inverse du paclitaxel il agit en faveur du raccourcissement de ces derniers.

Plus récemment, le ciblage de Cdc20 est apparu comme une alternative à l’utilisation des poisons des

microtubules. En effet, l’extinction de cette protéine par ARN interférence empêche l’induction de sor-

tie de mitose par maintien de l’activité de Cdk1. Cela mime en quelque sorte une non levée du point de

contrôle mitotique qui n’a plus les moyens d’exercer sa fonction. Cette méthode a l’avantage d’induire

un arrêt mitotique direct, et plus physiologique, en ce qu’il ne touche pas les microtubules. Il nous a

donc semblé intéressant d’utiliser cette méthode, et de la comparer au paclitaxel. Des cellules MDA-

MB-231 et CAL-51 ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre Cdc20, et récupérées 48 heures

plus tard (Figure 1.1). Nous avons rencontré des difficultés de détection de Cdc20 par immunoblot dans

les MDA-MB-231, possiblement à cause de la qualité de l’anticorps, ou d’une trop faible expression de

cette protéine dans ces cellules. L’efficacité de l’extinction a donc été vérifiée par RT-qPCR (Reverse

transcription quantitative polymerisation chain reaction) (Figure 1.1a). Cdc20 était en revanche détec-

table par immunoblot dans le cas des CAL-51, et nous avons pu constater l’efficacité de l’extinction

(Figure 1.1b).
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FIGURE 1.1 – Extinction de Cdc20 par ARN interférence. Des cellules MDA-MB-231 (a) et CAL-51 (b) ont été

transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (siCdc20). Les niveaux d’expression

de l’ARNm de Cdc20 ont été analysés par RT-qPCR dans le cas des MDA-MB-231 (a), et l’extinction a été vérifiée

par immnunoblot dans le cas des CAL-51 (b).

La principale conséquence fonctionnelle de l’extinction de Cdc20 est censée être l’induction de l’ar-

rêt mitotique. Se pose alors la question de la détection de l’arrêt mitotique, et plus généralement de

la mitose. La découverte de la mitose est consubstantielle à son aspect visuel. C’est en effet après un

marquage de l’ADN que Walther Flemming a été en mesure d’observer cette période critique de la vie

de la cellule. Aujourd’hui encore, l’étude de la mitose reste intimement liée à la microscopie. La micro-

scopie a d’ailleurs été longtemps l’unique méthode de détection de la mitose, mais de nos jours elle se

destine plutôt à l’évaluation de paramètres plus fins, et la détection quantitative est aujourd’hui faite

par cytométrie en flux. La quantification par cytométrie en flux repose sur le marquage du matériel gé-

nétique, avec de l’IP (Iodure de propidium) ou du DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole) par exemple.

Cela permet d’identifier les cellules ayant achevé (4n) ou non (2n) la réplication. Néanmoins, la popula-

tion 4n représentant à la fois les cellules en mitose, les cellules en phase G2 et les cellules tétraploïdes, il

est d’usage d’ajouter un marquage de l’activité des kinases mitotiques. Le second marquage cible donc

généralement soit la sérine 10 de l’histone H3, soit MPM-2. MPM-2 est un phospho-épitope spécifique

de la phosphorylation par Cdk1 et Plk1. Ainsi un co-marquage IP/MPM-2 permet de détecter spécifi-

quement les cellules en mitose. Ce co-marquage a été réalisé après extinction de Cdc20 dans les lignées

MDA-MB-231, CAL-51 et MCF-7 (Figure 1.2), trois lignées de cancer du sein (triple négatif pour les deux

premières, et ER+ pour la dernière). Cette expérience comporte un aspect cinétique rendu possible par
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FIGURE 1.2 – L’extinction de Cdc20 induit une accumulation des cellules en arrêt mitotique dans les

lignées MDA-MB-231, CAL-51 et MCF-7. Les cellules MDA-MB-231, CAL-51 ou MCF-7 ont été transfectées

avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Cdc20. Les cellules ont ensuite été récupérées aux

temps indiqués, marquées à l’iodure de propidium et avec un anticorps dirigé contre MPM-2. Enfin, les cellules

ont été analysées par cytométrie en flux via un double marquage IP/MPM-2.

la récolte des cellules 24, 48 et 72 heures après transfection. Nous pouvons observer l’efficacité fonc-

tionnelle de l’extinction de Cdc20 qui augmente la population 4n/MPM-2+, représentant les cellules en

arrêt mitotique, dans les trois lignées testées. En moyenne, la population 4n/MPM-2+ passe de moins de

2 % (en conditions normales) à un peu plus de 50 % 48 heures après transfection. Nous observons éga-

lement que le nombre de cellules mitotiques augmente au cours du temps ; c’est dans la lignée CAL-51

que cela est le plus visible. Toujours au cours du temps, on peut voir que la population mitotique ne di-

minue pas, excepté dans le cas des cellules MCF-7 à 72 heures. Cette expérience suggère que l’extinction

de Cdc20 induit une accumulation des cellules en arrêt mitotique, et que cette arrêt mitotique n’aboutit

pas à de l’échappement sur la durée de l’expérience. Cette interprétation ne peut rigoureusement pas

être appliquée à la lignée MCF-7, du fait de la diminution à 72 heures. Cependant l’échappement des

cellules MCF-7 à l’arrêt mitotique ne peut être conclu, car la mort mitotique pourrait produire le même

résultat, i.e une diminution de la population mitotique en faveur des deux autres.
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1.2 L’extinction de Cdc20 induit un arrêt mitotique soutenu et le pa-

clitaxel un arrêt mitotique transitoire

Nous avons ensuite voulu comparer l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 à celui induit

par le paclitaxel. Il a été montré que de fortes concentrations en paclitaxel pouvait induire un regrou-

pement des microtubules en paquets, et ainsi provoquer la mort indépendamment d’une action sur le

point de contrôle mitotique [76]. Les toxicités de différentes concentrations en paclitaxel ont donc été

évaulées sur les quatre lignées précédentes (Figure 1.3). Pour cela un marquage de l’APO2.7 (épitope mi-
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FIGURE 1.3 – Détermination d’une concentration minimale de paclitaxel. Les cellules MDA-MB-231,

CAL-51, MCF-7, HeLa ont été traitées au paclitaxel aux concentrations indiquées. Les cellules ont ensuite été

récupérées à 24 h, marquées pour l’APO2.7, et analysées par cytométrie en flux.

tochondrial exposé lors de l’apoptose) a été réalisé après 48 h de traitement à des concentrations crois-

santes de paclitaxel, et analysé par cytométrie en flux. Dans le cas des lignées MDA-MB-231 et CAL-51,

les réponses sont semblables. Ces deux lignées ne sont marquées qu’à la plus forte concentration de

paclitaxel (70 µmol/l), et le sont de manière équivalente (environ 50 %). La lignée HeLa semble plus



1.2 L’extinction de Cdc20 induit un arrêt mitotique soutenu et le paclitaxel un arrêt mitotique
transitoire 98

sensible, c’est la seule dont le marquage augmente à 7 µmol/l. Enfin la lignée MCF-7 reste très peu mar-

quée quelque soit la concentration. Faire référence à de « faibles » concentrations en paclitaxel désigne

généralement les concentrations inférieures à 20 nmol/l [76]. Dans nos expériences, 70 nmol/l était la

concentration la plus basse permettant d’obtenir une proportion optimale de cellules 4n/MPM-2+, c’est

à dire environ 30 % (données non montrées). C’est cette concentration qui a été utilisée par la suite.

Afin de comparer l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 à celui induit par le paclitaxel,

un co-marquage IP/MPM-2 a été réalisé dans ces deux conditions sur la lignée MDA-MB-231, à 24, 48

et 72 heures (Figure 1.4). Sous extinction de Cdc20, les résultats sont similaires à ceux de la première

(a) Analyse de l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 dans la

lignée MDA-MB-231
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FIGURE 1.4 – L’extinction de Cdc20 provoque un arrêt mitotique plus durable que le traitement par le

paclitaxel.

expérience (Figure 1.4a). La réponse des cellules au paclitaxel est quant à elle différente de celle à l’ex-

tinction de Cdc20 (Figure 1.4b). D’une part, nous pouvons voir que le nombre de cellules en mitose est

moins élévé sous paclitaxel (20 % en moyenne), et ceci à tous les temps de récupération. D’autre part,
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(b) Analyse de l’arrêt mitotique induit par le traitement au paclitaxel
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FIGURE 1.4 – L’extinction de Cdc20 provoque un arrêt mitotique plus durable que le traitement par

le paclitaxel (suite). Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA

dirigé contre Cdc20 (a). Alternativement, les cellules ont été traitées au paclitaxel (70 nmol/l), le DMSO fai-

sant office de contrôle (b). Les cellules ont ensuite été récupérées aux temps indiqués, marquées à l’iodure de

propidium et avec un anticorps dirigé contre MPM-2. Enfin, les cellules ont été analysées par cytométrie en

flux.

nous pouvons voir que la population mitotique diminue avec le temps, ici à 72 heures. Ces résultats

suggèrent que dans la lignée MDA-MB-231, et à l’inverse de l’arrêt mitotique induit par l’extinction de

Cdc20, l’arrêt mitotique induit par le paclitaxel est transitoire, et aboutit à un échappement des cellules

à 72 h.
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1.3 L’arrêt mitotique induit par Cdc20 aboutit à la mort cellulaire

partielle

Après nous être assurés de l’induction de l’arrêt mitotique par l’extinction de Cdc20 et le traitement

au paclitaxel, nous nous sommes intéressés à la toxicité des ces deux types d’arrêt sur les cellules. L’épi-

tope 7A6 est un épitope mitochondrial utilisé pour détecter l’apoptose, car il est exposé durant ses stades

précoces [238]. La fiabilité de l’utilisation de l’expression du 7A6 en tant que marqueur d’apoptose est

actuellement discutée. Il a en effet été montré que l’exposition du 7A6 ne nécessiterait pas la rupture du

potentiel de membrane mitochondriale, mais serait plutôt due à l’activation des caspases et à la déte-

rioration subséquente de la mitochondrie par ces dernières [239]. À l’inverse, une autre équipe a montré

que l’exposition du 7A6 n’était pas influencée par l’inhibition des caspases via le Q-VD-OPh (Quinoline-

ValineV-Asparatate(D)-O-phenoxy) [240]. L’expression du 7A6 reste néanmoins utilisée pour la détec-

tion d’un mécanisme actif de mort, et c’est pour cette raison qu’elle reste courante de nos jours, grâce

à l’anticorps APO2.7. L’utilisation de cet anticorps peut être faite avec ou sans perméabilisation préa-

lable des cellules. La perméabilisation est censée permettre la détection de l’apoptose précoce, car elle

lui donne accès à son épitope. Elle ne doit cependant pas être trop importante au risque de toucher

également la membrane externe de la mitochondrie, et demande donc une utilisation fine du détergent

souvent dépendante du type cellulaire. L’absence de perméabilisation permet quant à elle de détecter

l’apoptose tardive, et c’est cette méthode que nous avons utilisé. Ainsi, un marquage de l’épitope 7A6

par l’anticorps APO2.7 a été réalisé sur les lignées cellulaires MDA-MB-231, CAL-51, MCF-7 et HeLa (Fi-

gure 1.5). Dans cette expérience, les cellules ont été transfectées avec un siRNA dirigé contre Cdc20, puis

récupérées à 24, 48, 72 et 96 heures pour être immuno-marquées. Nous pouvons constater que l’extinc-

tion de Cdc20 induit une augmentation du marquage dans les quatres lignées au cours du temps. Les

pourcentages de cellules marquées sont semblables dans les lignées MDA-MB-231, CAL-51 et HeLa. Le

marquage des cellules MCF-7 est lui bien moindre. Cela pourrait être expliquer par le fait que la lignée

MCF-7 présentent une délétion sur le gène de la caspase-3 [241]. Combinés avec les précédents, ces ré-

sultats suggèrent que l’extinction de Cdc20 induit la mort mitotique des cellules sur lesquelles elle a été

réalisée. Nous ne pouvons cependant pas qualifier cette mort de processus apoptotique sur la base du

seul marquage du 7A6, et nous avons tenté de mieux la caractériser, comme nous le verrons par la suite.
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FIGURE 1.5 – L’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 aboutit à la mort cellulaire. Les cellules

MDA-MB-231, CAL-51, MCF-7 et HeLa ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé

contre Cdc20. Les cellules ont ensuite été récupérées aux temps indiqués et marquées à l’APO2.7. Enfin, les

cellules ont été analysées par cytométrie en flux.

1.4 L’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 provoque une

mort indépendante des caspases

Nous avons ensuite voulu déterminer si l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 indui-

sait l’activation des caspases (Figure 1.6). Des cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siRNA

contrôle, ou un siRNA dirigé contre Cdc20. Ces cellules ont été récupérées 48 heures plus tard, et une

analyse de l’activation de la caspase-3 et la caspase-7 (Cysteine protease cleaving after asp 7) a été réa-

lisée (Figure 1.6a). Nous avons pu ainsi constater que l’arrêt mitotitque induit par l’extinction de Cdc20

provoquait une activation des deux caspases citées précédemment.

De manière intéressante, il a été suggéré que la mort mitotique pouvait être due à l’accumulation

de dommages de l’ADN pendant la mitose [93]. Il avait déjà été suggéré que l’extrême condensation

du matériel génétique pendant la mitose pouvait induire des dommages spontanés favorisant ainsi le



1.4 L’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 provoque une mort indépendante des caspases102

(a) Analyse de l’activation des caspases

suite à l’extinction de Cdc20

0

50

100

150

siCt siCdc20

A
ct

iv
at

io
n 

de
s 

ca
sp

as
es

 3
 e

t 7
 (

un
ité

 a
rb

itr
ai

re
)

(b) Analyse de l’expression de pH2AX
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FIGURE 1.6 – L’arrêt mitotique induit une mort indépendante des caspases. Les cellules MDA-MB-231

ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt), ou un siRNA dirigé contre Cdc20. Après 48h, les cellules ont

été récupérées, et une analyse de l’activation de la caspase-3, et de la caspase-7 a été réalisée (a). Alternative-

ment une analyse de l’expression de pH2AX (sérine 139) a été effectuée (b). (c) Les cellules MDA-MB-231 ont

été transfectées avec un siCt, ou un siCdc20, en présence ou non de Q-VD-OPh (5 µmol/l). Les cellules ont été

récupérées 48h plus tard, immunomarquées pour l’annexine V, et analysées par cytométrie en flux.
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stress mitotique. De là, un arrêt mitotique prolongé pouvait induire une accumulation des dommages et

déclencher l’apoptose après échappement. L’équipe de Timothy Mitchison est allée plus loin en mon-

trant que ces dommages de l’ADN pouvait être générées de manière active pendant la mitose via CAD,

dont l’activation dépend de la dégradation d’ICAD (Inhibitor of CAD) par les caspases [93]. Nous avons

donc recherché si l’extinction de Cdc20 induisait des dommages de l’ADN. Les cellules MDA-MB-231

ont été transfectées avec un si (Small iinterfering)Ct ou un siCdc20 pendant 48 heures, puis analysées,

par immunoblot, pour l’expression de pH2AX (Phosphorylated histone 2AX) (sérine 139) (Figure 1.6b).

Nous avons observé que l’extinction de Cdc20 induisait un marquage significatif de pH2AX comparé

la condition contrôle. Cette observation soutient le fait qu’une activation des caspases se produit suite

pendant l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20.

Suite à cela, nous avons voulu déterminer si cette activation des caspases était impliquée dans la

mort induite par l’extinction de Cdc20. En effet dans certains cas, l’activation des caspases peut être su-

blétale, autrement dit une activation tolérée par la cellule et n’induisant pas la mort. C’est effectivement

ce que nous avons observé. Des cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siCt ou un siCdc20,

pendant 48 heures, en présence ou non de l’inhibiteur pan-caspase Q-VD-OPh. Une marquage de l’an-

nexine V a ensuite été réalisé, et les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (Figure 1.6c). Les

résultats montrent que l’extinction de Cdc20 induit la mort, mais que cette dernière n’est pas inhibée le

Q-VD-OPh.

L’ensemble de ces résultats indiquent que l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 pro-

voque une activation sublétale des caspases, et une mort indépendante des caspases.



Chapitre 2

Implication des protéines anti-apoptotiques de

la famille de Bcl-2 dans l’arrêt mitotique

2.1 L’arrêt mitotique module l’amorçage cellulaire et révèle une dé-

pendance à Bcl-xL

Nous avons établi que l’extinction de Cdc20 induit la mort mitotique des cellules. Les protéines de la

famille Bcl-2 sont des régulateurs majeurs de l’apoptose. Elles régulent la perméabilisation de la mem-

brane externe de la mitochondrie par un réseau complexe d’interactions via un domaine spécialisé,

le domaine BH3. Fonctionnellement, les protéines de cette famille sont généralement catégorisées en

anti-apototiques, effectrices, activatrices, et sensibilisatrices. Plus précisément, les effectrices possèdent

la capacité de former des pores dans la membrane externe de la mitochondrie, et c’est la fonction des

anti-apoptotiques que de les en empêcher. S’ajoute à cela un niveau « supérieur » de régulation formé

par les activatrices, qui sont en mesure d’inhiber les anti-apoptotiques, ou d’activer directement les pro-

apoptotiques. Le rôle des sensibilisatrices est quant à lui moins bien défini. Ceci étant posé, nous avons

logiquement voulu déterminé si cette famille de protéines était impliquée dans la mort que nous obser-

vions suite à l’extinction de Cdc20. Pour cela, nous avons utilisé la technique du profilage BH3 [242].

La méthode du profilage BH3 est indissociable du concept d’amorçage (« priming »). Plus précisé-

ment, l’idée est qu’un réseau mitochondrial amorcé, et par extension une cellule amorcée, répondra

de manière plus robuste à une stimulation apoptotique [243]. Elle sera en quelque sorte plus disposée

à s’engager dans une voie d’apoptose, et donc répondra mieux aux composés de chimiothérapie. Ce

concept est actuellement incontournable dans l’étude de l’apoptose, car il est intimement lié à la cli-

nique, et a donc des applications directes. L’évaluation de l’amorçage de cellules de patients pourrait en

effet aider à prédire la réponse à la chimiothérapie [244].
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Expérimentalement, l’amorçage des cellules se traduit par une sensibilité accrue aux peptides ac-

tivateurs ou sensibilisateurs issus des protéines de la famille de Bcl-2. Ainsi, le profilage BH3 s’attache

à déterminer si une population cellulaire est sensible à une batterie de peptides. Ces peptides sont is-

sus des domaines BH3 des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 capables d’interagir avec Bax

ou Bak. La sensibilité est quant à elle quantifiée par immuno-marquage du cytochrome c. Les grandes

étapes de la technique sont illustrées dans la figure 2.1. Les cellules subissent une première perméa-

bilisation, qui a pour but de détériorer uniquement la membrane plasmique, permettre l’entrée des

peptides (Figure 2.1a). Les cellules sont ensuite mises en contact avec les peptides BH3. S’il y a amor-

çage, et que les cellules sont sensibles au peptide BH3 d’intérêt, cette étape va induire la MOMP, et le

cytochrome c sera libéré. À l’inverse, s’il n’y a pas d’amorçage, les mitochondries resteront intactes et

conserveront leur cytochrome c. S’ensuit une étape de lavage et de fixation, puis l’immunomarquage

du cytochrome c est effectué (Figure 2.1b), et les cellules sont lavées et fixées de nouveau (Figure 2.1c).

Enfin, l’analyse par cytométrie en flux permet de déterminer l’absence, ou la présence d’amorçage. L’ab-

sence d’amorçage sera caractérisée par une positivité du marquage (Figure 2.1d), car il n’y aura pas eu

perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, l’amorçage sera caractérisé par une né-

gativité du marquage (Figure 2.1e), car les cellules auront perdu leur cytochrome c. La variable analysée

est donc un pourcentage de perte du cytochrome c, qui est obtenue par normalisation (cf. la partie

matériel et méthode pour le calcul) à l’aide de deux contrôles :

— négatif : une forme inactive du peptide BH3 de Puma, Puma2A, qui n’induit pas la perméabili-

sation de la membrane externe de la mitochondrie. Ceci représente la condition où le marquage

est le plus fort (Figure 2.1d), c’est à dire où il y a 0 % de perte du cytochrome c, sa valeur est donc

à 0 ;

— positif : le contrôle isotypique de l’anticorps, qui simule une absence de marquage (Figure 2.1e),

et donc 100 % de perte du cytochrome c. Il permet de retirer le bruit de fond, et sa valeur est à 1.

De cette manière, le profilage BH3 permet de savoir si une population cellulaire est amorcée pour l’apop-

tose. Et, en confrontant le profil au tableau du réseau d’interactions des peptides avec les protéines de la

famille de Bcl-2 (Tableau 2.1), il est aussi possible de déterminer l’importance de telle ou telle protéine

anti-apoptotique.

Afin de savoir si l’arrêt mitotique avait des effets sur l’amorçage des cellules, et aussi d’identifier de

possibles acteurs anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, j’ai procédé à un profilage BH3 dans le labo-

ratoire du Dr. Letai à Boston. Des cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec des siCdc20 (Figure

2.2a), ou traitées au paclitaxel (Figure 2.2b), puis récupérées 48 heures après pour être profilées. Nous

pouvons constater que les cellules MDA-MB-231 étaient amorcées en absence de traitement, car libé-
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(a) Perméabilisation et mise en contact avec les peptides BH3
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(b) Marquage du cytochrome c et fixation
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FIGURE 2.1 – Technique du profilage BH3.
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(c) Lavage
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FIGURE 2.1 – Technique du profilage BH3. Après récupération, les cellules subissent une perméabilisation

de leur membrane plasmique, et sont mises en présence des peptides BH3 (a). Puis, après une première fixa-

tion, l’immunomarquage du cytochrome c est effectué (b). Enfin, les cellules sont lavées, de nouveau fixées, et

analysées par cytométrie en flux. La positivité du marquage indique une absence d’amorçage (c), et la négati-

vité indique la mise en place d’un amorçage (d).

rant du cytochrome c en réponse à la présence des peptides BH3 de Bid et Bim. L’extinction de Cdc20,

et le traitement par le paclitaxel, n’amplifiaient par l’amorçage par rapport aux conditions contrôles.
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Tableau 2.1 – Réseau d’interactions entre les peptides BH3 et les protéines de la famille de Bcl-2.

Néanmoins, nous avons pu constater que ces deux traitements modulaient le profil des cellules de ma-

nière semblable. En effet, dans les deux cas les peptides BH3 de Bad et Hrk augmentent la libération de

cytochrome c par rapport à la condition contrôle. Cependant, il est notable de constater que la réponse

au peptide issu d’Hrk est plus importante dans le cas de l’extinctin de Cdc20. Le peptide BH3 de Puma

augmentent également la libération de cytochrome c, mais uniquement dans le cas de l’extinction de

Cdc20. Enfin, la sensibilité au peptide BH3 d’Hrk suggère une implication de Bcl-xL, Hrk n’étant censé

interagir qu’avec ce dernier (Tableau 2.1) [243].

Ces données suggèrent que l’arrêt mitotique n’amorce pas strictement les cellules de la lignée MDA-

MB-231, car nous n’observons pas de réponse aux peptides issus de Bim et Bid qui sont les seuls acti-

vateurs directs. Nous pouvons néanmoins conclure que l’arrêt mitotique modifie le profil de sensibilité

aux peptides issus des BH3-only. Le traitement par le paclitaxel présente la même tendance que l’ex-

tinction de Cdc20 (Figure 2.2b). Ces résultats étant issus d’expériences réalisées sur l’ensemble des cel-

lules transfectées ou traitées, nous avons tenté de séparer les cellules en arrêt mitotique des autres par

« shake-off », afin de gagner en sensibilité. Cependant une qualité suffisante de séparation n’a pu être

atteinte pour permettre une analyse par profilage.

2.2 Dans un contexte d’arrêt mitotique, les extinctions de Bcl-xL ou

Mcl-1 convertissent la mort en apoptose classique (« switch »)

Dans le but de confronter les résultats du profilage BH3 à des preuves fonctionnelles, nous avons

décidé d’évaluer l’effet de la déplétion des protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 pendant

l’arrêt mitotique. Les lignées MDA-MB-231, CAL-51 et HeLa ont été transfectées avec des siRNA dirigés

contre Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 (Figure 2.3). Nous avons pu observer que les trois extinctions étaient effec-

tives dans les trois lignées. En outre, cette expérience permet de visualiser les différences d’expression

des lignées entre elles pour les trois protéines. Il en ressort que les cellules MDA-MB-231 expriment for-
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(a) Profilage BH3 des cellules MDA-MB-231 suite à l’extinction de siCdc20
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FIGURE 2.2 – L’arrêt mitotique promeut l’amorçage des cellules MDA-MB-231.

tement Bcl-xL, mais n’expriment que faiblement Bcl-2 et Mcl-1. Les cellules HeLa n’expriment que très

peu Bcl-xL, mais expriment très fortement Mcl-1. Enfin la lignée CAL-51 exprime très fortement Bcl-xL.

Suite à cela, les lignées MDA-MB-231 et CAL-51 ont d’abord été transfectées avec des siBcl-2, siBcl-

xL et siMcl-1 (Figure 2.4). Puis, 24 heures plus tard, les cellules ont été transfectées avec un siCdc20, ou

avec un siCt, en présence ou non de l’inhibiteur pan-caspase Q-VD-OPh. Les cellules ont été récoltées

48 heures après transfection et un marquage de la phosphatidylsérine par l’annexine V a été réalisé pour



2.2 Dans un contexte d’arrêt mitotique, les extinctions de Bcl-xL ou Mcl-1 convertissent la mort en
apoptose classique (« switch ») 110

(b) Profilage BH3 des cellules MDA-MB-231 suite au traitement par le paclitaxel
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FIGURE 2.2 – L’arrêt mitotique promeut l’amorçage des cellules MDA-MB-231 (suite). Les cellules MDA-

MB-231 ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (a). Alternative-

ment, les cellules ont été traitées au paclitaxel (70 nmol/l), le DMSO faisant office de contrôle (b). Après 48 h les

cellules ont été récupérées, mises en contact avec les peptides, puis marquées pour le cytochrome c avant ana-

lyse par cytométrie en flux. Test de student bilatéral, ∗∗∗, ∗∗ et ∗ correspondent respectivement à des valeurs

p inférieurs à 0,001, 0,01, et 0,05.

détecter l’apoptose. Le marquage de l’annexine V est en effet classique pour la détection de l’apoptose,

apoptose durant laquelle la rupture de flux membranaire permanent induit une externalisation de la

phosphatidylsérine sur la membrane plasmique. Nous avons combiné ce marquage avec un second par
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(a) Extinction de Bcl-2
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FIGURE 2.3 – Extinction de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 par ARN interférence. Les cellules MDA-MB-231, CAL-

51 et HeLa ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Bcl-2 (a), Bcl-xL (b) ou

Mcl-1 (c). Les cellules ont été récupérées 48 h plus tard, et les niveaux d’expression ont été évalués par immu-

noblot.

(a) Analyse de l’influence des anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

sur la mort induite par l’extinction de Cdc20, dans les cellules MDA-

MB-231
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FIGURE 2.4 – Les extinctions de Bcl-xL et Mcl-1 sensibilisent les cellules à la mort induite par l’extinc-

tion de Cdc20. "D" : DMSO, "Q" : Q-VD-OPh.
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(b) Analyse de l’influence des anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

sur la mort induite par l’extinction de Cdc20, dans les cellules CAL-51
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FIGURE 2.4 – Les extinctions de Bcl-xL et Mcl-1 sensibilisent les cellules à la mort induite par l’extinc-

tion de Cdc20 (suite). Les lignées MDA-MB-231 (a) et CAL-51 (b) ont été transfectées avec un siRNA contrôle

(siCt) ou un siRNA dirigé contre Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1. 24 heures plus tard les cellules ont été transfectées avec

un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Cdc20 et traitées au Q-VD-OPh ("Q", 5 µmol/l) ou au DMSO

("D"). Les cellules ont été récupérées 48 h plus tard, marquées à l’Annexine V et à l’iodure de propidium, pour

enfin être analysées par cytométrie en flux. Test de student bilatéral, ∗∗∗, ∗∗ et ∗ correspondent respective-

ment à des valeurs p inférieurs à 0,001, 0,01, et 0,05.

l’iodure de propidium afin de détecter la perméabilisation membranaire, et donc l’apoptose tardive.

Nous avons observé des réponses différentes entre les deux lignées. La lignée MDA-MB-231 est ex-

clusivement sensible à la déplétion de Bcl-xL qui entraîne une forte augmentation de la mort induite par

l’arrêt mitotique (Figure 2.4a), mort dont il est important de préciser qu’elle est principalement consti-

tuée d’un marquage positif pour l’annexine V et négatif pour l’iodure de propidium. La lignée CAL-51

est elle aussi sensible à la déplétion de Bcl-xL en arrêt mitotique, mais également à celle de Mcl-1, et

dans des valeurs comparables (Figure 2.4b). Les mêmes dépendances sont observables en absence de
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synchronisation. En effet, en absence de traitement, les extinctions de Bcl-xL pour les MDA-MB-231, et

de Bcl-xL et Mcl-1 pour les CAL-51, induisent la mort des cellules.

Il est intéressant de constater que, sous déplétion de Cdc20, la mort accentuée par la déplétion de

Bcl-xL, ou Mcl-1, est inhibée par le Q-VD-OPh alors que la mort induite par la déplétion de Cdc20 seul

ne l’est pas. Cela suggère que la mort induite par l’arrêt mitotique seul est indépendante des caspases,

mais qu’elle devient dépendante des caspases lorsqu’elle est accentuée par la déplétion de Bcl-xL ou

Mcl-1.

La dépendance aux protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 a ensuite été testée durant

l’arrêt mitotique partiel induit par le paclitaxel (Figure 2.5). La lignée MDA-MB-231 a été transfectée

(a) Analyse de l’influence des anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

sur la mort induite par le paclitaxel, dans les cellules MDA-MB-231
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FIGURE 2.5 – Les extinctions de Bcl-xL et Mcl-1 sensibilisent les cellules à la mort induite par le pacli-

taxel. "D" : DMSO, "P" : Paclitaxel.

avec des siBcl-2, des siBcl-xL ou des siMcl-1, puis 24 heures après, traitée au paclitaxel et au Q-VD-OPh
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(b) Analyse de l’influence des anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

sur la mort induite par le paclitaxel, dans les cellules CAL-51 et HeLa
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FIGURE 2.5 – Les extinctions de Bcl-xL et Mcl-1 sensibilisent les cellules à la mort induite par le pa-

clitaxel (suite). Les lignées MDA-MB-231 (a), CAL-51 et HeLa (b) ont été transfectées avec un siRNA contrôle

(siCt) ou un siRNA dirigé contre Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1. 24 heures plus tard les cellules ont été traitées au DMSO

("D") ou au paclitaxel ("P", 70 nmol/l) et au Q-VD-OPh ("Q", 5 µmol/l) dans le cas de la lignée MDA-MB-231.

Les cellules ont été récupérées 48 h plus tard, marquées à l’APO2.7, ou à l’Annexine V et à l’iodure de propi-

dium, pour enfin être analysées par cytométrie en flux. Test de student bilatéral, ∗∗∗, ∗∗ et ∗ correspondent

respectivement à des valeurs p inférieurs à 0,001, 0,01, et 0,05.

pour une durée de 48 heures, pour enfin être marquée pour l’annexine V et à l’iodure de propidium

(Figure 2.5a). Il est frappant de constater que les cellules MDA-MB-231 répondent de la même manière

que lors d’un arrêt mitotique induit par la déplétion en Cdc20. Nous retrouvons la dépendance exclu-

sive à Bcl-xL, ainsi que la dépendance aux caspases. Comme précédemment, la mort est principalement

représentée par une population cellulaire positive pour l’annexine V et négative pour l’iodure de pro-

pidium. La même expérience a été réalisée sur les lignées CAL-51 et HeLa, et le marquage utilisé fut

l’APO2.7 (Figure 2.5b). Nous retrouvons la double dépendance des CAL-51 à Bcl-xL et Mcl-1. La lignée

HeLa est plus sensible à l’arrêt mitotique induit par le paclitaxel, et la mort qu’il provoque est poten-
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tialisée par la déplétion de Bcl-2 et Bcl-xL. À noter que ces deux dernières lignées sont toutes deux très

dépendantes à Mcl-1, mais d’une manière qui n’est pas dépendante du cycle.

Enfin, nous avons utilisé l’ABT-737 pour tester l’implication de Bcl-2 et Bcl-xL dans l’arrêt mitotique.

L’ABT-737 est un inhibiteur chimique de Bcl-2 et Bcl-xL. Son mode d’action est de mimer le domaine

BH3 1, et ainsi d’inhiber les interactions entre les membres de la famille de Bcl-2. L’ABT-737 inhibe no-

tamment les interactions de Bcl-2 et Bcl-xL avec Bax ou Bak. Cela libère Bax et Bak qui, sous réserve

d’activation, sont alors libres de former des pores dans la membrance externe de la mitochondrie et

d’induire l’apoptose.

Les cellules MDA-MB-231 ont été soit traitées au paclitaxel, soit transfectées avec des siCdc20 pen-

dant 48 heures, en présence ou non d’ABT-737 ou de Q-VD-OPh (Figure 2.6). Les cellules ont finalement

été récoltées, et marquées par l’annexine V et l’iodure de propidium. Les cellules répondent de la même

manière aux deux types d’arrêt mitotique. La présence de l’ABT-737 potentialise la mort mitotique. Cette

potentialisation s’effectue d’une manière dépendante des caspases, et la mort est toujours principale-

ment représentée par une population de cellules positives pour l’annexine V et négative pour l’iodure de

propidium. Les cellules sont également sensibles au traitement par l’ABT-737 en agent simple lorsque

qu’il est suivi d’une transfection.

L’ensemble des résultats de ce chapitre concourent à démontrer l’implication de Bcl-xL au cours de

l’arrêt mitotique. Ils suggèrent que l’arrêt mitotique seul provoque une mort partielle qui possède des

caractéristiques apoptotiques, car elle est marquée Annexine V + / IP -, mais qui diffère de l’apoptose

classique car elle n’est pas dépendante des caspases (Figure 2.4a). Cette mort peut être amplifiée, et

convertie en apoptose classique dépendante des capspases par l’extinction de Bcl-xL, nous parlerons de

« switch » apoptotique.

Nous ajouterons que dans le contexte d’une combinaison de l’arrêt mitotique avec un traitement

par l’ABT-737, l’extinction de Cdc20 est plus efficace que le traitement par le paclitaxel (Figure 2.6). En

effet les méthodes induisent des pourcentages semblables, or une transfection est moins efficace (cible

moins de cellules) qu’un traitement par un composé chimique. Cette observation rejoint celle faite sur

le maintien de l’arrêt mitotique, qui est plus fort dans le cas de l’extinction de Cdc20 et empêchant

l’échappement. Les cellules seraient plus vulnérables en arrêt mitotique, qui est un état de haute fragi-

lité, qu’après échappement.

1. L’ABT-737 présente un profil d’interaction similaire au domaine BH3 de Bad [245]
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(a) Analyse de l’effet de l’ABT-737 sur la mort cellulaire induite par l’ex-

tinction de Cdc20
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FIGURE 2.6 – L’ABT-737 mime les effets de l’extinction de Bcl-xL dans les cellules MDA-MB-231. "D" :

DMSO, "A" : ABT-737, "Q" : Q-VD-OPh.
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(b) Analyse de l’effet de l’ABT-737 sur la mort cellulaire induite par le

paclitaxel
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FIGURE 2.6 – L’ABT-737 mime les effets de l’extinction de Bcl-xL dans les cellules MDA-MB-231 (suite).

Les cellules ont été transfectées avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (a). Alternativement

les cellules ont été traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) (b). La transfection et le traitement par le

paclitaxel ont été réalisés en presence ou non de Q-VD-OPh ("Q", 5 µmol/l), et d’ABT-737 ("A", 1 µmol/l). Les

cellules ont été récupérées 48 h plus tard, marquées à l’Annexine V et à l’iodure de propidium, pour enfin être

analysées par cytométrie en flux. Test de student bilatéral, ∗∗∗, ∗∗ et ∗ correspondent respectivement à des

valeurs p inférieurs à 0,001, 0,01, et 0,05.



Chapitre 3

Bcl-xL protège la mort mitotique et de la mort

post-échappement

3.1 Observation de la mort mitotique et de l’échappement à l’arrêt

mitotique par vidéomicroscopie

L’implication de Bcl-xL dans l’arrêt mitotique ayant été établi précédemment, nous nous sommes

intéressés à l’aspect cinétique de la mort mitotique. Dans ce but nous nous sommes tournés vers une

approche par vidéomicroscopie (Figure 3.1). Cette approche a été rendue possible par l’utilisation de

(a) Double infection des cellules par des lentivecteurs : H2B-RFP et shRNA/GFP

shRNA-GFPH2B-RFP

FIGURE 3.1 – Analyse du devenir cellulaire par vidéomicroscopie.

vecteurs lentiviraux codant pour l’histone H2B fusionnée à la RFP, et induisant un marquage fluorescent

de la chromatine des cellules infectées (Figure 3.1a). Couplé à la vidéomicroscopie ce marquage permet

la détection des mouvements chromatiniens, et par extension la distinction entre l’interphase et les

différentes phases de la mitose. À partir de là, il devient donc aisé d’identifier les différents devenirs

cellulaires que sont notamment la mort, la mort mitotique et l’échappement à l’arrêt mitotique (Figure

3.1b). Nous pouvons définir ainsi les caractéristiques visuelles des différents devenirs cellulaires :
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(b) Caractéristiques visuelles des différents devenirs cellulaires

Marqué en :

Mort mitotique

Mitose

Mort post-
échappement

Survie post-
échappement

Mort
interphasique

Pas d'entrée en
mitose

FIGURE 3.1 – Analyse du devenir cellulaire par vidéomicroscopie (suite). (a) Les cellules sont séquen-

tiellement infectées par un lentivecteur codant pour l’histone H2B fusionné à la RFP (H2B-RFP), permettant

la visualisation des mouvements chromatiniens, et un lentivecteur codant pour un shRNA coexprimé avec

la GFP, permettant lui de sélectionner les cellules dans lesquelles la protéine d’intérêt a été éteinte. (b) Les

différents devenirs cellules sont identifiables grâce à la forme de la cellule et aux phénomènes de condensa-

tion/décondensation du matériel génétique. La mitose est caractérissé par une condensation intense de l’ADN,

et de là dérive l’identification de tous les devenirs cellulaires représentés.

— Mitose :

1. arrondissement de la cellule et condensation courte de la chromatine ;

2. apparition de la plaque métaphasique ;

3. séparation du matériel génétique ;

4. formation des cellules filles ;

5. réapplatissement des cellules et décondensation de la chromatine. ;

— Mort mitotique :

1. arrondissement de la cellule et condensation longue de la chromatine ;

2. destruction de la cellules. ;

— Survie post-échappement :

1. arrondissement de la cellule et condensation longue de la chromatine ;
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2. réapplatissement de la cellule sans division, décondensation de la chromatine, et apparition

de micronoyaux ;

— Mort post-échappement : comme la survie post-échappement, mais suivie par la destruction de

la cellule ;

— Mort interphasique : destruction de la cellule sans que soit apparue de condensation chromati-

nienne ;

— Pas d’entrée en mitose : absence d’activité visible pendant toute la durée de l’acquisition.

Il n’existe actuellement pas de moyen d’automatiser l’analyse de ces devenirs cellulaires. Le principale

problème ne vient pas de l’analyse des mouvements chromatiniens, mais du déplacement des cellules.

En effet celles-ci sont susceptibles se croiser, et les algorithmes de « tracking » ne sont pas assez perfor-

mants pour gérer cela ; ils les perdent une fois le croisement effectuer. Ainsi l’oeil humain reste la seule

option à l’heure actuelle, et c’est de cette manière que ces analyses ont été effectuéés.

Les lignées MDA-MB-231 et HeLa 1 ont été infectées par les particules H2B-RFP, synchronisées par

un double blocage thymidine et traitées ou non au paclitaxel (Figure 3.2). Les cellules ont ensuite été

filmées durant 72 heures. Il est intéressant d’observer la différence marquée entre les profils des deux

lignées. Alors que dans la lignée MDA-MB-231 la majorité des arrêts mitotiques (prophase ou promé-

taphase) aboutissent à de l’échappement, la lignée HeLa subit elle une mort massive en mitose. Nous

pouvons ajouter qu’à l’issue de l’acquisition, une grande partie des cellules MDA-MB-231 ayant échappé

à l’arrêt mitotique sont encore vivantes.

3.2 L’extinction de Bcl-xL induit la mort mitotique suite à l’arrêt mi-

totique induit par le paclitaxel

Afin d’évaluer l’influence de Bcl-xL sur le profil des cellules MDA-MB-231, nous avons infecté ces cel-

lules avec des lentivecteurs codant pour un shRNA dirigé contre Bcl-xL co-exprimé avec la GFP (Green

fluorescent protein) (Figure 3.3). Cette méthode possède l’avantage de pouvoir sélectionner précisé-

ment les cellules qui expriment la GFP, et donc par extension, les cellules dans lesquelles Bcl-xL a été

éteint (Figure 3.1a). Les cellules ont donc été successivement infectées par le lentivecteur codant pour

H2B-RFP, et par celui codant pour le sh (Small hairpin)RNA (Ribonucleic acid) (Figure 3.3a). Les cel-

lules ont ensuite été synchronisées par un double blocage thymidine, puis traitées ou non au paclitaxel,

pour enfin être filmées par vidéomicroscopie. Les résultats montrent que la lignée MDA-MB-231 est très

1. Ce système a été initialement mis au point sur la lignée HeLa, qui est très utilisée en microscopie.
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FIGURE 3.2 – Les cellules MDA-MB-231 échappent à l’arrêt mitotique alors que les cellules HeLa

meurent en mitose suite à un traitement par le paclitaxel. Des cellules MDA-MB-231 et HeLa ont été in-

fectées avec des vecteurs lentiviraux codant pour la protéine de fusion H2B-RFP. Les cellules ont ensuite été

synchronisées par un double blocage thymidine, et traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l), pour finale-

ment être analysées par vidéomicroscopie. Les devenirs cellulaires représentés sont ceux observés à l’issue de

72 h d’acquisition.

sensible à l’extinction de Bcl-xL. En effet, nous observons un nombre significatif de cellules mortes en

interphase après infection par le shBcl-xL en absence de paclitaxel. Cette déplétion de Bcl-xL devient

d’autant plus délétère pour les cellules que le paclitaxel est présent. Nous observons qu’elle entraîne un

mort mitotique massive des cellules, qui dans la condition contrôle échappent à l’arrêt mitotique. Le

même effet est retouvé avec un traitement par l’ABT-737 (Figure 3.3b), mais dans de moindres propor-

tions.

L’utlisation de la vidéomicroscopie nous a également permis d’effectuer une analyse dynamique et

temporelle de l’arrêt mitotique. Elle permet de quantifier précisément le temps que chaque cellule passe

en arrêt mitotique, et nous avons comparer la durée de l’arrêt mitotique des cellules ayant subit une

mort mitotique à celle des cellules ayant échappé à l’arrêt mitotique (Figure 3.4). Nous avons pu ainsi
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(a) Analyse, par vidéomicroscopie, des devenirs des cellules MDA-MB-231 suite

au traitement par le paclitaxel et à l’extinction de Bcl-xL
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FIGURE 3.3 – La déplétion de Bcl-xL induit la mort mitotique en condition d’arrêt mitotique dans les

cellules MDA-MB-231.

constater que les cellules subissant la mort mitotique passaient moins de temps en arrêt mitotique que

les cellules échappant à l’arrêt mitotique. Ceci confirme le concept des réseaux compétitifs, qui suggère

qu’au cours de l’arrêt mitotique, les cellules luttent contre l’accumulation de signaux de mort jusqu’à ce

que les niveaux de cycline B passe en deçà du seuil permettant l’échappement. Ainsi dans les cellules

MDA-MB-231, Bcl-xL, via son activité anti-apoptotique, inhibent les signaux de mort que génère l’arrêt

mitotique, ce qui rallongent la durée de l’arrêt mitotique et permet aux cellules de sortir de la mitose.

Ces résultats montrent que Bcl-xL est indispensable à la survie des cellules MDA-MB-231 pendant

l’arrêt mitotique induit par le paclitaxel.
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(b) Analyse, par vidéomicroscopie, des devenirs des cellules MDA-MB-231 suite

au traitement par le paclitaxel et à l’ABT-737
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FIGURE 3.3 – La déplétion de Bcl-xL induit la mort mitotique en condition d’arrêt mitotique dans les

cellules MDA-MB-231. Des cellules MDA-MB-231 ont été infectées avec des vecteurs lentiviraux codant pour

la protéine de fusion H2B-RFP. Les cellules ont ensuite été infectés soit par un lentivecteur codant pour un

shRNA contrôle (shCt), soit par un lentivecteur codant pour un shRNA fluorescent dirigé contre Bcl-xL (shBcl-

xL) (a). Alternativement, les cellules ont été traitées au DMSO ou à l’ABT-737 (1 µmol/l) (b). Ensuite, les cellules

ont été synchronisées par un double blocage thymidine, et traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) pour

finalement être analysées par vidéomicroscopie durant 72 h.
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FIGURE 3.4 – La mort mitotique survient plus rapidement que l’échappement à l’arrêt mitotique. Des

cellules MDA-MB-231 ont été infectées avec des vecteurs lentiviraux codant pour la protéine de fusion H2B-

RFP. Les cellules ont ensuite été infectés soit par un lentivecteur codant pour un shRNA contrôle (shCt) soit

par un lentivecteur codant pour un shRNA fluorescent dirigé contre Bcl-xL (shBcl-xL). Ensuite, les cellules ont

été synchronisées par un double blocage thymidine, et traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) pour

finalement être analysées par vidéomicroscopie durant 72 h. La variable quantifiée fut la durée de la mitose

dans le cas du traitement au DMSO, et la durée de l’échappement à l’arrêt mitotique dans le cas du traitement

au paclitaxel.

3.3 Bcl-xL protège de la mort mitotique et de l’échappement à l’arrêt

mitotique induits par le paclitaxel

L’inverse de l’expérience précédente a ensuite été réalisée. Des cellules surexprimant Bcl-xL ont été

testées pour la résistance au paclitaxel (Figure 3.5). Pour cela deux lignées stables ont été générées.

Des cellules MCF-7 ont été transfectées puis sélectionnées pour l’expression d’un vecteur codant pour

Bcl-xL recombiné à la YFP, ou d’un vecteur contrôle codant pour la YFP seul. L’expression de Bcl-xL a

été vérifiée par immunoblot (Figure 3.5a). Ces mêmes cellules ont ensuite été infectées par les parti-

cules H2B-RFP, synchronisées en thymidine, traitées au paclitaxel et filmées 72 h par vidéomicroscopie
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(a) Surexpression de Bcl-xL-YFP dans les cellules

MCF-7
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FIGURE 3.5 – La surexpression de Bcl-xL protège de la mort induite par le paclitaxel dans les cellules

MCF-7.

(Figure 3.5b). Sous paclitaxel la réponse des cellules MCF-7-YFP est proche de celle des MDA-MB-231,

avec une majorité d’échappement à l’arrêt mitotique, mais une proportion plus importante de mort

mitotique. Les résultats de cette expérience indiquent que Bcl-xL protège de cette mort mitotique. De

manière intéressante, nous observons que l’expression de Bcl-xL protège également de la mort post-

échappement. En effet, nous pouvons constater que comme dans le cas de la mort mitotique, la mort

post-échappement est présente en moindre proportion dans les cellules surexprimant Bcl-xL.

3.4 Bcl-xL prolonge l’activité de Cdk1

L’expérience précédente (Figure 3.5b) montre que Bcl-xL favorise l’échappement à l’arrêt mitotitque

au détriment de la mort mitotique. Selon le modèle des réseaux compétitifs, cela suggère que pendant

l’arrêt mitotique, Bcl-xL permet aux cellules de lutter contre les signaux de mort, et de survivre jusqu’à ce

que le seuil d’échappement à l’arrêt mitotique soit atteint. En d’autres termes, Bcl-xL augmente le seuil

de mort. Cependant, toujours selon ce modèle, une autre possibilité est que Bcl-xL augmente le seuil

d’échappement. Cela aurait le même effet qu’augmenter le seuil de mort, dans la mesure où le temps

nécessaire à l’échappement serait réduit, ce qui permettrait aux cellules d’échapper à l’arrêt mitotique

avant que tous leurs signaux de survie soient épuisés.
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(b) Analyse, par vidéomicroscopie, des devenirs des cellules MCF-7

suite au traitement par le paclitaxel et à la surexpression de Bcl-xL
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FIGURE 3.5 – La surexpression de Bcl-xL protège de la mort induite par le paclitaxel dans les cellules

MCF-7 (suite). Des cellules MCF-7 ont été transfectées avec un plasmide codant pour la protéine fluorescente

YFP (MCF-7-YFP) ou avec Bcl-xL recombiné à la YFP (MCF-7-Bcl-xL-YFP). Les cellules ont ensuite été sélection-

nées et l’expression de leur vecteur a été vérifiée par immunoblot (a). Dans le même temps les cellules ont été

infectées par un lentivecteur codant pour la protéine de fusion H2B-RFP (b). Ensuite, les cellules ont été syn-

chronisées par un double blocage thymidine, et traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) pour finalement

être analysées par vidéomicroscopie durant 72 h.

Afin de vérifier si l’expression de Bcl-xL avait une influence sur le seuil d’échappement, et donc la

durée de l’échappement, des cellules MCF-7-YFP et MCF-7-Bcl-xL-YFP ont été synchronisées par un

double blocage thymidine, traitées au paclitaxel, et analysées par vidéomicroscopie (Figure 3.6a). Cette

expérience avait pour but de comparer les durées de l’échappement à l’arrêt mitotique des cellules sur-

exprimant Bcl-xL avec les cellules contrôles. Nous avons pu constater que la surexpression de Bcl-xL ne

diminuait pas la durée de l’échappement, mais au contraire l’augmentait sensiblement. Cela suggère
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que Bcl-xL abaisse le seuil d’échappement, ou favorise l’activité de Cdk1. Le seuil d’échappement étant

une variable difficile à caractériser, nous nous sommes intéressés à l’activité de Cdk1 via l’évaluation

de l’expression de MPM-2 à laquelle Cdk1 participe, notamment avec Plk1. Les cellules MCF-7-YFP et

MCF-7-Bcl-xL-YFP ont été transfectées avec un siRNA dirigé contre Cdc20, et récupérées toutes les 24

heures jusqu’à 96 heures (Figure 3.6b). Nous avons observé que l’extinction de Cdc20 induisait bien

l’apparition de MPM-2. Nous avons également observé que, dans le cas des cellules MCF-7-YFP, l’ex-

pression de MPM-2 disparaissait à 72 heures, mais que cette dernière était maintenue jusqu’à 96 heures

dans la cas des cellules MCF-7-Bcl-xL-YFP.

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’expression de Bcl-xL favorise, voire prolonge l’activité de

Cdk1.

(a) Analyse de l’influence de Bcl-xL sur la durée de l’échappement à l’ar-

rêt mitotique
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FIGURE 3.6 – Bcl-xL prolonge l’activité de l’activité de Cdk1.
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(b) Analyse de l’influence de Bcl-xL sur l’apparition de MPM-2
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FIGURE 3.6 – Bcl-xL prolonge l’activité de l’activité de Cdk1 (suite). (a) Les cellules MCF-7-YFP et MCF-7-

Bcl-xL-YFP ont été synchronisées par un double blocage thymidine, puis traitées au paclitaxel (70 nmol/l) pour

finalement être analysées par vidéomicroscopie durant 72 h. La variable quantifiée fut la durée de l’échappe-

ment à l’arrêt mitotique. (b) Les cellules MCF-7-YFP et MCF-7-Bcl-xL-YFP ont été transfectées avec un siCt ou

un siCdc20, récupérées aux temps indiqués, et analysées par immunoblot.

3.5 Bcl-xL bloque les cellules MCF-7 en interphase

Une autre possibilité pouvant expliquer l’effet protecteur de Bcl-xL suite à un traitement par le pa-

clitaxel nous a été suggéré de manière fortuite. Plus précisément, l’étude de l’effet de la surexpression

de Bcl-xL sur l’arrêt mitotique (Figure 3.5) a nécessité, de fait, l’observation de cellules entrant en mi-

tose. Les cellules n’entrant pas en mitose (i.e. les cellules restant en interphase pendant les 72 heures

d’acquisition) était écartées de l’analyse. Néanmoins, nous avons pu observer que ces cellules étaient

plus nombreuses dans le cas des cellules surexprimant Bcl-xL (Figure 3.7). La figure 3.7 représente les

devenirs des cellules MCF-7-YFP et MCF-7-Bcl-xL-YFP traitées au paclitaxel ou au DMSO en présence

ou non de Q-VD-OPh et analysées par vidéomicroscopie. La proportion de cellules n’entrant pas en mi-

tose représente une partie très importante des devenirs de cette expérience. Cela semble être spécifique

à ces cellules, et n’a pas été observé avec les cellules MDA-MB-231 (Figure 3.3). L’écueil de cette obser-
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FIGURE 3.7 – La surexpression de Bcl-xL bloque les cellules en interphase. Des cellules MCF-7 ont été

transfectées avec un plasmide codant la protéine fluorescente YFP (MCF-7-YFP) ou avec Bcl-xL recombiné à la

YFP (MCF-7-Bcl-xL-YFP). Puis les cellules ont été infectées par un lentivecteur codant pour la protéine de fu-

sion H2B-RFP. Enfin, les cellules ont été synchronisées par un double blocage thymidine, et traitées au DMSO

ou au paclitaxel (70 nmol/l), et au DMSO ou au Q-VD-OPh (5 µmol/l), pour finalement être analysées par vi-

déomicroscopie durant 72 h.

vation est l’étape de synchronisation par la thymidine. Il n’en effet pas à exclure que la non entrée en

mitose des cellules pourrait être due à la persistance de la thymidine, les cellules MDA-MB-231 peuvent

elles être plus enclines à évacuer de composé. Cependant, dans la mesure où les cellules MCF-7-YFP et

les cellules MCF-7-Bcl-xL-YFP ont toutes deux été soumises au processus de synchronisation, un effet

de Bcl-xL sur l’entrée en mitose peut être conclu. Nous ne pouvons en revanche pas déterminer préci-

sément dans quel phase du cycle les cellules sont arrêtées.

Cette expérience suggère qu’un mode d’action de Bcl-xL lui permettant d’exercer son effet protec-

teur pourrait être d’empêcher les cellules d’entrée en mitose. En effet, dans l’hypothèse où le paclitaxel

exercerait son effet via un mécanisme actif de mort (possiblement en mitose), empêcher les cellules

d’atteindre ce mécanisme pourrait protèger les cellules.
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3.6 Bcl-2, Bcl-2 ou Bcl-w sont nécessaires à la survie des cellules té-

traploïdes

Suite à l’observation que Bcl-xL protège les cellules de la mort post-échappement (Figure 3.5b), nous

avons voulu confirmer l’importance de cette protéine dans cette état particulier qu’est l’échappement

à l’arrêt mitotique. Face à cet objectif, la principale difficulté se présentant est de générer des cellules

ayant échappé à l’arrêt mitotique. La méthode consistant en l’ajout puis le retrait d’un anti-mitotique,

même s’elle a déjà été utilisée [84], est complexe à mettre en place. De plus, l’effet de ces drogues peut

persister à l’issue du lavage. Une autre possibilité serait l’utilisation d’une inhibiteur de l’activité de

Cdk1, cependant cela nécessiterait également l’utilisation d’un anti-mitotique. Un modèle satisfaisant

serait l’utilisation d’une forme inductible de Cdc20, dont nous ne disposons pas encore mais que nous

tentons de mettre au point actuellement.

De là, un modèle nous ayant semblé proche d’une cellule échappée est un modèle de cellule tétra-

ploïde générées à l’issue d’une mitose défectueuse. Afin de générer ces cellules tétraploïdes, nous avons

décidé de cibler la kinase Aurora B, dont on sait qu’elle est importante pour la cytocinèse [246], avec

un inhibiteur chimique, l’AZD1152 (Astrazeneca drug 1152) (Figure 3.8). Des cellules MDA-MB-231

et MCF-7 ont été traitées à l’AZD1152 et récupérées 48 heures plus tard pour être analysées par cyto-

métrie en flux via un double marquage IP/MPM-2 (Figure 3.8a). Nous observons une accumulation du

marquage 4n/MPM-2- qui représente les cellules tétraploïdes, mais aussi éventuellement les cellules

en phase G2 du cycle cellulaire. Afin de vérifier qu’il s’agissait bien de cellules tétraploïdes, l’inhibition

d’Aurora B par l’AZD1152 a été observée par vidéomicroscopie (données non montrées). Nous avons

pu constater, via la surexpression de la protéine de fusion H2B-RFP, que sous AZD1152 les cellules ren-

traient en mitose et ressortaient presqu’immédiatement, mais sans division cellulaire (défaut de cytoci-

nèse). Parallèlement à cela, nous avons pu observer, par cytométrie en flux, qu’un traitement prolongé

(72 et 96 heures) par l’AZD1152 générait une population de cellules 8n (données non montrées).

Dans le but d’évaluer si Bcl-xL ou Bcl-2 était important pour la survie de ces cellules tétraploïdes,

nous avons traitées successivement traitées les trois lignées à l’AZD1152 pendant 48 heures, puis à

l’ABT-737 (après lavage) également pendant 48 heures. À l’issue des ces deux traitement un marquage

à l’APO2.7 a été réalisé, et les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (Figure 3.8b). L’AZD1152

en agent simple n’induisait que peu de mort dans les trois lignées (moins de 20 %). En revanche, les
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(a) Analyse du cycle cellulaire suite au traitement à l’AZD1152 et à

l’ABT-737
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FIGURE 3.8 – Bcl-xL ou Bcl-2 sont nécessaires à la survie des cellules à l’état tétraploïde.

deux traitements successifs induisaient un pourcentage important de mort dans les lignées MDA-MB-

231 et MCF-7. L’ABT-737 n’avait pas d’effet observable sur le profil de cycle cellulaire des cellules traitées

à l’AZD1152 (Figure 3.8a). Enfin, nous pouvons observer des profils différents entre les lignées suite au

traitement par l’AZD1152, cependant cela n’est corrélé à la mort cellulaire.

Ces résultats montrent que Bcl-2, Bcl-2 ou Bcl-w sont importants pour la survie des cellules tétra-

ploïdes.
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(b) Analyse de la mort cellulaire induite par le traitement à l’AZD1152

et à l’ABT-737
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FIGURE 3.8 – Bcl-xL ou Bcl-2 sont nécessaires à la survie des cellules à l’état tétraploïde (suite). Les

lignées MDA-MB-231 et MCF-7 ont été traitées 48 h à l’AZD1152 (200 nmol/l), lavées, puis 48 h à l’ABT-737.

Les cellules ont ensuite été récupérées et marquées à l’iodure de propidium et avec un anticorps dirigé contre

MPM-2 (a), ou à l’APO2.7 (b). Enfin, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux.



Chapitre 4

Modifications post-traductionnelles des

protéines anti-apoptotiques de la famille de

Bcl-2

4.1 L’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20 provoque des

modifications post-traductionnelles de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1

Bcl-xL étant impliqué dans la survie pendant l’arrêt mitotique, nous avons voulu définir si cette

fonction n’était pas liée à son niveau d’expression. Nous avons donc analysé les niveaux d’expression

de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 suite à l’extinction de Cdc20, et après traitement par l’ABT-737, dans la lignée

MDA-MB-231 (Figure 4.1a). La même expérience a été réalisé dans les lignées CAL-51, MCF-7 et HeLa en

déplétion de Cdc20 (Figure 4.1b). Les cellules ont été traitées ou non par de l’ABT-737 durant 24 heures,

puis transfectées avec des siCdc20 durant 48 heures avant récupération dans le cas des MDA-MB-231.

Les trois autres lignées ont été transfectées avec un siCdc20 et récupérées 48 heures plus tard. Nous

observons une diminution de Mcl-1 sous extinction de Cdc20 dans toutes les lignées, excepté les MDA-

MB-231. Bcl-xL diminue également dans les cellules CAL-51 et MCF-7, mais pas dans les MDA-MB-231.

Bcl-xL est trop faiblement exprimé dans la lignée HeLa pour tirer une quelconque conclusion. Concer-

nant Bcl-2, nous remarquons qu’il diminue légèrement, sous extinction de Cdc20 dans la lignée MCF-7,

et qu’il est retardé dans sa migration de façon très nette dans la lignée MDA-MB-231 à 24 et 48 heures

d’extinction. Un retard de migration de Bcl-xL est également observé dans les lignées MDA-MB-231 et

CAL-51 sous extinction de Cdc20. Ces résultats suggèrent que les trois membres anti-apoptotiques de

la famille des Bcl-2 sont modifiés d’une manière post-traductionnelles durant l’arrêt mitotique. Nous

pouvons ajouter que ces modifications semblent dépendantes du contexte cellulaire.
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FIGURE 4.1 – Les protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 subissent des modifiations post-

traductionnelles pendant l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20. (a) La lignée MDA-MB-231

a été traitée 24 h à l’ABT-737 puis transfectée avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigé contre Cdc20. Les cel-

lules ont ensuite été récupérées et le niveaux d’expression ont été évalué par immunoblot. (b) Les trois autres

lignées ont été transfectées avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigé contre Cdc20, puis récupérées 48 h plus

tard pour l’analyse par immunoblot.

4.2 L’arrêt mitotique induit par le paclitaxel provoque des modifica-

tions post-traductionnelles de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1

Les niveaux d’expression de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 ont aussi été évalués pendant l’arrêt mitotique

induit par le paclitaxel (Figure 4.2). Cela a également été réalisé en cinétique dans les lignées MDA-MB-
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FIGURE 4.2 – Les protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 subissent des modifiations post-

traductionnelles pendant l’arrêt mitotique induit par le paclitaxel. Les lignées MDA-MB-231 (a), CAL-51

(b) et MCF-7 (c) ont été traitées au paclitaxel (70 nmol/l) et récupérées aux temps indiqués pour l’analyse par

immunoblot.
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231 (Figure 4.2a), CAL-51 (Figure 4.2b) et MCF-7 (Figure 4.2c). Les trois lignées ont été traitées 24, 48

ou 72 heures au paclitaxel puis récupérées pour être analysées. Certaines observations sont similaires à

celle faites pour l’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20. Le retard de migration Bcl-2 est aussi

observable dans les lignées MDA-MB-231 et CAL-51, et celui de Bcl-xL se produit à 24 heures dans la

lignée MDA-MB-231. Mcl-1 diminue dans la lignée CAL-51, mais cela ne se produit ni dans la lignée

MCF-7 ni dans la lignée MDA-MB-231. Ces données suggèrent des similarités pour les modifications

post-traductionnelles entre les arrêts mitotiques induit par l’extinction de Cdc20 et par le paclitaxel.

4.3 L’arrêt mitotique induit la phosphorylation de Bcl-xL sur la sé-

rine 62

La phosphorylation de Bcl-xL sur sa sérine 62 est connue pour inhiber sa fonction anti-apoptotique.

Cette modification se produit notamment suite à des dommages de l’ADN pendant la phase G2, pour

induire la catastrophe mitotique [235]. Nous avons évalué l’expression de cette phosphorylation par im-

munoblot, dans les MDA-MB-231 après 48 heures de transfection avec un siCdc20 (Figure 4.3a). De ma-

nière intéressante, nous avons pu constater que le niveau de cette phosphorylation était effectivement

accrue suite à l’extinction de Cdc20. Cela a également été observé suite au traitement par le paclitaxel

(données non montrées), ce qui suggère une inhibition de l’activité anti-apoptotique de Bcl-xL pendant

l’arrêt mitotique. Afin d’évaluer si cette phosphorylation, pouvait avoir des conséquences sur la capa-

cité de Bcl-xL à remplir sont rôle protecteur pendant l’arrêt mitotique, nous avons réalisé une série de

transfection avec des plasmides codant pour Bcl-xL des mutants S62A et S62D de Bcl-xL, dans la lignée

MDA-MB-231 (Figure 4.3b). Les cellules ont été transfectées, traitées à l’ABT-737 24 heures plus tard, et

enfin au paclitaxel de nouveau après 24 heures et pour la même durée. La mort cellulaire a quant à elle

été analysée par un marquage APO2.7. Les deux mutants utilisés sont S62A qui est phospho-défectif, et

le S62D qui lui est phospho-mimétique. Nous avons été en mesure d’observer que le mutant phospho-

défectif S62A protègeait de la mort mitotique induite par la combinaison paclitaxel/ABT-737, comme

le faisait Bcl-xL WT (Wild type). En revanche, le mutant phospho-mimétique S62D ne protégeait pas

contre la mort induite par cette même combinaison. Ceci suggèrerait que dans un contexte de mort mi-

totique induit l’ABT-737, l’expression de Bcl-xL sous sa forme non phosphorylée pourrait présenter un

avantage sélectif pour les cellules.
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FIGURE 4.3 – Importance de la phosphorylation de Bcl-xL sur la sérine 62 pour la survie pendant l’ar-

rêt mitotique. (a) Des cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigé

contre Cdc20. Les cellules ont ensuite été récupérées et le niveau d’expression de pS62Bcl-xL a été évalué par

immunoblot. (b) Des cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un plasmide contrôle (pCt), ou des plas-

mides codants pour Bcl-xL, et des formes mutées S62ABcl-xL et S62DBcl-xL. Les cellules ont ensuite été traitées

au paclitaxel pendant 24h, pour finalement être récupérées, marquées à l’APO2.7 et analysées par cytométrie

en flux.



Chapitre 5

Protéines pro-apoptotiques de la famille de

Bcl-2 impliquées dans la mort mitotique

5.1 Bax est nécessaire à la mort mitotique induite par l’inhibition de

Bcl-xL

Après avoir identifié certains acteurs anti-apoptotiques protégeant de la mort mitotique, nous nous

sommes intéressés au pan pro-apoptotique de la famille de Bcl-xL. Car, à moins qu’il s’agisse d’une fonc-

tion non standard de Bcl-xL, son action anti-apoptotique peut passer par l’inhibition d’un ou de plu-

sieurs de ses homologues pro-apoptotiques. Nous avons donc cibler les deux protéines pro-apoptotiques

formatrices de pores de cette famille, que sont Bax et Bak (Figure 5.1). La lignée MDA-MB-231 a été trai-

(a) Analyse, par immunoblot, de l’ex-
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FIGURE 5.1 – Bax est nécessaire à la mort cellulaire induite par l’ABT-737, suite à l’arrêt mitotique

induit par l’extinction de Cdc20 ou le paclitaxel.

tée 48 heures au paclitaxel et à l’ABT-737 en agent simple ou en combinaison. Nous avons observé le

clivage de Bax suite au traitement par la combinaison paclitaxel/ABT-737 (Figure 5.1a). Cet évènement
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(c) Analyse de l’influence de Bax et Bak dans la mort induite par l’ex-

tinction de Cdc20 et l’ABT-737
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FIGURE 5.1 – Bax est nécessaire à la mort cellulaire induite par l’ABT-737, suite à l’arrêt mitotique

induit par l’extinction de Cdc20 ou le paclitaxel (suite). "D" : DMSO, "A" : ABT-737

est connu depuis longtemps, et peut être considéré comme indicateur d’une mort d’origine apoptotique

[247]. Aucune modification de Bak au niveau protéique n’a été observée (données non montrées).

Suite à cela les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre Bax et Bak, et

leur extinction à été vérifiée par immunoblot (Figure 5.1b). Parallèlement à cela, les effets de ces extinc-

tions sur la résistance des cellules à la mort induite par l’arrêt mitotique ont été évalués. Bax, Bak, ou les

deux ont été éteints par ARN interférence dans les cellules MDA-MB-231. 24 heures plus tard les cellules

ont été traitées à l’ABT-737 pour 24 heures, puis déplétées en Cdc20 (Figure 5.1c), ou traitées au palica-

taxel (Figure 5.1d) pour 48 heures. Après récupération les cellules ont été marquées à l’annexine V et à

l’iodure de propidium. Nous pouvons observer que la mort induite par le paclitaxel seul ou l’extinction

de Cdc20 seul n’est pas dépendante de Bax ou Bak, et ce bien qu’une fois de plus la mort soit majoritai-

rement positive pour l’annexine V et négative pour l’iodure de propidium. En revanche, la mort induite



5.1 Bax est nécessaire à la mort mitotique induite par l’inhibition de Bcl-xL 139

(d) Analyse de l’influence de Bax et Bak dans la mort induite par le pa-

clitaxel et l’ABT-737
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FIGURE 5.1 – Bax est nécessaire à la mort cellulaire induite par l’ABT-737, suite à l’arrêt mitotique

induit par l’extinction de Cdc20 ou le paclitaxel (suite). (a) Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées 24 h

au DMSO ou à l’ABT-737 (1 µmol/l), puis au paclitaxel (70 nmol/l), ou au DMSO, durant 48 h, et enfin analysées

par immunoblot. (b) Cellules MDA-MB-231 transfectées avec un siRNA contrôle (siCt), un siRNA dirigé contre

Bax ou contre Bak, puis analysées par immunoblot. (c,d) Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec

un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Bax, Bak ou les deux cotransfectés. 24 heures plus tard les

cellules ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (c). Alternativement,

les cellules ont été traitées au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) (d). Les cellules ont été récupérées 48 h plus

tard, marquées à l’Annexine V et à l’iodure de propidium, pour enfin être analysées par cytométrie en flux. "D" :

DMSO, "A" : ABT-737, "P" : Paclitaxel. Test de student bilatéral, ∗∗∗, ∗∗ et ∗ correspondent respectivement à

des valeurs p inférieurs à 0,001, 0,01, et 0,05.

par les combinaisons avec l’ABT-737 est elle dépendante de Bax dans le cas de l’extinction de Cdc20,

et dépendante des deux pro-apoptotiques dans le cas du paclitaxel. Ces données sont en accord avec

les observations que nous avons fait précédemment sur l’importance ou non des caspases dans la mort

induite par Cdc20.
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5.2 La phosphorylation de Bcl-xL sur la sérine 62 influe sur son inter-

action avec Bax

La phosphorylation de Bcl-xL sur la sérine 62 est une modification dont on sait qu’elle modifie ses

interactions [227]. Nous avons voulu déterminé si la phosphorylation que nous observons pendant l’ar-

rêt mitotique, avait un effet sur l’interaction Bcl-xL-Bax, et l’approche choisie pour étudier cela a été la

technique du BRET (Bioluminescence resonance energy transfer) (Figure 5.2). Cette technique permet

de détecter l’interaction directe entre deux protéines. Elle est basée sur la transfection de deux plasmides

codants chacun pour une protéine de fusion :

— un plasmide codant pour la première protéine d’intérêt, ici Bax, fusionnée à la Rluc (Renilla re-

niformis luciferase) qui joue le rôle de donneur d’énergie ;

— un plasmide codant pour la seconde protéine d’intérêt, ici Bcl-xL, fusionnée à la YFP qui joue le

rôle d’accepteur d’énergie.

La Rluc catalyse l’oxydation de la coelenterazine H, et cette réaction produit un signal lumineux avec un

pic d’émission à 480 nm. Ce pic d’émission à 480 nm est contenu dans le spectre d’excitation de la YFP.

Ainsi, si les deux protéines d’intérêt, ici Bax et Bcl-xL, interagissent, et que la Rluc et la YFP sont locali-

sées à moins de 10 nm, l’ajout de la coelenterazine H induira un transfert d’énergie, et la YFP émettra

un signal à 530 nm. De cette manière, la mesure du BRET, c’est à dire la mesure de la longeur d’onde

d’émission de la YFP, permet de détecter l’existence d’une interaction entre les deux protéines. Cette

technique a l’avantage de pouvoir étudier les interactions protéiques dans un contexte cellulaire.

Nous avons cotransfecté des cellules MCF-7 avec un plasmide codant pour Bax-Rluc, et un plas-

mide codant pour S62ABcl-xL-YFP ou S62DBcl-xL-YFP. Une expérience de BRET a ensuite été réalisée,

et le résultat en étant issu est représenté sur la figure 5.2a. La figure 5.2a représente les mutants de

Bcl-xL, en présence ou non d’ABT-737, en fonction du BRET50. Le BRET50 est obtenu en faisant varier

la quantité de plasmides S62(A/D)Bcl-xL-YFP, tout en laissant fixe la quantité de plasmide Bax-Rluc. Il

représente la quantité de plasmides S62(A/D)Bcl-xL-YFP à laquelle la valeur du BRET est égale à 50 %

du BRETmax, le BRETmax étant la valeur de BRET obtenue lorsque S62(A/D)Bcl-xL-YFP sature Bax-Rluc,

et que donc les interactions sont maximales. Ainsi, un augmentation du BRET50 traduit un affaiblisse-

ment de l’interaction, et inversement. De là, nous avons observé que le mutant S62ABcl-xL-YFP inter-

agissait plus fortement avec Bax-Rluc, que le mutant S62DBcl-xL-YFP (le BRET50 est moins élevé dans

le cas de S62ABcl-xL-YFP). Cette expérience permet aussi d’observer que l’ABT-737 affaiblit l’interac-
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tion entre S62DBcl-xL-YFP et Bax-Rluc, mais n’a que très peu d’effet dans le cas de S62ABcl-xL-YFP (Fi-

gure 5.2a). Cette constatation est confirmée par une analyse (dose-réponse) de l’effet de l’ABT-737 sur le

BRET entre S62(A/D)Bcl-xL-YFP et Bax-Rluc (Figure 5.2b). Cette expérience montre que l’IC50 (Median

(50 %) inhibition concentration) de l’ABT-737 est de 19,49 nmol/l dans le cas de S62DBcl-xL-YFP, et

de 34,05 nmol/l dans le cas de S62ABcl-xL-YFP. Ainsi, l’ABT-737 inhibe plus facilement les interactions

entre S62DBcl-xL-YFP et Bax-Rluc, que celles entre S62ABcl-xL-YFP et Bax-Rluc.

(a) Analyse BRET (b) Dose-réponse

FIGURE 5.2 – La phosphorylation de la sérine 62 de Bcl-xL déstabilise son interaction avec Bax. (a)

Analyse BRET de cellules MCF-7, transfectées avec des mutants S62ABcl-xL-YFP et S62DBcl-xL-YFP, et avec un

plasmide Bax-Rluc, en présence ou non d’ABT-737 (1 µmol/l). (b) Dose-réponse de l’effet de ABT-737 sur les

complexes S62(A/D)Bcl-xL-YFP et Bax-Rluc, dans les cellules MCF-7.

5.3 La mort induite par le paclitaxel n’est pas dépendante de Bim

Nous nous sommes ensuite intéressés la protéine activatrice Bim (Figure 5.3). Il a déjà été montré

que Bim participait à l’induction de la mort mitotique [88]. Les cellules MDA-MB-231 ont été transfec-

tées avec des siRNA contrôles, ou des siRNA dirigés contre Bim, et 48 heures plus tard les cellules ont été

récupérées pour être analysées par immunoblot (Figure 5.3a). Comme dans le cas de Noxa, l’extinction

était effective.

Nous avons ensuite transfecté les cellules avec des siBim. 24 heures plus tard, du paclitaxel a été

ajouté, ou une transfection avec des siCdc20 a été réalisée (Figures 5.3b et 5.3c, respectivement). Les
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FIGURE 5.3 – La mort induite par l’arrêt mitotique n’est pas dépendante de Bim dans les cellules MDA-

MB-231. (a) Cellules MDA-MB-231 transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Bim,

puis analysées par immunoblot. Parallèlement à cela, les cellules ont été transfectées avec un siCt ou un siBim,

puis 24 h plus tard les cellules ont été transfectées avec un siCt ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (b). Alternati-

vement, les cellules ont été traitées au paclitaxel (70 nmol/l), le DMSO faisant office de contrôle (c). Après 48 h

les cellules ont été récupérées, puis marquées à l’APO2.7 avant analyse par cytométrie en flux (b,c).

cellules ont été analysées après 48 heures par cytométrie en flux via un marquage APO2.7. Nous n’avons

observé aucun effet de l’extinction de Bim sur la mort induite le siCdc20 ou le paclitaxel. Ainsi, Bim

semble ne pas être impliqué dans la mort mitotique ou la mort post-échappement. Ce qui ne va pas de

le sens des travaux de Kanaga Sabapathy, cités précédemment [88].

Ces résultats, bien que négatifs d’un certain point de vue, sont à mettre en perspective avec les résul-

tats du profilage BH3 (Figure 2.2b). Cette expérience indiquait que l’arrêt mitotique n’amorçait pas plus

les cellules qu’elles ne l’étaient déjà, et cette absence d’effet de l’extinction de Bim ne fait que confirmer
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cette observation. L’implication de Bid ne peut cependant pas être exclue. Et, dans le cas où une non

implication serait observée, l’évènement déclencheur de la mort mitotique que nous observons serait

alors possiblement à chercher ailleurs dans la famille de Bcl-2. Un contexte que Vishva Dixit a su très

bien expliquer [221] dans la mesure où la dégradation de Mcl-1 à elle seule peut faire fi de la nécessité

d’un quelconque activateur. Une explication dans un contexte dépendant de Bcl-xL reste donc à trou-

ver, d’autant plus que nous n’avons observé aucune dégradation de Bcl-xL, ni de Mcl-1, pendant l’arrêt

mitotique induit par le paclitaxel dans la lignée MDA-MB-231 (Figure 4.2a).

5.4 Le paclitaxel induit l’expression de Noxa

Par la suite, nous nous sommes logiquement intéressés aux sensibilisateurs de la famille de Bcl-2.

Parmi les pro-apoptotiques sensibilisateurs, nous avons testé l’implication de Noxa dans la mort induite

par le paclitaxel (Figure 5.4). Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec des siRNA contrôles, ou

des siRNA dirigés contre Noxa, et 48 heures plus tard les cellules ont été récupérées pour être analysées

par immunoblot (Figure 5.4a). Nous avons pu constater l’efficacité de l’extinction de Noxa.

Cette vérification étant faite, nous avons transfecté les cellules avec des siNoxa pendant 24 heures,

puis ajouté du paclitaxel ou transfecté un siCdc20 pendant 48 heures (Figures 5.4b et 5.4c, respecti-

vement). Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux via un marquage APO2.7. Nous

n’avons observé aucun effet de l’extinction de Noxa sur la mort induite le siCdc20 ou le paclitaxel. Ceci

suggère que Noxa n’est pas impliqué dans la mort mitotique ou la mort post-échappement.

En revanche, malgré cette absence d’effet fonctionnel suite l’extinction de Noxa, nous avons été en

mesure d’observer que le paclitaxel influait sur ses niveaux d’expression (Figure 5.5). Des cellules MDA-

MB-231 ont été traitées au paclitaxel pendant 24 ou 48 heures, et l’expression de Noxa a été analysées par

RT-qPCR (Figure 5.5a). Il en ressort que le paclitaxel induit l’expression de Noxa, et que cette induction

est plus importante à 48 heures qu’à 24 heures de traitement. Dans la mesure où nous savons que d’une

part la transcription est inhibée pendant la mitose, et que d’autre part les cellules traitées au paclitaxel

peuvent échapper à l’arrêt mitotique dans ces cellules, ces résultats suggèrent que Noxa est induit après

échappement.

L’induction de l’expression de Noxa a également été retrouvée au niveau protéique. Après un traite-

ment de 24 heures à l’ABT-737 (ou au DMSO), du paclitaxel (ou du DMSO) a été ajouté sur des cellules

MDA-MB-231 pendant 48 heures. Les cellules ont été récupérées et analysées par immunoblot pour l’ex-

pression de Noxa (Figure 5.5b). Noxa était induit par le paclitaxel, mais aussi fortement par l’ABT-737, et
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FIGURE 5.4 – La mort induite par l’extinction de Cdc20 ou la paclitaxel n’est pas dépendante de Noxa.

(a) Cellules MDA-MB-231 transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Noxa, puis ana-

lysées par immunoblot. Parallèlement à cela, les cellules ont été transfectées avec un siCt ou un siNoxa, puis

24 h plus tard les cellules ont été transfectées avec un siCt ou un siRNA dirigé contre Cdc20 (b). Alternative-

ment, les cellules ont été traitées au paclitaxel (70 nmol/l), le DMSO faisant office de contrôle (c). Après 48 h les

cellules ont été récupérées, puis marquées à l’APO2.7 avant analyse par cytométrie en flux (b,c).

la combinaison des deux agents induisait une augmentation encore plus élevée.

L’induction de Noxa par l’ABT-737 que nous observons est à rapprocher des travaux que Joséphine

Bertin-Ciftci a mené au sein de notre laboratoire [248]. Elle a montré que la mort induite par l’ABT-737

était en partie due la transcription de Noxa par le couple pRb-E2F-1 (E2 promoter binding factor 1).

L’induction de Noxa par le paclitaxel est à rapprocher elle des travaux de Vishva Dixit [221]. Lui et son

équipe ont en effet montré que Mcl-1 était dégradé activement pendant l’arrêt mitotique, et que cette

dégradation pouvait être responsable de la mort mitotique. Cette équipe ne s’est cependant pas inté-

ressée à l’acteur proapoptotique responsable de la mort. Sachant que Mcl-1 est l’unique interactant de
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FIGURE 5.5 – Le paclitaxel et ABT-737 induisent l’expression de Noxa. (a) Cellules MDA-MB-231 trai-

tées au paclitaxel (70 nmol/l), récupérées aux temps indiqués et analysées par RT-qPCR. (b) Cellules

MDA-MB-231 traitées 24 h au DMSO ou à l’ABT-737 (1 µmol/l), puis au paclitaxel (70 nmol/l) ou au

DMSO durant 48 h, et enfin analysées par immunoblot.

Noxa, il serait logique de soupçonner som implication. De notre côté, nous avons pu observer que Mcl-1

n’était pas dégradé dans les cellules MDA-MB-231 (Figure 4.2a), ce qui explique l’absence d’effet fonc-

tionnel de l’extinction de Noxa malgré son induction. Néanmoins, rien ne prouve que Noxa ne pourrait

pas être impliqué dans la mort mitotique induite par la combinaison paclitaxel-ABT-737. En effet, bien

que Mcl-1 ne soit pas affecté par l’ABT-737 et qu’il ne soit pas dégradé dans les cellules MDA-MB-231, il

est tout à possible la très forte induction de Noxa par la combinaison paclitaxel-ABT-737 soit suffisam-

ment élevée pour tamponner Mcl-1 et favoriser la mort après échappement.



Chapitre 6

Perméabilisation de la membrane externe de la

mitochondrie

6.1 Observation de la perméabilisation mitochondriale

Nous avons voulu approndir la caractérisation du phénomène de mort mitotique que nous obser-

vons. Notamment, la mort mitotique s’accompagne-t-elle d’une perméabilisation de la membrane ex-

terne de la mitochondrie ? Mais plus loin encore, si perméabilisation il y a, est-elle complète au sein

de la cellule ? Douglas Green et son équipe ont en effet introduit le concept original de résistance par

perméabilisation incomplète du réseau mitochondrial au niveau cellulaire [249]. L’idée est que la per-

méabilisation mitochondriale ne serait pas un phénomène binaire, et qu’une cellule pourrait subir un

perméabilisation incomplète du point de vue de l’ensemble de son réseau mitochondrial. Le groupe de

mitochondries intactes permettrait alors à la cellule de survivre et de reconstituer une population.

Appliquer ce concept à l’arrêt mitotique mène à des interrogations concernant la survie post-échappement.

Serait-il possible que la perméabilisation incomplète soit un élément discriminant les populations cel-

lulaires mourant après échappement, et celles survivant à l’issue de l’échappement ? Nous avons com-

mencé à developper les outils permettant de répondre à cette question. Les considérations suivantes

sont donc techniques, mais il nous semblait intéressant de tout de même les présenter.

Comme souvent l’introduction de nouveaux concepts repose sur des outils, c’est le cas ici. Dans le

cas des travaux de Douglas Green sur ce sujet, il s’agit d’une protéine de fusion : MTSHtra2/OmimCherry.

Cette protéine est constituée de la séquence de ciblage mitochondrial d’Htra2/Omi recombinée avec

mCherry. La protéine est donc localisée dans l’espace inter-membranaire de la mitochondrie et libérée

dans le cytoplasme suite à la perméabilisation mitochondriale caractéristique de l’apoptose. Cepen-

dant, à l’inverse de tous les autres outils semblables qui avaient été utilisés jusqu’à présent, la protéine
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est dégradée un fois dans le cytoplasme. Cela est due à la composante Htra2/Omi, qui est naturellement

dégradé une fois dans le cytoplasme. Ainsi, l’utilisation de cette protéine limite le bruit de fond, et per-

met d’observer les mitochondries intactes.

L’équipe de D. Green nous ayant aimablement fourni le plasmide codant pour MTSHtra2/OmimCherry,

nous l’avons utilisé pour produire des lentivecteurs. Les cellules MDA-MB-231 ont été infectées et sélec-

tionnées par traitement antibiotique. Les cellules sélectionnées ont ensuite traitées à la staurosporine

(contrôle positif du relargage du cytohrome c, et analysées par vidéomicroscopie confocale (Figure 6.1).

Comme attendu, l’observation de la perméabilisation mitochondriale a été possible (Figure 6.1 vignette

FIGURE 6.1 – Observation de la perméabilisation mitochondriale de cellules MDA-MB-231 exprimant

MTSHtra2/Omi-mCherry. Des cellules MDA-MB-231 ont été sélectionnées après infection par des lentivec-

teurs codant pour la protéine de fusion MTSHtra2/Omi-mCherry. Ces mêmes cellules ont été enscemencées

sur des plaques Ibidi®, traitées à la staurosporine (2 µmol/l) et analysées par microscopie confocale pendant

20 h. Les images ont été prises à environ 1 h d’intervalle.

7 et suivantes). Aucune perméabilisation incomplète sur cellules vivantes n’a été observée dans cette ex-

périence, car la concentration en staurosporine était importante, et aussi car cette observation nécessite

l’inhibition chimique des caspases [249]. En outre, la dégradation de l’insert s’est produit, car l’intensité

de la fluorescence diminue à partir de la vignette 7. Nous ne pouvons cependant pas conclure sur la

complétion de cette dégradation dans la mesure où nous observons de la fluorescence résiduelle sur la

vignette 16 alors que la cellule est morte. Cette fluorescence résiduelle peut en effet être due soit à une

dégradation incomplète de l’insert, soit à une perméabilisation incomplète du réseau mitochondrial
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mais suffisant pour induire la mort.

6.2 Automatisation de l’analyse par l’utilisation de la technologie Cytoo®

Dans l’objectif d’adapter l’expérience pour une automatisation éventuelle de l’analyse, nous avons

utilisé la technologie Cytoo® basée sur les excellents travaux de Manuel Théry [250]. Cette technologie

repose sur l’utilisation de motifs de fibronectine sur lesquels les cellules adhèrent. Cela a permis M.

Théry et son équipe d’étudier la morphogénèse cellulaire, ainsi que les forces exercées par les cellules

adhérentes. Les lames Cytoo® on ensuite été commercialisées. Les motifs de fibronectine sont de diffé-

rentes formes et tailles, plus ou moins adaptées suivant le type de phénomène étudié. Néanmoins, un

des gros avantage de ces lames est que les motifs sont nombreux, et espacés de manière régulière. Cette

configuration est tout à fait adaptée pour une analyse cellule à cellule par microscopie, avec certes le

biais de la signalisation déclenchée par les interactions intégrine-fibronectine, mais qui ne serait pas

possible sans. En outre l’étalement, ainsi que la structure imposée aux cellules par la fibronectine faci-

lite l’analyse du réseau mitochondrial.

Nous avons testé l’utilisation des lames Cytoo® sur nos cellules (Figure 6.2). Les cellules sélection-

nées ont été encemencées et analysées par microscopie confocale. Les trois motifs sur lesquels les cel-

lules adhéraient étaient ceux dit du « Y », du « I » et de l’« arbalète » (Figure 6.2, respectivement figures

(6.2a et 6.2d), (6.2b et 6.2e), (6.2c et 6.2f)). Le motif du « I » ne semble pas adapté en raison de sa tendance

à fixer plus d’une cellule pour ce type cellulaire. Les motifs du « Y » et de l’« arbalète » semble eux tous

deux intéressant pour notre étude.

Ces expériences, bien que préliminaires, sont encourageantes pour la faisabilité d’une étude de la

perméabilisation mitochondrial pendant la mitose. Cependant, une incertitude demeure sur notre ca-

pacité à observer la perméabilisation spécifiquement pendant l’arrêt mitotique. L’organisation mito-

tique du réseau mitochondrial est en effet bien différente de celle de l’interphase, et rien ne garantit que

l’insert que nous utilisons sera adapté à ce type d’observation.
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(a) Motif « Y » (x40) (b) Motif « I » (x40) (c) Motif « arbalète » (x40)

(d) Motif « Y » (x20) (e) Motif « I » (x20) (f ) Motif « arbalète » (x20)

FIGURE 6.2 – Observation de l’adhérence de cellules MDA-MB-231 exprimant MTSHtra2/Omi-

mCherry sur différents motifs de fibronectine. Des cellules MDA-MB-231 ont été sélectionnées après infec-

tion par des lentivecteurs codant pour la protéine de fusion MTSHtra2/OmimCherry. Ces mêmes cellules ont

été enscemencées sur des lamelles Cytoo®, fixées, marquées au DAPI et analysées par microscopie (vert : fibro-

nectine, rouge : MTSHtra2/Omi-mCherry et bleu : DAPI). Les différentes images correspondent aux différents

motifs sur lesquels les cellules ont adhéré. (a,d) Le motif dit du « Y » au grossissement x40 et x20 respectivement,

(d,e) pour le motif dit « I » et (c,f ) pour le motif de l’« arbalète ».



Chapitre 7

Six1 comme facteur de résistance au paclitaxel ?

En parallèle de l’étude de l’arrêt mitotique, nous nous sommes également intéressés aux méca-

nismes plus généraux de résistance au paclitaxel. Notre équipe développe actuellement un outil d’éva-

luation de la résistance des tumeurs primaires mammaires. Cet outil est basé sur la récupération de

fragments tumoraux issus de résections. Ces fragments sont coupés en tranches, puis mis en culture ex

vivo en présence ou non de paclitaxel. À l’issu du traitement, les tranches sont fixées et marquées, par

immuno-histochimie, pour l’expression de la caspase-3 active, caractéristique de l’apoptose. Ce mar-

quage permet la séparation des tumeurs en deux groupes : résistantes ou sensibles au paclitaxel. Les

tumeurs sont aussi soumises à une analyse transcriptomique, le but étant de trouver des gènes dis-

criminant les tumeurs résistantes des tumeurs sensibles, et de déterminer un signature prédictive de

réponse au paclitaxel.

Parmi les gènes surexprimés dans les tumeurs résistantes, se trouvait SIX1. SIX1 code pour la pro-

téine Six1 (Sine oculis homeobox homolog 1), qui est un facteur de transcription connu mais peu étudié

dans le cancer du sein. Il agit en tant que régulateur du développement, et est en outre fréquement dé-

régulé dans les cancers [251].

7.1 Six1 favorise le maintien de l’arrêt mitotique

Afin de savoir si Six1 pouvait jouer un rôle dans l’arrêt mitotique, nous avons éteint ou surexprimé

ce dernier dans nos cellules. (Figure 7.1). Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siSix1

ou un siCt (Figure 7.1a). Alternativement, les cellules ont été transfectées avec un plasmide codant pour

Six1 ou un plasmide contrôle (Figure 7.1b). Les cellules ont été récupérées 48 heures après transfection,

et l’expression de Six1 a été analylsée par RT-qPCR. Nous avons observé l’efficacité de l’extinction, ou de

la surexpression de Six1 dans cette lignée cellulaire.
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(b) Surexpression de Six1
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FIGURE 7.1 – Extinction et surexpression de Six1 dans les cellules MDA-MB-231 et HeLa. Les cellules

MDA-MB-231, et HeLa ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA dirigé contre Six1 (a), et

alternativement avec un plasmide contrôle (pCt) ou un plasmide codant pour Six1 (b). Après 48 h les cellules

ont été récupérées puis analsées par RT-qPCR pour l’expression de Six1.

L’extinction ou la surexpression de Six1 a ensuite été couplée au traitement par le paclitaxel (Figure

7.2). Les cellules ont été traitées au paclitaxel 24 heures après transfection, pour une durée de 48 heures.

Nous constatons que, sous paclitaxel, la population de cellules 4n/MPM-2+ est moins importante suite

à l’extinction de Six1 qu’après transfection d’un siCt (Figure 7.2a). En accord avec cela, la population

4n/MPM-2+, induite par le paclitaxel, augmente lorsqu’elle est couplée à la surexpression de Six1 com-

parativement au contrôle (Figure 7.2b). Ces deux expériences suggèrent soit que l’arrêt mitotique est

moins bien maintenu lorsque Six1 est absent, et qu’il est plus soutenu lorsque Six1 est présent, soit qu’il

se produit plus de mort mitotique lorsque Six1 est absent.

7.2 Six1 protège de la mort induite par le paclitaxel

Suite à cela nous avons voulu évaluer si cette effet de Six1 pouvait impacter sur la mort induite par

la paclitaxel (Figure 7.3). Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 ont été transfectées avec un siSix1 (Figure

7.3a) ou avec un plasmide codant pour Six1 (Figure 7.3b), avec pour contrôles respectifs un siCt et un

pCt. Un inhibiteur d’Eya2 (Eyes absent homolog 2) a aussi été testé (Figure 7.3c). En effet, un inhibiteur

de Six1 n’ayant pas encore été « designé », l’inhibition de Six1 par voie chimique repose sur celle de son

co-activateur Eya2. Six1 ne peut fonctionner sans Eya2, son interaction avec ce dernier est nécessaire à
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FIGURE 7.2 – Six1 favorise le maintien de l’arrêt mitotique induit par le paclitaxel dans les cellules

MDA-MB-231. Les cellules MDA-MB-231 ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siCt) ou un siRNA di-

rigé contre Six1 (a). Alternativement, les cellules ont été transfectées avec un plasmide contrôle (pCt) ou un

plasmide codant pour Six1 (b). 24 heures plus tard, les cellules ont été traitées au DMSO ou au paclitaxel (70

nmol/l). Après 48 h les cellules ont été récupérées puis marquées à l’iodure de propidium et avec un anticorps

dirigé contre MPM-2. Enfin, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux.

l’activation de la transcription de ses gènes cibles [252]. Ainsi, l’inhibition d’Eya2 inhibe l’activité trans-

criptionnelle de Six1. Les cellules ont donc été transfectées (siSix1 ou pSix1) ou traitées (Eya2i), puis 24

heures après, traitées au paclitaxel pendant 24 heures pour être enfin analysées par cytométrie en flux

via un marquage APO2.7. Nous constatons que, dans les deux lignées testées, la mort induite par le pa-

clitaxel est augmentée suite à l’extinction de Six1 par ARN interférence. Les mêmes effets sont observés

dans le cas du traitement par l’inhibiteur d’Eya2, ce qui suggèrent que l’action de Six1 est dépendante

de son activité transcriptionnelle. En concordance avec cela, nous avons observé un effet protecteur

de la surexpression de Six1 en réponse au paclitaxel (Figure 7.3B), ce qui corrobore les observations

précédentes. Cependant, les effets constatés, qu’ils soient délétères ou protecteurs, sont également ob-

servables en absence de paclitaxel. Nous ne pouvons donc pas conclure sur un effet spécifique de l’arrêt

mitotique.

Les expériences menées sur Six1 suggèrent que son activité transcriptionnelle inhibe la mort mito-

tique, mais que cet effet est plus générale, et n’est pas spécifique de l’arrêt mitotique. D’autres modes

d’induction de la mort n’ont pas été testés en combinaison avec l’extinction (ou la surexpression) de

Six1.
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(c) Analyse de l’influence de l’inhibition
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FIGURE 7.3 – Six1 inhibe la mort cellulaire induite par le paclitaxel. Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7

ont été transfectées avec un siSix1 (a), un pSix1 (b) ou traitées avec un inhibiteur d’Eya2 (c, Eya2i, 80 µmol/l).

Les contrôles associés ont été respectivement un siCt, un pCt et du DMSO. Les cellules ont été traitées 24 h

plus tard au DMSO ou au paclitaxel (70 nmol/l) pendant 48 h, récupérées, marquées avec l’anticorps APO2.7 et

analysées par cytométrie en flux.
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En dehors de la chirurgie et de la radiothérapie, le traitement pharamacologique du cancer du sein

repose sur la chimiothérapie, l’hormonothérapie et les thérapies ciblées pour les patients éligibles. La

chimiothérapie est essentielle dans le cas du cancer du sein métastatique, et surtout pour le cancer du

sein triple négatif pour lequel il n’existe pas de thérpies ciblées. Elle est basée sur une combinaison

taxanes-anthracyclines, et a montré son efficacité. Cependant, des phénomènes de résistance, et des

toxicité (neuropathie pour le paclitaxel) sont fréquemment observés. L’étude que nous avons réalisé au

cours de ces trois années de thèse démarre de ce constat. Une méthode permettant de lutter efficace-

ment contre les mécanismes de résistance, pourrait être une combinaison moléculairement justifiée

des traitements. Dans ce registre nos travaux s’attachent à montrer que cibler les protéines de la famille

de Bcl-2, possiblement grâce des BH3-mimétiques, peut aider à lutter contre l’un des mécanismes de

résistance aux taxanes, qui est l’échappement à l’arrêt mitotique. Plus précisément, nos travaux parti-

cipent à la justification de l’utilisation de la combinaison paclitaxel-ABT-737 pour traiter le cancer du

sein, notamment le cancer du sein triple-négatif.

Le paclitaxel est un composé qui, via son action sur les microtubules, empêche la séparation chro-

matidienne, et induit un arrêt mitotique par non levée du point de contrôle mitotique. Deux devenirs

cellulaires, mutuellement exclusifs, suivent cet arrêt mitotique : la mort mitotique et l’échappement à

l’arrêt mitotique (Figure 1.7). Par la suite, l’échappement à l’arrêt mitotique peut être suivi par la mort

(mort post-échappement) ou la survie des cellules (survie post-échappement). Nos résultats montrent

que Bcl-xL est nécessaire à la survie pendant l’arrêt mitotique, et à la survie post-échappement (Figure

3.5b) à la suite d’un traitement au paclitaxel. Nous avons observé que l’extinction de Bcl-xL induisait la

mort mitotique des cellules soumises à un arrêt mitotique (Figure 3.3a), et que cette mort mitotique sur-

venait plus rapidement que l’échappement à l’arrêt mitotique (Figure 3.4). Selon le modèle des réseaux

compétitifs (Figure 1.8), cet effet de Bcl-xL sur la survenue de l’échappement passe par la génération de

signaux de survie pendant l’arrêt mitotique, laissant aux cellules le temps d’atteindre le seuil d’échap-

pement. La mort mitotique était également obervée lorsque le traitement au palicataxel était combiné

à l’inhibition de Bcl-xL par l’ABT-737 (Figure 3.3b), qui inhibe aussi Bcl-2 et Bcl-w. Ces observations

constituent un argument en faveur de l’utilisation d’une combinaison paclitaxel-ABT-737 pour lutter

contre le phénomène de résistance que représente l’échappement à l’arrêt mitotique.

Le paclitaxel empêche la levée du point de contrôle mitotique. Moléculairement, cela se traduit par

l’inhibition de la dégradation de la cycline B1, et de la sécurine. Cette inhibition est permise par la sé-

questration de Cdc20, partenaire nécessaire à l’activité de l’APC/C, la ligase E3 responsable de l’ubi-

quitination de la cycline B et de la sécurine (Figure 1.3). Une amélioration des traitements par les anti-

mitotiques peut passer par une meilleure compréhension des mécanismes gouvernant la décision cel-
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lulaire entre mort mitotique et échappement, et/ou par l’identification de nouvelles cibles permettant

d’induire l’arrêt mitotique de manière plus efficace. Dans cet objectif, l’extinction de Cdc20 constitue

un nouveau moyen d’induction de l’arrêt mitotique. Cet arrêt mitotique est plus physiologique, car il

ne touche pas les microtubules, et donc est potentiellement moins toxique. De plus, il ne dépend pas

de la robustesse du point de contrôle mitotique, c’est à dire de la capacité de MAD2 et BUBR1 à sé-

questrer Cdc20 (Figure 1.4), mais cible directement la progression, la sortie de la mitose. Nous avons

constaté que l’extinction de Cdc20 induit l’arrêt mitotique, et que cet arrêt mitotique, contrairement à

celui induit par le paclitaxel, ne semble pas être suivi par l’échappement à l’arrêt mitotique (Figure 1.4).

L’arrêt mitotique induit par l’extinction de Cdc20, provoque un faible pourcentage de mort (environ 10

%), et cette mort était indépendante des caspases bien qu’une activation de ces dernières se produisait,

et que nous avons qualifié de sublétale (Figure 1.6). De manière intéressante, cette mort indépendante

des caspases « switchait » vers un mort dépendante des caspases, lorsque l’arrêt mitotique était couplé

à l’extinction de Cdc20 ou à l’ABT-737 (Figures 2.4 et 2.6, respectivement). De même, ce « switch » de

la mort induisait aussi une dépendance à Bax (Figure 5.1c). S’ajoute à cela l’observation, par profilage

BH3, que l’arrêt mitotique module le profil d’amorçage des cellules, et fait apparaître une dépendance

à Bcl-xL (Figure 2.2a). Cela indique que, pendant l’arrêt mitotique, un mécanisme de mort mal défini

(indépendant des caspases, de Bax et de Bak) se produit (les 10 % de mort cités plus haut), et que paral-

lèlement un mécanisme d’apoptose classique se met en place, dont Bcl-xL empêche l’éxecution.

Enfin, la phosphorylation de Bcl-xL sur la sérine 62 est importante dans cette fonction de Bcl-xL

pendant l’arrêt mitotique. En effet, nous avons observé que (1) Bcl-xL était phosphorylé sur cette même

sérine lors de l’arrêt mitotique (Figure 4.3a). (2) L’absence de cette phosphorylation, via une mutation

de la sérine 62 par une alanine, augmentait la capacité de Bcl-xL à protéger de la mort mitotique (Figure

4.3b). Finalement, nous avons observé (3), toujours via des formes mutées de Bcl-xL, et en utilisant la

technique du BRET, que la phosphorylation de Bcl-xL sur la sérine 62 déstabilisait son interaction avec

Bax pendant l’arrêt mitotique (Figure 5.2).

L’ensemble de ces résultats seront discutés dans cette partie.

Extinction de Cdc20 : blocage définitif versus échappement

Un point important sur lequel reposent nos travaux est la comparaison de deux méthodes d’induc-

tion de l’arrêt mitotique : le traitement par le paclitaxel et l’extinction de Cdc20. Ces deux méthodes

empêchent toutes les deux la levée du point de contrôle mitotique, mais ont des modes d’action diffé-

rents. Alors que le paclitaxel active le point de contrôle mitotique de manière indirecte, via son effet sur
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les microtubules, l’extinction de Cdc20, elle, maintient le point de contrôle mitotique actif, en suppri-

mant la protéine nécessaire à son inactivation. Nous avons observé que ces deux méthodes induisaient

un arrêt mitotique transitoire et soutenu, dans le cas du paclitaxel et de l’extinction de Cdc20 respective-

ment, dans la lignée triple-négative MDA-MB-231. Sous paclitaxel, nous observons que l’échappement

à l’arrêt mitotique survient, car la cycline B est tout de même dégradée pendant l’arrêt mitotique. Cette

dégradation est plus lente, et les mécanismes en étant responsables ne sont pas connus. Cependant des

résultats suggèrent que cette dégradation n’est pas indépendante de l’APC/C [79]. En effet, un mutant

de la cycline B dépourvu de D-box, et ne pouvant donc pas interagir avec Cdc20, est dégradé encore

plus lentement pendant l’arrêt mitotique [79]. L’idée est donc que, sous extinction de Cdc20, il ne peut

se produire d’échappement à l’arrêt mitotique car la cycline B ne peut être dégradée, ce que nous ob-

servons (Figure 1.4a). Toutefois cela est contredit par les études de deux autres équipes [253, 254]. Par

conséquent, la question qui se pose naturellement est : Peut-il y avoir échappement à l’arrêt mitotique

sous extinction de Cdc20 ?.

Techniquement, notre observation d’un blocage définitif suite à l’extinction de Cdc20 (Figure 1.4)repose

sur une cinétique de double-marquages des cellules en mitose et une analyse par cytométrie. L’observa-

tion inverse des deux autres équipes repose sur des immunoblots de la cycline B dans le cas des travaux

de Timothy Chambers [254], et sur des simples marquages de l’ADN en cytométrie accompagnés d’im-

munoblots de la cyline B, et de la forme phosphorylée de l’histone H3, dans le cas de l’équipe d’Hoi

Tang Ma [253]. Le principal défaut des ces analyses est qu’elles ne s’accompagnent pas d’une cinétique

d’analyse de la mort induite par l’extinction de Cdc20. En effet, dans l’idée où l’extinction de Cdc20

induit la mort mitotique, si cette mort est très importante, la population cellulaire restante analysable

sera une population interphasique non entrée en mitose. Ceci donnera alors l’illusion que les cellules

ont échappé à l’arrêt mitotique, car les cellules restantes exprimeront de faibles niveaux de cycline B. La

même remarque peut être faite dans le cas de l’analyse par cytométrie effectuée par l’équipe d’Hoi Tang

Ma. Leurs résultats indiquent une réapparition de la population 2n après l’arrêt mitotique ce qui cor-

respond non pas à un échappement, qui se traduirait par une population 4n, mais à une réelle division

cellulaire. La preuve irréfutable que l’extinction de Cdc20 est ou non suivie d’échappement pourrait être

fournie par une approche, non pas statique, mais dynamique par vidéomicroscopie, la même que nous

avons utilisé pour le paclitaxel (Figure 3.3). La raison pour laquelle cette méthode n’a pas été utilisée

dans le cas de Cdc20 est l’absence inhibiteur chimique de cette protéine. L’approche par ARN interfé-

rence est possible, mais pas vraiment adaptée à la vidéomicroscopie notament à cause de l’efficacité de

transfection. Une approche basée sur l’infection par des vecteurs viraux codant pour un shRNA ciblant

Cdc20 est adaptée, mais complexe à mettre en oeuvre, car l’infection peut provoquer la mort (même si

elle est faible), ce qui rendra difficile la sélection et la manipulation des cellules. L’approche idéale serait
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une infection par des vecteurs viraux codant pour un shRNA inductible. Dans un objectif de continuité

et de cohérence, cette approche est actuellement développée notre équipe.

Biologiquement maintenant, les expériences réalisées par les équipes d’Hoi Tang Ma et Timothy

Chambers l’ont été sur la lignée HeLa et la lignée DLD-1 (D. L. Dexter 1) respectivement, alors que dans

notre cas la lignée MDA-MB-231 a été utilisée. Il fort probable que le contexte cellulaire participe aux

divergences entre les observations, une variable que l’équipe de Timothy Chambers a très bien su ex-

ploiter dans ses travaux. En effet dans leurs mains, l’échappement à l’arrêt mitotique suite à l’extinction

de Cdc20 n’a été constaté que dans une seule lignée, la lignée DLD-1, qui alors été catégorisée comme

« encline à l’échappement », en opposition avec la lignée HT29 (Human tumor 29) qui ne l’était pas.

Cette caractéristique de la lignée DLD-1 est due, selon eux, au caractère non persistent de la cycline B

dans ces cellules, et les auteurs ne vont pas plus loin. Expliquer l’échappement à l’arrêt mitotique sous

extinction de Cdc20 revient à s’intéresser à l’activité de Cdk1 dans ces conditions, et par extension à la

dégradation de la cycline B. De là, quatre hypothèses émergent :

— l’absence de Cdc20 est compensée l’autre activateur d’APC/C, Cdh1 ;

— la dégradation s’effectue via l’APC/C en l’absence d’activateur ;

— la dégradation s’effectue via un autre acteur ;

— la dégradation n’est pas active et dépend de la stabilité intrinsèque de la protéine.

La dégradation de la cycline B par le couple APC/C/Cdh1, peut être envisager dans le mesure où ce

phénomène est observé au cours du cycle cellulaire [255], et est aussi nécessaire à la sortie de la mitose

« normale » [256]. Le couple APC/C/Cdh1 est en effet responsable à la seconde phase de dégradation de

la cycline B (après celle effectuée via Cdc20) nécessaire à la sortie de mitose [256]. Cependant, l’observa-

tion que Cdk1 phosphoryle Cdh1, et déstabilise sa liaison à l’APC/C [40, 257], contredit cette hypothèse.

À moins bien sûr qu’un autre mécanisme de dégradation de la cycline B permette l’abaissement de l’ac-

tivité de Cdk1 à un niveau tel que la formation du complexe APC/C/Cdh1 soit possible, mais cela n’a

jamais été montré.

Considérer que l’APC/C puisse dégrader la cycline B en l’absence d’activateur vient de l’observation

que l’APC/C participe aussi à la liaison aux D-box, et donc à ses substrats [48]. Cependant cette obser-

vation ne prouve pas que le dégradation peut de se produire de manière suffisante dans ces conditions.

Une dégradation non active de la cycline B pendant l’arrêt mitotique n’est pas à exclure. Elle dépendrait

de la demie-vie de la protéine, qui est estimé à plus de 9 heures en condition d’arrêt mitotique (elle est

de moins de 2 heures en conditions « normales ») [258, 259]. Enfin, la dégradation de la cycline B par un

acteur non encore identifié n’est pas à exclure.
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Toujours sur l’échappement à l’arrêt mitotique, nous pouvons envisager des conditions où l’activité

de Cdk1 serait directement affectée sans atteinte de la cycline B. Une direction possible serait d’étudier

les activités des inhibiteurs de Cdk1 (Wee1, Wee2 et Myt1), ou celles de phosphatases tels que PP2A dans

ces conditions d’arrêt mitotique.

Établir les conditions de l’échappement à l’arrêt mitotique sous extinction de Cdc20 peut sembler

accessoire et secondaire, mais c’est à notre sens le contraire. Un article très important, non pas sur les

concepts, mais sur la stratégie chimiothérapeutique a été publié par l’équipe de Timothy Mitchison

[260]. Cet article montre que cibler directement les protéines du point de contrôle mitotique, et donc

l’échappement, est plus efficace que de les cibler indirectement par des composés tels que le paclitaxel.

Cette constatation fait de Cdc20 une future cible de choix pour les recherches à venir. De là, il est tout à

fait possible d’envisager de substituer l’utilisation des taxanes par celle d’un composé inhibant Cdc20.

Cela fera d’autant plus sens si un lien direct entre point de contrôle mitotique et régulation de la mort

celluaire est un jour clairement caractérisé.

Mitose : un état de vulnérabilité ?

Le profilage BH3 est une récente et prometteuse technique mise au point par l’équipe d’Anthony Le-

tai. Elle permet principalement d’évaluer si une cellule est encline à déclencher la voie mitochondriale

de l’apoptose ou non (cellule amorcée ou non), mais détermine également la dépendance des cellules

à telle ou telle protéine anti-apoptotique de la famille de Bcl-2. Sa grande force est son caractère fonc-

tionnel, car elle n’étudie pas le réseau complexe d’interactions entre les protéines de la famille de Bcl-2,

et aussi de leur statut conformationnel actif, pour se concentrer sur leurs effets, à savoir la libération

de cytochrome c. Ses applications présentent un intérêt clinique [244]. Dans notre cas c’est son aspect

fondamental qui nous a intéressé. Au cours d’un séjour dans le laboratoire d’Anthony Letai, nous avons

réalisé un tel profilage en condition d’arrêt mitotique (extinction de Cdc20 et traitement au paclitaxel)

(Figure 2.2). Cette expérience représente, pour nous tout du moins, un intérêt important d’un point de

vue conceptuel. Le statut d’amorçage d’une cellule bloquée en mitose, surtout physiologiquement par

l’extinction de Cdc20, n’avait jamais été évaluer avant, et cela est important dans la définition que l’on

peut avoir de la mort mitotique, voire plus généralement de la mitose.

Il est de coutume de dire que la mitose est la période de plus haute vulnérabilité de la vie d’une

cellule. Il y a plusieurs raisons à cela, mais toutes sont liées au matériel génétique, dont le maintien

de l’intégrité est indispensable. Durant la mitose, l’extrême condensation de l’ADN fait que des cas-

sures peuvent apparaître spontanément, et le risque de voir ces dommages se produire augmente avec
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le temps passé en mitose, augmentant ainsi le risque d’instabilité génétique. Ainsi, lorque l’on parle de

vulnérabilité, cela s’applique au niveau de la cellule elle même, mais aussi à l’organisme tout entier,

puisque l’instabilité génétique peut aboutir notamment à une dérégulation de la prolifération. Le fina-

lisme nous ferait donc dire que l’intérêt de la cellule, et de l’organisme, serait de réaliser des mitoses les

moins longues possibles, mais aussi de senser les mitoses trop longues car elles peuvent aboutir à des

cellules à l’ADN modifié. De là, éliminer les mitoses anormales représenterait un mécanisme de protec-

tion non négligeable. Naturellement, la question qui se pose alors est : Une cellule en arrêt mitotique

est-elle plus encline au suicide ?

Sur un plan strictement apoptotique, le profilage BH3 se propose de répondre à cette question. Dire

d’une cellule qu’elle est amorcée se base sur sa capacité à relarguer le cytochrome c présent dans l’es-

pace inter-membranaire, c’est à dire à induire la MOMP, lorsqu’elle est mise en présence des domaines

BH3, des BH3-only activateurs Bim et Bid. Nous avons pu constaté qu’en l’absence de traitement les

cellules étaient sensibles aux peptides BH3 de Bim et Bid. L’extinction de Cdc20, ou le traitement par le

paclitaxel, n’induisaient pas d’augmentation de la sensibilité aux peptides BH3 de Bid ou Bim. Ainsi, une

cellule en arrêt mitotique, via l’activation du point de contrôle mitotique, n’est pas plus amorcée pour

l’apoptose. Bien sûr, le point de contrôle mitotique bloque les cellules à un moment précis de la mitose,

la prométaphase, et rien n’exclue la possibilité d’une augmentation de l’ amorçage en métaphase, et au

phases suivantes de la division cellulaire.

Nous avons observer une modulation du profil dans la lignée MDA-MB-231. Cette modulation se

caractérisait par une augmentation de la réponse apoptotique aux peptides BH3 de Bad, Puma, et Hrk.

Nous avons interprété cela comme l’apparition d’une dépendance à Bcl-xL, car c’est l’unique interac-

tant du peptide BH3 d’Hrk (Figure 2.1). Cette dépendance à Bcl-xL sera discutée plus bas, cependant

il est à noter que, même en absence d’amorçage direct, l’arrêt mitotique n’est pas un état neutre d’un

point de vue apoptotique.

Il est important de préciser que l’analyse par profilage BH3 a été réalisée sur l’ensemble des cel-

lules, i.e. des cellules qui ne sont pas toutes en arrêt mitotique du fait d’une efficacité de transfection

d’environ 50 %. Cette analyse se fait par cytométrie en flux. Cela permet l’ajout de marquages pour spé-

cifiquement isoler les cellules en mitose. Nous avons tenté de réaliser cela lors de notre visite dans le

laboratoire d’Anthony Letai, cependant nous n’avons pu finaliser la mise au point d’un triple-marquage

MPM-2-ADN-cytochrome c, la principale raison étant des difficultés dans la séquence des marquages

immunologiques, qui dépendent eux-mêmes de la séquence des perméabilisations. La mise au point

de ce marquage aurait été très utile, car elle aurait permis de gagner en sensibilité en comparant les

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. Plus loin, elle aurait également permis d’étudier
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les cellules en mitose normale. Ces dernières représentent moins de 2 % des cellules en absence de

synchronisation. Le triple-marquage permettrait d’identifier leur nombre à l’acquisition, et ainsi d’en-

registrer un nombre significatif d’évènements. Une autre approche possible est le « mitotic shake-off »,

qui consiste à enrichir les échantillons en cellules mitotiques, moins adhérentes, par agitation douce.

Cette approche a été testée, mais ne permettait pas d’obtenir suffisamment les échantillons.

L’activation des caspases est-elle une caractéristique de la mort mito-

tique ?

Nous avons observé que les caspases n’étaient pas nécessaires à la mort mitotique induite par l’ex-

tinction de Cdc20 seule, mort quantitativement faible touchant environ 10 % des cellules de la popu-

lation totale (Figure 1.6). De plus, nous avons évalué l’activation des caspases suite à l’extinction de

Cdc20, et il en ressort qu’elles sont effectivement activées. Ceci suggère que l’extinction de Cdc20 induit

une activation sublétale des caspases, puisque nous n’avons constaté aucun effet le Q-VD-OPh sur la

mort. Au délà de cette simple constatation, c’est la question de la définition de la mort mitotique qui

se pose. Habituellement, la mort mitotique est désignée sous le terme de « catastrophe mitotique ». La

catastrophe mitotique, loin d’être bien définie, regroupe un certain nombre de phénomènes différents,

c’est d’ailleurs pour cela que nous ne l’avons pas utilisé jusqu’à présent. Derrière le terme de catastrophe

mitotique, il y a au moins trois programmes de mort différents [92].

— la mort mitotique, celle qui nous intéresse, caractérisée par une activation de la machinerie de

mort en présence de niveaux élevés de cycline B, et se produisant avant l’échappement à l’arrêt

mitotique ;

— la mort post-échappement, qui s’exécute lorsque la cellule atteint la pseudo-interphase ;

— la sénescence post-échappement.

Cette définition a été introduit par l’équipe de Guido Kroemer. Elle stipule que les deux dénominateurs

communs à ces trois phénomènes sont les atteintes à l’appareil mitotique et l’arrêt mitotique [92]. De

cette définition sont exclus les phénomènes de mort mitotique induits par les dommages de l’ADN,

choix compréhensible quand on sait que ce type de mort prend sa source en phase G2, et qu’elle ne

présente pas d’atteinte à l’appareil mitotique. Sont exclus également les phénomènes de poursuite du

cycle cellulaire après échappement à l’arrêt mitotique. Ce choix est moins compréhensible, car ces phé-

nomènes présentent les deux dénominateurs communs de la définition. Il est vrai qu’ils n’aboutissent

pas à la mort, cependant c’est aussi le cas de la sénescence post-échappement. Dans un souci de clarté

et de compréhension, nous n’utiliserons pas le terme de catastrophe mitotique, et ferons la disctinction

entre les trois phénomènes de mort qu’il regroupe. Ainsi, la discussion des caractéristiques de la mort
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mitotique concernera principalement celle induite par la non levée du point de contrôle mitotique, no-

tamment par les poisons des microtubules.

Contrairement à nos résultats, qui révèlent une mort indépendante des caspases, au moins quatre

études montrent, de façon claire, que l’activation des caspases est nécessaire à l’induction de la mort

mitotique. La première a été réalisée par l’équipe de Stephen Taylor [80]. Techniquement, cette étude

se base sur l’utilisation de la vidéomicroscopie. Ainsi, la détermination de la mort mitotique, ou de

l’échappement, est directement observée et non pas interprétée. Ces travaux montrent qu’un inhibiteur

de KIF11 (Kinesin family member 11) (une protéine motrice du fuseau mitotique) induit une majorité

de morts mitotiques dans les cellules HCT116 (Human colon tumor 116). L’ajout d’un inhibiteur des

caspases à ce traitement réduit drastiquement la proportion de morts mitotiques en faveur de la mort

post-échappement, mais aussi en faveur de la survie post-échappement, ce qui suggère que la mort

post-échappement pourrait être également dépendante des caspases. La seconde étude a été réalisée

par l’équipe de Paul Clarke [86]. À la différence de la première, elle ne réprésente pas une preuve directe

de la nécessité de l’activation des caspases pour la mort mitotique, mais ce n’était pas le but de l’étude.

Dans ces travaux la détection de la mort mitotique se base sur la cytométrie en flux via un double-

marquage caspase-3 active-histone H3 phosphorylée sur la sérine 10. Les auteurs montrent que, dans

la lignée U2OS (U2 osteosarcoma), et durant l’arrêt mitotique induit par le nocodazole, le complexe

cycline B-Cdk1 phosphoryle la caspase-9 sur la thréonine 125 pour inhiber son activation. La surexpres-

sion d’une forme mutée non phosphorylable de la caspase-9 diminue le nombre de morts mitotiques

induites par le nocodazole. La troisième étude est issue du laboratoire de Timothy Mitchison, et utilise

les lignées MCF-7, HCT116 et RPE-1 (Retinal pigment epithelial 1) [93]. Elle montre qu’un traitement de

ces cellules avec un inhibiteur de KIF11 induit l’activation des caspases 7, 9 et 3. Les preuves de cette

activation sont indirectes. Elles se basent sur l’apparition de dommages de l’ADN via la dégradation

d’ICAD par les caspases, et donc l’activation subséquente de CAD. La dernière étude est plus ambiguë.

Elle a été réalisée par l’équipe de Conly Rieder, sur des cellules RPE-1 [91], et montre, via des analyses

par vidéomicroscopie, que l’inhibition des caspases par du Q-VD-OPh protège de la mort mitotique in-

duite par le nocodazole. En revanche, l’inhibition ciblée de la caspase-3 n’a aucun effet, et plus intrigant,

l’inhibition de la caspase-9 sensibilie à la mort mitotique, suggérant que cette dernière est nécessaire à

l’échappement.

Parallèlement, il a également été montré que la mort mitotique pouvait être indépendante des cas-

pases. Cette idée est défendue par l’équipe de Katsumi Kitagawa. Cette équipe est en mesure d’induire la

mort mitotique de cellules HeLa en combinant un traitement par des poisons des microtubules, comme

le paclitaxel et le nocodazole, avec l’extinction de BUB1 (Budding uninhibited by benzimidazoles 1) par
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ARN interférence. La mort mitotique était détectée par immunofluorescence (essai TUNEL (Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) combiné avec un immunomarquage de l’histone

H3 phosphorylée sur la sérine 10). L’ajout d’un inhibiteur des caspases n’empêchait pas la survenue de

la mort mitotique.

La synthèse de ces études montre que l’activation des caspases comme condition sine qua non à la

mort mitotique ne fait pas consensus, même si la majorité des articles arguent en faveur de leur implica-

tion. Cependant, il est frappant de constater que nous comparons ici différentes méthodes d’induction

de l’arrêt mitotique. Les observations de la non implication des caspases sont issues d’expériences réali-

sées avec des poisons des microtubules combinés à l’extinction de BUB1. Cela représente des conditions

toutes particulières comparé aux travaux montrant l’inverse, qui utilisent soit des inhibiteurs de KIF11,

soit du nocodazole. La mort mitotique est un contexte mal défini. L’opposition entre ces études pourrait

résider dans les différences de contexte cellulaire, et dans la manière d’induire l’arrêt mitotique.

Dépendance à Bcl-xL pendant l’arrêt mitotique

Nous avons montré que Bcl-xL était impliqué dans la survie des cellules MDA-MB-231 pendant l’ar-

rêt mitotique. Cette affirmation repose principalement sur trois éléments :

— l’arrêt mitotique fait apparaître un profil de sensibilité typique de Bcl-xL (profilage BH3, figure

2.2) ;

— en condition d’arrêt mitotique, l’extinction de Bcl-xL induit la mort mitotique (Figure 3.3a) ;

— en condition d’arrêt mitotique, la surexpression de Bcl-xL empêche la mort mitotique (Figure

3.5b).

Ce rôle de Bcl-xL a été observée dans deux lignées : MDA-MB-231 et CAL-51. Les réponses de ces deux

lignées sont néanmoins différentes. La lignée CAL-51 présente une double-dépendance à Bcl-xL et Mcl-

1, alors que la lignée MDA-MB-231 présente une stricte dépendance à Bcl-xL. Cette dépendance de la

lignée MDA-MB-231 pose question. Les mécanismes de régulation de la mort mitotique par Mcl-1 sont

bien définis, avec une phosphorylation suivie, d’une dégradation impliquant FBW7. Ceux concernant

Bcl-xL le sont moins, mais nos travaux indiquent qu’ils reposent sur sa phosphorylation (nous y revien-

drons).

Au moment où nous avons commencé cette étude, certains membres anti-apoptotiques de la famille

de Bcl-2 avaient été identifiés comme participant à la résistance au paclitaxel [218], mais aucun d’entre

eux n’avait été identifié comme étant impliqué dans la mort mitotique. Depuis, les connaissances se sont

étoffées, et il apparaît que ces protéines sont importantes au cours de l’arrêt mitotique. Mcl-1 semble
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être le membre le plus importante, suivi par Bcl-xL puis Bcl-2. Le rôle de Bcl-2 dans l’arrêt mitotique

a longtemps été considéré comme négligeable, ce que nous avons pu constater dans nos expériences.

Cependant de très récentes études contredisent cette idée [261, 262].

L’équipe de Timothy Chambers s’est attaché à déterminer une signature de la mort mitotique en

fonction des protéines de la famille de Bcl-2. Cette signature repose notamment sur la phosphoryla-

tion de Bcl-xL pendant l’arrêt mitotique, que nous observons, et sur la dégradation de Mcl-1, que nous

obervons dans la lignée CAL-51 mais pas dans la lignée MDA-MB-231. Ainsi la mort mitotique que nous

observons ne correspond pas tout à fait à la signature issue des travaux de Timothy Chambers. Une

étude de Timothy Mitchison suggère que, dans les cellules présentant de faibles niveaux de Bcl-xL, la

dégradation de Mcl-1 est suffisante pour induire la mort mitotique [224], c’est le cas notamment des

cellules HeLa dont nous avons observé nous-même qu’elles étaient naturellement sujettes à la mort

mitotique. À l’inverse, la dégradation de Mcl-1 ne serait pas suffisante dans des cellules présentant des

niveaux élevés de Bcl-xL, comme les MDA-MB-231 dont nous savons par ailleurs qu’elles sont enclines

à échapper à l’arrêt mitotique.

Aller plus loin dans la détermination des dépendances à tel ou tel membre anti-apoptotique de la

famille de Bcl-2 ne représente pas seulement un intérêt fondamental, mais aussi thérapeutique. Nos

travaux concourent à montrer l’efficacité de combiner un ciblage de point de contrôle mitotique (plus

largement un ciblage de la sortie de mitose [260]) à un ciblage de Bcl-xL. Cette efficacité a été obervé

dans le cancer du poumon et des ovaires [225, 263] grâce à la combinaison paclitaxel-ABT-263. La com-

binaison paclitaxel-ABT-737 s’est, elle, révélée efficace dans de nombreux types de cancer, notamment

sur des cellules de cancer du sein [106]. Ce type de combinaison est totalement dans l’ère du temps, car,

en plus du traitement classique de chimiothérapie, elle cible aussi les acteurs moléculaires dont nous

savons qu’ils sont impliqués dans la résistance. Cela est encourageant pour le développement des BH3-

mimétiques. Le développement récent de l’ABT-199, qui cible spécifiquement Bcl-2, représente un outil

précieux, et un des enjeux actuels est le développement d’une molécule ciblant spécifiquement Mcl-1,

outil dont nous ne disposons pas encore.

« Switch » de la mort au cours de l’arrêt mitotique

Nos résultats montrent que la mort induite par l’extinction de Cdc20, ou par le traitement par le pa-

clitaxel, n’est pas dépendante des caspases, de Bax ou Bak, ni de Bim ou Noxa (Figures 1.6, 5.1, 5.3, 5.4).

Ces traitement combinés à l’extinction de Bcl-xL, ou à l’ajout d’ABT-737, induisent une mort dépendante

des caspases, de Bax, et légèrement de Bak (l’effet de l’extinction de Bak n’est visible qu’en combinai-
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son avec celle de Bax). Ceci suggère qu’en présence de Bcl-xL, et pendant l’arrêt mitotique, se produit

une mort non apoptotique, avec une activation sublétale des caspases, et que cette mort bifurque vers

une mort aux caractéristiques apopototiques en absence de Bcl-xL. Ce « switch » de la mort révélé par

l’extinction de Bcl-xL est à mettre en perspective avec les contradictions entre les travaux de Katsumi Ki-

tagawa [89, 90] et ceux de Stephen Taylor [80]. Tout se passe comme si deux mécanismes de mort étaient

en place au cours l’arrêt mitotique, l’un apoptotique et l’autre non.

Nous savons que l’arrêt mitotique modifie le profil d’amorçage des cellules avec l’apparition d’une

dépendance à Bcl-xL, ce qui suggère la mise en place d’un mécanisme possiblement oncosuppressif

avec l’apoptose pour exécutrice. La nécessité d’éteindre Bcl-xL pour révéler ce mécanisme soutient

l’idée que la cellule lutte contre un signal de mort que Bcl-xL contrecarre. La logique voudrait que ce

signal soit induit par un activateur, ou un sensibilisateur, de la famille de Bcl-2, acteur que nous n’avons

identifié. La littérature suggère qu’il pourrait s’agir de Bim [88]. Cependant des expériences prélimi-

naires (données non montrées) suggèrent que Bim n’interviendrait pas dans notre modèle. Le signal de

mort pourrait en revanche être transmis par des modifications post-traductionnelles, ce que nous dé-

taillerons par la suite.

Concernant la mort mitotique, indépendante des caspases, observée en absence d’extinction de Bcl-

xL ou d’ABT-737, les travaux de Katsumi Kitagawa montre qu’elle est dépendante de p73 [89]. Ce résultat

est susceptible de s’appliquer à la lignée MDA-MB-231 qui exprime p73 mais présente une forme mutée

de p53. Cette équipe va même plus loin en montrant que la mort nécessite la présence de BUB3. De

manière intéressante, nous avons observé que BUB3 était complexée à Bcl-xL, dans une analyse par im-

munoprécipitation et spectrométrie de masse menée pour identifier les interactants de Bcl-xL pendant

l’arrêt mitotique (données non montrées).

Phosphorylation comme régulation du contrôle de Bcl-xL sur la mort

mitotique

Nous avons constaté un retard de migration de Bcl-xL suite à l’extinction de Cdc20 (Figure 4.1), ou

au traitement par le paclitaxel (Figure 4.2), et cela nous a amené à nous intéresser aux évènements de

phosphorylation que subissait Bcl-xL. Bcl-xL possède au moins deux sites de phosphorylation : les sé-

rine 49 et 62. La phosphorylation de la sérine 49 apparaît en phase S et G2, mais disparaît pendant la

mitose. La phosphorylation de la sérine 62 est, elle, transitoire en mitose normale, mais complète suite

à l’activation du point de contrôle de la phase G2. Nous avons observé que Bcl-xL était phosphorylé sur
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la sérine 62 pendant l’arrêt mitotitque induit par l’extinction de Cdc20. Cela avait déjà été observé pré-

cédemment sous paclitaxel, ce que nous avons confirmé (données non montrées). En approfondissant,

nous avons constaté que cette phosphorylation était importante pour les propriétés biologiques cano-

niques de Bcl-xL. En effet, un mutant phosphodéfectif protégeait de la mort induite par la combinaison

paclitaxel-ABT-737.

Parmi les kinases qui ont été impliqués dans cette phosphorylation de Bcl-xL pendant l’arrêt mi-

totique se trouvent Plk1, Plk3, JNK et Cdk1, kinases dont on sait qu’elles phosphorylent Bcl-xL sur la

sérine 62 (excepté pour Plk3 dont le résidu n’est pas identifié). Le cas de Cdk1 est particulièrement in-

téressant. Deux équipes se sont intéressées de manière intense aux relations entre Cdk1 et Bcl-xL, celle

de Richard Bertrand et celle de Timothy Chambers. L’équipe de Richard Bertrand a été la première à

montrer que Cdk1 phosphorylait Bcl-xL [236], mais c’est l’équipe de Timothy Chambers qui a montré

que c’était sur la sérine 62 [95]. L’équipe de Richard Bertrand ne s’intéresse pas à la mitose directement,

mais étudie le rôle de Bcl-xL dans l’activation du point de contrôle de la phase G2 par les dommages de

l’ADN. Néanmoins, un de leurs résultats montre que la surexpression d’une forme mutée de Bcl-xL non

phosphorylable sur la sérine 62 augmente la proportion de cellules en mitose sous nocodazole [235].

Ceci suggère que ce mutant maintient l’arrêt mitotique, et donc protège de la mort, ce que nous obser-

vons aussi. Cette équipe montre également que Cdk1 interagit avec, et phosphoryle Bcl-xL en phase G2,

et que cela se passe au nucléole, ce qui suggère que la cycline (A ou B) n’a pas d’importance du mo-

ment que Cdk1 est actif. Les travaux de Timothy Chambers sont, eux, centrés sur l’arrêt mitotique. Ils

montrent que l’activité de Cdk1 est primordiale dans l’induction de la mort mitotique. Plus l’activité de

Cdk1 sera élevée (possiblement à cause des niveaux de cycline B), plus Bcl-xL sera phosphorylé (et Mcl-1

dégradé), et donc plus la cellule s’engagera vers la mort mitotique plutôt que l’échappement [254]. Leurs

travaux montrent également que des mutants phosphodéfectifs empêchent l’activation de la caspase-3

sous vinblastine [261].

La régulation de l’activité de Bcl-xL par Cdk1 est un fait intéressant, car elle influe directement sur la

vision que nous avons du modéle des réseaux compétitifs. En effet une des questions centrales est : le

réseau des signaux de mort, et celui des signaux d’échappement sont-ils liés ou indépendants ? Une

étude s’est attachée à montrer que les deux signaux était indépendants [264], cependant la phosphory-

lation de Bcl-xL par Cdk1 contredit cela, tout comme celle de la caspase-9, toujours par Cdk1.

Un autre fait intéressant est la localisation du site de phosphorylation de Bcl-xL, la sérine 62. Ce

dernier se situe sur la boucle non structurée de Bcl-xL, qui englobe les résidus 28 à 80 de la protéine

[147]. Cette région apparaît comme un élément important de la régulation de l’activité de Bcl-xL. C’est
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par exemple dans cette région que Bcl-xL est clivé lorsqu’il est converti en une forme pro-apoptotique.

Cette boucle n’est pas spécifique de Bcl-xL, elle est également observable au sein de Bcl-2 et Bcl-w. Elle

n’est pas non plus spécifique des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2, puisqu’elle est ob-

servable au sein de Bax notamment. La phosphorylation de Bcl-2 dans cette région régule également son

activité au cours de l’arrêt mitotique, puisque, de la même manière que Bcl-xL, la surexpression de mu-

tants phosphodéfectifs protège de la mort induite par l’extinction de Cdc20 [261]. Ainsi, le contrôle de

la régulation de la mort mitotique par Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 se fait, dans la limite de nos connaissances,

exclusivement via des modifications post-traductionnelles. Ceci n’est pas étonnant dans la mesure où

l’absence de transcription pendant la mitose rend diffcile la rupture de l’équilibre du réseau d’interac-

tions par induction protéique, et ce même si Bcl-xL et Bcl-2 sont en mesure d’être traduits d’une manière

indépendante de la coiffe. Nous n’avons d’ailleurs pas observé d’induction de l’expression de ces pro-

téines pendant l’arrêt mitotique. Cette dépendance exclusive à la phosphorylation pour la régulation

de Bcl-2 et Bcl-xL pourrait expliquer les redondances entre ces protéines au cours de l’arrêt mitotique

[261].

Rôle de Bcl-xL dans la mort post-échappement

Nous avons pu observer que l’ABT-737 induisait la mort de cellules tétraploïdes générées par l’AZD1152,

suggérant que potentiellement Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w pouvaient être impliqués dans la survie de ces cel-

lules (Figure 3.8b). L’idée était d’obtenir un modèle d’étude de cellules tétraploïdes pour reproduire le

statut des cellules ayant échappé à l’arrêt mitotique. L’étude de telles cellules a été réalisé Maria Castedo

et Guido Kroemer dans plusieurs articles [84, 265]. Ces travaux ont participé à l’émergence du concept

de point de contrôle de la polyploïdie, même si l’existence de ce dernier fait l’objet de débats. Leur

modèle est différent, il se base sur l’exposition de cellules au nocodazole jusqu’à l’échappement à l’ar-

rêt mitotique, puis le nocodazole est retiré. L’ensemble de leurs travaux montre un rôle central de p53 et

Bax dans la suppression de ces cellules tétraploïdes [84, 266], même si elles sont plus résistantes (notam-

ment aux génotoxiques), ce qui justifie davantage l’intérêt de ce type d’étude. C’est un fait que suggère

également nos observations sur la lignée MDA-MB-231, qui présente une forme mutée de p53. En effet,

même si nous n’avons pas observé de divisions de ces celllules après échappement à l’arrêt mitotique

sous paclitaxel, c’est quelque chose que nous avons observé sous nocodazole (données non montrées).

Notre observation de l’importance des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 dans la survie

des cellules tétraploïdes, corrobore l’implication de Bax déjà observée par l’équipe de Maria Castedo et

Guido Kroemer.
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Résumé  

Les poisons des microtubules, comme le paelitaxel, sont des composés qui modifient la dy-  

namique des microtubules, et bloquent les cellules en mitose par non-satisfaction du point de  

contrôle mitotique. La principale cible du point de contrôle miotitque est l'APC/C, une ligase  

E3 qui régule la dégradation de protéines importantes pour la progression de la mitose. Un des  

ces substrats est la cyeline BI, le cofacteur essentiel à l'activité de Cdkl, et par conséquent  

essentiel pour le maintien de la mitose. Sous paelitaxel, le point de contrôle mitotique est actif,  

et cela aboutit à un blocage en mitose due à l'inhibition d'APC/C via la séquestration de Cdc20.  

Cet arrêt mitotique peut aboutir à plusieurs devenirs cellulaires, notamment la mort mitotique  

et l'échappement à l'arrêt mitotique. Nous nous sommes intéressés au rôle de Bel-xL pendant  

l'arrêt mitotique induit par le paelitaxel et l'extinction de Cdc20, dans des lignées de cancer  

du sein. Il apparaît que la mort mitotique induite par le paelitaxel ou l'extinction de Cdc20  

n'est pas dépendante des caspases, ni de Bax et Bak. L'extinction de Bel-xL, ou le traitement  

par l'ABT-737, pendant l'arrêt mitotique induisait une conversion de la mort mitotique en une  

apoptose elassique dépendante des caspases et de Bax. Cette activité de Bel-xL est dépendante  

- de sa phosphorylation sur la sérine 62, modulant-ainsi-son interaction avec Bax, ~  

Mots-clés: famille Bel-2, arrêt mitotique, mort cellulaire, polyploïdie, agents antimitotiques,  

BH3-mimetics, BH3-profiling  

1  
 



Résumé

Antimitotic agents such as microtubule inhibitors (paclitaxel) are widely used in cancer the-
rapy while new agents blocking mitosis onset are currently in development. All these agents
impose a prolonged mitotic arrest in cancer cells that relies on sustained activation of the
spindle assembly checkpoint and may lead to subsequent cell death by incompletely unders-
tood molecular events. We have investigated the role played by anti-apoptotic Bcl-2 family
members in the fate of mitotically arrested mammary tumor cells treated with paclitaxel, or
depleted in Cdc20, the activator of the anaphase promoting complex. Under these conditions,
a weak and delayed mitotic cell death occurs that is caspase- and Bax/Bak-independent. Mo-
reover, BH3 profiling assays indicate that viable cells during mitotic arrest are primed to die by
apoptosis and that Bcl-xL is required to maintain mitochondrial integrity. Consistently, Bcl-xL
depletion, or treatment with its inhibitor ABT-737 (but not with the specific Bcl-2 inhibitor
ABT-199), during mitotic arrest converts cell response to antimitotics to efficient caspase and
Bax-dependent apoptosis. Apoptotic priming under conditions of mitotic arrest relies, at least
in part, on the phosphorylation on serine 62 of Bcl- xL, which modulates its interaction with
Bax and its sensitivity to ABT-737. The phospho-mimetic S62D-Bcl-xL mutant is indeed less
efficient than the corresponding phospho-deficient S62A-Bcl-xL mutant in sequestrating Bax
and in protecting cancer cells from mitotic cell death or yeast cells from Bax-induced growth
inhibition. Our results provide a rationale for combining Bcl-xL targeting to antimitotic agents
to improve clinical efficacy of antimitotic strategy in cancer therapy.
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