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I -Carcinogenèse et viabilité cellulaire 

A-Généralités 

Il existe actuellement un axiome en oncologie, qui définit la carcinogenèse comme un 

processus, progressif et multi-étapes. Ce processus (Sporn et Suh 2002) est guidé par 

l’acquisition, au cours du temps, d’une accumulation d’aberrations génétiques 

somatiques (mutation, amplification, délétion), mais aussi par une dysrégulation 

épigénètique (mécanismes de méthylation ou d’acétylation des gènes). La résultante de 

ces anomalies génétiques est l’activation d’oncogènes et l’inactivation de gènes 

suppresseurs de tumeurs. 

 

Figure 1- représentation schématique du processus de carcinogenèse selon Sporn et Suh 
(2002) 

Ces gènes sont classés en deux catégories selon leur fonctionnalité (Weinstein et al. 

1997; Weinstein 2000). La première catégorie regroupe les gènes impliqués dans le 

« circuit » de la régulation intercellulaire. La deuxième catégorie, regroupant quant à 

elle, les gènes impliqués dans les fonctions extracellulaires, c’est–à-dire dans 

l’interaction cellule tumorale et stroma. La première catégorie est, elle-même, sous-

divisée en quatre sous catégories : (1) les gènes impliqués dans la réponse cellulaire 

aux stimuli extérieurs (gènes codant pour les facteurs de croissance, les récepteurs 

transmembranaires, les protéines kinases intracellulaires et les facteurs de 

transcriptions), (2) les gènes impliqués dans les mécanismes de réplication et de 

réparation de l’ADN, (3) les gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, (4) les 

gènes impliqués dans le déterminisme cellulaire à savoir la différenciation cellulaire, la 

senescence et la mort cellulaire programmée (l’apoptose). 
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Par conséquent, le processus de carcinogenèse ne se définit pas seulement comme une 

sommation d’activation des oncogènes et une inactivation des gènes suppresseurs de 

tumeurs mais comme la résultante d’un déséquilibre entre les mécanismes de 

réplication de novo  et du déterminisme cellulaire. 

Notre travail de thèse, présenté ici, porte plus précisément sur le rôle des processus de 

régulation de la mort cellulaire dans ce déséquilibre. L’apoptose en particulier participe 

aux mécanismes de surveillance tumorale (Lowe, Cepero et Evan 2004) et sa 

dysrégulation, par l’activation de mécanismes anti-apoptotiques, contribue à la 

progression tumorale et à la réponse aux traitements. 

B- Phénotypes tumoraux de stress 

Pourquoi les mécanismes régulant la viabilité cellulaire contribuent-ils tout autant à la 

carcinogénèse que les mécanismes qui régulent, par exemple, la prolifération ou les 

capacités métastatiques? 

 

Figure 2- Représentation selon Luo et al. (2009) adapté de Hahn and Weinberg, des 
propriétés essentielles des cellules cancéreuses : oncogènes et non oncogènes 
addiction. 

Il apparaît que les cellules cancéreuses (Luo, Solimini et Elledge 2009) présentent une 

dépendance accrue aux signaux impliqués dans la réponse à différents stress cellulaires 

associés à la biologie même de la tumeur. Les auteurs parlent de « phénotype tumorale 

de stress ». Les gènes impliqués dans l’adaptation à ce type de stress ne sont pas 

impliqués dans l’initiation, mais dans les processus de promotion et de progression de la 

carcinogenèse. 
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La notion développée ci-dessous est que l’adaptation cellulaire qu’ils permettent est 

rendue nécessaire par la transformation oncogénique elle-même. Quels sont les stress 

qu’ils doivent contrecarrer ? 

1-Stress lié aux dommages de l’ADN/stress réplicatif 

La cellule somatique au décours du processus du cycle cellulaire va se diviser tout en 

dupliquant son matériel génétique. La cellule mère va donner naissance à deux cellules 

filles qui vont hériter fidèlement du même patrimoine génétique. 

Cette transmission met en jeu des voies impliquant la réplication et la réparation de 

l’ADN. Les mécanismes de réparation de l’ADN sont représentés par base excision repair 

(BER), nucleotide excision repair (NER), non homologous and joigning repair (NHEJ) et 

homologous recombination (HR). La régulation du cycle cellulaire et  l’intégrité du 

génome sont couplées par les mêmes mécanismes de surveillance. 

Ces voies de régulations ne sont pas uniquement impliqués dans la réponse aux 

dommage de l’ADN ou à l’arrêt du cycle cellulaire mais aussi dans l’adressage des 

protéines de réparation de l’ADN au niveau du site du dommage, la composition 

chromatinienne et la taille des télomères et à l’induction de la mort cellulaire (Zhou et 

Elledge 2000). 

La réponse aux dommages de l’ADN va mettre en jeu une voie de transduction médiée 

par des transducteurs, des effecteurs et des senseurs. Quatre classes de transducteurs 

ont été identifiées à ce jour. La première classe est constituée par les protéines de la 

famille phospho-inositide kinase (PIK), ataxia telangiectasia mutated (ATM) et ATM-

rad3-related (ATR), la famille des protéines checkpoints kinases 1 (Chk1) et 2 (Chk2) et 

enfin, par la famille des protéines BCRT-repeat-containing proteine. Le rôle de chacune 

de ces protéines n’est pas totalement élucidé. Les effecteurs exécutent leurs fonctions 

de réparation de l’ADN. Ces protéines incluent les substrats des protéines PIK et CHK 

comme BRCA1, Nbs1, p53 et Cdc25c. 

Les protéines senseurs qui vont initier la réponse aux dommages de l’ADN sont la poly 

(ADP-ribose) polymerase (PARP) et DNA-proteine-kinase (ADN-PK). Les gènes impliqués 

dans la réparation de l’ADN joue un rôle déterminant dans le maintien de l’intégrité du 

génome (Kinzler et Vogelstein 1997). 
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Figure 3- voie de signalisation de réponse aux dommages de l’ADN selon  Harper et Elledge 
(2007). 

 

A l’inverse de la cellule somatique, la cellule tumorale présente une grande instabilité 

génomique (mutation, délétion, réarrangement chromosomique) qui se traduit par une 

augmentation spontanée de dommage à l’ADN et d’un degré de stress réplicatif 

augmenté (Hartwell et Kastan 1994). 

Ce niveau d’instabilité est lié à en grande partie à un niveau constitutif de dommage à 

l’ADN endogène ce qui va induire l’activation de la voie de réponse de dommage à 

l’ADN. Les niveaux élevés de dommages à l'ADN observés dès les stades précoces 

tumoraux sont liés à plusieurs facteurs. 

Le premier facteur est le raccourcissement des télomères et une activité de la 

télomérase non suffisante. Cette situation va conduire à l'apparition de cassures double-

brin (CDB) à l’extrémité end des télomères initiant des fusions de ces extrémités 

(cassure-fusion-pont) et se traduisant par des translocations et des amplifications 

géniques (Maser et DePinho 2002). 
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Il a été démontré que l’activation d'un oncogène, par des mécanismes d’hyper–

réplication, dans les lésions précancéreuses pouvait induire des CDB et donc de 

l'instabilité génomique (Di Micco et al. 2006). 

Enfin, la mutation des gènes impliqués dans le programme de réparation de l'ADN 

(ATM, Chk1, BCRA1, BCRA2,……..) peut conduire à une augmentation des dommages 

de  l'ADN, une progression inappropriée du cycle cellulaire et une instabilité génomique 

(Harper et Elledge 2007; Negrini, Gorgoulis et Halazonetis 2010). 

Dans une cellule normale les dommages liés à l’ADN induisent un arrêt de prolifération 

et une mort cellulaire par sénescence ou par apoptose. Quant à la cellule cancéreuse, 

elle évolue en continuant à se répliquer, surmontant l’arrêt de la prolifération induit par 

les dommages à l’ADN sans nécessairement diminuer la cause de ces dommages. 

2-Stress protéotoxique 

L’homéostasie protéique est régulée par la voie des protéines du choc thermique HSP). 

Cette régulation va impliquer un contrôle à différents niveaux comme la régulation de 

l’importation des protéines dans le compartiment intracellulaire, le repliement des 

protéines, la dégradation des protéines instables (protéasome), la dissolution des 

complexes protéiques, la prévention de l’agrégation des protéines. Cette voie de 

régulation est fréquemment activée au sein de la tumeur. 

L’aneuploïdie favorise la tumorigenèse par modification de l’équilibre entre les signaux 

de croissance et de survie cellulaire. Les altérations de la transcription (Torres et al. 

2007a; Tsafrir et al. 2006) vont produire des déséquilibres stœchiométriques des 

complexes protéiques (Papp, Pál, et Hurst 2003). La voie du choc thermique est activée 

dans de nombreuses tumeurs via sa fonction de repliement des protéines (Whitesell et 

Lindquist 2005a). 

Les déséquilibres impliqués par un stress protéo-toxique vont favoriser le dépliement et 

l’inhibition de la dégradation de ces complexes protéiques (Denoyelle et al. 2006). 

Nous venons de voir que les signaux de stress protéo-toxique sont médiés en partie par 

la voie de réponse aux chocs thermiques mais aussi par le système ubiquitine-

protéosome de dégradation des complexes protéiques. 
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Le protéasome est une protéinase multimérique impliquée dans l’élimination des 

protéines anormales, âgées ou en excès, dont l’accumulation serait toxique. 

Il assure aussi la production des peptides antigéniques présentés par les molécules du 

CMH de classe I, la destruction de nombreux régulateurs cellulaires ainsi que la 

maturation de différents précurseurs polypeptidiques. 

Par conséquence le protéasome est impliqué dans tous les processus cellulaires majeurs 

tels que la prolifération, la différenciation, l’apoptose et la réponse immunitaire 

adaptative. 

La dégradation des protéines par le protéosome peut être réalisée selon deux voies. 

Une voie indirecte qui va impliquer une étape préliminaire par modification post-

transductionnelle du substrat par une réaction de poly-ubiquitinilation ou par une voie 

directe sans cette étape préliminaire. 

La protéolyse dépendant de l’ubiquination va faire intervenir 3 types d’enzyme : 

ubiquitin-activating enzyme ou E1, ubiquitin-conjugating  enzyme ou E2 et ubiquitn 

ligase ou E3 (Hershko et Ciechanover 1998) (Joazeiro et Weissman 2000). E1  active 

l’ubiquitine de  manière ATP dépendante et permet le transfert de l’ubiquitine par une 

liaison thiol-ester à la protéine E2. L'ubiquitine ainsi transférée sur E2 à un résidu lysine 

de la protéine substrat requiert l'activité de la ligase E3. Les protéines poly-ubiquitinilées 

sont alors reconnues par la fraction 26s du protéasome et rapidement dégradées. La 

ligase E3 semble jouer un rôle déterminant dans la régulation de la progression du cycle 

cellulaire ainsi que dans la tumorigenèse. Nous savons que la protéine MDM2, qui agit 

comme une ubiquitine ligase E3, va réprimer ainsi les fonctions p53 dépendantes 

(Kubbutat, Jones et Vousden 1997;Haupt et al. 1997; Honda, Tanaka, et Yasuda 1997). 

3-Stress mitotique 

Komarova et al. (2002) définit le phénotype d’instabilité chromosomique par une 

augmentation du taux de chromosomes de mis-ségrégation. Cette instabilité résulte 

d’une modification de la distribution des chromosomes, permettant ainsi à la cellule 

tumorale d'évoluer rapidement. Ce phénotype implique un défaut des voies de contrôle 

de la mitose. 
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Notamment des protéines impliquées (Cahill et al. 1998) dans le contrôle de la 

ségrégation des chromosomes et l'assemblage du fuseau mitotique à l'entrée de 

l’anaphase. 

De nombreux auteurs pensent que cela est dû au degré remarquable de l'aneuploïdie et 

aux altérations de la transcription fréquemment présentes dans les tumeurs solides 

(Ganem, Storchova et Pellman 2007; Torres, Williams et Amon 2008; Williams et al. 

2008). 

Nos propres travaux (étude transcriptomique et protéique) ont démontré que 

l’expression de UBE2C ou UbcH10 au diagnostique est un facteur de mauvais prognostic 

et impacte négativement sur la survie des patientes (Campone et al. 2008 ; Jézéquel et 

al. 2009 ; Loussouarn et al. 2009). 

Le complexe APC (anaphase-promoting complex /cyclosome) qui agit comme une ligase 

E3 lors de la mitose, induit une dégradation des cyclines dépendant du cycle cellulaire et 

permet ainsi la progression du stade de la métaphase à l’anaphase (Haupt et al. 1997) . 

E2 joue aussi un rôle important dans la régulation de la progression du cycle cellulaire. 

Il a été démontré que UbcH10 est nécessaire pour l'ubiquitination du complexe APC 

(King et al. 1995; Aristarkhov et al. 1996; Yu et al. 1996). La perte d’expression de 

UB2C induit la dégradation des cyclines impliqué dans la mitose et une accumulation 

des cellules en mitose (Townsley et al. 1997). 

De plus, le phénotype d’instabilité chromosomique pourrait résulter de la présence de 

centrosomes supplémentaires dans les cellules tumorales (Ganem, Storchova et Pellman 

2007). Cependant, les causes précises de stress miototique que connaissent les cellules 

tumorales demeurent mal cernées. 

4-Le stress métabolique 

Contrairement à la cellule normale qui génère son énergie (ATP) par des réactions de 

phosphorylation oxydative mitochondriale, la plupart des cellules cancéreuses utilisent la 

voie de la glycolyse (glycolyse aérobie) et cela, même en présence d’oxygène. Ce 

phénomène de détournement métabolique est appelé « l’effet Warburg » (WARBURG 

1956). Bien que moins efficace, la glycolyse aérobie semble toutefois avantageuse pour 

les cellules cancéreuses. 
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En fait, l’effet Warburg faciliterait la captation et l'incorporation d'éléments nécessaires 

au renouvellement cellulaire (par exemple, les nucléotides, acides aminés et lipides) 

plutôt que le rendement énergétique. 

Les cellules tumorales présentent de façon spectaculaire une augmentation de la 

capture du glucose et un taux très élevé de  glycolyse (DeBerardinis et al. 2007). Cette 

transition vers la glycolyse pour la production d'énergie offre plusieurs avantages à la 

tumeur (Kroemer et Pouyssegur 2008). 

5-Le stress Oxydatif 

La principale caractéristique du stress oxydatif est la présence de composés ROS 

(Reactive Oxygene Species). Les cellules tumorales présentent fréquemment un taux 

intracellulaire élevé de ROS (Szatrowski et Nathan 1991) par rapport aux cellules 

normales. Une production modérée de composés ROS induit une prolifération et une 

différenciation cellulaire (Boonstra et Post 2004 ; Schafer et Buettner 2001) alors qu’une 

production excessive va induire des dommages oxydatifs sur l’ADN, les protéines et les 

lipides (Perry et al. 2000). 

Ces dommages induiront alors une dysrégulation des signaux de transduction impliqués 

dans la prolifération, la différenciation, la transition épithélio-mésenchymateuse et la 

survie cellulaire. 

L’homéostasie des composés ROS est indispensable à la prolifération et à la survie 

cellulaire. La production est contre balancée par l’élimination de ces composés par le 

système dit ROS-scavenging comprenant les superoxide dismutase, glutathionne 

peroxidase, peroxiredoxines, glutaredoxine, les thioredoxine et les catalases. 

Ce taux élevé des composés ROS joue un rôle essentiellement dans les événements 

d’initiation et de progression tumorale. 

Par conséquent, une élévation des composés ROS peut être liée soit à une 

augmentation de la production ou à une diminution de l’élimination. Il est décrit une 

voie endogène et exogène dans la production des composés ROS. 
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Les facteurs intrinsèques sont représentés par l’activation d’oncogènes (Ras, c-MYC, 

Bcr-Abl), par des anomalies du métabolisme, un dysfonctionnement mitochondriale ou 

une perte de fonction de p53 (voir plus loin). 

Le gardien du génome, p53,  joue un rôle crucial dans la prévention des dommages 

oxydatifs de l’ADN nucléaire ou mitochondriale. 

Toute perte de fonction va induire des dommages et accentuer l’instabilité génomique. 

Nous pouvons parler alors d’un véritable cercle vicieux. La surproduction des composés 

ROS qui va induire des dommages à l’ADN et par conséquent augmenter l’instabilité 

génomique. 

 

Figure 4- représentation du cercle vicieux selon Trachootham, Alexandre et Peng Huang 
(2009). 

Les facteurs exogènes de stress sont représentés par les cytokines pro-inflammatoires, 

par un déficit en nutriment et un milieu hypoxique. Au décours de la carcinogenèse, 

sous l’effet des facteurs de stress endogènes et exogènes, il existe une accumulation 

des composés ROS au niveau cellulaire induisant des dommages létaux au niveau de 

cellules ne pouvant répondre ou s’adapter de manière adéquate au message de stress 

oxydatif. Certaines cellules néoplasiques en présence des composés ROS vont adopter 

une réponse adaptée en activant les facteurs de transcription d’oxydo-réduction comme 

le facteur nucléaire kB (NF-kB) et Nrf2, conduisant à une augmentation de l'expression 

des enzymes ROS-scavenging, comme la superoxyde dismutase et de glutathion, par 

l’expression des protéines de survie tels que Bcl-2 et Mcl-1, et l'inhibition des caspases. 
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Les dommages de l’ADN comme nous l’avons vu plus haut, liés aux composés ROS vont 

augmenter le nombre de mutations de l'ADN (instabilité génomique) et promouvoir un 

nouveau mécanisme d’adaptation de réponse au stress oxydatif. 

Les facteurs de transcription induits par les complexes ROS sont déterminants dans 

l’expression des gènes de prolifération, de l’échappement à la sénescence, de 

l'angiogenèse et de l’invasion. Par conséquent, l'adaptation au stress d'oxydo-réduction 

favorise le développement du cancer. 

C-Stress tumoral induit par les oncogènes ou réprimé par 
les voies de suppression tumorale 

La plupart des stress décrits ci-dessus affectent négativement la viabilité cellulaire à 

moins que des mécanismes de survie compensatoires n’interviennent. Ces mécanismes 

sont particulièrement critiques pour la survie des cellules transformées parce que ces 

stress sont intrinsèquement associés au processus de transformation. Au-delà du fait 

qu’ils puissent être favorisés dans les tumeurs par le contexte de la croissance tumorale 

(hypoxie, par exemple), ils peuvent, en effet, directement découler de l’activation de 

voies oncogéniques ou de la perte de voies de suppression tumorale. 

Des mutations de Ras (activatrices), et p53 (inactivatrices), ont été proposées pour 

contribuer au phénotype de stress mitotique (Denko et al. 1994). Comme décrite au 

chapitre précédent, la réponse au stressréplicatif, métabolique, oxydatif, est en partie 

sous le contrôle du gène suppresseur p53. 

En  réponse à ces différents signaux de stress, l’expression de p53 va être augmentée 

et va réguler l’expression positivement ou négativement de plus de 500 gènes qui sont 

impliqués dans la régulation de la prolifération, de la production de ROS, la réparation 

des dommages liés à l’ADN, la mort cellulaire (Olovnikov, Kravchenko et Chumakov 

2009). p53 va jouer un rôle déterminant dans la régulation des signaux du stress 

métabolique. 

Il participe à l’homéostasie métabolique cellulaire en maintenant une activité optimale 

du métabolisme du glucose. p53 va stimuler la production énergétique impliquant la 

chaîne respiratoire mitochondriale en réponse à une carence en ATP. 
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Nous pouvons alors comprendre aisément qu’une perte d’expression de p53 induira  

l’absence de réponse adéquate aux signaux de stress oxydatif et métabolique. Les 

conséquences seront une augmentation de l’instabilité génomique d’une part et d’autre 

part la prédominance de la glycolyse aérobie par l’effet Warburg (Wenzhe Ma et al. 

2007) dans la cellule cancéreuse. 

L’activation des oncogènes participe aussi à l’instabilité génomique. 

La voie oncogénique RAS (Lee et al. 1999) est également directement impliquée dans la 

production de composés ROS conduisant à la sénescence cellulaire. Cela a également 

été décrit pour c-Myc. 

Nous verrons dans la suite de notre exposé que certains oncogènes ont la capacité 

d’induire des signaux pro-apoptotiques. 

II-Ciblage oncogénique 

A-Le ciblage thérapeutique des voies addictives 
oncogénique 

Les données évoquées ci-dessus mettent en avant, en théorie tout au moins, divers 

types de faiblesses abritées par les cellules tumorales, offrant tout autant d’opportunités 

thérapeutiques. 

Elles mettent en avant la notion que les voies oncogéniques ou la perte de voies de 

suppression tumorale, n’ont pas un effet univoque sur la biologie de la cellule tumorale. 

Elles n’affectent pas uniquement la survie ou la prolifération cellulaire mais elles 

induisent plutôt des signaux antagonistes de survie, de mort, d’arrêt et de prolifération. 

Cela implique que la cellule tumorale est beaucoup plus sensible et dépendante pour sa 

survie aux mécanismes d’adaptation aux signaux de stress que la cellule normale. 

Ceci permet de mieux comprendre le phénomène d’addiction oncogénique apparente 

qui est la base des approches thérapeutiques ciblant des oncogènes. 
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L’expression « oncogène addiction » décrit le fait qu’une tumeur est sous la dépendance 

d’un nombre limité d’oncogènes (Weinstein 2002). Ce processus a été démontré in vivo 

pour un certain nombre d’oncogène. Par exemple, dans des modèles de d’induction de 

c-Myc chez la souris. 

L’expression de c-Myc induit des papillomes cutanés, des ostéosarcomes, des 

lymphomes qui régressent quand l’expression de c-MYC est abolie (Felsher et Bishop 

1999; Jain et al. 2002; Pelengaris et al. 1999). De même que la dépendance aux gènes 

H-Ras et Bcr-Abl a été démontrée dans des modèles murins de mélanome et de 

leucémies (Chin, Momand, et Pfeifer 1997; Huettner et al. 2000). 

La mise sous silence des mutations de K-RAS, des lignées humaines de cancer du colon, 

permet de reverser le phénotype malin et inhibe le développement des cancers K-Ras 

dépendant chez la souris nude. De ce fait, toute inhibition de ces oncogènes va être 

déterminant dans la stratégie thérapeutique comme cible thérapeutique. Cette stratégie 

est actuellement validée pour un certain nombre d’oncogènes (kinase) tels que l’imatinib 

pour Bcr-Abl, l’erlotinib et le gefitinib pour HER1 et le trastuzumab pour HER2. 

L’ensemble de ces phénomènes sont comparables : les cellules tumorales sont 

beaucoup plus dépendantes de l’activité de la voie oncogènique qui y prédomine que les 

cellules normales (Weinstein et Joe 2006). 

Ceci permet de comprendre que l’activation par cette voie oncogénique dominante va 

induire des signaux opposés (pro-apototique, anti-apoptotique, prolifération ou arrêt 

cellulaire), mais que seuls les signaux de prolifération et de survie cellulaire seront 

prépondérants. Cette voie oncogénique dominante représente le «talon d’Achille » de la 

cellule tumorale (Evan et Littlewood 1998 ; Evan 2006a). 
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Figure 5- Choc oncogénique et thérapie ciblée. 
Haut : au sein d’une cellule tumorale, un seul oncogène induit divers signaux antagonistes. 

Ceux-ci sont synthétiquement viables et les effets oncogéniques (prolifération et 
survie illustrés ici) dominent 

 Milieu : lorsque cet oncogène est inhibé de manière aiguë, un déséquilibre entre différents 
signaux se crée, favorisant les signaux d’arrêt et de mort suffisamment longtemps 
pour obtenir un effet thérapeutique d’autant plus efficace que l’oncogène ciblé est, 
au départ, actif.  

Bas : une résistance peut avoir lieu (en particulier dans des cas d’inhibition prolongée de 
l’oncogène) si cette inhibition ne préserve pas les signaux de suppression 
tumorale induits par l’oncogène.  

 

Cette fragilité est mise à profit en clinique par  le développement d’agents thérapeutiques 

(inhibiteur de kinase) qui vont inhiber cette voie oncogénique « addictive ». Ces thérapies 

vont induire un « choc oncogénique » (Sharma et al. 2006). L’induction de ce choc, qui 

est dynamique au cours du temps, va provoquer un déséquilibre de signaux qui, cette 

fois ci, se fera en faveur des signaux d’arrêt et de mort cellulaire. 

Une résistance peut avoir lieu si cette inhibition ne préserve pas les signaux de 

suppression tumorale ou d’arrêt de prolifération, induits par l’oncogène. 
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Figure 6 : L’activation de la voie oncogénique addictive va induire un déséquilibre des 
signaux en faveur des signaux de survie (rouge) par rapport aux signaux de mort 
(vert). Ce déséquilibre va s’inverser, « choc oncogénique », en faveur des signaux 
de mort après inhibition de cette voie oncogénique. Il s’agit d’un mécanisme 
dynamique au cours du temps d'après Sharma et Settleman (2007). 

 

Dans le même ordre d’idée, les cellules tumorales sont sensibles aux effets 

antiprolifératifs des gènes suppresseurs de tumeurs (hypersensibilité aux gènes 

suppresseurs de tumeurs). 

Contrairement aux oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeurs vont prévenir une 

prolifération aberrante, la survie ou l’instabilité génomique. La perte d’expression des 

gènes suppresseurs de tumeurs par délétion, mutation inactivatrice, ou par mise sous 

silence (contrôle épigénètique) va contrôler le phénotype tumoral. La ré-indroduction de 

ce gène peut induire une régression des tumeurs. Ce concept a été démontré à partir 

de modèles murins en réactivant l’expression de p53 (Martins, Brown-Swigart et Evan 

2006; Ventura et al. 2007). Pharmacologiquement, il est plus difficile de restaurer ou 

d’induire l’expression d’un gène suppresseur de tumeur qui est muté ou absent. Dans 

les cas où un suppresseur de tumeur régule négativement l'activité d'un proto-

oncogène, des médicaments ciblant ce proto-oncogène devrait se révéler efficace. Par 

exemple, les tumeurs qui ont perdu le gène suppresseur de tumeur PTEN, qui agit 

normalement en inhibant la PI3K, tout agent qui inhiberait la PI3K,  doit restaurer une 

activité PTEN dépendante. 

De même, lors de  la perte de Rb, p16, p21 et p27, qui sont des protéines clef dans la 

régulation du cycle cellulaire, toute inhibition des kinases dépendantes des cyclines 

(CDK) doit induire un signal d’arrêt du cycle cellulaire. 
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La conséquence directe de ces constations est d’ordre thérapeutique. Pour améliorer 

l’index des thérapeutiques des thérapies ciblées dans la prise en charge du cancer en 

général et du sein en particulier, il est capital d’identifier les signaux qui sont et qui 

seront mis en jeu lors de l’activation et de l’inactivation de la voie oncogénique 

dominante. 

B- Le Ciblage thérapeutique des voies addictives non 
oncogéniques. 

D’un point de vue général, le concept de voie addictive non oncogénique a été formulé 

par Elledge (Luo, Solimini et Elledge 2009). Fait important, ces gènes et ces voies sont 

essentielles pour maintenir le phénotype oncogénique des cellules cancéreuses, mais ne 

sont pas nécessaires pour assurer la viabilité des cellules normales. 

D’un point de vue purement thérapeutique, ces voies de dépendance sont autant de 

cibles potentielles qui induiront, lors de leur inhibition, la mort de la cellule tumorale 

selon le génotype tumoral sous jacent. Des études conduites chez la levure semblent 

étayer cette notion. Par exemple, certaines mutations impliquant des gènes régulant la 

prolifération cellulaire sont associées à certaines autres mutations. Collins rapporte pour 

une mutation donnée six mutations associées (Collins et al. 2007). Par conséquent, 

comme une tumeur présente plusieurs altérations génétiques, chacune de ces 

altérations ira de paire avec la perte de fonction d’un second gène qui induira un 

phénotype de survie. 

La  protéine de ce second gène devient alors une cible thérapeutique de choix. Les 

gènes impliqués dans les voies « addictives » non oncogéniques sont deux types : 

intrinsèques et extrinsèques. Les gènes intrinsèques sont impliqués dans le maintient de 

l’autonomie de la tumeur (stress de réplication, stress mitotique, stress protéo-toxique, 

stress métabolique et stress oxydatif) et les gènes extrinsèques (cellules du stroma et 

vasculaires) sont impliqués dans les interactions avec le microenvironnement. Selon ce 

modèle, il existe, en principe, deux approches pour exploiter cette dépendance et tuer 

sélectivement les cellules tumorales. 
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La première approche dite  « de sensibilisation au stress », consiste à diminuer les 

signaux d’adaptation aux voies de stress. La cellule tumorale ne peut plus faire face aux 

signaux de stress, sous la dépendance de ses oncogènes et soit cesse de proliférer, soit 

initie son programme de mort cellulaire par apoptose ou nécrose. 

La deuxième approche, dite « de surcharge  au stress », vise à accentuer les signaux de 

stress oncogénique ce qui freine la croissance ou la mort cellulaire. Ces deux approches 

vont perturber l'équilibre entre les signaux pro-et antiapoptotique au détriment des 

cellules tumorales. 

Nous illustrerons nos propos par trois exemples. 

Le premier exemple est lié à l’activité de la protéine chaperonne HSP 90 qui est 

impliquée dans l’adaptation aux signaux de stress protéo-toxique. Cette protéine peut 

être inhibée par la geldanamycine (inhibiteur de l’activité ATPase). 

Bien que l’activité de cette molécule a été attribuée à la déstabilisation des complexes 

HSP90-CDK4 et HSP90-HER2 impliqués dans la prolifération cellulaire, il est possible que 

la sensibilisation des cellules tumorales à des concentrations élevées de stress protéo-

toxique conduit à son efficacité (Whitesell et Lindquist 2005b). Le deuxième exemple 

implique le protéaosome. Le protéaosome comme nous l’avons décrit plus haut  est 

impliqué dans la réponse au stress protéo-toxique. Des données pré-cliniques ont 

démontré que la présence d'un chromosome supplémentaire est suffisante pour 

augmenter la sensibilité des cellules de levure à des inhibiteurs du protéasome (Torres 

et al. 2007b) comme le bortezomib (Richardson et al. 2006). Il est susceptible de 

stabiliser de nombreuses protéines. Il est suggéré que l’activité anti-tumorale du 

bortezomib serait liée à la stabilisation d'un sous-ensemble particulier de protéines. 

Toutefois, il est également probable que ces résultats soient liés à une «surcharge en 

stress» (Nikiforov et al. 2007a). Le troisième exemple implique la polymérase poly-ADP-

ribose (PARP1), une enzyme qui est impliquée dans la réparation des cassures simple-

brin (Bryant et al. 2005; Farmer et al. 2005). Nous savons que de nombreux  agents 

cytotoxiques induisent des dommages à l’ADN. 

Il est alors logique de penser qu’inhiber les gènes impliqués dans la réparation de l’ADN 

va potentialiser l’effet de ces thérapeutiques. Ce propos est illustré par les cancers du 

sein présentant une mutation de BCRA2. 
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Ces tumeurs présentent une altération de la réparation de recombinaison homologue de 

l'ADN. De plus, elles sont dépendentes fortement d'autres formes de mécanismes de 

réparation de l'ADN tels que la réparation par excision de base impliquant PARP1. La 

conséquence est que ces cancers doivent être très sensibles aux inhibiteurs de PARP1. 

La dépendance des cancers présentant une mutation BRCA2, à l’activité de PARP1, fait 

actuellement l’objet d’études cliniques. 

Plus spécifiquement à la lumière de toutes ces constatations, le ciblage des protéines 

anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 nous semble une approche thérapeutique tout 

particulièrement opportune dans  la prise en charge du cancer du sein. 

III- Le ciblage des protéines anti-
apoptotiques  

A-Description générale de la mort cellulaire par apoptose 

La mort cellulaire est un processus physiologique. Elle est impliquée dans l’homéostasie 

des tissus, la régulation de la diversité cellulaire au sein d’un organisme, l’embryogenèse 

et in fine elle veillera à l'intégrité du génome. Il n’existe pas une mort cellulaire mais des 

«morts cellulaires» qui se différencient selon des critères morphologiques, biochimiques, 

en fonction de la survenue et du déroulement du processus létal (programmé ou 

accidentel). Il est actuellement décrit la mort cellulaire de type 1 ou l’apoptose, la mort 

cellulaire de type 2 ou l’autophagie, la mort cellulaire de type 3 ou nécrose et des morts 

cellulaires atypiques (anoikis, catastrophe mitotique, dégénérescence wallérienne, 

entose, excito-toxicité). L’autophagie est un mécanisme de survie qui peut aboutir à une 

mort cellulaire en réponse à une privation de nutriments qui va mettre en jeu un 

processus catabolique (dégradation lysosomiale)  aboutissant à la dégradation des 

organelles et de certaines protéines (longue durée de vie). La nécrose cellulaire est un 

mécanisme de mort accidentel qui est déclenché par différents facteurs (mécanique, 

thermique, chimique) et qui se caractérise morphologiquement par une rupture de la 

membrane plasmique. Le contenu intracellulaire est alors libéré dans l’environnement et 

déclenche une réponse inflammatoire. 
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L'apoptose décrite dans les années 1970 par Kerr (Kerr, Wyllie et Currie 1972) se définit 

comme le processus de mort cellulaire naturelle, physiologique et programmée qui 

s'oppose point par point à la mort accidentelle par nécrose. 

 

Nécrose Apoptose 

Morphologie 

*perte de l’intégrité membranaire 

*floculation de la chromatine 

*gonflement et lyse de la cellule 

*pas de vésicules, lyse complète 

*désintégration de la cellule et des 

organites 

*bourgeonnement de la membrane 

*condensation de la chromatine 

*rétrécissement cellulaire 

*formations de vésicules (corps 

apoptotiques) 

*les organites restent intacts 

Biochimie 

*perte des homéostasies ioniques 

*pas de besoin énergétique 

*digestion aléatoire de l’ADN 
(dégradation uniforme visible en 
électrophorèse) 

*fragmentation de l’ADN post–lyse 

cellulaire 

*processus extrêmement régulé au niveau 

cytoplasmique 

*dépendant en ATP 

*dégradation spécifique de l’ADN en 
échelle visible après électrophorèse 

*fragmentation de l’ADN pré-lytique 

Physiologie 

*mort par groupe de cellules 

*provoquée par des phénomènes non 

physiologiques 

*phagocytose par des macrophages 

*réponse inflammatoire 

*mort d’une seule cellule 

*induite par des conditions physiologiques 

*phagocytose par cellules adjacentes et 

macrophages 

*pas de réponse inflammatoire 

Tableau 1 : Description des différences, morphologiques, biochimiques et physiologique 
entre les phénoménes de mort par nécrose et par apoptose. 
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L'apoptose se caractérise au niveau cellulaire par des modifications morphologiques et 

biochimiques spécifiques. Morphologiquement, on assiste à la condensation et à la 

fragmentation du contenu nucléocytoplasmique. La cellule finit par emballer ses 

contenus dans de petites vacuoles appelées corps apoptotiques qui seront phagocytés 

par les macrophages sans induire de réaction inflammatoire, ni de cicatrice fibreuse. 

 

D'un point de vue biochimique, après transduction du signal de mort cellulaire, on note, 

d'une part, une élévation du calcium intracellulaire, de l'inositol triphosphate, de l'AMPc 

et, d'autre part, l'activation d'enzymes calcium dépendants (endonucléases, protéases, 

transglutaminases) aboutissant à la fragmentation de l'ADN, à la production de radicaux 

libres et à l'acidification du pH intracellulaire. Classiquement, cette mort cellulaire 

programmée se déroule en trois étapes : l'induction, l'engagement et l'exécution 

(dégradation). 

B-Les voies inductrices de l’apoptose 

Les stimuli pouvant induire un message de mort cellulaire sont multiples. Ils peuvent 

être physiologiques, liés à des dommages induits par un choc thermique, une infection 

virale, des toxines bactériennes, des oncogènes, des gènes suppresseurs de tumeurs ou 

bien par des agents thérapeutiques. 

A l'image des stimuli, les voies de transduction du signal sont nombreuses. Elle peut 

être activée par l'induction de dommages de l'ADN engendrés par les agents 

cytotoxiques (voie médiée par p53), mais également par des récepteurs 

transmembranaires, comme les récepteurs de la super famille TNF comprenant FAS, 

TNF-R et DR3. La voie médiée par les récepteurs de mort cellulaire est décrite comme la 

voie d’induction extrinsèque et la voie mitochondriale comme la voie intrinsèque. 

1- La voie extrinsèques ou la voie des récepteurs de mort cellulaire 

Les récepteurs de mort cellulaire ont comme caractéristique commune de posséder, à 

leur extrémité C-terminale, une région intracellulaire appelée "domaines de mort" ou 

Death Domain (DD). 
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Le récepteur Fas, ainsi que son ligand Fas-L, sont exprimés à la surface des cellules 

immatures et compétentes du système immunitaire (macrophages, lymphocytes 

cytotoxiques). Il assure une fonction de sélection des clones auto-réactifs au sein du 

thymus par leur élimination et favorise la réponse cytotoxique en induisant l’apoptose 

des cellules exprimant Fas. 

Après liaison de Fas-L à son récepteur Fas au niveau de la cellule cible, ce dernier 

s’oligomèrise en un trimère. Activé, ce complexe est capable, désormais, de fixer par 

son domaine DD une protéine adaptatrice FADD (FAS Associated Domain). 

 

Cette protéine ne possède pas uniquement un domaine DD, mais aussi un domaine DED 

(Death effector Domain) à son extrémité N-terminale. 

Ce domaine DED permettra à l’ensemble du complexe d’activer la caspase 8, par 

autoclivage, en fixant par le domaine DED la procaspase 8. Fas/Fas-ligand peut activer 

l’apoptose par une seconde voie. 

A son extrémité C-terminale peut se fixer la protéine Daxx par les domaines DD 

s’ensuivra l’activation d’une protéine kinase Ask1 (extrémité N-terminale) qui activera à 

son tour les kinases impliquées dans la transduction du signal de la voie c-Jun kinase. 

En ce qui concerne le récepteur TNF, les choses sont très semblables : après liaison du 

TNF au récepteur TNF-R (Nagata 1997), son domaine de mort fixe une molécule 

adaptatrice dite TRADD (TNF-R Associated Death Domain). La protéine TRADD peut 

aussi s'associer par son DD soit à la protéine FADD activant caspase 8 ou bien au 

complexe RIP (Recepteur Interacting Protein). La protéine RIP est une sérine/thréonine 

kinase qui possède à son extrémité C-terminale un domaine DD et à son extrémité N-

terminale l’activité kinase. 

RIP s’associe à la procaspase 2 par l’intermédiaire de la protéine RAIDD (RIP associated 

ICH-1/CED-3 homologous protein with a Death Domain). Elle peut s’associer aussi à la 

protéine TRAF 2 (TNF-R Associated Factor 2) qui fixe à son tour la protéine kinase Ask1 

permettant la transduction du signal par la voie c-Jun kinase/c-jun (l'expression du 

facteur de transcription AP) favorisant l’apoptose. 
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Ce même complexe peut générer un signal de survie impliquant l'activation du facteur 

de transcription NF-КB par dissociation de l’hétèrocomplexe IККB/ NF-КB. Un même 

signal peut avoir des conséquences opposées (Ashkenazi et Dixit 1998; Baker et Reddy 

1998). Parallèlement à cette voie, il existe une voie qui est médiée par p53 (Amundson, 

Myers, et Fornace 1998). 

Certains stimuli engendrent directement des lésions au niveau de l'ADN ayant pour 

conséquence l'activation de p53. Une fois activée, il induit la transcription de gènes 

comme ceux qui codent pour la p21, FAS, Bax et MDM 2 et inhibe la transcription 

d'autres gènes comme Bcl-2. 

2-Voie intrinsèques ou la voie mitochondriale 

La voie d’activation intrinsèque, dite mitochondriale, des caspases fait intervenir la 

perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie. Cette perméabilisaton va 

provoquer la libération de protéines de l’espace intermembranaire mitochondrial dans le 

cytosol aboutissant à la constitution de l’apoptosome qui va activer la voie effectrice des 

caspases. 

L’activation de la caspase 3 est induite par un complexe dénommé APAF pour Apoptotic 

Protease Activating Factor qui regroupe 3 facteurs : Apaf-1, Apaf-2 ou cytochrome c et 

Apaf-3 ou procaspase 9. Les données expérimentales d’invalidation de ses 3 gènes  

(APAF1-/-, caspase 9 -/-, cytochrome c -/-) conduit à un phénotype similaire, à savoir 

une mort léthale durant la vie embryonnaire, la constation de malformations cérébrales 

avec un excès cellulaire au niveau cérébral. De plus la caspase 3 n’est pas activée au 

niveau cérébral. Les cellules Es (cellules trophoblastiques embryonnaires) de ces souris 

libèrent du cytochrome c de leur mitochondrie suite à une irradiation aux UV sans 

pouvoir activer la caspase 3 (Hakem et al. 1998). Les thymocytes issus de souris 

caspase 9-/-, ne peuvent activer la caspace 3, même en présence de dATP ou de 

cytochrome c (Kuida et al. 1998). 

Ces données démontrent bien le rôle fondamental de ces 3 facteurs dans l’exécution du 

programme apoptotique. 

Apaf 2 ou cytochrome c est une petite hémoprotéine ou protéine à hème, de 104 acides 

aminés associé à la membrane interne (15%) et la cristae (85%) de la mitochondrie. 



31 

La première fonction décrite du cytochrome c  est de transférer les électrons de la 

chaine respiratoire entre les complexes III et IV (cytochrome oxydase). Puis il a été 

démontré que le cytochrome c était impliqué dans l’apoptose. Durant la 

perméabilisation mitochondriale seul le cytochrome c de l’espace inter-membranaire est 

libéré (Saelens et al. 2004). 

 Zou et al. (1997) a identifié le partenaire cytosolique du cytochrome c dans la cascade 

apoptotique,  à savoir la protéine Apaf 1. Apaf-1 présente des homologies de séquence 

avec Ced-4 (E-Elegans). L’action d’Apaf-1 requiert non seuleument la présence du 

cytochrome c mais aussi de dATP (Li et al. 1997). 

La protéine Apaf-1 dont 4 isoformes ont été clonées et caractérisées. Elle est constituée 

de trois domaines (Zou et al. 1999). 

Un domaine N-terminal dénommé domaine CARD pour Caspase Recruitment Domain 

(Hofmann, Bucher et Tschopp 1997) qui possèdent des homologies avec CDE-3 et les 

caspases. La fonction de ce domaine est d’assurer une interaction avec les caspases. 

Certaines  protéines adaptatrices possédant un domaine de mort, possèdent aussi un 

domaine CARD comme les protéines RAID (Duan et Dixit 1997), cIAP-1 et 2 (Hofmann, 

Bucher et  Tschopp 1997), Rip2 (McCarthy, Ni, et Dixit 1998) et ARC (Koseki et al. 

1998). 

Un domaine central, d’homologie avec CED4. Ce domaine comporterait également une 

séquence de liaison des nucléotides et un domaine ATPase, (site de nucleotide binding 

oligomerisation domain ou NOD). 

Un domaine C-terminal, comportant un motif WD-40 (Neer et al. 1994). Domaine 

impliqué dans les interactions protéine-protéine et notamment avec le cytochrome c. Ce 

domaine semblerait jouer un rôle de régulation négative sur Apaf-1. 

En cas de délétion de cette région, la forme tronquée de Apaf-1 est capable d’induire 

l’activation de la caspase 9 en absence du cytochrome c et de l’dATP (Srinivasula et al. 

1998). 

La protéine Apaf-1 est initialement dans une conformation off  et son domaine CARD est 

masqué et possède une faible affinité pour dATP. 

L’interaction cytochrome c/Apaf 1 (via domaine WD-40) va induire une augmentation de 

l’affinité pour dATP, permettant de démasquer le domaine CARD/Apaf-1. 

http://www.enzyme.wikibis.com/chaine_respiratoire.php
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Le domaine CARD/Apaf1 va passer d’une position off à une position on induisant le 

recrutement de la procaspase 9 (via son domaine CARD). L’ensemble constituant un 

assemblage complexe multiprotéique dénommé l’apoptosome. 

Les données de microscopie électronique on démontré que cette structure était 

circulaire et qu’elle était constituée d’un heptamère cytochrome c/Apaf-1. Les domaines 

CARD/Apaf-1 sont regroupés au centre de cette structure. Les procaspase 9 vont 

s’ancrer sur cette structure, s’homodimériser et par conséquent s’activer (Acehan et al. 

2002). 

 

Figure 7- activation de la caspase 9 et constitution de l’Apoptosome d’après Hengartner 
(2000). 
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Figure 8- activation de la caspase 3 par  l’Apoptosome d’après Cain, Bratton et Cohen 
(2002) 

C-L’exécution du programme de l’apoptose : les caspases 

En dépit de la diversité des stimuli et des voies inductrices du message, la mort 

cellulaire programmée aboutit in fine à l'activation irréversible d'un tronc commun 

constitué par des protéases à cystéine appelées caspases. 

Leur site catalytique possède un résidu cystéine inclus dans une séquence peptidique 

QACRG* leur conférant une spécificité de clivage d'un résidu aspartate en position P1. 

A ce jour, il a été identifié 13 caspases chez les mammifères, toutes n'étant pas 

impliquées dans l'exécution du programme apoptotique. 

Structurellement elles présentent 4 domaines, un prodomaine en position N-terminal, 

une grande sous unité, une petite sous unité et un peptide dit linker liant ces deux sous 

unités. 

L’activation des caspases nécessite un clivage du prodomaine et du peptide linker par 

protéolyse, tandis que la grande et la petite sous unité s’associent en un dimère. C’est 

sous  la forme tétramérique que le complexe sera totalement actif comme le démontre 

les études cristallographiques (Nuñez et al. 1998). 
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1-Activation des caspases  

1-1-Généralités 

Classiquement, comme nous l’avons décrit plus haut, on distingue les caspases dites 

activatrices et effectrices. Les premières possèdent un prodomaine long : un domaine 

DED (caspase 8) de mort ou un domaine CARD (Caspase Recruitement Domain, 

caspase 9). 

Après association à un complexe protéique, elles sont activées par autoclivage (caspase 

8/FADD ; caspase 9/Apaf-1) et s’oligomèrisent. Quant aux caspases effectrices, au 

prodomaine court (caspase 3, 6, 7), elles sont clivées par les caspases activatrices 

(Thornberry et Lazebnik 1998). L'activation de ces enzymes protéiques est similaire à la 

cascade d'activation des facteurs de coagulation. Les caspases effectrices peuvent à leur 

tour activer les caspases activatrices par rétrocontrôle positif aboutissant à une 

amplification du processus. 

 

 

Figure 9- activation des caspases au décours de l’apoptose  d’après Hengartner (2000). 

 

1-2-Autres voies d’activation des caspases : 

D’autres voies d’activation ont été décrites, notamment la voie impliquant la caspase 2. 

Cette voie est en amont de la mitochondrie et participe à la voie d’activation 

intrinsèque. La caspase est connue pour cliver et activer la forme inactive de la protéine 

Bid. 
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Un modèle suggère qu’en réponse à des stimuli apoptotiques comme les dommages à 

l’ADN,  la protéine p-53-inductible adaptor protein, PIDD, va de dimériser avec la 

protéine RAIDD (RIP-associated ICH-1 /CED3 homologous protein withna death 

domain). Ce complexe va alors recruter la caspase 2 via une interaction CARD-CARD 

constituant le complexe PIDDome (structure analogue à l’apoptosome) qui va alors se 

dimériser et s’activer (Tinel et Jürg schopp 2004). Alors la caspase 2 va agir sur ces 

différents substrats. Il est possible que la caspase 2 soit impliqué dans l’apoptose des 

cellules néoplasique mais n’aurait qu’un rôle redondant dans les cellules saines (Kumar 

2007). 

  

2-Les substrats des caspases  

Les caspases effectrices assurent la protéolyse des protéines assurant le maintien de 

l'architecture nucléocytoplasmique telles que la pro-interleukine1 (pro IL-1), la poly-

(ADP)-ribose polymérase (PARP), les lamines nucléaires. La caspase 3 assure le clivage 

de l'inhibiteur (DFF45/ICAD) de l'endonucléase responsable de la fragmentation 

internucléosomique de l'ADN (DFF45/CAD). Les caspases activatrices par leur action 

peuvent amplifier la réponse proaoptotique de la cellule. 

En effet, la caspase 8, en assurant le clivage de Bid, permet à ce dernier de 

s'hétèrodimériser avec bcl-2 pour inhiber sa fonction au niveau mitochondrial. 

La caspase 9 peut cliver bcl-2 et bcl-xl au niveau de leur domaine BH4 perdant ainsi leur 

propriété anti apoptotique (Nuñez et al. 1998). 

3-Régulation de l'activité des caspases 

Comme décrit plus haut, il est actuellement reconnu, qu'il existe deux voies d'activation 

des caspases. La première implique les récepteurs transmembranaires de mort cellulaire 

et la deuxième met en jeu la mitochondrie. Avant la chute du potentiel 

transmembranaire mitochondrial, le cytochrome c et le dATP sont redistribués de la 

mitochondrie au cytoplasme permettant la constitution du complexe Apaf-1/procaspase 

9/ATP et son autoactivation (Cecconi 1999). 
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L’activité des caspases est régulée négativement par interaction avec des protéines 

inhibitrices de l’apoptose ou IAPs. 

Cette famille de protéines comprend à ce jour 8 membres, neuronal apoptosis 

inhibibitary protein (NAIP/BIRC1/NLRB), cellular IAP1 (cIPA1), cellular IAP2, X-linked 

IAP (XIAP), survivin, baculoviral IAP repeat (BIR) containing ubiquitin-

conjugating/apollon/BIRC6, livin/melanoma-IAP and testis-specific IAP. Elles possèdent 

des caractéristiques communes à savoir en position N-terminale au moins un domaine 

BIR (baculoviral IAP repeat) et à l’exception de la survivine en C- terminale un ou 

plusieurs domaines RING (Realy Interesting new gene) et un domaine CARD. 

Le domaine possède une activité d’auto ou hétéro-ubiquination par la ligase ubiquitine 

E3 réalisant la dégradation des substrats par le protéosome. 

Le CARD domaine permet une interaction protéine–protéine notamment avec des 

protéines possédant un domaine CARD très impliqué dans la régulation de l’apoptose, 

notamment au niveau des caspases de l’apoptosome. 

3-1-Les inhibiteurs de l’apoptose 

XIAP est probablement le IAP qui possède l’activité anti-apoptotique la plus importante. 

Elle possède 3 domaines BIR  et un domaine RING. La région linker entre le domaine 

BIR1 et BIR2 est impliquée dans l’inhibition des caspases 3 et 7. Le domaine BIR 3 est 

impliqué dans l’inhibition de l’activité de la caspase 9. 

Cette dernière via son domaine IAP-binding motif (IBM) en N-terminale de la petite sous 

unité (IBM) va être séquestré au niveau de l’apoptosome sous la forme monomérique 

(Deveraux et Reed 1999; Shiozaki et al. 2003). 
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Figure 10- membres de la famille  des IAP d’après Fulda  (2009). 

 

Les effets inhibiteur de XIAP peuvent être levés par un certains nombre de protéines 

mitochondriales qui seront libérées dans le cytosol au décours de la perméabilsation de 

la membrane mitochondriale comme les protéines, Smac/Diablo et Omi/Htr2. 

La protéine Smac (Second mitochondia-derived activator caspase) ou DIABLO (Direct 

Inhibitor of Apoptosis Binding Protein with low pI) est codé par le génome nucléaire. 

Cette protéine est synthèsiée sous la forme d’un précurseur dont la partie N-terminale 

permet son adressage dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie. 

En réponse aux stimuli pro-apoptotiques, la forme mature de Smac est libérée dans le 

cytosol et va se dimériser à XIAP via son domaine N-terminal IBM (AVPI motif) au 

domaine BIR3 de XIAP induisant un déplacement de la caspase 9 de ce domaine et son 

activation. Et la caspase 3 est libérée par l’interaction du domaine IBM de Smac avec le 

domaine BIR2 de XIAP. 

 

 

Figure 11- Interaction entre SMAC et les IAP d’après Fulda  (2009). 

 

La protéine mitochondriale Omi /HtrA2 est elle aussi capable d’inhiber l’action de XIAP. 

Il s’agit d’une protéine sérine protéase mitochondriale. 
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Tout comme pour Smac, elle est codée par le génome nucléaire et synthétisée sous la 

forme d’un précurseur. 

La partie N-terminale qui permet la localisation dans l’espace inter-membranaire 

mitochondrial de la protéine sera ensuite clivée pour constituer la protéine mature de   

37 Kda. C’est cette protéine qui sera libérée dans le cytosol après perméabilisation de la 

membrane mitochondriale. Elle possède un motif IBM (AVPS) qui va interagir avec les 

domaines BIR2 et BIR3 de XIAP tout comme Smac, mais à la différence que Omi/HtrA2 

possède une affinité plus importante pour le domaine BIR2, induisant de manière 

prépondérante une levée de la séquestration de la caspase 3 au sein de l’apoptosome. 

Cette sérine protéase est aussi capable de cliver et d’inactiver les IAP (Srinivasula et al. 

2003; Qi-Heng Yang et al. 2003). 

Elle possède un domaine PDZ (postsynaptic density protein disc large tumor suppressor 

and Zo-1). Les données structurales de cristallographie (homotrimère) et biochimique 

suggèrent que Omi/HtrA2 doit s’associer via son domaine PDZ pour constituer des 

structures trimériques.  

Elle doit interagir avec les récepteurs trimériques de mort cellulaire (TNF-R, FAS) et, par 

son activité protéolytique activer l’apoptose (voie extrinsèque) ( Li, Yang et Ashwell 

2002). 

3-2- Apoptotic Inducing Factor (AIF) et Endonucléase: 

Ces protéines mitochondriales sont libérées lors de la perméabilisation mitochondriale. 

L’AIF est une flavoprotéine codée par le génome nucléaire, de 57kDA, qui est localisée 

dans l’espace inter-membranaire de la mitochondrie. Elle possède une séquence 

d’adressage nucléaire. Lors de l’activation de l’apoptose cette protéine va être libérée 

dans le cytosol puis transloquée dans l’espace nucléaire. Il s’agit d’une molécule 

possédant une double fonction. Sa première fonction est d’induire la condensation de la 

chromatine et la dégradation de l’ADN (taille de 50kb environ). 

Sa deuxième fonction est une fonction d’oxydoréduction lui permettant d’éliminer les 

radicaux libres et, paradoxalement, de protéger les cellules contre le stress oxydatif 

(Miramar et al. 2001; Klein et al. 2002). 



39 

L’invalidation du gène AIF-/- dans des modèles de souris démontre que cette anomalie 

est léthale et que les cellules embryonnaires ne présentent pas de résistance aux stimuli 

aopototiques, indiquant un rôle non déterminant dans l’exécution du programme 

apoptotique (Joza et al. 2001). 

L’endonucléase G est une nucléase homologue de cps 6 de E. Elegans. Cette protéine 

de 30 kDa possède un signal d’adressage mitochondriale et elle est localisée dans 

l’espace inter-membranaire de la mitochondrie et est identifiée comme impliquée dans 

la réplication de l’ADN mitochondrial. 

Sous l’action des signaux de mort induits par le TNF, agoniste anti-FAS ligand, UV, cette 

protéine est transloquée du cytosol à l’espace nucléaire et participe à la dégradation de 

l’ADN ( Li, Luo et Wang 2001). 

L’apoptose peut- elle  être exécuté indépendement de l’activation des caspases comme 

le laisserait suggérer la présence de l’AIF et de l’endonucléase G dans le cytosol ? 

 

 

La présence de AIF et de l’endonucléase G est-elle indépendante de l’activation des 

caspases ou bien est elle dépendante de l’activation des caspases et donc plus tardive 

(Arnoult et al. 2003) ? Le débat à ce jour n’est toujours pas tranché (Dumont et al. 

2000; Seong-Woon Yu et al. 2002). 

D-La régulation du programme apoptotique : les protéines 
de la famille Bcl2 

1-Généralités 

Des homologies de séquence et des fonctions entre CED9 et Bcl-2 semblent indiquer 

que les protéines de la famille Bcl2, tout comme CED9, joue un rôle prépondérant dans 

la régulation de l’apoptose notamment en régulant la perméabilisation mitochondriale. 

Le premier membre de cette famille, Bcl-2 a été identifié (Tsujimoto et al. 1984) 

initialement dans les lymphomes folliculaires par clonage de la translocation t (14 ; 11) 
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(q32 ; q21). Ce réarrangement chromosomique induit une surexpression de Bcl-2 en 

transposant ce gène au contact du site promoteur du segment J des chaînes lourdes 

des immunoglobulines. 

Dans ce type de lymphomes 90% des cellules sont en phase G0/G1. Le gène BCL-2 

contribue au développement tumoral en inhibant la mort cellulaire et non en 

augmentant la capacité proliférative. 

Actuellement pas moins de 15 membres de cette famille ont été identifiés et classé en 

trois classes selon leur fonction de leur structure. Tous les membres de cette famille 

possèdent au moins un des quatre domaines d'homologie Bcl-2 dénommé BH (BH1 à 

BH4). Le domaine BH4 est spécifique des membres de la famille anti-apoptotique. 

Cette classification comprend les protéines de la famille Bcl-2 multidomaines anti-

apoptotique (Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl1, A1/Bfl1), les protéines multidomaine pro-

apoptique (Bax, Bak, Bok/mtd, Bcl-Xs) et les protéines avec un unique domaine BH3 

dite BH3 only  (Bik, Bid, Bim/Bod, Bad, Bmf, Hrk, Puma, Blk, BNIP3, BNIP3L). Ces 

domaines jouent un rôle prépondérant dans la régulation de l’apoptose ( Reed 1998). 

 



41 

 

Figure 12- Représentaion des membres de la famille des protéines Bcl-2 selon  Er et al.( 
2006). 

2-Les protéines à mutidomaines anti-apoptotiques 

Les protéines de cette famille possèdent des caractéristiques communes à savoir quatre 

domaines d’homologie Bcl-2 (BH1 à BH4) à l’exception de la Mcl-1. Effectivement Mcl-1 

ne possède pas de domaine BH4 en N-terminale mais une hélice- (Day et al. 2005)  

qui, structurellement, est comparable au domaine BH4 de Bcl-xL. De même la protéine 

A1 /Bfl1 est dépourvue des domaines BH3 et BH4, mais elle possède, au niveau de la 

région N-terminale de son domaine BH1, des régions structurellement comparables aux 

domaines BH3 et BH4 des autres membres des protéines anti-apoptotiques (Zhang et 

al. 2000). 
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2-1-Fonction et structure 

Les données expérimentales portant sur l’invalidation des gènes de la famille de ces 

protéines démontrent leur rôle prépondérant sur l’inhibition du programme de mort 

cellulaire spécifique des différents tissus. 

Les études portant sur les souris dont les gènes ont été invalidés démontrent que les 

souris Bcl-2-/- sont viables. Elles ne meurent que quelques semaines après leur 

naissance. Elles présentent des malformations polykystiques rénales, une 

hypopigmentation, une dégénération des motoneurones et neurones sensoriels liés à la 

levé de l’inhibition de la fonction anti-apoptotique de Bcl-2 au niveau de ces différents 

tissus (Veis et al. 1993; Kamada et al. 1995; Nakayama et al. 1995) et une impossibilité 

de maintenir l’homéostasie immunitaire avec une apoptose massive du thymus et de la 

rate. Bcl-2 joue un rôle central dans la survie des lymphocytes T matures plus que dans 

la différenciation des lymphocytes T. 

Les souris Bcl-xL -/- décèdent rapidement durant la vie  embryonnaire par le 

déclenchement du programme apoptotique au niveau du système nerveux central et 

médullaire et au niveau des tissus hématopoïetique (Motoyama et al. 1995). La perte 

d’expression de Bcl-xL chez les souris adultes induit des anomalies de l’hématopoïèse au 

niveau de la lignée érythrocytaire et plaquettaire. 

Les souris Bcl-W-/- ne meurent pas, mais les mâles sont stériles par une entrée massive 

en apoptose des cellules des tubules séminifères (Print et al. 1998). 

L’invalidation de Mcl-1 provoque chez les souris une mortalité précoce par un défaut 

d’implantation de l’embryon sur la paroi utérine (Rinkenberger et al. 2000). La mise 

sous silence induit une mort des cellules progénètrices hématopoïétiques (Opferman et 

al. 2005). Mais la fonction de ces protéines ne semble pas limitée uniquement à 

l’inhibition du programme apoptotique, des données expérimentales semblent 

démontrer qu’elles pourraient réguler la progression dans le cycle cellulaire en retardant 

l’entrée en phase S. 

Mcl-1, en se fixant à la protéine PCNA (proliferating cell nuclear antigen) induit un arrêt 

du cycle cellulaire (Fujise et al. 2000). Bcl-2 et Bcl-xL exercerait cette fonction via leur 

domaine BH4 au niveau de résidus spécifiques (Huang et al. 1997). 
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La conséquence de cette inhibition du cycle cellulaire serait de favoriser l’instabilité 

génétique, inhiber la réparation de l’ADN et ainsi de participer au processus de 

carcinogenèse (Liu, Naumovski et Hanawalt 1997; Youn et al. 2005). 

Les études de cristallographie des protéines Bcl-2 et Bcl-xL démontrent qu’elles 

présentent une structure globulaire constituée de deux hélices- amphiphiles 

(Muchmore et al. 1996; Petros et al. 2001). Entre les deux premières hélices-, il existe 

une boucle non structurée impliquée dans la régulation de leur fonction. Les domaines 

BH1, BH2, BH3 vont constituer une poche hydrophobe en se regroupant tandis que le 

domaine BH4 va stabiliser la structure en masquant l’exposition de certains résidus. 

Cette poche hydrophobe va pouvoir se dimériser avec les protéines apoptotiques via 

leur domaine d’homologie BH3. La résultante est la séquestration des protéines pro-

apoptotique sous la forme d’hétérodimère inactif. 

Il a été démontré que le domaine BH3 de Bak, Bad ou Bim adopte alors une structure 

en hélice- amphiphile qui va s’insérer dans la poche hydrophobe de Bcl-xL par des 

liaisons à la fois hydrophobes et électrostatiques (Sattler et al. 1997; Xinqi Liu et al. 

2003; Akao et al. 1994). Les résidus situés dans la partie N-terminale de ces domaines 

BH3 interagissent avec ceux situés dans le domaine BH1 de Bcl-Xl alors que les résidus 

situés dans la partie C-terminale de ces domaines BH3 entrent en contact avec ceux des 

domaines BH2 et BH3 de Bcl-xL. 

 

 

Figure 13- Représentation du domaine BH3 de Bak dans la poche hydrophobe de Bcl-xL ; 
d’après  Sattler et al. (1997). 
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2-2-Mode de régulation de la fonction des protéines à multidomaines anti-
apoptotiques 

Les modes de régulations de l’activité des protéines à multidomaines anti-apoptiques 

sont multiples. Cette régulation peut être liée à leur localisation cellulaire, à des 

modifications transcriptionelles ou traductionnelles. 

2-2-1-Régulation par localisation subcellulaire 

La localisation subcellulaire de ces protéines va conditionner leur fonction. Elles 

possèdent un domaine transmembranaire en C-terminale qui contient une hélice- 

hyrdophobe qui permet leur ancrage au sein des versants externes de certains organites 

comme la mitochondrie, point central de l’apoptose, l’enveloppe nucléaire ou bien le 

réticulum endoplasmique. Bcl-2 est localisée de manière constitutive au niveau de 

l’enveloppe nucléaire, du versant externe de la membrane mitochondriale et du 

réticulum endoplasmique (Lithgow et al. 1994;  Akao et al. 1994). Qu’elle soit localisée 

au niveau mitochondrial ou au niveau du réticulum, sa fonction sera identique. Elle 

veillera à s’opposer à la redistribution vers le cytoplasme du cytochrome c (Häcki et al. 

2000). Mais selon le type cellulaire le fait que Bcl-2 soit adressée au  réticulum 

endoplasmique sera plus efficace (Zhu et al. 1996). 

Mcl-1 est présente elle aussi au niveau de la membrane externe de la mitochondrie 

comme aussi de l’appareil de Golgi et des lysosomes (Yang, Kozopas et Craig 1995). 

Mais Mcl-1 peut avoir avoir aussi une localisation cytosolique (Nijhawan et al. 2003). 

Quant à Bcl-xL, elle est présente essentiellement dans le cytosol (Hsu et Youle 1997) 

sous la forme d’homodimère (Jeong et al. 2004) et faiblement associée à la membrane 

mitochondriale. 

Après l’induction du message de mort cellulaire Bcl-xL va être  transloquée du cytosol à 

la surface de la membrane mitochondriale par le fait que les domaines C-terminaux vont 

être déplacés des poches hydrophobes par les domaines BH3 des protéines pro-

apoptotiques. 
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2-2-2-Modifications transcriptionnelles 

Les protéines Bcl-xL et Mcl-1 possèdent des isoformes courtes Bcl-xS et Mcl-1S 

produites par épissage alternatif et qui sont pro-apoptotiques. Il a été démontré que les 

formes longues et coutes pouvaient se dimériser entres elles et s’inhiber 

réciproquement (Boise et al. 1993; Bingle et al. 2000; Bae et al. 2000). 

L’expression de Bcl-2 est sous la dépendance de différents facteurs de transcription 

comme CREB (Riccio et al. 1999; Pugazhenthi et al. 2000) et STAT3 (Real et al. 2002). 

L’expression de Bcl-2 peut être réprimée par la présence de micro-ARNs (Cimmino et al. 

2005). Les auteurs constatent que le niveau d’expression de Bcl-2 était inversement 

corrélé au niveau d’expression de micro-ARNs dans des lignées cellulaires de leucémie 

chronique. 

L’engagement des signaux de mort cellulaire par les récepteurs de mort cellulaire vont 

activer le facteur de transcription NFB qui va contrôler le niveau de transcription de 

Bcl-xL (Lee et al. 1999; Chen, Edelstein et Gélinas 2000). 

2-2-3-Modification post traductionnelles 

Elles regroupent des mécanismes de phosphorylation, de déamination, de protéolyse-

clivage, d’interaction protéine-protéine. 

Il a été décrit des réactions de phosphorylation pouvant réguler négativement ou 

positivement les fonctions de Bcl-2 ou Bcl-xL. 

Ces réactions se produisant préférentiellement au niveau de la boucle présente entre les 

domaines BH3 et BH4. La protéine kinase C ou la kinase JNK peuvent phosphoryler Bcl-

2 au niveau des résidus T69, S70 et S87. 

Quant aux conséquences fonctionnelles sur l’inactivation de Bcl-2, elles sont débattues 

(Deng et al. 2004). 

La fonction anti-apoptotique de Bcl-xL peut être inhibée après que cette dernière ait 

subit une déamidation au niveau des résidus asparagines (N52 et N66) convertissant 

ces résidus en iso-aspartate au niveau de boucle séparant les domaines BH3 et BH4 

(Deverman et al. 2002). Cette forme de Bcl-xL est incapable alors de séquestrer les 

protéines pro-apoptotiques. 
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Le clivage par les caspases au niveau de la boucle reliant les domaines BH3 et BH4 

permet de convertir les protéines mutidomaines anti-apoptotiques en protéines pro-

apoptotiques (Cheng et al. 1997; Clem et al. 1998; Michels et al. 2004; Jonas et al. 

2004) ont décrit une forme tronquée de Bcl-xL en N-terminale qui était capable de 

constituer des canaux dans des mitochondries isolées. 

Il a été démontré le rôle du protéosome dans la dégradation rapide de la protéine Mcl-1 

en régulant ainsi la durée de vie de cette protéine (Nijhawan et al. 2003). 

L’interaction du récepteur nucléaire aux hormones Nur 77 avec la boucle reliant les 

domaines BH3 et BH4 de Bcl-2 et convertir, cette dernière, en une protéine qui va 

perdre ses propriétés inhibitrices de l’apoptose. Cette interaction va démasquer le 

domaine BH3 en désorganisant la poche hydrophobe. 

A travers tous ces exemples on comprend bien le rôle prépondérant que joue la boucle 

reliant les domaines BH3 et BH4. Toute modification de cette structure va induire des 

modifications de conformation et de fonctionnalité. 

3- Les protéines à multidomaines pro-apoptotiques : 

Cette famille de protéine est représentée par Bax (Bcl-2 Associated protein), Bak et Bok 

ou Mtd. L’expression de Bax et Bak est assez ubiquitaire alors que l’expression de Bok 

est restreinte aux tissus liés à la reproduction (Hsu et al. 1997). Elles possèdent des 

caractéristiques communes tant aux niveaux fonctionnels que structurels. Elles 

possèdent trois domaines d’homologie à Bcl-2, BH1, BH2 et BH3. 

Bax a été identifiée comme une protéine co-précipitée avec Blc-2 (Oltvai, Milliman et 

Korsmeyer 1993) et qui s’opposée à la fonction inhibitrice de cette dernière selon le 

modèle dit du « rhéostat ». Cette théorie définit la résistance ou la sensibilité aux 

signaux de mort par la concentration relative des protéines pro et anti-apoptotique 

(Oltvai, Milliman et Korsmeyer 1993 ; Korsmeyer et al. 1993). 

3-1-Fonctionnalité et structure 

Bak a été identifiée comme une protéine interagissant avec la protéine virale E1B19K 

anti-apoptotique (Kiefer et al. 1995) et, tout comme Bax, posséde des domaines 

d’homologie avec Bcl-2 (Farrow et al. 1995; Chittenden et al. 1995). 
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Les expériences d’invalidation de ces gènes conduites chez la souris démontrent que les 

souris Bax-/- sont viables (Knudson et al. 1995). Les souris mâles sont infertiles par 

défaut de la spermatogenèse. 

Elles présentant par ailleurs une hyperplasie lymphocytaire. Les souris présentant une 

invalidation à la fois de Bax et de Bak meurent peu après la naissance. 

Elles présentent une hyperplasie cellulaire au niveau du système nerveux central et 

médullaire, la persistance des membranes interdigitales et une occlusion vaginale 

(Lindsten et al. 2000). 

Ces deux protéines constituent un point fondamental de convergence des voies 

régulatrices de l’apoptose comme l’indiquent des travaux conduit sur des lignées 

cellulaires murines (Wei et al. 2001; Zong et al. 2001) et humaines (Cartron et al. 

2003). Ces lignées déficientes à la fois pour Bax et Bak deviennent résistantes aux 

signaux de mort cellulaire. 

Les données de RMN ont pu définir que la structure de Bax était proche de ses 

homologues mutidomaines anti-apoptotiques (Suzuki, Youle, et Tjandra 2000). Elle 

consiste en deux hélice- hydrophobes, les hélices- 5 et 6 masquées au cœur de la 

protéine et enveloppées de 7 hélice- amphiphiles (les hélices- 1, -2, -3, -4 d’un 

côté et -7, -8 de l’autre). Les domaines BH1, BH2 et BH3 sont regroupés pour former 

une poche hydrophobe. 

Cette poche hydrophobe est occupée par le domaine C-terminale de Bax (hélice- 9) 

d’une manière similaire au domaine des protéines multidomaines anti-apoptotiques. Il a 

été aussi démontré que l’hélice--1 est située à proximité de l’hélice-2, (Lalier et al. 

2007) qui contient le domaine BH3 via des interactions électrostatiques 

intramoléculaires entre un résidu aspartate (hélice-1 , D33) et un résidu lysine (hélice-

2, K64). 
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Figure 14- Structure de Bax d’après Suzuki et al. (2000). 
 

 

Figure 15- Représentation de l’interaction moléculaire entre hélice 1 et hélice 2 d’après 
Lalier et al. (2007). 
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L’étude de la structure de Bak a mis en évidence une poche hydrophobe formée par les 

domaines BH1 et BH2 d’un côté et BH3 de l’autre (Moldoveanu et al. 2006). Compte 

tenu de l’étroitesse de cette poche elle ne permet pas l’interaction du domaine BH3 avec 

une autre protéine. Au niveau de l’hélice-6  qui correspond à la face opposée à celle 

où se situe la poche hydrophobe, il a été mis en évidence un domaine de liaison au zinc. 

La fonctionnalité de ce domaine zinc serait de permettre la constitution d’homodimère 

inactif. 

 

Figure 16- structure de Bak a mis en évidence une poche hydrophobe formée par les 
domaines BH1 et BH2 d’un côté et BH3 de l’autre d'après Moldoveanu et al. 
(2006). 
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3-2-Les modes de régulation de la fonctionnalité des protéines à 
multidomaines pro-apoptotiques : 

3-2-1-Sublocalisation : 

a-Du cytosol à la face externe de la mitochondrie  

A l’inverse de Bak ou de Bok, Bax est présente essentiellement dans le cytosol sous sa 

forme monomérique, en une conformation fermée et inactive et peu associée à la face 

externe de la mitochondrie. En réponse aux signaux de mort, Bax doit subir des 

modifications de conformation pour être active. 

La première modification va consister à d’un désengagement du domaine C-terminale 

de la poche hydrophobe (Nechushtan et al. 1999). Puis le domaine N-terminale subit 

également un réarrangement et devient exposé dans sa conformation active. 

 Le domaine BH3 (hélice-2), puis les hélices-5 et -6 (qui forment le cœur de la 

protéine, en conformation inactive) sont alors exposées en conformation active (Cartron 

et al. 2005). Ces hélices sont des domaines transmembranaires (Annis et al. 

2005; García-Sáez et al. 2006) qui sont primordiaux pour l’ancrage de Bax dans la 

membrane externe de la mitochondrie (Cartron et al. 2005). Lors de l’activation de Bax 

tout se déroule comme si que l’on passe d’une structure globulaire à une structure 

dépliée. Ce qui implique que les interactions entre l’hélice-1 (K64) et -2 (D33) soient 

rompues lors de l’activation de la protéine. Une mutation ponctuelle portant sur les 

résidus D33 ou K64 va induire un dépliement partiel de Bax (Cartron et al. 2005). 

L’adressage de Bax à la face externe de la mitochondrie est médié par l’hélice-1. Ce 

domaine, constitué de 20 à 37 résidus, est suffisant pour diriger la protéine RFP vers la 

mitochondrie. Une délétion de ce domaine inhibe la translocation de Bax à la 

mitochondrie lors de l’induction des signaux de mort cellulaire (Cartron et al. 2003). 

Le domaine ART (Apoptosis Regulating Target), localisé au niveau des 19 premiers 

acides aminés en N-terminale de l’hélice-1, est un domaine inhibiteur de l’adressage 

de Bax à la mitochondrie. La délétion de ce domaine est suffissant pour induire la 

translocation de Bax à la mitochondrie (Goping et al. 1998). Le variant Bax  ne 

possède pas de domaine ART. 

L’expression de ce variant chez les patients présentant un glioblastome est corrélé à une 

meilleur survie (Cartron et al. 2002). 
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Le rôle de l’hélice hydrophobe-9 n’est pas bien défini. Pour les uns, il pourrait être un 

domaine d’ancrage dans la membrane mitochondriale (Nechushtan et al. 1999) mais 

cela est contredit par d’autres (Tremblais et al. 1999; Cartron et al. 2003). 

Pour d’autres, ce domaine régulerait, comme un second domaine ART, l’exposition des 

autres domaines de Bax (Arokium et al. 2004). 

Après l’induction de l’apoptose, Bax va s’insérer sur le versant externe de la membrane 

mitochondriale sous la forme d’un complexe homo-oligomérique qui correspond alors  à 

la forme active de la molécule (Nechushtan et al. 2001; Antonsson et al. 2001). 

L’étape d’insertion implique à la fois la forme monomérique de Bax et une protéine   

d’importation mitochondriale TOM22 (Bellot et al. 2007). L’étape d’insertion de Bax 

semble précéder son étape d’oligomérisation (Annis et al. 2005). L’inhibition de TOM22 

induit une inhibition de l’apoptose par inhibition de la translocation de Bax sur la 

mitochondrie. 

En somme, l’activation de Bax est la résultante de nombreux réarrangements 

intramoléculaires, conduisant à l’exposition des différents domaines indispensable à sa 

fonction. L’hélice-1 est responsable de l’adressage de Bax à la mitochondrie, l’hélice-2 

(domaine BH3) assure son oligomérisation et les hélices-5 et -6 son insertion à la 

mitochondrie. Selon le modèle proposé par Lalier et al. (2007), Bax peut adopter 

plusieurs conformations. La première conformation dite CLIC (Cytotosolic Locked In 

conformation) correspondant à la forme inactive et cytosolique de Bax. 

La deuxième conformation de Bax est caractérisé par le fait qu’il est faiblement associée 

à la membrane mitochondriale, et peut se dimériser avec les protéines multidomaines 

anti-apoptotiques mais ne peut s’oligodémiriser. Dans cette conformation, l’hélice-1 et 

le domaine BH3 sont exposés mais les hélices-5 et -6 sont masquées. La troisième 

conformation ou CLAC (Cytochrome c Liberation Associated Conformation) correspond à 

la forme active de Bax est fonctionnelle. 

Bax est insérée sur la membrane de la mitochondrie par ses les hélices-5 et -6. Il 

peut s’hétérodimériser avec les protéines anti-apoptotiques et s’homo-oligodimériser. 
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Une fois que Bax est insérée sur la membrane mitochondriale et qu’elle acquiert sa 

conformation active, elle induit alors la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale. 

La manière donc Bax active induit cette perméabilisation fait l’objet de  controverses et 

plusieurs modèles ont été proposés comme les modèles de rupture de la membrane 

mitochondriale, la formation de canaux protéiques, de canaux lipidiques ou la 

perturbation de l’équilibre fusion/fission mitochondriale. 

Le modèle de la rupture de la membrane mitochondriale mettrait en jeu l’ouverture d’un 

pore de perméabilité transitoire (PTP). 

Ce complexe protéique est constitué à la face externe de la membrane mitochondriale, 

de la protéine VDAC (Voltage Dependante Anion), et à la face interne de la protéine 

ANT (adenine nucleotide translocation). Bax va s’associer aux sous unités VDAC et ANT 

entraînant alors une chute du potentiel transmembranaire (ΔΨm) et une libération des 

protéines contenues dans l’espace intermembranaire mitochondrial (Shimizu, Narita et 

Tsujimoto 1999; Marzo et al. 1998). 

L’addition de formes recombinantes de Bax sur des mitochondries isolées induit une 

libération du cytochrome c et une chute du ΔΨm. Libération inhiber par d’adjonction de 

la cyclosporine A et l’acide bongkrétique qui sont des inhibiteurs du PTP (Narita et al. 

1998). 

Dans des modèles de levure il a été démontré que VDAC est essentielle à Bax pour 

induire la perméabilisation mitochondriale (Shimizu, Narita et Tsujimoto 1999). 

Cependant des travaux semblent démontrer que l’ouverture du PTP soit un événement 

tardif de l’apoptose et non nécessaire à la perméabilisation mitochondriale. 

La perméabilisation par Bax peut avoir lieu en absence du PTP (Jürgensmeier et al. 

1998; De Giorgi et al. 2002) et le relargage du cytochrome c indépandement de la chute 

du ΔΨm (Bossy-Wetzel, Newmeyer et Green 1998; Goldstein et al. 2000). 

Le modèle des canaux protéiques mettrait en jeu l’ouverture de canaux Bax sous sa 

forme oligodimérique. Les hélices-5 et -6 de Bax, comme d’ailleurs Bcl-2 et Bcl-wL, 

présentent des homologies de structure avec les toxines de la colchicine et de la 

diphtérie (Suzuki et al. 2000). 
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Les données expérimentales démontrent que Bax est capable de constituer des pores 

transmembranaires sur des membranes artificielles (Saito, Korsmeyer et Schlesinger 

2000) et de libérer du cytochrome c. De même sur des vésicules mitochondriales 

reconstituées il a été observé que Bax après activation tBid pouvait former des pores  

en interagissant avec un phospholipide mitochondrial, la cardiolipine (Kuwana et al. 

2005). Ce processus est inhibé par Bcl-xL. 

Il a été décri aussi la formation d’un canal de grande taille dénommé MAC 

(Mitochondrial Apoptotic Chanel) constitué non seulement de Bax mais de Bak (Dejean 

et al. 2006). La formation de ce canal serait un événement tardif et postérieur à 

l’activation des caspases (Guihard et al. 2004). 

Le modèle des canaux lipidiques repose sur le fait que l’insertion de Bax sur la 

membrane mitochondriale induirait une modification dans le réarrangement des lipides 

mitochondriaux de la membrane et la constitution de pores.  

Des données expérimentales, démontrent sur des vésicules lipidiques, que la 

composition lipidique (lipides ayant un fort ou faible potentiel de courbure) de ces 

vésicules va influencer la capacité de Bax à induire la perméabilisation mitochondriale 

(Gorka Basañez et al. 2002; García-Sáez et al. 2006). 

Le modèle de l’équilibre fusion/fission mitochondriale repose sur l’observation que 

l’expression d’un mutant dominant-négatif de la protéine Drp1 (composant de la 

machinerie de fission mitochondriale) va retarder l’apoptose (Frank et al. 2001). 

La fission mitochondriale pourrait participer à la libération du cytochrome c (Desagher et 

Martinou 2000). Il a été observé que la formation d’oligomères de Bax et de Bak au 

niveau de la membrane mitochondriale avait lieu au niveau des sites de fission 

mitochondriale (Karbowski et al. 2002). 

Tout comme dans les différents modèles il a été observé que la translocation de la 

protéine Drp1 était un événement tardif et postérieur à la perméabilisation 

mitochondriale (Arnoult et al. 2005). 
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Pour Martinou et Youle (2006) la fission mitochondriale est un facteur de sensibilisation 

à la perméabilisation mitochondriale. Karbowski et al. (2006) démontre que Bax et Bak 

induisent et sont requis pour que le processus de fission ait lieu dans les cellules 

normales. 

 b-Au niveau du réticulum endoplasmique 

Il a été démontré que Bax et Bak jouent un rôle non seulement dans la perméabilisation 

mitochondriale, mais aussi au niveau du réticulum endoplasmique. 

La concentration en calcium du réticulum endoplasmique est faible dans un modèle de 

cellules de fibroblaste murin invalidé pour les gènes Bax et Bak par rapport à des 

cellules normales (Scorrano et al. 2003). L’expression de la pompe calcique SERCA 

(Sarcoplasmic -Endoplasmic reticulum calcium Adenosine triphosphate) restaure la 

concentration en calcium du réticulum endoplasmique et leur sensibilité à des agents 

induisant la libération du calcium des stocks intracellulaires (acide arachidonique, c2-

ceramide). 

L’expression d’une forme mitochondriale de Bax ne restaure que partiellement ces 

cellules aux stimuli apoptotiques. Une réponse complète est obtenue par la co-

expression de Bax et de SERCA. En somme Bax joue un rôle dans le déclenchement de 

l’apoptose à la fois au niveau mitochondrial et au niveau du réticulum endoplasmique 

3-2-2-Modifications post-traductionnelles 

Elles regroupent des mécanismes de phosphorylation, de protéolyse-clivage, 

d’interaction protéine-protéine qui vont réguler l’activité de Bax. 

a-Modification post-traductionnelle par phosphorylation 

Il a été décrit des réactions de phosphorylation de Bax par les kinases JNK et p38 

activant l’apoptose (Kim, Ryu, et Song 2006). La phosphorylation du résidu S184 de 

l’hélice-9 de Bax par la kinase AKT va abroger sa fonction en maintenant Bax dans une 

conformation inactive (Gardai et al. 2004) et va inhiber la translocation de Bax à la 

mitochondrie. 

Il a été reporté que la conformation de Bax était sensible au métabolisme du glucose. 

En favorisant la glysolyse par la voie PI3K, Akt va phoporyler Bax et la maintenir sous 

une conformation inactive. La phosphorylation de la Ser 164 au contraire induit une 

activation de Bax au niveau des neurones (Linseman et al. 2004). 
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En somme en fonction de la nature du signal et/ou du site de phosphorylisation Bax 

peut acquérir une conformation active ou inactive. 

b-Modification post-traductionnelle par protéolyse 

La réaction de clivage protéolytique de Bax par la calpaïne, au décours de l’apoptose, 

sur le résidu D33, va aboutir à la constitution d’une forme tronquée de Bax (p-18 Bax). 

Cette protéine a perdu sa partie N-terminale ( Cao, Deng et May 2003) et par 

conséquent, une perte du signal d’adressage mitochondrial sans perte de sa fonction 

pro-apoptotique. Elle se comporte comme une protéine BH3 only. Elle se dimérise avec 

les protéines à multidomaines anti-apoptotique et inhibe leur fonction (Cartron et al. 

2004). 

c-Modification post-traductionnelle par interaction avec des inhibiteurs 

Un autre mode de régulation de la fonction de Bax et Bak est lié à leur capacacité 

d’établir des interactions (protéine-protéine) avec des partenaires dit inhibiteurs. Les 

partenaires inhibiteurs privilégiés de Bax et Bak sont représentés par les protéines à 

multidomaines anti-apoptotiques. 

Ses interactions se réalisent au niveau du domaine BH3 (forme active et exposée) des 

protéines pro-apoptotiques.  

Bax et Bak ont une affinité relative pour leurs homologues anti-apoptotiques (Willis et 

al. 2005). La protéine Bax interagit avec les protéines Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1 et 

A1/Bfl-1 alors que la protéine Bak n’interagit qu’avec les protéines Mcl-1 et Bcl-xL. Cette 

différence d’affinité explique la spécificité d’activité entre Bax et Bak. 

D’autres partenaires inhibiteurs ont été identifiés par la méthode de double-hydride. La 

protéine Humanin (Hn) est un peptide de 3kDa qui a été identifié initialement comme 

un peptide anti-apoptotique (Hashimoto et al. 2001). 

Cette protéine inhibe la translocation de Bax à la mitochondrie en s’opposant au stimuli 

de mort cellulaire transduit par la voie mitochondriale (Guo et al. 2003). 

Deux études ont démontré que Hn avait la capacité de se lier à la forme longue de Bim 

(Bim EL) et de Bid en inhibant leur fonction activatrice de Bax et Bak (Luciano et al. 

2005; Zhai et al. 2005). 
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La protéine Ku 70 est une protéine inhibitrice de Bax. Il s’agit d’une protéine ubiquitrice 

présente dans le noyau et dans le cytoplasme. 

Elle est impliquée dans la réparation de l’ADN double-brin (Kim et al. 1999) mais de 

manière indépendante, elle  est capable d’inhiber Bax. Cette inhibition est médiée par 

une interaction directe entre le domaine N-terminale de Ku70 et la partie N-terminale de 

Bax ce qui va induire une séquestration de Bax dans le cytosol (Sawada et al. 2003; 

Sawada, Hayes et Matsuyama 2003). 

Une autre protéine est capable d’interagir avec Bax, il s’agit de la protéine 14-3-3. Cette 

protéine, qui existe sous différente isoforme, est impliquée dans de nombreux processus 

cellulaires comme le trafic intracellulaire, le cycle cellulaire et l’apoptose. Cette protéine 

va interagir avec Bax en favorisant sa séquestration dans le cytosol (Nomura et al. 

2003). Cette interaction requiert les domaines N et C-terminale de Bax. Cette interaction 

est inhibée sous l’action des caspases induisant une libération de Bax de 14-3-3 et sa 

translocation à la membrane mitochondriale. 

La Clusterin qui est une glycoprotéine qui est impliquée dans différentes fonctions 

cellulaire et possède la capacité d’interagir avec Bax et d’inhiber son oligomérisation 

(Zhang et al. 2005). 

d-Modification post-traductionnelle par interaction avec des activateurs 

Des activateurs de Bax et de Bak été aussi identifiés. Les partenaires privilégiés 

d’activation sont représentés par les protéines pro-apoptotiques dites BH3 only. Nous 

évoquerons leur structure et leur fonction dans un chapitre à part. 

Les autres partenaires sont représentés par la protéine, Bif-1, la protéine ASC, la 

prostaglandine E2, la protéine p53 et c-Myc. 

•La protéine Bif-1 : 

La protéine Bif 1 appartient à la famille des endophilin B. Cette famille de protéine est 

impliquée dans la transduction du signal. Il a été démontré que Bif1 (Bax interacting 

factor 1) était capable d’interagir avec Bax via son domaine N-terminale au niveau du 

cytosol (Cuddeback et al. 2001). Cette interaction va induire une modification de la 

configuration de Bax et sa translocation à la membrane de la mitochondrie. Il est aussi 

démontré que Bif pouvait interagir avec Bak (Takahashi et al. 2005) . 
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•La protéine ASC 

La protéine ASC ou Apoptosis associated spek-like Protein, interagit avec Bax et Bak en 

réponse à des signaux de mort cellulaire induit par un dommage à l’ADN (Ohtsuka et al. 

2004). Cette protéine possède un domaine CARD dans sa partie C-terminale. Ce 

domaine peut activer certaines caspases. 

•La prostaglandine E2 : 

Une étude rapporte qu’une molécule non protéique, la prostaglandine E2, est capable 

de s’associer avec Bax et de l’activer (Lalier et al. 2007). 

Des modifications physico-chimiques de l’environnement peuvent induire une activation 

de Bax. Il a été ainsi démontré qu’une variation de pH acide ou basique induisait une 

modification de conformation de Bax et sa translocation à la membrane mitochondriale 

(Cartron et al. 2004). De même que la chaleur peut activer Bax. Il a été démontré que 

dans un système acellulaire, Bax s’oligodimérise à une température de 43°c,  induisant 

alors la perméabilisation mitochondriale (Pagliari et al. 2005). 

•Le facteur de transcription p53 

Le gène suppresseur de tumeur p53 est essentiel à la réponse d’un stress génomique. 

Ce « gardien » veille à l’intégrité du génome (Green et Kroemer 2009). 

Le gène p53 est muté  dans les cancers, dans environ 50% des cas. L’expression de p53 

est sous la dépendance d’un certain nombre de kinases liées aux dommages de l’ADN : 

ATM, ATR, DNA-PK. La kinase MDM2 va favoriser la dégradation de p53 par le 

protéosome. En réponse à un certain nombre de stimuli, p53 va induire l’expression de 

protéines impliquées dans l’exécution du programme apoptotique et dans l’arrêt du 

cycle cellulaire. Il exerce son activité pro-apoptotique selon deux modes : un mode 

dépendant de sa fonction transcriptionnelle et un mode non dépendant de sa fonction 

transcriptionnelle. 

Selon le mode transcription-dépendant, la protéine p53 va induire la transcription des 

gènes essentiellement impliqués dans la voie mitochondriale de l’apoptose (Michalak et 

al. 2005). 

L’induction des gènes des récepteurs de mort, comme Fas a été rapportée sans être 

déterminante dans l’apoptose induite par p53 (Bennett et al. 1998). 
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p53 va favoriser la transduction des gènes pro-apoptotiques comme BAX (Miyashita et 

Reed 1995), en sachant que cette question est encore débattue (Michalak et al. 2005), 

mais surtout Puma (Nakano et Vousden 2001; Yu et al. 2001; Han et al. 2001), Noxa 

(Villunger et al. 2003) et Bid (Sax et al. 2002; Kaufmann et al. 2007). p53 réprime 

l’expression des gènes anti-apoptotique comme Bcl-2 et Bcl-xL. 

p 53 en induisant l’expression de p21waf1, inhibiteur de cdk, va favoriser l’arrêt du cycle 

cellulaire. Les cellules déficientes en p21 continuent à proliférer (Deng et al. 1995; 

Brugarolas et al. 1995). En induisant l’expression de la protéine 14-3-3, p53 va 

favoriser la séquestration cytosolique des complexes cycline/cdk (Chan et al. 1999). p53 

joue également un rôle dans l’autophagie en induisant l’expression de la protéine DRAM 

pour Damage Regulated Autophagy Modulator (Crighton et al. 2006). L’induction de 

l’expression de la protéine TIGAR  (TP 53-induced Glycolisis and Apoptosis Regulator) 

impliquée dans le métabolisme énergétique, aurait un effet anti-apoptotique (Bensaad 

et al. 2006). 

Le mode de l’activité non transcriptionnel-dépendant de p53 est lié aux interactions 

protéines-protéines générées entre les différents domaines de p53 (domaine ADN et 

domaine N-terminale) et ses différents partenaires. 

Ces interactions sont possibles du fait que la protéine p53 est transloquée du noyau au 

cytosol puis à la mitochondrie où elle pourra induire et activer la perméabilisation 

mitochondriale (Motohiro Mihara et al. 2003). 

Cette translocation du noyau au cytosol  est sous la dépendance de facteurs nucléaires 

comme la protéine Foxo 3 ou de modifications post-traductionelles comme la mono-

ubiquitylation de p53. Il a été démontré que p53 était capable d’interagir via son 

domaine ADN avec les protéines Bak, Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL via son domaine N-terminale 

avec Bax. 

Pour expliquer l’activation des protéines à multidomaines pro-apoptotiques il a été 

proposé différents modèles. 

Le premier modèle est lié à la capacité de p53 d’inhiber l’interaction entre Bak et Mcl-1 

et de favoriser l’oligomérisation de Bak et son activation (Leu et al. 2004). 
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Dans le deuxième modèle (démontré dans un système acellulaire), p53 cytosolique est 

capable d’interagir directement avec Bax de manière similaire à une protéine BH3 only, 

de l’activer et de permettre à Bax de se transloquer à la mitochondrie et de 

s’oligomériser (Chipuk et al. 2004). 

Dans le troisième modèle, p53 est cumulée dans le cytosol après l’induction d’un stress 

puis séquestrée par Bcl-xL. Pour exercer sa fonction pro-apoptotique p53/Bax, p53 est 

libérée après interaction entre Bcl-xL et Puma. 

Le quatrième modèle est à l’opposé du troisième modèle. La fonction pro-apoptotique 

de Bax est inhibée par l’interaction avec Bcl-2 et Bcl-xL. La présence de p53 dans le 

cytosol va induire des interactions p53/Bcl-2 et p53/Bcl-xL et permette à Bax de 

s’activer, de se transloquer à la surface membranaire mitochondriale et de 

s’oligodimériser. 

Le cinquième modèle fait intervenir la protéine Ku70, inhibitrice de Bax. Après réaction 

d’acétylation, p53 va se fixer à Ku70 et permette l’activation de Bax. 
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Figure 17- Modèle expliquant l’activation de l’apoptose médiée par p53 selon le mode non 
transcriptionel d’après Speidel (2010). 

4- Les protèines pro-apototiques à domaine BH3 ou BH3  only . 

Les membres de cette famille pro-apoptotique se caractérisent et ont en commun de ne 

posséder qu’un seul domaine d’homologie Bcl-2, un domaine BH3 (hélice- amphiphile). 

Ils sont dénommés pour cette raison l protéines à domaine BH3 ou BH3  only. Les 

membres de cette famille regroupent les protéines, Bik, Bim, Bid, Noxa, Puma, Bad, 

Bmf, BNIP3, Beclin-1 mais aussi les isoformes Mcl-1s et Bcl-Gs. 
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4-1-Structure et fonction des protéines à domaine BH3 only : 

Une analyse phylogénique du domaine BH3 des membres de cette famille suggère que 

le corps de ce domaine est constitué d’un motif d’une séquence de 7 acides aminés, 

LXXXGDE, où X est représenté par n’importe quel acide aminé (Lanave, Santamaria et 

Saccone 2004). Récemment les données structurales semblent définir une séquence 

conservée de 13 acides aminés (Day et al. 2005; Day et al. 2008). 

 

 

Figure 18- analyse phylogénique du domaine BH3 des membres de la famille des protéines 
BH3 only d’après Day et al. (2008). 

 

Les résidus leucine et acide aspartique présents dans le corps du domaine BH3 ont un 

rôle déterminant dans les interactions avec les protéines à multidomaines pro-

apoptotiques et anti-apoptiques. L’étude de la structure de la protéine Bid a démontré 

qu’elle était très proche des protéines anti-apoptotiques. Bid est constitué de deux 

hélices- hydrophobes (les hélices-5 et -6) entourées de six hélices- amphiphiles 

(Chou et al. 1999; McDonnell et al. 1999). Dans cette conformation non active, le 

domaine BH3 est masqué. En cas de clivage, la protéine change de conformation et le 

domaine est alors démasqué et actif. Une étude a montré que les protéines Bim, Bad et 

Bmf sont quant à elles intrinsèquement non structurées et que leur domaine BH3 

acquiert une structure  hélice après interaction avec un membre des protéines 

mutidomaines anti-apoptotiques (Hinds et al. 2007). 

Au regard de toutes les données expérimentales qui ont défini la structure des protéines 

BH3  only  et étudié leurs interactions, on a pu établir que le domaine BH3 représente le 

domaine « minimum de mort » (Kelekar et Thompson 1998). 
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Une mutation induite dans ce domaine BH3 des protéines BH3 only  est suffisante pour 

inhiber leur interaction avec les protéines anti-apoptotiques et de leur faire perdre leur 

activité pro-apoptotique (Boyd et al. 1995; Inohara et al. 1997; Zha et al. 1997; 

O'Connor et al. 1998; Puthalakath et al. 2001). 

La fonction pro-apoptotique des ces protéines se résume-elle uniquement à leur 

capacité à interagir avec les protéines anti-apoptotiques ? 

Des données expérimentales suggérent que ces protéines à domaine BH3 only  sont 

capables d’induire la perméabilisation mitochondriale et de libérer le cytochrome c (Letai 

et al. 2002a). Certains auteurs ont défini deux classes de protéines à domaine BH3 only. 

Les protéines dites activatrices et les protéines sensibilisatrices. Les protéines 

activatrices (Bid, Bim) sont capables d’interagir avec la forme oligomérique de Bak et 

d’induire une libération mitochondriale du cytochrome c. Les protéines sensibilisatrices 

(Bad, Bik, Noxa) induisent la libération du cytochrome c après interaction avec les 

protéines anti-apoptotiques en favorisant la translocation de Bid à la membrane 

mitochondriale (Wang et al. 1996). 

4-2-Mode de régulation de l’activité des protéines BH3 only : 

Le mode  de régulation des protéines à domaine BH3 only peut avoir lieu au niveau 

transcriptionnelle, traductionnelle ou post traductionnelle. 

4-2-1-Au niveau transcriptionnelle : 

En absence de signaux de mort cellulaire, le niveau d’expression des protéines à 

domaine BH3 only est faible, voir indétectable. Les signaux de mort cellulaire vont 

induire la transcription d’un certains nombre de facteur de transcription activateur, 

comme E2F1 (Hershko et Ginsberg 2004; Real et al. 2006; Subramanian et al. 2007),  

FOXO3a (Gilley, Coffer et Ham 2003; Dijkers et al. 2000; Sunters et al. 2003), p53, c-

Myc. Mais d’autres vont au  contraire réprimer l’expression de protéines BH3 only 

comme DREAM  (Sanz et al. 2001) ou NFKB (Shaw et al. 2008). 

Il a été aussi démontré pour Bnip3 (Okami, Simeone et Logsdon 2004), Noxa 

(Yamashita et al. 2008) et Bik (Pompeia et al. 2004; Zunyan Dai et al. 2006), que leur 

expression pouvait être réprimée par des mécanismes épigénétiques (méthylation ou 

histone acétylation de leur site promoteur). 
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4-2-2-Au niveau traductionnelle : stabilité et inhibition de l’ ARNm 

La protéine Bim existe sous trois isoformes issues d’épissage alternatif : Bim EL (23 

kDa), Bim L (19 kDa), et Bims (15 kDa), qui possèdent un domaine BH3 (O’Connor et al, 

1998). Elles diffèrent par leur potentiel pro-apoptotique. BimS étant le plus apoptogène 

(Bouillet et al. 2001). Des données expérimentales suggèrent que la privation de 

facteurs de croissance conduit, selon le type cellulaire, à l’expression de Bim (Putcha et 

al. 2001; Whitfield et al. 2001; Shinjyo et al. 2001) et à une seule isoforme (Putcha et 

al. 2001;Whitfield et al. 2001). La prépondérence d’un seule isoforme indique l’existence 

de mécanisme de régulation au niveau de l’épissage du pré-ARN (Puthalakath et 

Strasser 2002). La stabilité de l’ARNm de Bim a été rapportée. Il serait lié à la présence 

d’une séquence riche en AU présente à l’extrémité 3’ non  transcrit (Matsui, Asou et 

Inaba 2007). L’ARNm de Bim peut être inhibé par le micro ARN-17-92  (Xiao et al. 

2008). 

4-2-3- Au niveau post-traductionnelle: 

Cette régulation va reposer sur des réactions de phosphorylation, de protéolyse 

(clivage), de localisation subcellulaire et de séquestration. 

a-Phosphorylation : 

Les réactions de phosphorylation peuvent être activatrices ou inhibitrices des protéines 

à domaine BH3 only. La phosphorylation de Bad induit une perte de ses propriétés pro-

apoptotiques (Zhou et al. 2000).  

Cette phosphorylation sur les résidus S112 et S136 est induite par Akt (Datta et al. 

1996) et va favoriser sa séquestration dans le cytoplasme par liaison avec la protéine 

14-3-3  (Zha et al. 1996a). Alors que sa déphosphorylation par calcineurine 

(phosphatase) va activer sa fonction pro-apoptotique (Wang et al. 1999).  

Il a été démontré que la phosphorylation par la kinase PKA du résidu S155 de Bad 

diminue l’affinité de cette dernière pour les protéines anti-apoptotiques  (Harada et al. 

1999). La phosphorylation de Bik, à l’inverse, augmente son activité pro-apoptotique  

sans perte de ses propriétés d’interaction avec les membres de la famille des protéines 

anti-apoptotiques  (Verma, Zhao et Chinnadurai 2001). 
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Concernant Bim, sa phosphorylation est nécessaire à son activité pro-apoptotique. La 

mutation de Thr 112 induit une perte d’affinité d’interaction entre Bim et Bcl-2 et 

favorise la survie cellulaire. Au contraire des mutations portant sur la Ser 55, 66 et 73 

de Bim induisent une réponse apoptotique et une diminution de sa dégradation par le 

protéosome (Hübner et al. 2008). 

b-Protéolyse ou clivage 

Le clivage protéolytique est un mécanisme d’activation possible des protéines à 

domaines BH3  only. A l’état basal, Bid (22kDa) est sous sa conformation inactive 

(domaine BH3 masqué)  et cytosolique. Les signaux de mort cellulaire transduits par les 

récepteurs de mort vont activer la procaspase 8 en caspase 8. 

Cette dernière va  cliver Bid (15kDa, p15-tBid) (Luo et al. 1998; Li et al. 1998). Ce 

clivage va induire une modification de la conformation de Bid. Le domaine BH3 est 

démasqué et activé. 

Cette forme tronquée de Bid a une plus grande affinité à la fois pour les protéines à 

multidomaines anti et pro-apoptotique (Wei et al. 2000; Desagher et al. 1999) et 

favorise ainsi la perméabilité mitochondriale (X Luo et al. 1998; Li et al. 1998). Bid peut 

être aussi clivée par Granzyme B (Barry et al. 2000; Heibein et al. 2000). Il s’agit d’une 

protéase des lymphocytes T cytotoxique qui genère une forme tronquée de Bid de 

13kDa (p13-tBid). 

Il semblerait que la forme tronquée p15tBid/caspase 8 a une affinité pour Bak et la 

forme p13tBid/Granzyme B une affinité pour Bax (Cartron et al. 2003). Bax et Bak ont 

une fonction  non redondante dans l’apoptose induite par Bid. 

c-Localisation subcellulaire et séquestration  

L’activité des protéines à domaine BH3 only peut être régulée par une relocalisation 

subcellulaire et une séquestration. 

Les protéines Bim et Bif sont séquestrées dans le cytosol au sein de complexe 

moléculaire. Dans ces complexes leur conformation est inactive. Pour exercer leur 

fonction elles doivent être libérées de ces complexes. 
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Bim-L et Bim-EL, dans une cellule normale, sont associées à la protéine LC8 qui est un 

des composants du complexe moteur de la dynéine (Puthalakath et al. 1999). 

Quant à la forme Bim-s, elle ne possède pas de domaine d’interaction avec LC8. 

Après induction des signaux de mort (privation de facteurs de croissance ou 

chimiothérapie par paclitaxel) les interactions entre LCP8 et les isoformes L et EL de Bim 

sont rompues et ces deux isoformes se retrouvent localisées dans le cytosol. 

 Dans les cellules tumorales Bim a une localisation essentiellement mitochondriale 

(Certo et al. 2006). La protéine Bim-L est, quant à elle, séquestrée après interaction 

avec la chaine légère de la dynéine (DLC2) au niveau du cytosquelette d’actine, 

constituant du complexe moteur de la myosine (Puthalakath et al. 2001). Les agents qui 

provoquent une dépolymérisation de l’actine vont induire sa relocalisation dans le 

cytosol. 

Nous avions vu que Bid était séquestrée par le complexe 14-3-3 et que son clivage par 

la caspase 8 permettait alors son activation et sa translocation à la membrane 

mitochondriale. Cette translocation à la mitochondrie est possible car Bid va subir un 

processus de N-myristylation (Zha et al. 2000). 

d-Facteurs de transcriptions 

•Le facteur de transcription c-Myc : 

Le pro-oncogène c-Myc joue un rôle déterminant  dans le contrôle de la 

prolifération, la différenciation et l’apoptose cellulaire. Ce gène est le gène le plus 

souvent dysrégulé au décours de la carcinogenèse. Il est surexprimé dans un certain 

nombre de pathologies néoplasiques comme, les lymphomes, les tumeurs 

mésenchymateuses et épithéliales ( Evan et Littlewood 1993; Henriksson et Lüscher 

1996). Les mécanismes impliqués dans la dysrégulation de c-Myc sont multiples 

(Vervoorts, Lüscher-Firzlaff et Lüscher 2006). 

Il a été décrit au niveau chromosomique des translocations et des amplifications, des 

modifications post traductionnelles (phosphorylation, ubiquination, acétylation) et son 

expression peut être modulée par l’activation des voies oncogéniques médiées par les 

cascades de transduction HER2/Ras/MAPK/ERK et PI3/Akt/mTor. 
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Ce facteur de transcription va orchestrer l’activation ou la répression  de la transcription 

de 10 à 15% de l’ensemble des gènes d’une cellule par différents mécanismes : 

recrutement des histones acétylase, protéines du remodelage de la chromatine, facteurs 

co-activateurs et co-répresseurs de la transcription et ADN méthiltransférase (Dang et 

al. 2006). 

Les gènes cibles sont impliqués dans le cycle cellulaire, la survie, la synthèse protéique, 

l’adhésion, l’angiogenèse, le métabolisme et l’expression des micro-ARN cellulaires. 

La protéine c-Myc possède dans sa région C-terminale deux domaines (Hoffman et 

Liebermann 1998; Nilsson et  Cleveland 2003), un domaine d’interaction protéique et un 

domaine de liaison avec l’ADN. Au niveau de la région N-terminale,  il est décrit quatre 

domaines MYC box (Myc box I, II, II, IV) impliqués dans la stabilité protéique et la 

fonction activatrice ou répressible de la transcription des gènes cibles (Oster et al. 2002; 

Oster et al. 2003). Il ne peut exercer sa fonction régulatrice de la transcription qu’après 

interaction avec Max. Il a été identifié par la suite d’autres partenaires comme Mxi et 

Mad. Les complexes Myc-Max auraient un rôle activateur dans la transcription, en 

association avec des co-activateurs (TRRAP, BAF53), et les complexes Mnt-Max et Mad-

Max  un rôle répresseur association avec des co-réprésseurs (mSin3A et mSin3B) 

(Nilsson et Cleveland 2003; Eisenman 2000; Baudino et Cleveland 2001; Lüscher 2001; 

Hurlin et Huang 2006; Rottmann et Lüscher 2006). 

Comme « Dr Jekyll et Mr Hyde » c-Myc va favoriser soit un arrêt du cycle cellulaire/mort 

cellulaire ou bien une progression dans le cycle cellulaire/survie cellulaire (Evan 2006b). 

L’implication de c-Myc dans l’apoptose s’exerce selon deux modes fonctionnels, un 

mode p53 dépendant et p53 indépendant. 

Le modèle p53 dépendant met en jeu les protéines ARF  et ATM en réponse à 

l’induction de signaux de stress. La protéine ARF va inhiber la fonction régulatrice 

négative de la protéine Mdm2 (Zindy et al. 1998). 
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L’expression de la protéine ARF est FoxO dépendante qui est elle même induite par c-

Myc (Bouchard et al. 2007). En réponse à des doubles cassures sur l’ADN c-Myc va 

induire la transcription de la protéine ATM qui va réguler positivement le niveau 

d’expression de p53. 

Il existe une coopération entre la voie ARF et la voie ATM pour activer l’apoptose. 

p53, comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, va aussi induire un arrêt du 

cycle cellulaire en G1 par l’expression de la protéine p21. Cette expression est induite 

par un rétrocontrôle négatif de l’expression de c-Myc (Guillouf et al. 1995). 

Il a été démontré que c-Myc était capable de réguler négativement p21 en se fixant sur 

le domaine Miz1 de son site promoteur (Vousden et Lu 2002). 

 De toute évidence, le niveau d’expression de p53 et de c-Myc devrait déterminer si 

l’expressoin de p21 est induite ou réprimée, et par conséquent si la cellule entre en 

apoptose ou arrête son cycle cellulaire.  

 

 

Figure 19- Implication de c-Myc dans l’apoptose selon un mode p53 dépendant et 
indépendant d’après Hoffman et Liebermann (2008). 

 

Les travaux de Hemann et al.( 2005) ont démontré que c-Myc peut induire l’expression 

de Bim de manière p53 indépendante. 
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Figure 20- implication de c-Myc dans la carcinogenèse selon Dang, O'donnell, et Juopperi 
(2005). 

D’autres travaux ont permis de définir que c-Myc pouvait amplifier la voie 

mitochondriale de l’apoptose. Il induit l’expression de Bax soit au niveau transcriptionnel 

soit post-traductionnel (Mitchell et al. 2000; Juin et al. 2002), possiblement via la 

coopération avec la caspase 2 ( Cao, Bennett et May 2008). 

Il réprime l’expression de Bcl-2 (Hoffman et Liebermann 1998; Nilsson et Cleveland 

2003), de Mcl-1 (Hoffman et Liebermann 1998; Nilsson et Cleveland 2003), de Bcl-xL 

(Eischen et al. 2001a). Il induit aussi l’expression de NOXA (Nikiforov et al. 2007b) et de 

Bid (Iaccarino et al. 2003). c-Myc peut aussi promouvoir l’apoptose médiée par les 

récepteurs de la mort cellulaire. 

Il va réprimer l’expression de FLIP (Ricci et al. 2004), de NFKB (Ricci et al. 2007) et 

induire  la transcription de FasL (Amanullah, Liebermann et Hoffman 2002; Kasibhatla et 

al. 2000; Brunner et Martin 2004). 

•Le facteur de transcription  E2F1 : 

La famille des facteurs de transcription E2F joue un rôle déterminant dans la 

progression du cycle cellulaire. E2F régule l’expression de nombreux gènes impliquée 

dans dans la réplication, la réparation de l’ADN, la différenciation cellulaire et 

l’autophagie (Polager et Doron Ginsberg 2009). E2F1 peut induire l’apoptose selon un 

mode p53 dépendant et indépendant. 
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Cette famille est constituée de 8 gènes (E2F1-8) qui codent pour 9 protéines. Selon leur 

capacité à interagir avec Rb, leur structure et leur activité transcriptionnelle, les 

membres de cette famille sont subdivisés en deux sous catégories. E2F1, E2F2, E2F3A 

interagissent avec la protéine Rb et ont une activité transcriptionnelle activatrice et sont 

dénommés les membres E2F activateurs. Quant aux membres E2F4-8, ils ont une 

activité répressive de la transcription (E2F répresseurs). Les activateurs sont impliqués 

dans la prolifération alors que les répresseurs dans la différenciation. 

Cependant E2F1 peut avoir une activité dichotomique, à savoir une action oncogénique 

et  anti-oncogénique, agissant alors comme un gène suppresseur de tumeur. Toute 

dysrégulation de E2F1 (mutation de Rb, amplification de CCND1, perte d’expression de 

INK4) va induire une activité d’hyperprolifération qui va être contrecarrée par une 

induction de l’apoptose. Des données laissent supposer qu’il existe des interactions 

entre la voie ARF-MDM2-p53 et la voie INK4A-Rb-E2F et en particulier entre les facteurs 

de transcription E2F1 et p53. Cette coopération va induire des signaux de mort. E2F1 va 

induire une stabilisation de p53, son activation et induire, comme nous l’avons décrit 

plus haut, des signaux de mort cellulaire.  

 

E2F1 peut aussi par son action activatrice induire l’expression de gènes pro-

apoptotiques comme les caspases, Apaf-1, SIVA (Fortin et al. 2004;  Moroni et al. 2001) 

ou bien les protéines à domaines BH3 comme NOXA, PUMA (Wu et al. 2001; Nakano et 

Vousden 2001). E2F1 et p53 vont réguler négativement l’expression de protéines à 

muti-domaines anti-apoptotiques comme Mcl-1 (Croxton et al. 2002; Leu et al. 2004).  

 

Figure 21- activité régulée par p53 (a) et E2F (b) d’après Polager et Ginsberg( 2009). 



70 

 

Figure 22- régulation des activités de  p53 par E2F d’après Polager et Ginsberg (2009). 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 23- coopération entre la voie ARF-MDM2-p53 et INK4-Rb-E2F d’après Polager et 

Ginsberg (2009). 

 

4-3-Modèle d’activation directe ou indirecte de l’apoptose: 

Dans la voie mitochondriale de mort cellulaire les protéines à domaine BH3 only  sont 

considérées comme les « sentinelles » (Lomonosova et Chinnadurai 2008). Elles 

agissent en amont des protéines à multidomaines pro et anti-apoptotiques.  
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Cependant le mode exacte d’action de ces protéines reste très débattu. Deux modèles 

s’opposent. Le modèle activation/interaction et le modèle de 

déplacement/neutralisation. 

 

 

 

4-3-1-Le modèle d’activation directe/interaction 

Le modèle d’activation/interaction est basé sur les données expérimentales obtenues en 

milieu acellulaire testant la capacité de Bax recombinante d’induire la libération du 

cytochrome c  de mitochondries isolées ou de liposomes artificiels, en présence de 

peptide BH3. Cette théorie a été développée par Letai et al. (2002a) 

Avant de réaliser la perméabilisation de la mitochondrie Bax et Bak doivent être activéss 

et les protéines à multidomaines anti-apoptotiques doivent être neutralisées  par les 

protéines à domaines BH3 only. 

Il est alors défini des protéines à domaine BH3 only activatrice, comme Bim, tBid et 

Puma par leur capacité d’interagir directement avec Bax et Bak  (Letai et al. 2002 ; 

Kuwana et al. 2005 ; Cartron et al. 2004). 

Les protéines dites sensibilisatrices comme les protéines Bad, Noxa, vont interagir avec 

les protéines à multidomaines anti-apoptotiques induisant une libération des protéines 

pro-apoptotiques (Willis et al. 2005; Willis et al. 2007).  
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Figure 24- Modèle activation/interaction défini selon  Chonghaile et Letai (2008a) 

4-3-2-Le modèle de déplacement/neutralisation 

Ce modèle a été proposé par les groupes d’Andreas et de David Huang. Ce modèle est 

basé sur les données expérimentales qui ont défini un gradient d’affinité entre les 

différentes protéines à domaine BH3 only pour les protéines à multidomaines anti-

apoptotique. 

Bid, Bim et Puma sont capable d’interagir avec toutes les protéines à multi-domaines 

anti-apoptotiques alors que Bad ne peut interagir qu’avec Bcl-2, Bcl-xL et Noxa, et Bcl-

W qu’avec Mcl-1 et A1/Bfl-1 (Chen et al. 2005; Deng et al. 2007). 

 

 

Tableau 2: affinité des protéines à domaine BH3 only avec les protéines à multidomaines 
anti-apoptotiques. Rouge haute affinité, orange faible affinité, vert aucune affinité 
d’après  Deng et al. (2007).  

Dans ce modèle les protéines à multidomaines anti-apoptotique inhibent l’activation de 

Bax/Bak. Des données récentes démontrent du moins pour Bak que cette inactivation 

serait liée à une interaction directe entre Bak et les protéines de survie (Willis et al. 

2005; Willis et al. 2007). 
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Dans les cellules saines, Bak constitue des complexes avec Mcl-1 ou Bcl-xL (Willis et al. 

2005). Sous l’effet de stimuli pro-apoptotique les protéines BH3 only  vont déplacer Bak 

de ces protéines de survie. Noxa et Bad vont activer Bak en le libérant de ses 

interactions avec Mcl-1 et Bcl-xL. Au sein du complexe Bak/Mcl-1, le domaine BH3 est 

masqué et donc Bak est dans une conformation inactive. Le déplacement de Bak par 

Noxa et Bad va induire un changement de conformation et son activation. 

Ce modèle semble être transposable à Bax. Il a été démontré dans des cellules vivantes 

que Bax pouvait interagir avec des protéines de survie (Oltvai, Milliman et Korsmeyer 

1993; Sedlak et al. 1995; Zha et al. 1996b; Wang et al. 1998). Cependant, la majorité 

des protéines de Bax sont cytosoliques et sous une forme monomérique et donc dans 

une conformation inactive. Pour être active Bax doit être transloquée au niveau de la 

membrane mitochondriale. 

Pour Chonghaile et Letai (2008a) les protéines à domaine BH3 only  seraient capables 

d’interagir avec Bax sous sa forme monomérique et inactive ; puis induire son activation 

par un mécanisme d’agrégation. 

Cette hypothèse n’est cependant étayée par aucune donnée expérimentale et la nature 

des signaux de mort qui induisent l’activation n’est pas connue.  

 

Figure 25 activation de Bak et Bax selon le modèle de déplacement d’après Adams et Cory 
(2007).- 
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En somme, ces deux modèles ont leurs partisans et leurs détracteurs. Mais pour 

certains points ils arrivent aux mêmes conclusions. Les protéines à domaine BH3 only  

Bid, Bim et Puma sont les protéines les plus efficaces à induire la mort cellulaire. Ce qui 

oppose ces deux modèles de manière plus fondamentale, c’est la fonction attribuée aux 

protéines de la famille de Bcl-2. 

Dans le modèle de déplacement, la mort cellulaire est constamment inhibée par les 

protéines multidomaines anti-apoptotiques, par conséquent l’option par défaut pour la 

cellule est la mort. Alors que dans le domaine de l’activation, c’est la vie qui est l’option 

par défaut de la cellule. Sa mort est induite par l’activation de certaines protéines à 

domaine BH3 only, induisant l’activation de Bax de manière indépendante des protéines 

de survie. Dans le cadre des cellules tumorales les protéines à domaine BH3 activatrices 

seraient séquestres par des protéines de survie. Ce type de cellule serait sensibilisé à la 

mort print to death  avant que la protéine BH3 de type dé-répresseur ne libère les 

protéines à domaine BH3 et ne leur permette d’activer Bax (Certo et al. 2006). 

De ces constations le groupe de Letai (Deng et al.2007) a pu définir trois niveaux ou 

bloc (A, B, C) de résistance à l’apoptose. 

 

Figure 26- modélisation de l’échappement tumoral à l’apoptose selon le modèle de 
Chonghaile et Letai (2008a). 

 Le bloc A : correspond à l’absence de BH3 activateur mais Bax et Bak sont exprimées. 

 Le bloc B : correspond à l’absence d’expression de Bax et Bak mais les protéines BH3 activatrices 

sont exprimées. 

 Le bloc C : correspond à une surexpression des protéines de survie alors que Bax et Bak ainsi que 

les protéines BH3 activatrice sont exprimées. 
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E-Le ciblage thérapeutique des protéines anti-apoptotiques.  

La manipulation pharmacologique à visée thérapeutique des protéines à multidomaines 

anti-apoptotiques ainsi que des IAPs est donc intéressante. Nous avons vu le rôle 

primordial des interactions entre les protéines à domaines BH3 avec les protéines à 

mutidomaines pro ou anti-apoptotiques. Cette interaction constitue donc une cible 

thérapeutique potentielle. La synthèse de protéines dites BH3 mimétiques aura pour 

finalité  de favoriser les interactions entre les protéines à domaines BH3 only et les 

protéines à multidomaines pro-apoptiques tout en neutralisant les protéines à 

multidomaines anti-apoptotiques (Lindsten et al. 2000). Cette approche a conduit à la 

recherche, par criblage ou par modélisation moléculaire, de la constitution de molécules 

dénommées BH3 mimétiques. 

 

 

Ces peptides se caractérisent par leurs capacités d’interagir avec le domaine BH3 des 

protéines à multidomaines anti-appototiques (dissociation du complexe BH3 only/Bcl-xL) 

et d’induire l’apoptose (Bettaieb et al. 2003; Shing-Leng Chan et Yu 2004). Ces 

molécules vont reproduire la structure tridimentionnelle du domaine BH3. 

Il est actuellement décrit deux grandes familles. Les peptides BH3-mimétiques et les 

molécules naturelles ou de synthèse. 

Les  peptides BH3 mimétiques sont constitués des séquences peptidiques du domaine 

BH3 des protéines à multidomaines pro-apoptotiquse tels que Bax, ou Bak. D’un point 

de vue expérimental, elles sont capables de dissocier Bcl-xL de ses partenaires. 

Afin d’améliorer la diffusion de ces agents à travers la membrane cytoplasmique, ils sont 

couplés soit à une molécule de type peptide, penetratratine-homodomain 

d’Antennapedia  (Ant), ou lipidique (BioPORTER@). 

Il existe actuellement deux molécules BH3 mimétiques, Atn-Bax et Atn-Bak, homologue 

respectivement de Bax et de Bak. Les modèles in vitro ont démontré que ces molécules 

étaient capable, en agent simple, de dissocier les complexes constitués par les 
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partenaires des protéines à multidomaines Bcl-2/Bcl-xL et d’induire un message de mort 

cellulaire pro-apoptotique. 

L’Atn-Bax en libérant Bax du complexe Bax/Bcl-xL va induire une libération de Bax, une 

modification de sa conformation et par conséquent son activation (Moreau et al. 2003). 

L’association avec la doxorubicine,  dans des modèles cellulaires de cancer de l’ovaire 

induit un message de mort cellulaire et prévient l’apparition de mécanismes de 

résistance (Minko, Dharap et Fabbricatore 2003). 

Pour améliorer soit l’index thérapeutique des peptides BH3 mimétiques ou leur diffusion, 

il a été développé des analogues. L’équipe de Letai (Letai et al. 2002b) a mis au point 

des peptides uniquement constitués de l’hélice- des domaines BH3 de Bid et Bim. 

Ces molécules vont s’oligomériser avec Bax et Bak et induire un message de mort 

cellulaire avec libération du cytochrome c par la mitochondrie. Les peptides 

correspondant aux domaines BH3 de Bad et Bik vont interagir avec Bcl-xL. 

 

Cette interaction va inhiber la séquestration de Bax et Bak par Bcl-xL. De ces résultats, il 

est décrit des molécules Bid-like  molécules capables d’activer Bax et Bak et des 

molécules dites Bad-like qui sensibilisent la cellule en interagissant avec les protéines à 

multidomaines anti-apoptotiques. 

L’équipe de Walensky a développé des peptides constitués d’une hélice hydrocarbonée 

stabilisée du domaine BH3 de Bid (SABH : Stabilized alpha-helix of Bcl-2 domain) et de 

groupes methyl et alkyl, afin d’augmenter la stabilité de ces agents thérapeutiques 

(Walensky 2006; Walensky et al. 2004). Ces molécules sont résistantes à l’action des 

protéases, diffusent facilement à travers la membrane cytoplasmique et ont une grande 

affinité pour la poche hyrophobe des protéines à multidomaine anti–apoptotiques Bcl-2. 

C’est pour ces raisons en autres, que des molécules dites de synthèse ont été 

développées. Leur fonctionnalité pharmacologique est d’inhiber la fonction des protéines 

à multidomaine anti-apoptotiques par encombrement de leur poche hydrophobe. 

Parmi les 9 composés décrits un certains nombre d’entres eux sont en développement 

pré-clinique les dérivés BH3 inhibiteurs (Degterev et al. 2001 ; Xing et al. 2007 ;J Wang 

et al. 2000), antimycine (Enyedy et al. 2001; Piskernik et al. 2008; Tzung et al. 2001), 
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TW37 (Mohammad et al. 2007; Zeitlin et al. 2006; Karl et al. 2007), chélérythrine (Chan 

et al. 2003; Zhang et al. 2006), tétrocarcine A et d’autres en phase précoce clinique 

comme le gossypol et son dérivé apogossypolone ( Oliver et al. 2005; Arnold et al. 

2008; Etxebarria et al. 2008; Zhan et al. 2009; Banerjee et al. 2010), l’obatoclax (Trudel 

et al. 2007; Pérez-Galán et al. 2007; Jiang et al. 2009; Paik et al. 2010), l’HA 14-4 

(Oliver et al. 2007; Pei, Yun Dai et Grant 2004; Doshi, Tian  et Xing 2006; Lickliter et al. 

2003) et l’ ABT-737 et son dérivé oral ABT-263. Ce sont des molécules de faible poids 

moléculaire (<750 Da) organiques, naturelles ou de synthèse. Dans la suite de notre 

exposé nous n’évoquerons que l’ABT-737. 

 

 

 

 

 

 

Composé  Affinité cibles 

Dérivés BH3 Is µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

Bcl-w 

Antimycine A µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

Chélérythrine µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

Tétrocarcine A µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

TW-37 sub-µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

Bcl-w, A1, 
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Mcl-1 

HA14-1 µM Bcl-2; Bcl-

xL, Bcl-w? 

Gossypol 

Apogossypolone 

sub-µM Bcl-2; Bcl-

xL, Mcl-1 

Obatoclax sub-µM Bcl-2; Bcl-

xL, 

Bcl-w, Mcl-1 

ABT-743 et son 

derive orale ABT-263 

nM Bcl-2 ; Bcl-

xL, 

Bcl-w, Bcl-B 

Tableau 3: molécules naturelles ou de synthèse BH3 en développement pré-clinique et 
clinique. 

 

 

 

L’ABT-737 interagit avec une forte affinité (nM) avec les protéines à multidomaines anti-

apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w (Oltersdorf et al. 2005). L’induction du message de 

mort cellulaire s’accompagne par une activation des caspases 3 et 9 après diminution du 

potentiel mitochondrial (Chauhan et al. 2007; Konopleva et al. 2006). 

Il semblerait que la capacité de cet agent à induire un signal de mort soit spécifique du 

type cellulaire, mais surtout du profil d’expression des protéines à multidomaines pro et 

anti-apoptotiques. L’effet tumoral de l’ABT-737 est dépendant de la présence de Bcl-2 et 

de Bax (Chen et al. 2007). 

Des études ont démontré qu’une forte  expression de Mcl-1 réduit la réponse en agent 

simple à l’ABT-737 (Chauhan et al. 2007; Konopleva et al. 2006; Wesarg et al. 

2007;Tahir et al. 2007). Mcl-1 serait alors considéré comme un marqueur de résistance 

à cet agent (Kang et al. 2008). 
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Il a été démontré que l’ABT-737 était capable aussi d’induire de l’autophagie en 

interagissant avec Beclin-1 (Maiuri et al. 2007) et par inhibition de l’interaction Beclin-

1/Bcl-xL/Bcl-2 (complexe  inhibant l’autophagie). 

L’ABT-737 potentialise l’action pro-apoptotique des agents cytotoxiques (paclitaxel, 

agents alkylant, fludarabine) comme le démontre certaines données pré-cliniques 

(Campàs et al. 2006; Chauhan et al. 2007) y compris sur des lignées cellualires dites 

résistantes (Kutuk et Letai 2008; Bray et al. 2009). Il sensibilise aussi l’action d’agents 

agissant sur la voie des récepteurs de mort. 

L’association de TRAIL ou de Fas ligand à l’ABT-737 induit une modification de 

conformation de Bax par dissociation du complexe Bim/Bcl-xL (Huang et Sinicrope 

2008). La libération de Smac de la mitochondrie va favoriser la mort cellulaire en levant 

l’inhibition des caspases par les IAPs. 

En somme, l’ensemble de ces agents est capable d’induire la mort cellulaire par 

apoptose en agent simple. Leur action est dépendante du contexte cellulaire et du profil 

d’expression des protéines à multidomaines pro et anti-apoptotiques. 

Les cellules tumorales sont alors dans un état primed to death résultant de l’inhibition 

des protéines à mutidomaines pro-apoptotique par les protéines à multidomaines anti-

apoptotiques (Chonghaile et Letai 2008b). 

En présence des agents BH3 mimétiques ces protéines à mutidomaines pro-

apoptotiques vont être activées soit directement (Zimmermann et al. 2005), par 

interaction directe entre ces agents et Bax/Bak, (BH3 activateur) ou indirectement en 

interagissant avec les protéines à multidomaines anti-apoptotiques (BH3 sensibilisateur). 

Réguler négativement les inhibiteurs des caspases est une deuxième option 

thérapeutique. Nous avons vu plus haut qu’il existait des inhibiteurs endogènes des 

IAPs, comme les protéines mitochondriales Smac. La stratégie thérapeutique est basée  

sur le développement de Smac mimétique, de XIAP-BIR2 inhibiteurs, des sondes anti-

messagers oligonucléotidiques anti-XIAP et anti-survivine. Les effets de ces agents  

induisent une auto-ubiquitinisation des IAP et une activation de la voie NF-kB. 

L’activation de la voie NF-kB va induire une production du TNF (Wu, Tschopp et Lin 

2007). Certaines de ces molécules sont en cours de développement clinique (Fulda 

2009b). 
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IV- Application au cancer du sein 

A- Introduction 

La classification moléculaire de  Perou et al. (2000) actualisée par Lim et al. (2009), des 

tumeurs mammaires a permis de rationaliser, de systématiser et de rendre efficace 

l’usage des thérapies ciblées contre certains sous-types moléculaires. Cette classification 

a permis de  définir 5 sous classes moléculaires. 

Les tumeurs dites claudin-low, basal like normal like, luminal A, luminal B et HER2. Les 

tumeurs luminal A et B regroupent schématiquement  les tumeurs du sein présentant un 

phénotype ER (voie oncogénique dominante). 

Les travaux récents, rapportés par Gatza et al. (2010), définissent une classification 

transcriptomique basée sur la dysrégulation des voies oncogèniques. 

Par cette approche, il identifie 17 sous-groupes de cancer du sein. La distinction entre 

les sous-groupes reflète le statut des voies de signalisation. 

Seules les thérapies ciblées dirigées contre les sous-types moléculaires luminaux (les 

antiestrogènes : SERM, SERD, antiaromatases) et HER2 (trastuzumab, lapatinib) ont 

démontré leur efficacité. 

Des données expérimentales et cliniques démontrent que pour les tumeurs du sein 

HER2 et luminal, amplification de HER2 et expression de ER, représentent des voies 

oncogénique addictive de ces tumeurs et par conséquent leur «talon d’Achille ».  

Quels sont les signaux de survie qui sont mis en jeu dans les tumeurs du sein HER2 et 

luminal  après « un choc oncogénique » ? 
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B-La voie oncogénique addictive HER2 : 

1-Signaux induits par l’activation de la voie oncogénique HER2 

1-1-Généralités : 

Le gène HER2 est l’homologue humain du gène neu découvert chez le rat dans des 

modèles de carcinogenèse gliale (Shih et al. 1981). 

 Il a été démontré que ce gène possédait des homologies (Schechter  et al. 1984; 

Schechter et al. 1985) avec l’oncogène viral v-erbB (avian erythroblastosis virus) et 

l’oncogène EGF-R (epidermal growth factor receptor). 

Des données expérimentales obtenues à partir de lignées humaines de cancer du sein, 

ont permis de déterminer que HER2 était amplifié (King, Kraus  et Aaronson 1985) et 

que ce gène codait pour une protéine transmembranaire de 185kDa. 

Cette protéine, comme HER1, possède une activité tyrosine kinase (Akiyama et al. 

1986). Par la suite deux autres membres de cette famille ont été décrits et caractérisés, 

HER3 et HER4 (Kraus et al. 1989; Plowman et al. 1993; Manning et al. 2002). 

 

 

Les quatre membres de cette famille possèdent des caractéristiques communes 

(Mendelsohn et Baselga 2000), à savoir un domaine extra-membranaire, site de fixation 

du ligand  (N-terminale), un domaine intra-cellulaire (site d’ancrage dans la membrane 

cytoplasmique), et un domaine intra-cellulaire riche en résidu tyrosine, possédant une 

activité Tyrosine Kinase (TK, C-terminale). 

Le site extra-membranaire est constitué de quatre sous domaines. Les domaines I et III 

correspondant aux sites de fixation du ligand, le domaine II au domaine de dimérisation 

et le domaine IV au site d’activation.  

Le mode de fonctionnement de ces récepteurs est complexe. Il peut être résumé de 

manière schématique de la manière suivante. A son état basal le récepteur est sous sa 

forme monomérique et sous une conformation inactive. 
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La fixation du ligand, sur les sites extra-membranaires, induit une modification de 

conformation du récepteur et son activation. Il va pouvoir se dimériser (homodimère ou 

hétérodimère) et induire une transphosphorylation des résidus tyrosines du domaine C-

terminale Burgess et al. (2003). 

 

Figure 27-représentation des quatre membres de la famille HER selon leur conformation 
non active et active, d’après Baselga et Swain (2009). 

 

Cette trans-activation va permettre à son tour l’activation de protéines adaptatrices 

nécessaire à la poursuite de la cascade de la transduction du signal (Prenzel et al. 

2001). 

Les signaux transduits sont des signaux de prolifération, de survie et d’invasion 

cellulaire via les voies  Ras/Raf/MAKK-MEK/ERK, phospho-inositol/PI3-Kinase/Akt/mTor, 

phospholipase C et la voie STAT (PAK-JNKK-JNK). 
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Figure 28- Représentation des voies de signalisation induites par l’activation de la voie 
oncogénique addictive HER2 d’après  Baselga et Swain (2009). 

 

La fonctionnalité de ces récepteurs dépendra de la constitution d’homodimères ou 

d’hétérodimères. Cette dimérisation est liée à l’environnement péri-tumoral et aux 

ligands (Slichenmyer et Fry 2001). 

La protéine HER2 est spontanément sous une conformation active (Cho et al. 2003 ; 

Garrett et al. 2003), ce qui n’est pas le cas des autres membres de cette famille. Dans le 

cas de HER1, 3 et 4 le domaine II est masqué, associé au domaine IV, donc en position 

off,  puis, après fixation du ligand (domaine I et III) le domaine II va être démasqué, 

donc actif en position on. HER2 est spontanément en position on. Il a perdu sa capacité 

à fixer les ligands et sa fonctionnalité dépendra de son partenaire de dimérisation 

(Sliwkowski 2003). HER3 ne possède pas d’activité catalytique TK, par perte de son 

domaine de fixation de l’ATP. La fonctionnalité de HER3 dépendra totalement de 

l’activité de son partenaire (Kim et al. 1998; Berger, Mendrola  et Lemmon 2004). 

HER3 est donc un partenaire obligé avec les autres membres de la famille HER et 

notamment HER2. 
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Il est à noter que HER3 possède  la capacité d’activer directement la PI3 kinase  via son 

site de fixation pour la sous unité p85. HER2 ne posséde pas d’un tel site de fixation 

mais peut activer la voie PI3K indirectement après interaction avec des protéines 

adaptatrices comme GRB2 et GAB1. 

1-2-HER2 impliqué dans la carcinogenèse mammaire 

1-2-1- Les données expérimentales 

L’implication de l’oncogène HER2 dans la carcinogenèse mammaire a été confirmée par 

de nombreux travaux, soit à partir de modèle de souris HER2 constitutivement activé ou 

son équivalent chez les rongeurs neu (Muller et al. 1988 ; Bouchard et al. 1989; Guy et 

al. 1992; Andrechek et al. 2000 ; Weinstein , Kitsberg  et Leder 2000; Moody et al. 

2002) ainsi qu’ à partir de modèles de lignées cellulaires humaines ou de xénogreffe (Di 

Fiore et al. 1987; Hudziak , Schlessinger et Ullrich 1987 ; Chazin et al. 1992). 

Il s’avère que la mise sous silence de HER2 dans des modèles humains surexprimant 

HER2 par sonde anti-messager ou par ARN interférant induit l’entrée en apoptose des 

cellules et la régression des tumeurs. Les mêmes constatations ont été faites en 

bloquant l’activité TK intracellulaire avec un anticorps monoclonal (Beerli, Wels  et 

Hynes 1994). 

L’amplification de HER2 n’est pas uniquement impliquée dans les étapes d’initiation ou 

de promotion de la carcinogenèse mammaire mais aussi dans la progression (Moody et 

al. 2002). Dans ce modèle de souris transgéniques, l’expression continue (au niveau des 

cellules épithéliales mammaires) inductible de neu par les tétracyclines (MMTV-

rtTA/TetO-NeuNT) induit un cancer mammaire qui évolue secondairement au niveau 

pulmonaire. 

La répression de l’expression de neu conduit à une régression de la tumeur primitive et 

des localisations secondaires pulmonaires (Weigelt et al. 2005). 

 

 

1-2-2-Les données cliniques  

La fréquence en pathologie humaine de l’amplification et/ou de la surexpression de 

HER2 a été reportée dans entre 18 et 25% des cancers du sein (Ross et al. 2003). Cette 
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grande variabilité est liée aux différentes techniques diagnostiques (IHC, Western Blot, 

FISH). 

Une surexpression de HER2 a été aussi décrite dans les cancers de l’ovaire, de l’estomac 

et des glandes salivaires (Mimura et al. 2005; Morrison et al. 2006; Yano et al. 2006; 

Hirsch et al. 2002; Khan et al. 2002; Latif et al. 2003). Il a été constaté que 

l’amplification de HER2 était conservée tout au long des étapes de la carcinogenèse 

(Perou et al. 2000; Weigelt et al. 2005). Il est présent dans environ 50% des 

carcinomes in situ. Son statut est maintenu tout au long de la progression, 

envahissement ganglionnaire et localisation secondaire. Cette amplification est associée 

à un mauvais prognostic en clinique par rapport aux cancers du sein ER. Il a été aussi 

décrit des mutations ponctuelles au niveau du domaine TK, mais chez des patients 

présentant un cancer bronchopulmonaire et dans de rares cas chez des patients 

présentant un cancer colorectal, gastrique ou du sein (Stephens et al. 2004; Shigematsu 

et al. 2005; Lee et al. 2006). 

De même il a été décrit un polymorphisme de la région transmembranaire de HER2 

(Fleishman, Schlessinger et Ben-Tal 2002). L’implication de ces mutations et de ce 

polymorphisme reste débattue. 

Par conséquent, seule l’amplification de HER2 est impliquée dans la carcinogenèse 

mammaire. Une fois cette voie oncogénique activée quelles en sont les conséquences 

pour la tumeur? 

1-3-Signaux induits par l’activation de la voie oncogénique HER2 

L’amplification de HER2 va conférer à la tumeur des avantages en terme de signaux de 

prolifération, d’invasion et de survie cellulaire. 

1-3-1- Les signaux de prolifération 

L’amplification des signaux de prolifération est médiée par la stabilisation et 

l’augmentation du nombre de dimères (HER2/HER2 ; HER2/HER3 ; HER1/HER1) 

présents. 

Ils vont conférer une inhibition de la dégradation par le protéosome (inhibition de Cbl-E 

ligase) et permettre leur recyclage au niveau la membrane cytoplasmique. Anido et al. 
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(2006) démontre que le fragment C-terminale de HER2 peut être présent dans le 

cytosol. 

 

Cette forme du récepteur est obtenue lors de l’initiation de la translation de la protéine  

et se comporterait comme un facteur de transcription. L’inhibition de l’activité tyrosine 

kinase de ce fragment induit un arrêt de la prolifération. 

La résultante de ces mécanismes est une augmentation de la durée d’exposition de 

l’intensité du signal. 

On constate aussi une dérégulation du cycle cellulaire par une augmentation de l’activité 

cycline D1/cdK4 et par inhibition de la protéine p27 (Timms et al. 2002; Loden et al. 

2003; Ahnstrom et al. 2005; Yang et al. 2004). Cette inhibition peut être liée soit  à  sa 

translocation du noyau au cytoplasme, voie Akt dépendante (Liang et al. 2002 ; Shin et 

al. 2002; Viglietto G et al. 2002), soit à sa dégradation, voie MAPK dépendant (Yang et 

al. 2000; Donovan, Milic et Slingerland 2001; Lenferink et al. 2001). 

1-3-2-Les signaux d’invasion 

Nous avons vu plus haut que HER2 est impliqué dans les étapes de progression. Les 

signaux d’invasion sont liés essentiellement à l’activation de l’oncogène src. Il interagit 

directement avec HER2 via son domaine SH2. Src joue un rôle central dans les 

processus d’invasion en interagissant avec FAK, les intégrines et les protéines régulant 

le cytosquelette (Ottenhoff-Kalff et al. 1992). 

Src exerce aussi un rétrocontrôle positif sur HER2 en amplifiant le signal par 

augmentation du nombre de dimères HER2-HER3 (Ishizawar, Miyake, et Parsons 2006). 

Les autres signaux d’invasion sont médiés par l’activation de la voie PI3K (Ignatoski et 

al. 2000), la PKC- (Ignatoski et al. 2000; Benlimame et al. 2005), l’induction de 

l’expression du TGF (Seton-Rogers et al. 2004), de l’intégrine 4 (Gambaletta et al. 

2000) et de la répression de l’expression de l’intégrine 4 (Woods Ignatoski et al. 

2003). L’invasion implique aussi une modification des propriétés d’adhésion et de la 

polarité cellulaire. HER2 va interagir avec un complexe protéique (par polarity complex) 

comprenant PAR6 et -PKC (Aranda  et al. 2006). 

Les dimères HER1-HER2 vont promouvoir les phénotypes d’invasion en activant les 

voies PI3K, Ras et PLC (phospholipase C) (Zhan, Xiang et Muthuswamy 2006). 
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1-3-3- Les signaux de survie 

La voie HER2 induit l’activité de la kinase PI3K/Akt qui exerce ces effets anti-

apoptotiques en inhibant l’expression des protéines pro-apoptotiques Bim et Bad et en 

induisant une addiction non-oncogénique de survie cellulaire en régulant positivement 

Mcl-1(Henson, Hu et Gibson 2006). La survivine est impliquée car son inhibition par le 

trastuzumab induit une perte de son expression et une entrée des cellules en apoptose. 

 

 

Figure 29- représentation schématique des conséquences induites par l’amplification de 
HER2 d’après Moasser (2007). 

2- Signaux induits par l’inactivation de la voie oncogénique HER2 

2-1- Mécanismes d’action du trastuzumab 

Le trastuzumab est un anticorps monoclonal recombinant de type IgG1 humanisé dirigé 

contre le domaine extra-cellulaire de HER2.  

 

Les modèles pré-cliniques démontrent que le trastuzumab possède des propriétés 

cytostatiques et qu’il interagit de façon additive ou synergique avec certains agents 
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cytotoxiques, notamment les sels de platines et les taxanes (Merlin, Barberi-Heyob, et 

Bachmann 2002; Pegram et al. 2004). 

Les données expérimentales semblent démontrer que le trastuzumab inhiberait les 

signaux de prolifération, de survie cellulaire ainsi que d’invasion. Le trastuzumab 

n’inhibe pas la constitution d’hétérodimère (Cuello et al. 2001), mais l’homodimérisation 

de HER2 (Diermeier et al. 2005), favorisant ainsi l’internalisation du complexe anticorps-

récepteur, puis  sa dégradation par le protéosome par la voie Cbl-E3 ligase (Valabrega 

et al. 2005). 

Il induit l’inhibition du clivage du domaine extra-membranaire (Molina et al. 2001) et un 

arrêt du cycle cellulaire par l’induction de la protéine p27 KIP1 (Lane et al. 2000; Marches 

et Uhr 2004; Xiao-Feng Le, Pruefer et Bast 2005). 

 L’inhibition des signaux de survie cellulaire est liée à la perte d’expression de la 

survivine (Asanuma et al. 2005a) et de Mcl-1 (Henson, Hu et Gibson 2006). 

L’inhibition de Src va permettre de diminuer les signaux d’invasion cellulaire. Le 

trastuzumab permet le recrutement des cellules NK, favorisant une réponse 

immunologique via la fonction ADCC (Carter et al. 1992 ; Clynes et al. 2000). 

2-2-Les mécanismes de résistance au trastuzumab. 

Il est actuellement décrit différents  mécanismes de résistance. Ils peuvent être induits 

par  l’interaction entre l’environnement péri-tumoral et le complexe trastuzumab-

récepteur, par la constitution d’hétérodimères entre différents membres de la famille 

HER2 ou bien avec d’autres récepteurs (IGF-R, c-MET), ou bien par un défaut de 

transduction du signal. 

2-2-1-Défaut d’internalisation du complexe trastuzumab-récepteur 

Nous avons vu que l’amplification de HER2 induisait un défaut d’internalisation du 

récepteur. Le trastuzumab en se fixant sur HER2 va induire un complexe (complexe 

trastuzumab-récepteur) qui sera internalisé puis dégradé au niveau du protéasome.  

 

Nagy et al. (2005) démontre que sur la lignée cellulaire JIMT-1, l’épitope qui permet au 

trastuzumab de reconnaître le domaine extra-membranaire de HER2 est masqué par 
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MUC4. L’inhibition de l’expression de ce protéoglycane (siARM) permet de rétablir la 

sensibilité au trastuzumab. 

Il semble aussi que la co-expression de CD44 (lignée JIMT1) diminue l’action du 

trastuzumab par un défaut d’internalisation du récepteur et du trastuzumab. 

L’inhibition de  l’expression du CD44 (siARN) lève la résistance au trastuzumab (Pályi-

Krekk et al. 2007). 

Sous l’action de métalloprotéases, le domaine extra-membranaire peut être clivé. Il en 

résulte une forme  tronquée du récepteur (p95/HER2) qui est active de manière 

constitutive (Di Fiore et al. 1987; Segatto et al. 1988). 

Il a été démontré que le trastuzumab ne peut se fixer à cette protéine tronquée, mais 

semble être inhibé par le lapatinib (Xia et al. 2004). 

Anido et al. (2006) démontre que le fragment C-terminal de HER2 peut être présent 

dans le cytosol. Cette forme du récepteur est obtenue lors de l’initiation de la translation 

de la protéine et se comporterait comme un facteur de transcription. L’inhibition de 

l’activité tyrosine kinase de ce fragment induit un arrêt de la prolifération. 

2-2-2-Constitution d’hétérodimères entre les membres de la famille HER 

Nous savons que HER2 est le seul membre de cette famille à être spontanément en 

position on. Il est donc le partenaire privilégier d’hétérodimérisation de HER1 et HER3. 

La constitution de ces hétérodimères dépend des ligands présents dans le stroma. Agus 

et al. (2002) démontre sur les cellules SKBR3 exposées à l’hereguline (HN) ne sont pas 

sensibles au trastuzumab, mais au pertuzumab (anticorps qui est capable d’inhiber la 

constitution de des hétérodimères). Il démontre que l’adjonction de HN a induit la 

constitution d’hétèrodimère HER2/HER3 par rapport aux cellules parentales expliquant 

leur sensibilité au pertuzumab. 

Valabrega et al. (2005) démontre qu’une expression autocrine du TGF sur des cellules 

de la lignée SKBR3 (transfecté par le gène codant pour le TGF, SKBR3/pANDcTGF)  

induit l’expression d’hétèrodimères HER1/HER2, par rapport aux lignées parentales.  

La constitution des ces hétérodimères va induire une inhibition de la dégradation 

complexe trastuzumab-récepteur par le protéosome (inhibition de Cbl-E ligase) et 

permettre son recyclage au niveau la membrane cytoplasmique. 
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Ritter et al. (2007) démontre des résultats similaires à partir d’une lignée BT474 

résistante (BT474/R). 

Elles surexpriment plus d’ hétérodimères HER1/HER2 et de facteurs de croissance par 

rapport aux cellules parentales sensibles au trastuzumab. Les inhibiteurs tyrosine kinase 

HER1 sont capables d’inhiber la croissance tumorale des lignées BT474/R. 

2-2-3-Interaction entre HER2 et autres récepteurs : IGF-R et c-Met. 

Les premiers travaux démontrant une interconnexion entre HER2 et IGF-R ont été 

rapportés par (Lu et al. 2001) à partir des cellules SKBR3 transfectées par le gène 

codant pour le récepteur à IGF-R (SKBR3/cADN IGF-R).  

Ces cellules en présence de l’IGF-1 prolifèrent même en présence du trastuzumab. 

L’adjonction dans le milieu de culture l’IGF-binding proteine 3 rétablit la sensibilité au 

trastuzumab. Les travaux de Nahta et al. (2005) confirment ces premiers résultats. Il a 

réalisé ses travaux à partir d’une lignée SKBR 3 résistante au trastuzumab (SKBR3-R). 

Il démontre que l’expression de l’IGF-R n’est pas présente sur les cellules SKBR3 

parentales, mais uniquement sur la lignée SKBR3-R. 

L’association d’un  inhibiteur de l’IFG-R au trastuzumab a une action modeste sur la 

lignée parentale mais permet sur la lignée SKBR3-R de rétablir la sensibilité au 

trastuzumab. 

Shattuck et al. (2008) démontre que les lignées SKBR3 et BT474 co-expriment HER2 et 

c-Met. 

Le trastuzumab induit sur ces deux lignées une diminution de la prolifération qui est 

augmentée par l’inhibition de c-MET (siARN ou inhibiteur cMET). 

2-2-4-Les seconds messagers 

Ce mode de résistance au trastuzumab implique la phosphatase PTEN et les protéines 

du choc thermique, HSP 27 (Se Hun Kang et al. 2008; Zsebik et al. 2006). 

Nagata et al. (2004) démontre que le trastuzumab induit l’activation de PTEN en 

inhibant la fonction de Src. Si l’expression de PTEN est absente, le trastuzumab est  

inefficace. La résistance est levée en inhibant l’activité de la PI3 kinase. 
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La grande majorité de ces mécanismes vont aboutir à la dysrégulation activatrice, de la 

voie mTor. 

3- La voie mTor : 

3-1-Structure et fonction 

mTOR, pour mammaliam target of rapamycine, a été identifiée initialement chez la 

levure Saccharomyces cerevisiae comme une cible thérapeutique à un antibiotique de la 

famille des macrolides, la rapamycine (Heitman, Movva et Hall 1991). mTOR est une 

sérine thréonine kinase qui appartient à la famille des Phosphoinositide Kinase related 

Kinase (PIKK). 

Cette famille comprend entre autres, les kinases ATM, ATR, DNA-PK impliquées dans le 

contrôle du cycle cellulaire (Bosotti, Isacchi et Sonnhammer 2000). Elle joue un rôle 

central dans la régulation des processus cellulaires critiques comme la croissance, la 

prolifération, l’organisation du cytosquelette, la transcription, la synthèse des protéines, 

la biogenèse des ribosomes et l’autophagie (Guertin et Sabatini 2007). Cette protéine 

est constituée de 2549 acides aminés et elle est constituée de différents domaines. Elle 

posséde en position N-terminale, un domaine de 20 tandem HEAT (Hungtingnton, EF3) 

qui est impliqué dans les interactions protéines-protéines (Andrade et Bork 1995). Le 

domaine catalytique, kinase, est localisé en position C-terminale. 

Il possède une séquence similaire au domaine catalytique de la phosphotidylinositol 3-

Kinase (PI3K) (Bosotti, Isacchi et Sonnhammer 2000). En amont du domaine catalytique 

il est décrit un domaine FRB, mais aussi des domaines FAT (FRAP, ATM, TRAP) 

communs aux kinases de la famille PIKK. Il est décrit un domaine FATC, en C-terminale, 

qui est indispensable à l’activité de mTOR (Peterson et al. 2000; Takahashi et al. 2000). 

Une délation de cette région induit une perte de son activité. 

Il est proposé que les domaines FAT et FACT interagissent pour induire un changement 

de configuration et permettre l’exposition du domaine catalytique.  

Il est décrit un domaine de régulation dit domaine NRD situé entre le domaine 

catalytique et FATC (Sekulić et al. 2000).   
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Figure 30- structure de mTOR d’après Hay et Sonenberg (2004). 
 

La rapamycine se lie à la protéine FKBP12 constituant un complexe qui va inhiber 

l’activité catalytique de mTOR (Choi et al. 1996 ; Chen et al. 1995). Cependant toutes 

les fonctions induites par mTOR ne seront pas inhibées par la rapamycine. Les données 

expérimentales ont défini que les fonctions médiées par mTOR étaient liées à la 

constitution de deux complexes protéines-protéines distincts. Un complexe dit sensible à 

la rapamycine ou mTORC1 et un complexe mTORC2 dit non sensible à la rapamycine. 

3-1-1- Le complexe mTORC1 ou le complexe RAPTOR-mTOR 

Le complexe mTORC1 est constitué de la protéine mTOR, de la protéine RAPTOR 

(regulatory associated proteine of mTOR), de la protéine mLST8 (la sous unité  

GTPAse), de la protéine PRAS 40 (prolin-rich AKT substrat 40kDa) et la protéine 

DEPTOR (disheveled, Egl-10, pleckstrin DEP domain containing mTOR interacting 

protein) (Vander Haar et al. 2007; Hara et al. 2002; Do-Hyung Kim et al. 2002; Loewith 

et al. 2002; Sancak et al. 2007;  Peterson et al. 2009). RAPTOR a une fonction 

activatrice et de recrutement des substrats de mTOR ( Hara et al. 2002 ; Do-Hyung Kim 

et al. 2002; Schalm et al. 2003). PRAS à l’opposé a une fonction régulatrice négative de 

la fonction de mTOR (Vander Haar et al. 2007; Sancak et al. 2007). Le rôle de mLST88 

demeure controversé. 

DEPTOR interagit avec mTOR et sa surexpression dans des lignées de myélôme permet 

l’activation de la voie PI3K/AKT et induit la survie cellulaire (Peterson et al. 2009). 

mTORC1 va induire la phosphorylation de différents substrats qui pour la plupart sont 

impliqués dans le processus de traduction des ARNm et tout particulièrement dans le 

recrutement des ribosomes (Martin, Soulard et Hall 2004). 

La croissance et la prolifération cellulaire mTORC1 dépendante, sont liées à une 

augmentation de la phase d’initiation de la traduction câp-dépendante (Gingras, Raught 

et Sonenberg 1999). 
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Cette phase d’initiation est sous la dépendance de facteurs d’initiation d’élongation, 

notamment eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4 E), mais aussi de la protéine 

S6 kinase. Le facteur eIF4E va de fixer sur la région 5’ câp-end de ARNm en constituant 

un complexe avec les protéines eIF4GI et eIF4GII et ARN hélicase eIF4A (Gingras, 

Raught et Sonenberg 1999;  Raught et al. 2000). Puis un certain nombre de facteurs 

notamment eIF4F, eIF4B vont permettre le recrutement de la sous unité 40s du 

ribosome au niveau du complexe initiale. Le complexe eIF4E et eIF4G est régulé 

négativement par une famille de protéines des répresseurs dites 4E-BP (eIF4E binding 

proteins). Cette famille comprend trois membres, 4E-BP1, 4E-BP2 et 4E -BP3 (Lin et al. 

1994; Pause et al. 1994; Poulin et al. 1998; Bernal et Kimbrell 2000; Miron et al. 2001). 

Elles entrent en compétition avec le facteur eIF4G pour la liaison avec eIF4E (Haghighat 

et al. 1995; Mader et al. 1995;Marcotrigiano et al. 1999).  

Lors de l’activation de mTORC1, la phosphorylation de la protéine 4E-BP va induire la 

libération de eIF4E et permettre sa liaison avec eIF4G pour initier la traduction. mTor 

peut aussi induire directement une phosphorylation de cette dernière (Brunn et al. 

1997; Burnett et al. 1998;  Gingras, Raught et Sonenberg 2001). 

La protéine S6 kinase (S6K1 et S6K2) régule aussi la traduction des ARNm (Shima et al. 

1998). Il est généralement admis que S6K1 augmente la translation des ARNms en 5’ 

TOP (terminal oligopyrimidin tract) (Radimerski et al. 2002; Montagne et al. 1999 ; 

Jefferies et al. 1997). 

Ces ARNms codent pour des protéines impliquées exclusivement dans la machinerie 

traductionelle comme les protéines ribosomiales, facteurs d’élongation et la proteine 

poly (A) binding protein (PABP). 

Les substrats phosphorylés par la protéine S6K, sont la protéine ribosomiale S6 mais 

aussi le facteur d’élongation eIF4B (Raught et al. 2004). 

Il semble mTORC1 induit la traduction de protéines indirectement, par l’activation de 

TIF-1A (Mayer et al. 2004 ; Hannan et al. 2003). 

TIF-1A va induire la biogenèse et la transcription ribosomiale. mTOR, en favorisant la 

phosphorylation de la phosphatase de type 2 ou de la phosphatase TAP42, va induire 

une inhibition de 4 E-BP et une activation de S6Kinase (Jacinto et Hall 2003). 
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Nous l’avons vu plus haut, les fonctions de mTORC1 sont diverses. mTORC1 peut 

inhiber un processus de mort cellulaire qu’est l’autophagie. 

mTORC1 va induire une répression de l’autophagie en induisant la phosphorylation de 

protéines impliquées dans ce processus comme la protéine UNC-51-like-kinase ou ULK1 

(Ganley et al. 2009), et autophagy–related gene13 ou ATG13 (Nao Hosokawa et al. 

2009;Chang Hwa Jung et al. 2009). 

Elle favorise aussi l’inhibition de la mort cellulaire par apoptose en favorisant la 

transcription de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 (Mills et al. 2008). Un ensemble de 

données laisse suggérer que mTORC1 serait aussi impliqué dans la régulation de la 

synthèse des lipides, le métabolisme mitochondriale et la biogenèse. Les substrats cibles 

de mTORC1 dépendant dans la synthèse lipidiques seraient des facteurs de transcription 

« lipogénique » comme les facteurs  SREBP1 ou stereol element regulator binding 

protein 1 (Porstmann et al. 2008), PPAR ou peroxixome proliferator-activated receptor 

 (Kim et Chen 2004) et phosphatase acide phosphatidique et lipin-1 (Huffman, Mothe-

Satney et Lawrence 2002). mTORC1 induit la biogenèse mitochondriale et le 

métabolisme oxydatif possiblement en modulant l’interaction entre le PPAR-coactivator 

et le facteur de transcription yin-yang (Schieke et al. 2006; Cunningham et al. 2007). 

mTORC1 pourrait agir aussi sur le cytosquelette en induisant la phosphorylation de la 

protéine CLIP-1/Restin qui est une protéine associée aux microtubules (Choi et al. 

2002). mTORC1 pourrait aussi avoir un rôle dans la régulation de l’hypoxie et 

l’inflammation via HIF-1 (Land et Tee 2007) et STAT3 (Yokogami et al. 2000). 

3-1-2-Le complexe mTORC2 ou le complexe RIPTOR-mTOR 

mTORC2 comme mTORC1 est constitué de la protéine mLST8, de la protéine RICTOR 

(rapamycin insensitive companion of mTOR), de la protéine mSIN1 (mammalian stress-

activated protein kinase (SAPK)-interacting protein) et de la protéine PROTOR (protein 

obseverd with RICTOR) (Frias et al. 2006; Jacinto et al. 2004; Jacinto et al. 2006; 

Sarbassov et al. 2004; Qian Yang et al. 2006).  

 

Les données expérimentales semblent démontrer que mTORC2 est impliqué dans 

l’activation de l’AKT en induisant la phosphorylation de la sérine 473 située sur le 

domaine hydrophobe C-terminale (Alessi et al. 1996). 
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Une perte de fonction de RICTOR ou de mSIM1 est suffisante pour induire une 

diminution de la phosphorylisation de AKT (Hresko et Mueckler 2005; Lee et al. 2005; 

Sarbassov et al. 2005). 

Le complexe mTORC2 induit la phosphorylisation d’autres membres de la famille des 

kinases AGC, dont SGK1 et PKC, impliquées comme AKT dans la survie et l’organisation 

du cytosquelette (Alessi, Pearce et García-Martínez 2009; García-Martínez et Alessi 

2008). 

 

Figure 31- voie de signalisation activant et médiée par les voies mTORC1 et mTORC2 d’après Guertin 
et. Sabatini (2007). 

3-2-Mode de régulation 

Le mode de régulation de la voie mTOR est essentiellement post-traductionnelle par des 

mécanismes de phosphorylation. De nombreuses voies peuvent induire un signal 

mTORC1 dépendant, comme les voies médiées par les facteurs de croissance 

(IGF/IGFR ; HER), les facteurs nutritionnels (acides aminés) et énergétiques (ATP) 

(Dowling et al. 2010; Efeyan et Sabatini 2010). Alors qu’il a été identifié des molécules 

régulatrices, de nombreuses questions demeurent, notamment sur les mécanismes de 

régulation moléculaire. 

 

3-2-1-Les voies des facteurs de croissance : 
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Il semblerait que le gène suppresseur de tumeur TSC impliqué dans la sclérose 

tubéreuse de Bourneville constitue un élément clef de cette régulation (Kandt et al. 

1992). 

La sclérose de Bourneville est une maladie autosomique dominante qui associe des 

lésions du système nerveux central (crise d’épilepsie, retard mental, lésions rétiniennes) 

ainsi que des tumeurs de type hamartomes (peau, cœur, rein) et, est souvent associée 

à des angiomyolipomes du rein et lymphangio-leiomyomatoses pulmonaires (Crino, 

Nathanson et Henske 2006). 

En réalité il s’agit de deux gènes le gène TSC1 qui code pour l’hamartine et le gène 

TSC2 qui code pour la tubérine (Jingxiang Huang et Manning 2008). 

Le produit de ces deux gènes va constituer un complexe protéique TSC1-TSC2. Le rôle 

de TSC1 serait de stabiliser le complexe alors que TSC2 possède une activité régulatrice 

négative indirecte, via son domaine GAP (GTPAse activating domain) sur mTORC1 

(Crino, Nathanson et Henske 2006). Cette fonction régulatrice va s’exercer par 

l’intermédiaire de la protéine Rheb (Parthive Patel et al. 2003; Stocker et al. 2003).  

Cette protéine appartient à la famille de la superfamille Ras. C’est sous sa forme GTP 

qu’elle va pouvoir activer le complexe mTORC1. 

TSC2, en se liant à Rheb par son domaine GAP, va induire la conversion, par stimulation 

de son activité GTPase, de sa forme Rheb-GTP active à sa forme Rheb-GDP inactive 

(Yong Zhang et al. 2003; Inoki et al. 2003; Tee et al. 2003). Cependant le mécanisme 

qui explique l’activation de mTORC1 par Rheb-GTP est très mal défini. 

La transduction des signaux de prolifération médiéed par la voie IGF/IGF-R et HER va 

inhiber la fonction régulatrice de TSC2 et par conséquent activer mTORC1. La voie 

IGF/IGFR -IRS-1 (Insulin receptor substrate 1) va induire l’activation de la voie PI3K et 

activer mTORC1. La PI3K conduit à la production du phosphatidylinositol-(3,4, 5)-P3 au 

niveau de la membrane cytoplasmique permettant l’activation et le recrutement d’un 

certains nombre d’effecteurs. Il s’agit d’une famille enzymatique (clase I, II, II) 

constituée d’une sous unité catalytique (p110) et une sous unité régulatrice (p85). 

L’inactivation de la PI3K induit une inhibition de S6K1 et 4E-BP. 
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Cette activation est régulée négativement par le gène suppresseur de tumeur PTEN 

(Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on chromosome Ten) qui code pour une 

phosphatase. Inversement une surexpression ou une mutation de la sous unité 

catalytique induit une phosphorylisation de la voie mTORC1 en absence de facteur de 

croissance. 

Les mêmes observations sont décrites en cas de perte de PTEN. Alors qu’une mutation 

de la sous unité régulatrice abolit cette activation. 

Le principal effecteur de la PI3K est la kinase Akt (Franke 2008;  Yuan et Cantley 2008). 

Il s’agit d’une sérine/Thréonine kinase qui appartient à la famille des kinases AGC. Elle 

existe sous trois isoformes Akt-1, 2, 3 codéees par 3 gènes différents. 

Elles possèdent une structure commune, à savoir en position N-terminal un domaine PH 

(pleckstrin-homology) nécessaire aux interactions protéine-protéine ou protéine-lipide, 

un domaine kinase en position centrale, et en position C-terminale un domaine 

nécessaire à l’induction et au maintient de son activité kinase. 

L’activation complète de AKT est liée à plusieurs modifications post-traductionnelles de 

type phosphorylisation. Les seconds messagers engendrés par la PI3K vont se fixer au 

domaine PH de Akt entraînant une délocalisation de l’enzyme du cytoplasme à la face 

interne de la membrane cellulaire. 

La fixation du complexe kinase PDK1/PRK2 (3 phospho inosotid dependant proteine 

kinase) engendre une modification de conformation de l’Akt et par la suite une 

phosphorylation (thréonine 308) par la PDK1 seule.  Mais elle va être aussi phosphoryle 

par le complexe mTORC2 sur la sérine 473 (Sarbassov et al. 2005; Alessi et al. 1996). 

Des données expérimentales démontrent qu’en absence de facteur de croissance une 

surexpression de Akt induit une phosphorylisation de 4E-BP. 

Un des modèles qui pourrait expliquer l’activation de mTORC1 par Akt serait lié à une 

phosphorylisation à la fois sur TSC2 (Ser 939, Thr 1462) et PRAS40. La résultante étant 

l’activation de mTORC1 (Guertin et Sabatini 2007). 
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Figure 32- modèle qui pourrait expliquer l’activation de mTORC1 par AKT selon  Guertin et  
Sabatini (2007). 

La voie de transduction médiée par HER/RAS/RAF/MAPK/ERK peut elle aussi réguler et 

activer la voie mTORC1 notamment par la kinase RSK qui est un substrat de ERK. Il a 

été démontré que RSK (p90RSK ou MAPKAP kinase-Kinase-1) pouvait réguler 

négativement TSC2 en induisant sa phosphorylisation sur la sérine 1798 (Roux et al. 

2004; Tee et al. 2003). D’autres travaux ont démontré que ERK pouvaient directement 

dissocier le complexe TSC1-TSC2 (Li Ma et al. 2005). 

3-2-2-La voie LKB1-AMPK 

L’activité de mTORC1 peut être régulée par des signaux mitogènes, mais elle est aussi 

dépendante du statut nutritionnel (acides amminées, glucose) et énergétique (ATP, 

oxygène) de la cellule. Dans des conditions de déplétion énergétique mTORC1 est 

inhibé. 

Cette inhibition est médiée par l’AMP-activated protein kinase ou AMPK (Chiharu 

Tokunaga, Ken-ichi Yoshino et Kazuyoshi Yonezawa 2004). 

AMPK est activée en amont par deux kinases qui sont la kinase LKB1 (Hawley et al. 

2003;  Shaw et al. 2004; Woods et al. 2003) et la kinase CaMKK (Hawley et al. 2005 ; 

Hurley et al. 2005; Woods et al. 2005). La kinase LKB1 est un gène suppresseur de 

tumeur, qui lorsqu’elle est mutée, est responsable du syndrome de Peutz-Jeghers 

(Hemminki et al. 1998). En réponse à une diminution de l’ATP intracellulaire 

(hypoglycémie, hypoxie), les kinases LKB1 et CaMKK vont phosphoryler (T172) le 

complexe AMP-AMPK. AMPK activée va phosphoryler le complexe TSC1-TSC2 

(activateur) et inhiber de manière PI3K-Akt indépendant mTORC1 (Inoki, Tianqing Zhu 

et Kun-Liang Guan 2003; Kimura et al. 2003). 
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En réponse à l’hypoxie, la voie mTORC1 est aussi inhibée de manière REDD dépendante 

(Brugarolas et al. 2004). De manière indirecte, l’hypoxie induira, via une déplétion 

énergétique, une activation de l’AMPK. L’inhibition induite par REDD est médiée par le 

complexe TSC1-TSC2 (Sofer et al. 2005 ; Corradetti, Inoki et Guan 2005; DeYoung et al. 

2008). Le complexe REDD/TSC1-TSC2 va favoriser la liaison mTORC1 et la protéine 14-

3-3 (Brugarolas et al. 2004). 

 

3-2-3-La boucle de rétrocontrôle négative 

Comme nous l’avons vu précédemment, il existe des voies d’activation et d’inhibition de 

la voie mTORC1 en amont du complexe, mais il est décrit aussi une boucle de rétro-

contrôle négatif  dont la finalité est d’inhiber la voie PI3K/Akt. Il a été observé que les 

patients présentant une mutation de TSC ne développent par de tumeur maligne en 

l’absence d’une inactivation de PTEN. 

Une perte de la fonction de TSC1-TSC1 induit une diminution de la phosphorylation de 

Akt. Cette boucle de rétro-contrôle négatif semble induite par la forme activée de S6K1. 

Il est démontré que S6K1 en induisant la phosphorylisation de IRS-1 va aboutir à sa 

dégradation et in fine à une diminution de l’activation du couple PI3K/Akt (Harrington et 

al. 2004; Hartley et Cooper 2002; Haruta et al. 2000;Takano et al. 2001). De même 

manière, S6K1 peut inhiber le récepteur du PDGF induisant comme précédemment une 

inactivation de la PI3K (Zhang et al. 2007).  S6K1 peut induire aussi un contrôle sur 

mTORC2 en phosphorylant RICTOR (Treins et al. 2010).  

 

Figure 33- mTOR régulant la voie PI3K/AKT selon Efeyan et Sabatini (2010). 
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Il a été décrit par le groupe de Pandolfi que S6K1 pouvait inhiber l’activité de la voie de 

transduction ERK dépendante (Carracedo et al. 2008). Il démontre que l’inhibition de 

mTORC1 par l’evorilimus (RAD001) induit une expression de ERK et que l’adjonction 

d’un inhibiteur de ERK permet de lever cette résistance. 

 

Figure 34- d’après Carracedo et al. (2008) mise en évidence du rétrocontrôle négatif de 
mTOR sur AKT. 

Le facteur de transcription p53 qui est activé lors de stress cellulaire, de dommage à 

l’ADN ou d’activation d’oncogène, peut réguler mTORC1 par activation de la 

transcription de TSC2 et AMPK (Feng et al. 2007). 

 

Figure 35- p53 et PTEN régulant la voie mTOR selon Efeyan et Sabatini (2010). 

 

Nous avons vu que le complexe mTORC1 est constitué de plusieurs protéines dont la 

protéine PRAS40 et DEPTOR. PRAS40 inhibe intrinsèquement la fonction de mTOR 

(Guertin et Sabatini 2007).  
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La phosphorylisation de PRAS40 par Akt va lever cette inhibition. Par conséquent toute 

diminution de l’activation d’Akt va renforcer la fonction de PRAS40. 

Le groupe de Sabatini (Peterson et al. 2009) a décrit le rôle de DEPTOR dans la 

régulation de mTORC1 et mTORC 2. L’activation de mTORC1/2 inhibe l’expression de 

DEPTOR au niveau ARN et protéine. Dans des modèles cellulaires, in vitro, DEPTOR 

inhibe mTORC1/2. 

Cette inhibition va activer indirectement Akt, levant le rétocontrôle négatif sur PI3K 

induit par l’activation de S6K1. Il semblerait alors que DEPTOR ait une fonction double, 

à la fois anti et pro-oncogénique. 

 

Figure 36- DEPTOR régulant la voie mTOR selon Efeyan et Sabatini (2010). 

3-3-Implication de mTORC1 dans la carcinogenèse 

mTORC1 est souvent dérégulé au cours de la carcinogenèse. La promotion de la 

carcinogenèse induite par l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs qui ont une 

fonction de rétrocontrôle négatif de la fonction de mTORC1, en inhibant la voie PI3K/Akt 

dépendante, comme les gènes codant pour la p53, LKB1, PTEN, TSC1/2, vont renforcer 

l’addiction à cette voie de transduction. 

L’activation des substrats mTORC1 dépendant sont pour certains lié à un facteur de 

mauvais pronostic dans un certains nombre de cancer. Il est rapporté dans le cancer du 

sein une surexpression de S6K1, une diminution de l’expression et/ou une 

hyperphophorylisation de 4E-BP et une hyperexpression ou hyperactivité du facteur 

d’élongation eIF4E (Zhou et al. 2004). Par ailleurs, Zhou et al. (2004) a établi une 

corrélation entre l'activation de mTOR à la surexpression de HER2.  
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Des niveaux élevés de phosphorylation de Akt, de mTOR et de 4EBP1 sont associés un 

mauvais pronostic et à l’expression de HER2. 

La rapamycine, un inhibiteur de mTOR, diminue la prolifération d'un certain nombre de 

lignées cellulaires épithéliales mammaires, tout particulièrement les lignées HER2 

positives. 

La prédictivité de la réponse à la rapamycine est liée soit à une surexpression de S6K1, 

soit à l’expression de pAkt, mais pas au statut p4E-BP1, ni au rapport 4E-BP1/eIF4E 

(Noh et al. 2004). 

Dans des lignées transfectées pour le gène ErbB2 (MCF-7), la rapamycine inhibe 

l’envahissement et la formation de colonies cellulaires. Chez les souris qui développent 

des tumeurs mammaires en réponse à la surexpression de ErbB2 rat (c-Neu), le RAD 

001 (analogue de la rapamycine) inhibe la prolifération des cellules tumorales (Mosley 

et al. 2007), mais aussi les étapes de promotion et de progression de la carcinogenèse 

tumorale des tumeurs HER2 positives. 

C -La voie oncogénique addictive ER :  

L’implication des hormones ovariennes dans la carcinogenèse des cancers du sein a été 

démontrés il y a plus de 100 ans par Beatson. Il a constaté chez des patientes 

présentant un cancer du sein inopérable des régressions de la maladie après 

ovariectomie bilatérale. Depuis, des thérapies anti-estrogéniques ont été développées 

telles que les SERM (tamoxifène), SERD (fluvestrant) et anti-aromastase. La voie de 

signalisation transduite par ER et ses ligands (œstrogènes) est considérée comme un 

facteur clef dans l'étiologie et la progression tumorale des cancers du sein luminal. 

Il existe deux types de récepteurs aux estrogènes, ER et ERβ, qui sont produits par 

des gènes distincts. Le rôle de ERβ dans le cancer du sein est controversé (Speirs, 

Carder et Lansdown 2002). Néanmoins, des études indiquent que ERβ peut avoir une 

fonction antagoniste de l'activité ER (Hall et McDonnell 1999), suggèrant qu’un niveau 

faible d’expression de ERβ serait associé à une moindre efficacité du tamoxifène (Hopp 

et al. 2004). 
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Quels sont les signaux médiés par l’activation et l’inactivation de la voie oncogénique 
ER ? 

1- Signaux induits par l’activation de la voie oncogénique ER 

Le mécanisme classique d’activation de la voie estrogènique (E) est médiée par les 

récepteurs estrogéniques. Le complexe ER/E qui agit comme facteur de transcription, va 

induire l’expression de gènes cible. Ces gènes cibles sont impliqués dans la prolifération, 

la différenciation, l’invasion et la survie cellulaire. Il est décrit deux voies d’activation. 

Une voie classique dite transcriptionnelle ou génomique directe et une voie non 

classique membranaire ou génomique indirecte. 

1-1-La voie transcriptionnnelle  génomique directe ou initiation nucléaire 
du signal stéroïdien (NISS) :  

ER est une protéine nucléaire qui partage une organisation commune structurelle et 

fonctionnelle avec de nombreux autres récepteurs nucléaires (Osborne et al. 2001). 

La structure de cette protéine est constituée de différents domaines : un domaine de 

liaison hormonal situé dans la région E, un premier domaine d’activation de transcription 

estrogène-inductible dénommé AF-2 et un deuxième domaine d’activation de la 

transcription dit AF-1 situé entre la région A/B . Cette activité transcriptionnelle, qui est  

ligand-dépendant (au niveau cytoplasmique interaction entre les estrogènes et son 

récepteur : complexe ER/E)  induit l’expression de gènes impliqués dans la prolifération, 

la progression et la survie des tumeurs du sein luminal. Ce complexe transcriptionel va 

induire par exemple l’expression du récepteur de l'IGF-I (IGFR), la cycline D1 régulateur 

du cycle cellulaire, le facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Lee, Cui et Oesterreich 2001; 

Klinge et al. 2001; Rocio Sanchez et al. 2002), et les facteurs de croissance endothéliale  

pro-angiogéniques (Schiff et al. 2004; Klinge et al. 2001). Il  peut aussi induire 

l’expression  de différents facteurs de croissance comme TGFα et amphiregulin (Saeki et 

al. 1991), qui vont de se lier et activer HER1 (Salomon et al. 1995). 

Des données pré-cliniques laissent supposer que le complexe transcriptionnel ER/E est 

également capable de réprimer l'expression de gènes impliqués dans l’inhibition de la 

prolifération et l’apoptose. 
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La liaison du ligand sur son récepteur ER va induire une modification de conformation 

de ce dernier. Ce changement de conformation va inhiber l’interaction entre ER et ses 

protéines chaperonnes inhibitrices. 

Cette modification facilite en outre la liaison des protéines de corégulation (Shiau et al. 

1998) qui modifient l'activité transcriptionnelle ER sur les éléments spécifiques de l'ADN 

consensus aussi connu sous le nom d’éléments de réponse aux œstrogènes (ERE), qui 

sont présents dans les régions promotrices des gènes cibles. 

En particulier, l'activité transcriptionnelle de ER est renforcée par la fixation de co-

activateurs tels que les membres de la famille des co-activateurs p160 récepteurs 

nucléaires [par exemple, co-activateur des récepteurs nucléaires 1 (NCoA1 ou SRC-1), 

NCoA2 (SRC-2), et NCoA3 (AIB1, SRC-3, TRAM1, RAC3, p / CIP ou CCRT) [(McKenna, 

Lanz et O'Malley 1999 ;Leo et Chen 2000) ]. Ces protéines conduisent à la formation de 

complexes qui renforcent l’activité transcriptionnelle de ER en recrutant les histone-

acétyltransférases qui vont moduler la structure de la chromatine au site promoteur 

(McKenna, Lanz et O'Malley 1999). Outre le mode d'action "classique"(régulation de 

l'expression des gènes qui abritent des éléments ERE dans leur région promotrice), ER 

peut également réguler la transcription de gène sur des sites promoteurs non ERE 

spécifiques, en interagissant avec d’autres facteurs de transcription (Kushner et al. 

2000). On parle alors de voie « génomique non classique ». Par exemple ER peut 

interagir en constituant des complexes avec les facteurs de transcriptions tels que 

protein specific-1 (SP-1) et les membres de la famille Fos / Jun activating protein 1 (AP-

1) [(Kushner et al. 2000; Ray et al. 1997; Safe 2001) ].  

Il est important de noter que les récepteurs à tyrosine kinase vont induire la 

phosphorylisation de ER, mais aussi d’un certain nombre de kinases impliquées dans la 

signalisation induite par ER. La conséquence est l’amplification du signal de transcription 

induit par ER. 

A titre d'exemple, la phosphorylation de ER sur la sérine 305, (Balasenthil et al. 2004; 

Rayala et al. 2006; Zwart et al. 2007) augmente la transcription de la cycline D1. 
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De même que la phosphorylisation de ER sur les sérine 118 et 167, par les kinases 

dépendant de la signalisation de la p42/44 MAPK (ERK 1/2) et de la PI3K/ Akt augmente 

l’activité transcriptionnel de ER (Kato et al. 1995; Simak Ali et Coombes 2002; Campbell 

et al. 2001). Il est évident que le niveau de phosphorylisation de ER par les kinases 

impliquées dans la transduction du signal a un rôle détermiant dans la régulation de 

l’activité génomique de ER. 

 

Figure 37- réponse génomique directe et indirecte selon Arpino et al. (2008). 

1-2-La voie non génomique ou signalisation membranaire du signal 
stéroïdien : MISS: 

Les estrogènes, ont démontré qu’ils pouvaient  exercer des effets biologiques rapides en 

stimulant des voies de transduction du signal. Ce mode d’action  rapide non génomique  

se déroule en dehors du noyau et il est indépendant de la fonction de transcription ER 

(Nemere, Pietras et Blackmore 2003). L'identité et le mode de fonctionnement des 

récepteurs responsables de cette réponse non génomique ne nous sont pas encore 

totalmement connus. 

Dans le cas de l'œstrogène, cependant, il a été démontré que cette activité est médiée, 

au moins en partie, par une forme particulière de ER (Wang et al. 2006; Figtree et al. 

2003) qui est localisée à proximité ou au niveau de la membrane plasmique. 
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L’expression de cette forme particulière de ER peut être augmentée par des kinases 

impliquées dans la signalisation cytoplasmiques des récepteurs des facteurs de 

croissance  comme la protéine « du gène associé métastase 1 » (Kumar et al. 2002) et 

le modulateur de l'action non génomique des récepteurs des oestrogènes (MNAR) (Chi-

Wai Wong et al. 2002). 

Des données moléculaires, suggèrent plusieurs mécanismes par lesquels cette forme 

non nucléaire de ER interagit avec d’autres éléments pour constituer un complexe 

(Levin et Pietras 2008). La forme cytoplasmique de ER existe sous la forme d’un pool 

qui va se lier à la face interne de la membrane cytoplasmique. 

Elle se lie aux protéines membranaires des radeaux lipidiques tels que la caveolin-1 

(Razandi et al. 2002; Ali Pedram et al. 2007), Flotillin-2 ( Márquez et al. 2006), ou la 

protéine de liaison à la caveoline striatin (Qing Lu et al. 2004), ou éventuellement par 

association avec d'autres récepteurs de la membrane [par exemple, IGFR (Song et al. 

2004), HER1 (Márquez et Pietras 2001; Márquez et al. 2001), ou HER2 (Márquez et al. 

2006; Pietras et al. 1995)], ou avec des molécules de signalisation comme la protéine 

adaptatrice Shc (Song et al. 2004). Des données suggèrent que la protéine ER présente 

dans des vésicules isolées cavéolaires se propage généralement à travers la membrane 

cellulaire de manière similaire aux récepteurs des facteurs de croissance (Razandi et al. 

2002; Razandi, Pedram et Levin 2000; Razandi et al. 2004; Pedram et al. 2002) et 

s’assemble dans le cadre d'un vaste complexe aux  récepteurs à tyrosine kinase (EGFR, 

IGFR, récepteurs HER2),  aux récepteurs non tyrosine kinases comme Src (Razandi, 

Pedram et Levin 2000), et aux protéines G (Razandi, , et al. 2004 ; Razandi et al. 1999 ; 

Pedram, Razandi et Levin 2006). 

Ces interactions déclenchent en aval les voies de signalisation, y compris les effecteurs 

de p21Ras, conduisant à l'activation de Raf / MEK / MAPK et de l voie de modulation 

PI3K/ Akt/mTor (voir ce que nous avons décrit plus haut). 
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Figure 38- réponse génomique et non génomique  selon Arpino et al. (2008). 

 

2-Signaux induits par l’inactivation de la voie oncogénique ER 

Comme nous venons de le voir la régulation de la voie génomique et non génomique 

est modulée par la transduction du signal médié par les facteurs de croissances. 

L’interaction entre ces deux voies est continue et bidirectionnelle. Cette interaction va 

participer aux mécanismes de résistance intrinsèques ou acquis aux thérapies 

endocriniennes. 

Il a été démontré que ER peut être phosphorylé et activé par plusieurs kinases 

intracellulaires (Schiff et al. 2003 ; Johnston 2005) p42/44 MAPK, PI3K-Akt, P90RSK, 

p21-activated kinase 1 ,Pak1, la protéine kinase A, ou p38 MAPK. 

En particulier, ER est phosphorylé au niveau des résidus clés (y compris la sérine 

106/107, 118, 167, 305, et la thréonine 311) localisés principalement dans le domaine 

AF-1. Ces kinases sont impliquées dans la transduction du signal médié par les 

cytokines, les facteurs de croissance y compris les ligands de l'EGFR ou IGFR 

(Balasenthil et al. 2004; Bunone et al. 1996; Rayala et al. 2006; Zwart et al. 2007; Kato 

et al. 1995; Campbell et al. 2001). 

La phosphorylation de ER induit un changement de conformation de ER et son 

activation même en absence de son ligand (Weigel et Zhang 1998). 
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La phosphorylation des co-activateurs, va augmenter la réponse génomique ER même 

en l'absence de son ligand ou en présence d'anti-œstrogènes (Ray-Chang Wu et al. 

2002). 

Cette phosphorylation potentialise la capacité des œstrogènes et des SERM pour 

interagir et recruter d'autres co-régulateurs transcriptionnels au sein du complexe de 

transcription (Font de Mora et Brown 2000). 

La phosphorylation de co-répresseurs, d'autre part, peut entraîner leur exportation hors 

du noyau, empêchant ainsi leur accès et l'inhibition des complexes ER 

transcriptionnelles dans le noyau ( Hong et Privalsky 2000).  

Le co-activateur ER AIB1 peut être phosphorylé et activé par MAPK et d'autres kinases 

cellulaires (Ray-Chang Wu et al. 2004). 

Deux études récentes rétrospectives indépendantes montrent que les tumeurs avec des 

niveaux élevés de récepteurs à la fois AIB1 et HER (HER2 ou HER3) sont moins 

sensibles au tamoxifène, probablement en raison de l'activité agoniste du tamoxifène 

sur les ER (Osborne et al. 2003; Kirkegaard et al. 2007). Ces résultats soutiennent 

l'hypothèse que l'augmentation de la signalisation de la famille HER (amplification de 

HER2) favorise la phosphorylisation de ER et AIB1. Il en découle une augmentation de 

la réponse génomique ER y compris en présence de tamoxifène. 

Enfin, les fonctions de la membrane du réticulum endoplasmique semblent dépendre 

non seulement de ER, mais aussi des récepteurs de facteurs de croissance et de leurs 

ligands (Shou et al. 2004). Ce mode de signalisation ER pourrait donc être prédominant 

dans les cellules du cancer du sein qui expriment des niveaux élevés de récepteurs à 

tyrosine kinase EGFR , comme HER2. 

Surtout, il a également été suggéré que les SERM, comme le tamoxifène, peuvent se 

comporter comme des agonistes des estrogènes sur membrane du réticulum 

endoplasmique (Schiff et al. 2004). La participation de la voie addictive HER2 dans la 

résistance de novo des cellules cancéreuses du sein au tamoxifène a longtemps été 

supposée (Benz et al. 1992). 

Dans le modèle BT474, lignée de cancer du sein surexprimant HER2, il a été démontré 

que la résistance au tamoxifène était liée à la perte de ses  propriétés apoptotiques 

(Yih-Lin Chung et al. 2002). 
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Plus récemment, en utilisant le modèle MCF7/HER2-18, qui est une lignée dérivée de 

cellules MCF7 qui surexprime HER2/ AIB1, Shou et al. (2004) a démontré que dans un 

environnement faible en estrogènes, le tamoxifène favorisait la croissance tumorale 

(action agoniste du tamoxifène). 

Dans ces deux lignées exprimant la voie addictive oncogénique HER2 et ER, que se soit 

les estrogènes ou le tamoxifène, ils induisent une réponse non génomique dépendante 

qui va mettre en jeu la voie de transduction HER1/HER2 qui conduit à l'activation de 

p42/44 MAPK et de l’Akt. Ces kinases intracellulaires vont activer ER et le coactivateur 

AIB1. Fait intéressant, tous ces phénomènes sont inhibés par un traitement avec 

l'inhibiteur sélectif de la kinase HER1, le gefitinib, qui peut bloquer la signalisation des 

hétérodimères HER1/HER2, (Jiang Shou et al. 2004).  

Les résultats mentionnés ci-dessus sont en accord avec les observations cliniques 

notées plus haut indiquant que les tumeurs HER2 qui coexpriment AIB1 sont résistantes 

au tamoxifène. Des données expérimentales établies par Nicholson et al. (2004) et le 

groupe Gee et al. (2003) démontrent que la voie de transduction HER1/HER2 est 

impliquée dans l’acquisition de résistance au tamoxifène sur des modèles de lignées de 

cancers du sein mises  en culture à long terme. Au cours du temps, l’exposition aux 

tamoxifène de ces lignées induit une augmentation du niveau d’expression des 

hétèrodimères HER1/HER2, ainsi que du niveau de phosphorylation de MAPK p42/44, 

Akt, et ER nucléaires sur les résidus sérine 118 et 167 (Jordan et al. 2004). Cette 

résistance est levée par le gefitinib ou le trastuzumab (Knowlden et al. 2003; Gee et al. 

2003). Un autre récepteur à tyrosine kinase, l’IGFR, a également été associé à la 

résistance au tamoxifène. Il a été récemment rapporté que le traitement de l'IGF-II 

active à la fois IGFR et HER1/HER2 dans les cellules devenues résistantes au tamoxifène 

(Knowlden et al. 2005). 



110 

V-Problématique :  

A-« Chocs oncogéniques » dans le cancer du sein HER2 et 
Luminal  

Ces données illustrent bien le fait que la mise sous silence d’une voie addictive 

oncogénique (récepteurs à tyrosine kinase), va induire des signaux agonistes et 

antagonistes de mort, de survie, d’arrêt et de prolifération cellulaire. 

Les taux d’extinction de ces deux types de kinases sont différents sous inhibition de 

l’activité kinase de ces récepteurs, les kinases de survie s’éteignant plus rapidement que 

celles de mort. 

Cette différence dans la durée des signaux qu’induisent les RTK est, en partie, à l’origine 

du choc oncogénique qu’ils induisent (Evan 2006a). Cet aspect concerne les cancers 

mammaires qui présentent une surexpression du récepteur HER2. 

Cette surexpression favorise l’activation d’une voie de signalisation en aval des RTK, et 

est donc susceptible d’induire un choc oncogénique du type de celui qui est décrit plus 

haut. Diverses données confortent cette notion : la surexpression de HER2 rend les 

cellules tumorales mammaires particulièrement sensibles à l’induction de l’apoptose par 

des inhibiteurs anticorps trastuzumab et pertuzumab et au knock down de l’expression 

de HER2 (Moasser 2007). 

La grande majorité des cancers du sein (65-70%) ne surexpriment pas HER2 mais 

expriment ER. Leur progression dépend des l’estrogènes, expliquant le succès de 

l’utilisation des SERMs (Selective Estrogen Receptor Modulator), dont le tamoxifène est 

le prototype, dans le traitement ciblé de ces cancers (Sengupta et Jordan 2008). Une 

partie de l’efficacité de ces SERMs est liée au fait qu’ils induisent l’apoptose dans les 

cellules tumorales ER-dépendantes (Thiantanawat, Long et Brodie 2003). Ici encore, ce 

déclenchement apoptotique peut être considéré comme lié au fait que la voie ER 

déclenche des signaux de survie et des signaux de mort intrinsèques. L’existence de tels 

signaux de mort est indiquée par les effets paradoxaux de l’estradiol sur certaines 

cellules résistantes aux SERMs. 
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La déplétion prolongée en estrogène de cellules exprimant ER y induit une adaptation 

cellulaire, qui les rend sensibles à l’induction de l’apoptose par l’estradiol. Cet effet 

dépend de ER (Jordan 2004). 

B- Problématique Résultats acquis : Protéines 
anti-apoptotiques et voies oncogéniques dans les cancers 
du sein 

Il apparaît que les voies HER2 et ER induisent chacune un « choc oncogénique » en 

ayant des effets ambivalents sur les voies de survie des cellules tumorales mammaires. 

Quels sont les mécanismes incriminés ? 

Nous aborderons cette question en étudiant le rôle des protéines de la famille de Bcl-2, 

dans l’impact qu’a chacune de ces deux  voies oncogéniques sur l’équilibre entre 

signaux de mort et de survie des cellules épithéliales mammaires. 

La plupart des cancers du sein humains ont pour origine des cellules épithéliales qui 

expriment Bcl-2, Bcl-xL ou Mcl-1 (Krajewski et al. 1994; Krajewski et al. 1995). 

La voie mitochondriale de l’apoptose que ces protéines régulent joue, d’ailleurs, un rôle 

physiologique important au cours de la morphogenèse de l’épithélium mammaire 

(Mailleux, Overholtzer et Brugge 2008). De plus une augmentation de Bcl-xL dans les 

carcinomes mammaires est associée à un faible pronostic (Olopade et al. 1997). Il 

s’avère à l’inverse que l’expression de Bcl-2 est de bon pronostic (Lipponen et al. 1995), 

mais l’association de cette expression à celle de ER, elle-même étant un facteur prédictif 

indépendant de bon pronostic, semble être à l’origine de ce lien statistique. Si les 

mécanismes par lesquels les voies HER2 et ER affectent la survie cellulaire restent 

incompris, un certain nombre de données indiquent qu’ils font intervenir les protéines 

anti-apoptotiques susnommées. Notons que, de manière générale, il est reconnu que 

ces protéines constituent un frein à l’induction de l’apoptose par les lésions 

mitogéniques (Lowe, Cepero et Evan 2004). HER2 induit l’activité de la kinase Akt qui 

exerce divers effets anti-apoptotiques, régulant négativement l’expression de la protéine 

pro-apoptotique Bim et l’activité de Bad, et régulant positivement la stabilité et 

l’expression de Mcl-1 (Henson, Hu et Gibson 2006). 
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Un rôle de XIAP dans la réponse des cellules HER2-amplifiées au trastuzumab et un 

effet de HER2 sur l’expression de la survivine, ont été rapportés (Foster et al. 2009; 

Asanuma et al. 2005b). 

Nous avons de plus observé que, dans une lignée cellulaire (BT474) HER2-amplifiée, la 

déplétion en Mcl-1 est suffisante pour induire la mort d’une fraction, faible mais 

significative, de cellules. Cette dépendance à Mcl-1 est en partie mue par l’activité de 

mTORC1, en aval de HER2 (Campone et al. 2009). 

Cette observation nécessite d’être comprise en termes moléculaires, et généralisée, 

mais elle illustre la notion que certains modules de signalisation en aval de HER2 

peuvent exercer une pression pro-apoptotique. 

Dans le même ordre d’idées, la voie ER a un effet direct sur l’expression de Bcl-2, tandis 

que l’induction de l’apoptose par l’estradiol repose sur les protéines pro-apoptotiques de 

la famille de Bcl-2, Bim et Bax (Lewis et al. 2005; Seveno et al.2009). 

Ces observations soulèvent les questions suivantes : 

La viabilité de cellules au sein desquelles la voie HER2 ou ER est constitutivement active 

dépend-elle d’une ou de plusieurs des protéines anti-apoptotiques décrites plus haut ? 

Quels sont les mécanismes moléculaires impliqués ? 

Notons que nous suspectons que ces mécanismes, même si leurs bases moléculaires 

sont communes, soient spécifiques de chacune des voies étudiées. Ces voies ont, dans 

les cellules tumorales, un effet dominant en partie lié au fait qu’elles se répriment 

mutuellement. 

La  répression de ER par HER2 a été documentée. Cet aspect souligne l’importance 

d’étudier conjointement l’impact sur la viabilité cellulaire de ces deux voies. 

Cette dépendance aux protéines à mutidomaines anti-apoptotiques a été abordée selon 

deux approches. Une première approche porte sur une lignée de cancer du sein HER2 

amplifiée, les cellules BT474. 
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La deuxième approche porte sur du matériel biologique beaucoup plus représentatif de 

la tumeur mammaire que le travail sur lignée développé plus haut. Elle est fondée sur 

une méthode fonctionnelle  ex-vivo  à partir de prélèvements de cancers du sein de 

patientes non traitées (au bloc opératoire) et prises en charge dans notre Institution. Ce 

type de matériel donne un accès très limité aux cancers HER2 mais permet une étude 

assez complète des tumeurs luminales. 

Cette approche ne permet pas d’étudier la réponse aux ARN interférents, mais elle 

permet d’exposer ces prélèvements à différents agents thérapeutiques tels que le 

paclitaxel ou l’ABT-737. Nous avons étudié la dépendance des cancers du sein luminales 

aux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL en exposant ces prélèvements à la 

molécule ABT-737. 
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ABSTRACT 

Background Breast cancer cells that overexpress HER2 are characterized by an excess 

of signaling downstream of this member of the human epidermal growth factor receptor 

(HER) family, which leads to dysregulated proliferation and survival. It is well 

established that anti-apoptotic signals induced by HER2 contribute to chemo-and 

radioresistance. Whether or not some of these signals are also involved in counteracting 

rampant death signals that are inherent to HER2-induced transformation, thereby 

maintaining cell survival and representing a critical impediment that needs to be 

harnessed therapeutically, is much less understood. As antiapoptotic and proapoptotic 

Bcl-2 family members act as integrators of many death/survival signals, including these 

induced by oncogenes, investigating their role in the survival of HER2 overexpressing 

breast cancer cells may prove useful to address this key issue. Methods We used the 

BT474 cell line as an in vitro model of HER2-overexpressing cells. We analyzed 

whether anti-apoptotic and pro-apoptotic Bcl-2 family members play a role in regulating 

the survival of these cells, using a RNA inteference approach, and which pathways 

might lead to the expression of proteins critically involved. Expression of the latter actors 

was confirmed using lysates from HER2-overexpressing tumors and by analysis of 

publicly available RNA expression data. Results We show here that the sole depletion of 

antiapoptotic Mcl-1 is sufficient to induce apoptosis in BT474 cells, and that this Mcl-1 

dependence is due to proapoptotic Bim expression in these cells. This expression 

directly results from oncogenic signaling, as depletion of the oncoprotein c-Myc 

decreases Bim levels and mitigates Mcl-1 dependence. Moreover, inhibition of mTORC1 

activity downstream of HER2 leads to decreased c-Myc expression decreased Bim 

expression and loss of Mcl-1 dependence. Western blot analysis confirms that HER2-

overexpressing tumors constitutively express detectable levels of Bim and Mcl-1, while 

expression data hint on enrichment for Mcl-1 transcripts in these tumors. Conclusion 

This work establishes that it is necessary, and maybe sufficient, to therapeutically 

impact on the Mcl-1/Bim balance in HER2-overexpressing tumors. While current 

targeted approaches need to influence this balance, strategies that directly act upon this 

balance without interfering with the rest of the HER2 network represent a promising 

alternative. 
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BACKGOUND 

Breast cancer is a heterogeneous disease, composed of distinct entities with differing 

underlying pathogenic processes. One such entity is the so-called HER2 subtype, which 

is characterized by amplification and/or overexpression of this member of the human 

epidermal growth factor receptor (HER) family. High levels of HER2 expression have 

been documented in approximately 30% of human breast cancers [1] and they are 

associated with an overall poorer prognosis and decreased survival compared with 

patients with HER2-negative, ER-expressing tumors [2]. HER2 encodes a Mr 185,000 

transmembrane glycoprotein receptor protein that has intrinsic tyrosine kinase activity 

[3]. In contrast to other members of the HER family, HER2 remains an orphan receptor, 

with no soluble ligand identified so far, but the receptor plays a pivotal role in the HER 

network, being the preferred and most potent heterodimerization partner for other HER 

members [4]. Activation of HER2 that results from the dynamic heterodimerization of 

HER receptors activates a large repertoire of transforming signaling molecules and 

pathways that are, to a great extent, shared by these HER members. 

The biological consequence of HER2 amplification and overexpression is excess 

HER2 signaling, which leads to numerous oncogenic processes, such as angiogenesis, 

cell motility, cell growth and, as discussed in more details below, cell proliferation and 

survival [3]. Due to the strong imprint of HER2 signaling on the corresponding cancer 

subtype, current therapeutic strategies for its treatment aim at interfering with the HER2 

network. The mechanistic understanding of how HER2, and its downstream signaling 

modules impact on cell proliferation and survival in particular, fuels these strategies.  

The major signaling pathways activated by HER2 include the RAS-Raf1-Mek-Erk and 

the PI3K-Pdk1-Akt pathways. Akt signaling leads to mTOR activation via the disruption 

of the tuberous sclerosis complex [composed of TSC1 (Harmartin) and TSC2 (Tuberin)] 

that in turn no longer attenuates RHEB-GTPase activity. There are two structurally 

distinct mTOR signaling complexes in mammalian cells: the mTOR complex 1 

(mTORC1) and mTORC2 [5]. One well-characterized function of mTORC1 is to maintain 

protein synthesis through phosphorylation of at least two direct targets, eukaryotic 

initiation factor (eIF) 4E-binding proteins (4E-BPs) and ribosomal protein S6 kinases 

(S6Ks) [6]. 4E-BPs bind to and prevent eIF4E from entering into eIF4F, a heterotrimeric 

complex required for the cap-dependent ribosome recruitment phase of translation 

initiation, while S6K also regulates translation initiation by controlling the ribosomal 

protein S6 and eIF4A, a DEAD box RNA helicase which is essential to eIF4F function.  
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Activation of the Ras-MAPK-Erk and PI3K-Akt-mTOR pathways both culminate in 

activation of transcriptional programs, as well as cyclin dependant kinases, leading to 

progression through the cell cycle. Current evidence indicate that, through either of 

these pathways, HER2 signaling can regulate cyclin D and c-Myc, a multifunctional 

transcription factor involved in cell cycle progression (see [7] and references therein). In 

particular, inhibition of PI3K-Akt is expected to decrease cyclin D and c-Myc post-

transcriptionnally by dephosphorylation of GSK3 [8] [9]. A PI3K-Akt downstream target, 

NFkB, was reported to induce transactivation of c-Myc [10]. mTORC1 activity might 

contribute to cell cycle cycle progression in HER2 overexpressing cells, as cyclin D and 

c-Myc expression are critically dependent upon EIF4F activity in cells with high Akt 

activity [11] [12]. Consistent with this, inhibition of mTORC1 by RAD001 (everolimus) 

potently inhibits cell cycle progression of HER2 overexpressing breast cancer cells [13]. 

 In addition to their deregulated proliferation, HER2 overexpressing cells appear to 

exhibit altered survival signals. In support to this claim are the abundant data that 

describe cancer cells overexpressing HER2 as resistant to an array of cytotoxic agents 

and radiation damage [14] [15]. The view that has emerged from these observations is 

that HER overexpressing cells not only escape cell cycle control but also apoptosis. It 

has become increasingly clear that anti-apoptotic signals (detailed below) associated 

with alterations of the Ras-MAPK-Erk and PI3K-Akt-mTOR pathways contribute to 

chemo- and radioresistance. To the very least, targeting these survival signals may thus 

be of therapeutic benefit in combination with cytotoxic approaches.  

Yet, certain observations lead to the hypothesis that a well-designed inhibition of 

certain survival signals could have a more radical effect, and directly promote tumor 

destruction. Indeed, some of the survival signals harbored by HER2 overexpressing 

cells might directly contribute to cancer progression by allowing cancer cells to survive 

to constitutive death signals. The existence of such signals is suggested, at least in part, 

by the fact that the kinase cascade triggered by the hyperactivity of receptors of the 

HER family can be “addictive” to cancer cells [16]. This apparent “addiction” refers to the 

fact that inhibition of the HER kinase cascade pathway is all the more efficient 

therapeutically as the targeted pathway is highly active in the treated tumors. This gain 

of effect appears to result from the fact that hyperactivity of HER pathways has tumor 

promoting (survival) effects, but also tumor suppressive (death) ones [17]. The 

combination of these antagonistic effects is synthetically viable. 
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 It may nevertheless lead to tumor destruction when the inhibition of the apical pathway 

leads to an oncogenic shock, in which oncogene-induced survival signals are affected 

more efficiently (or quickly) than oncogene-induced death signals [16]. Death signals 

downstream of EGFR signaling have been reported, but not fully described in molecular 

details [18]. Moreover, it has remained unknown whether similar signals are initiated 

downstream of HER2, which shares many signaling modules in common with EGFR. 

Investigating whether constitutive death and compensatory survival signals exist in 

HER2 overexpressing cells is however of importance, as it may lead to the identification 

of a critical event in the HER2 network that needs to be altered by current targeted 

therapies, or that could be favorably targeted without altering the rest of the network. 

An investigation of the roles played by the Bcl-2 family of proteins in the survival of 

HER2 overexpressing cells may prove very useful for the characterization of constitutive 

death signals these cells might harbor. Indeed, this family of interacting proteins 

represents an integrating node towards which converge numerous death and survival 

signals in mammalian cells, including these induced by numerous oncogenic signals 

[19]. Anti-apoptotic Bcl-2 homologs preserve mitochondrial integrity by opposing the 

activity of multi-domain pro-apoptotic Bcl-2 family members Bax and Bak, which display 

sequence conservation throughout three Bcl-2 homology (BH) domains (BH1-3), and 

that of their upstream effectors, the BH3-only proteins (e.g. Bim, Puma, Bad…). This 

occurs in great part via a physical interaction between the BH3 domain of the pro-

apoptotic proteins and a BH3-binding pocket, which is formed at the surface of the anti-

apoptotic proteins. This interaction allows Bcl-2 homologs to negatively control the 

activation, and the activity, of pro-apoptotic Bax and Bak, that are themselves essential 

actors of the apoptotic response of mammalian cells to multiple stimuli. Anti-apoptotic 

Bcl-2 homologs (e.g. Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) control the sensitivity to conventional pro-

apoptotic therapy of tumor cells and, in certain instances, their expression is necessary 

to maintain the survival of such cells [20] [21]. This indicates that they may be required 

to counteract constitutive death signals. 

 There is substantial evidence that the balance between anti- and pro-apoptotic 

proteins of the Bcl-2 family is biased in favor of survival proteins during breast 

carcinogenesis. Most breast cancers arise from epithelial cells that express Bcl-2, Bcl-xL 

and Mcl-1 [22] [23], and enhanced expressions of these proteins are almost 

systematically found in transformed mammary epithelial cells. 
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 In as far as downstream modules of HER2 signaling are concerned, it is worth 

mentioning here that Akt has numerous anti-apoptotic effects on Bcl-2 family members, 

since it was shown to stabilize Mcl-1 protein levels [24], to negatively regulate the 

expression of Bim and Puma via its repression of the Foxo3a transcription factor and to 

negatively regulate the activity of Bad by direct phosphorylation. 

In this study, we investigated whether the imbalance in favor of survival proteins of the 

Bcl-2 family, which is induced by the sustained activity of signaling pathways 

downstream of HER2, plays a major role in maintaining the survival of HER2 

overexpressing cells. To investigate this, we used the BT474 cell line as an in vitro 

model of HER2 overexpressing cells and we analyzed, using a RNA interference 

approach, whether the expression of Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1 is required for their 

survival. We herein demonstrate that BT474 cells undergo apoptosis upon depletion of 

Mcl-1, and that this Mcl-1 dependence is due to their constitutive expression of the pro-

apoptotic protein Bim. The latter expression is a direct consequence of HER2 activity, as 

it is due to mTORC1 dependant expression of c-Myc. Our work therefore establishes 

that anti-apoptotic signals leading to Mcl-1 activation are necessary to maintain the 

survival of HER2 amplified cells. It implies that tipping the balance between Bim and 

Mcl-1 towards Bim activity is one major issue of therapeutic approaches used for the 

treatment of HER2 driven malignancies.  
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 Methods 

Reagents, antibodies and siRNAs.  

The following primary antibodies were used for western blotting: anti-actin from 

Millipore (mouse, MAB1501R), anti-ß-tubulin from Sigma (mouse, T0198), anti-Bcl-xL 

antibody from Transduction Lab. (rabbit, 610212); anti-Bcl-2 from Dako (mouse, 

M0887), anti-Mcl-1 from Santa Cruz (rabbit, B0410), anti-Puma from Calbiochem 

(rabbit, PC686); anti-Bim from Chemicon International (rabbit, 17003), anti-c-Myc from 

Cell Signalling (rabbit, 9402), anti-Foxo3A from Upstate (rabbit, 07-702), anti-Akt from 

Cell Signalling (rabbit, 9272), anti-phospho-AKT(Ser473) from Cell Signalling (rabbit, 

9271), anti-phospho-p70 S6 kinase (Thr 388) from Cell Signalling (mouse, 9206) 

Horseradish peroxidase-conjugated antibodies and enhanced chemiluminescence 

reagents were obtained from Santa Cruz (USA). RAD001 was provided by Novartis. 

Stattic, a kind gift of Prof. O Coqueret, was from Sigma (S7947).  Unless indicated, all 

other reagents used in this study were obtained from Sigma.The following siRNAs were 

used: si-control A from Santa Cruz (sc-37007), si-Bcl-2 from Santa Cruz (sc-29214), si-

Bcl-xL from Dharmacon (L-003458-00), si-Mcl-1 from Ambion (120644), si-Bim from Cell 

Signaling (6461), siPuma from Dharmacon (L-004380-00), si-Myc from Santa Cruz (sc-

29226), si-Akt1 from Santa Cruz (sc-44188), si-Foxo3A from Invitrogen (FOXO3a 

Validated Stealth DuoPak) 

 

Cell lines 

BT474, SKBR3 and MCF7, obtained from ATCC, were grown at 37°C with 5% of CO2 

and humidified atmosphere. BT474 and MCF7 cells were grown in RPMI-1640 medium 

supplemented with 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% glucose (45%), 0,1% insulin, 

1% Na-pyruvate, 1% non essential amino acids, 5% penistreptomycin. SKBR3 were 

grown in Mc Coy’s 5A medium supplemented with 10% FBS, 5% glutamine, and 5% 

penistreptomycin. 

  

Transient RNA interference and drug treatment 

One day prior transfection, 2.105 cells/well were seeded in 6-well plates with complete 

medium. Cells were transfected with siRNA oligonucleotides using LipofectamineTM 

RNAiMax (InVitrogen) according to the manufacturer instructions. Briefly, cells were 

gently washed with PBS (Phosphate Buffered Saline) before transfection with a mix 

containing OPTIMEM, transfection reagent and 60 pmol of siRNA. After 5 hours of 

incubation, cells were gently washed with PBS and fresh complete medium was added. 
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When applicable, a second transfection was performed 24 hours later following the 

same protocol. Adherent and floating cells were collected 48 hours later to perform 

western blot analysis or cell death investigations. Treatment of BT474 cells with 

RAD001 (20nM) and Stattic (20 µM) was performed on cells seeded in 6-well plates at 

2.105 cells/well the day before and analysis was performed as described above.  

 

Western-blot analysis. 

Cells treated with RAD001, Stattic and/or the indicated siRNAs were lysed as follows. 

Floating and adherent cells were washed twice with cold-PBS. They were then lysed in 

lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 1mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 2μg/ml leupeptin, 5 μg/ml aprotinin, 1μg/ml pepstatinA, 

0.5M NaF, 100mM Na3VO4) and extracts were sonicated six times for 15s each.  

Supernatants were recovered by centrifugation at 12000 rpm for 10 min at 4°C. 

Tumor lysates were obtained as follows. Tumor tissue samples were surgically collected 

from untreated patients and processed in two parts by a pathologist: the first part was 

fixed in 10% neutral buffered formalin for standard histological analysis and 

determination of the HER2 by immunohistochemistry, and the second part was 

immediately snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -180°C. This second part was 

crushed in liquid nitrogen with a mortar. After three washes in PBS, the samples were 

resuspended in a comparable volume of lysis buffer and extracts were sonicated on ice 

for 15 minutes. Supernatants were recovered by centrifugation at 12000 rpm for 10 min 

at 4°C. 

Lysates prepared as described above (70µg of total proteins) were separated by SDS-

PAGE (12% polyacrilamide gel) under reducing conditions followed by transfer to a 0.45 

µm PVDF membrane (Immobilon-P transfer membrane, IPVH00010). Non-specific 

binding was blocked by one hour incubation at room temperature in TBS-T (Tris 

Buffered Saline Tween, 25mM Tris, 150mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH=8.0) containing 

5% (v/v) of blocking reagent (Western blocking reagent, Roche, 11921681001). Primary 

monoclonal antibodies were incubated for one hour at 37°C. After 3 washes with TBS-T, 

membranes were incubated with peroxidase conjugated secondary antibody for one 

hour at 37°C. Following 3 washes with TBS-T, the blots were developed using the 

chemiluminescent blotting Substrate Kit (Roche). 
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Cell death assays. 

Following the indicated treatments, cells were labeled with the IOTest anti-APO2.7-PE 

(Beckman Coulter, PN IM2088U) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 

floating and adherent cells were washed once in PBS, transferred in 96 well plates and 

washed twice more in cold PBS. Cells were then resuspended in 500 µl of labeling mix 

diluted in PBS and incubated in the dark for 15 minutes at RT. Cells were then washed 

in PBS and either immediately analyzed by FACS or fixed in 1% paraformaldehide for 

delayed FACS analysis. APO2.7 positive cells were analyzed using the FL1 channel 

(Ex. 486-580nm/Em. 568-590nm) of a FACS CaliburTM cytofluorometer (BD). 

 

Mammosphere assays 

BT474 cells treated with the indicated siRNA were plated as single cells in ultralow 

attachment plates (Corning) at low density (5,000 viable cells/ml). They were grown in 

serum-free mammary epithelial basal medium (Cambrex Bio Science) for 2 days, after 

which the capacity of cells to form spheres was quantified.  

 

Statistical analysis of published expression data 

The impact of HER2 status on the expression of 20 genes of the Bcl-2 family was 

evaluated by means of Wilcoxon test. When the evaluation was performed in a “probe-

matching” way, 2 pooled published cohorts for which Affymetrix data were available 

were used after their conversion to a common scale. In a “gene-matching approach” the 

evaluation was performed on a larger pool obtained by merging 5 genomic published 

cohorts (Ma, 2004; Chin, 2006; Hess, 2006; Calabro, 2009; Jézéquel, 2009). If multiple 

probes corresponded to a same gene, the median of probes was taken. 

 

Results 

 

Mcl-1, which is highly expressed in HER2 overexpressing cancers, is required to 

maintain the survival of HER2 overexpressing BT474 cells in vitro  

The HER2 amplified BT474 breast cancer express detectable levels of the main anti-

apoptotic Bcl-2 homologs Bcl-xL, Bcl-2 and Mcl-1 (see Figure 1B). We investigated 

whether any of these proteins play a crucial role in maintaining the viability of BT474 

cells in vitro using a RNA interference approach based on the transfection of small 

interfering RNAs (siRNA) targeting Bcl-xL, Bcl-2 or Mcl-1. 
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 As shown in Figure 1B, treatment of BT474 cells with the corresponding siRNA led to 

the selective down regulation of the targeted proteins 48 hours after transfection. We 

analyzed the consequence of Bcl-xL, Bcl-2 and Mcl-1 depletion, under the same 

conditions, on the viability of BT474. For this purpose, we measured the expression, by 

the transfected cells, of the APO2.7 antigen (also known as the 7A6 antigen), whose 

expression is restricted to dying, apoptotic cells. As shown in Figure 1A, knock down of 

Mcl-1 expression by RNA interference lead to the induction of apoptosis in a substantial 

fraction of cells. In contrast, depletion of either Bcl-xL or Bcl-2 did not induce apoptosis 

in BT474 cells. Thus, Mcl-1 is specifically involved in preventing BT474 cells from 

spontaneously undergoing apoptosis. 

Interestingly, we found that this feature of “Mcl-1 dependence” was displayed by 

another HER2 overexpressing cell line, SKBR3, as transfection with Mcl-1 siRNA was 

sufficient to induce rates of apoptosis in these cells also (Figure 1C). In contrast, 

transfection with Mcl-1 siRNA, under the same conditions, had no detectable effect on 

the viability of ER positive MCF7 cells, that do not overexpress HER2 (Figure 1C). 

Transformed mammary epithelial cells, including established breast cancer cell lines 

such as BT474 cells [25], exhibit an inherent phenotypic plasticity and harbor a 

subpopulation of cells with features of cancer initiating cells (CIC). The latter cells, which 

are characterized by numerous parameters such as their ability to form spherical 

colonies in non-adherent culture conditions (mammospheres), were frequently 

described as being resistant to cell death induction by numerous stimuli [26]. This 

suggests that they may rely on survival signals distinct from these that are critical for the 

rest of the population. It is thus important to investigate whether the Mcl-1 dependence 

of BT474 cells revealed above (in assays performed on the bulk population) applies to 

the subpopulation of CICs. To test this, we reasoned that, if BT474 CICs are Mcl-1 

dependent, then a diminished ability to form mammospheres should be observed in a 

population of BT474 that has been depleted in Mcl-1. BT474 were thus transfected with 

control or Mcl-1 siRNA, as described above, and the ability of the resulting pools to form 

mammospheres was evaluated. As shown in Figure 2, the ability of BT474 cells treated 

with Mcl-1 siRNA to form mammospheres was significantly decreased compared to that 

of the same cells treated with a control siRNA. Taken together, these data indicate that 

the HER2 overexpressing BT474 require Mcl-1 to survive in vitro, and this Mcl-1 

dependence appears to extend to their subpopulation of CICs. 
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These data indicate that pathways that will drive expression of Mcl-1 in HER2 

overexpressing breast cancers will contribute to pathogenesis. To investigate whether 

such pathways are specifically active in these cancers, compared to breast cancers that 

do not overexpress HER2, we analyzed the expression of 20 pro- and anti-apoptotic 

Bcl-2 family members from published gene-expression profiles of breast cancer 

patients. We based this analysis on studies in which the HER2 status of each tumor was 

available (having been evaluated by immunohistochemistry) and that were performed 

using Affymetrix microarrays. Two studies corresponded to these criteria (Chin, 2006; 

Hess, 2006) leading to investigate expression profiles of 41 HER2 overexpressing 

tumors and 170 HER2 - ones (Table 1). Our evaluation was performed in a “probe-

matching” way, using the 2 pooled aforementioned cohorts. Regarding the expression of 

anti-apoptotic genes (pro-apoptotic ones are evoked below), this evaluation revealed a 

statistically significant enrichment, in HER2 overexpressing breast tumors compared to 

other breast tumors, in one MCL1 specific probe and also in one BCL2L1 (Bcl-xL) one 

(Table 1). In contrast, other breast tumors appeared statistically enriched for three BCL2 

specific probes (Table 1). Interestingly, when the evaluation was performed on a larger 

pool obtained by merging the two previously described cohorts with 3 additional 

genomic published cohorts (Ma, 2004; Chin, 2006; Hess, 2006; Calabro, 2009; 

Jézéquel, 2009), using a “gene-matching” approach (see Methods), an enrichment in 

MCL1 expression in HER2 overexpressing tumors (455 HER2- versus 71 HER2+, 

p=0,0156), and in BCL2 in the other ones (216 HER2- versus 52 HER2+, p=0,0145) 

was also found. In contrast, enrichment in BCL2L1 (268 HER2- versus 55 HER2+,) was 

no longer found. 

 

 These molecular profiling analyses are mostly consistent with the notion that 

mechanisms leading to Mcl-1 transcription and expression are highly active in HER2 

overexpressing breast cancers. 

 

Inhibition of mTORC1 by RAD001 does not induce cell death but it prevents cell death 

induced by Mcl-1 knock down in BT474 cells 

Since BT474 cells require Mcl-1 to maintain survival, interfering with signaling 

pathways that lead to Mcl-1 expression are expected to impact on the viability of these 

cells.  
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Numerous studies have shown that STAT3 can directly induce the transcription of 

Mcl-1 (reviewed in [27]). Moreover, a direct link between HER2 signaling and STAT3 

activation has been suggested by the demonstration that, in vitro, STAT3 is 

phosphorylated when HER2 is overexpressed [28]. We treated BT474 cells with 20 µM 

of Stattic, a cell permeant small-molecule Inhibitor of STAT3 activation and dimerization 

[29]. This treatment induced significant rates of apoptosis (Figure 3A). It also induced a 

significant decrease in Mcl-1 expression in treated cells (Figure 3B). In contrast, the 

expression levels of Bcl-xL were left unchanged (Figure 3B). These observations 

suggest that constitutive activity of STAT3 is involved in promoting Mcl-1 expression in 

BT474 cells and, by inference, in maintaning their viability. They also illustrate that it is 

possible to induce cell death in BT474 cells by interfering with pathways that promote 

Mcl-1 expression. 

Another way to down regulate Mcl-1 is to interfere with its translation.  Numerous data 

have put forth the notion that Mcl-1 protein and mRNA both have short half-lives, 

defining Mcl-1 as a sensor of changes in the rates of mRNA and protein synthesis (see 

for a review [30]). Since Mcl-1 mRNA has a G+C-rich 5’UTR, its translation is expected 

to be preferentially increased when the activity of EIF4F is elevated [31]. By inference, 

cells that require Mcl-1 for survival may be acutely dependent upon the activity of this 

complex, and highly sensitive to inhibitors that interfere with its activity. This might be 

particularly relevant for HER2 amplified tumor cells, in which the Akt/mTOR pathway is 

frequently active and S6K and EIF4E phosphorylated [32]. In these cells, mTORC1 

activity may thus promote cell survival through translational control of Mcl-1, as reported 

in other systems [33]. The importance of Mcl-1 in maintaining the survival of HER2 

overexpressing breast cancer cells may thus validate the use of mTORC1 inhibitors in 

the treatment of HER2 overexpressing tumors not only because they interfere with 

proliferation, but also because they might promote cell death. We treated BT474 cells 

with the mTORC1 inhibitor RAD001, under conditions that proved sufficient to prevent 

their growth [13], arrest these cells in the G1 phase of the cell cycle (data not shown) 

and prevent phosphorylation of S6K (Figure 3D). However, RAD001 did not induce 

significant apoptosis rates in BT474 cells (evaluated by APO2.7 staining as described 

above, Figure 3C).  

We found that RAD001 treatment had no detectable impact on Mcl-1 expression 

(Figure 3D), which might explain its lack of effect as a single agent. The conservation of 

Mcl-1 expression in RAD001 treated cells may, moreover, mask a pro-apoptotic effect of 

RAD001, which may only be patent when Mcl-1 is down regulated.  
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To investigate this, cells were treated with RAD001 or not prior to their transfection 

with control or Mcl-1 siRNA, and cell death rates were analyzed as described above. As 

shown in Figure 4A, RAD001 treatment did not enhance cell death rates induced by 

Mcl-1 siRNA, indicating that RAD001 has no pro-apoptotic effect even in Mcl-1 depleted 

BT474 cells. Instead, we found that RAD001 very significantly prevented cell death 

induced by Mcl-1 siRNA. Western blot analysis (Figure 4B) showed that RAD001 

treatment did not interfere with the ability of Mcl-1 siRNA to down regulate Mcl-1 and 

that, conversely, RAD001 treatment was still efficient (as judged by phosphorylation of 

S6K) in Mcl-1 depleted cells. Thus, these data reveal a genuine anti-apoptotic effect of 

RAD001 treatment in BT474 cells, which allows these cells to survive even when Mcl-1 

is depleted. 

 

The Mcl-1 dependence of BT474 is due to RAD001 sensitive expression of pro-

apoptotic Bim 

The above data establish that mTORC1 activity contributes to signals that install state 

of Mcl-1 dependence in BT474 cells. They also put forth the notion that such signals 

may function independently from Mcl-1 itself, as they can be shut down (in our case 

through mTORC1 inhibition by RAD001) even in Mcl-1 depleted cells. To investigate 

what could be the molecular basis of these signals, we made use of current knowledge 

on the mechanisms through which Bcl-2 homologs promote survival. It is, in particular, 

well established that they do so in great part by counteracting pro-apoptotic counterparts 

of the Bcl-2 family, Bax/Bak and their upstream effectors the BH3-only proteins. Some 

BH3-only proteins, such as Bid, BIM or PUMA interact with all known anti-apoptotic Bcl-

2 members, and they are proposed to also activate Bax/Bak directly. They are therefore 

good candidates as proteins that can initiate death signals that render anti-apoptotic 

proteins (in our case, Mcl-1) required for survival. This is particularly true for Bim and 

Puma, that activate Bax/Bak essentially in their native form, whereas cleavage of Bid is 

required for it to exert its pro-apoptotic activity [34].  

We found that BT474 cells express detectable levels of Puma and of Bim (Figure 5B). 

Regarding the latter protein, it has to be noted that we essentially detected its Bim 

Extra-Long (EL) form, whereas the Long (L) and Short (S) forms were barely detectable 

in these cells (see for instance Figure 7B or Figure 8A).  
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To investigate whether Bim or Puma play an active role in the Mcl-1 dependence of 

BT474 cells, these cells were transfected with control, Bim or Puma siRNA, which down 

regulated efficiently the targeted proteins (Figure 5B), prior to their transfection with Mcl-

1 siRNA and investigation of cell death. Of note, neither Bim nor Puma siRNA affected 

cell viability by themselves (data not shown). As shown in Figure 5A, Bim depletion 

robustly prevented cell death induced by transfection with Mcl-1 siRNA, indicating that 

this pro-apoptotic protein plays a major role in the Mcl-1 dependence of BT474 cells.  

In contrast, PUMA depletion had a less pronounced and less consistent effect on Mcl-

1 siRNA induced cell death (Figure 5A). 

Since Bim expression affects the Mcl1 dependence of BT474 cells, we then analyzed 

whether RAD001 had an impact on its expression. As shown in Figure 5C, RAD001 

treatment significantly decreased Bim expression in BT474 cells. This was also the case 

in Mcl-1 depleted cells or in cells treated with a control siRNA (Figure 5D). In contrast 

the expression levels of XIAP, another anti-apoptotic protein whose expression was 

reported to be enhanced by mTORC1 inhibition in some cases [35] were left unchanged 

by RAD001 treatment (Figure 5D). 

It rises from above that constitutive expression of Bim contributes to render Mcl-1 

necessary for the survival of HER2 overexpressing tumors. To analyze whether 

mechanisms leading to Bim transcription are particularly at stake in HER2 

overexpressing tumors, we went back to our investigation of published gene-expression 

profiles of breast cancer patients using a probe-matching approach as described above. 

As shown in Table 1, we found a statistically significant enrichment, in HER2 

overexpressing breast tumors compared to other breast tumors, in one BCL2L11 (Bim) 

specific probe. Regarding pro-apoptotic genes, a statistical enrichment in one BID 

specific probe and in BIK specific probe were also found (Table 1). In contrast, other 

breast tumors appeared statistically enriched for two PMAIP1 (Noxa) specific probes 

and for one BAD specific one (Table 1). While this tend to suggest that pathways 

leading to Bim transcription might be more active in HER2 overexpressing breast 

cancers, this should nevertheless be taken cautiously. Indeed, we did not confirm a 

statistical enrichment for Bim expression in HER2 overexpressing cancers by our gene-

matching approach involving 5 cohorts (described above), even though enrichment for 

BID and BIK and impoverishment for BAD and NOXA were confirmed.  

In an independent attempt to confirm that HER2 overexpressing tumors express Bim 

proteins, we prepared lysates from five tumors that had been diagnosed as HER2 

overexpressing ones by immunohistochemistry and performed western blot analysis. 
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 As shown in Figure 6, these lysates expressed detectable levels of anti-apoptotic 

Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1. They also expressed detectable levels of Bim. Most importantly 

here, we picked these samples because they correspond to tumors that had received no 

treatment prior surgery. The expression of pro-apoptotic Bim detected does not, 

therefore, result from stress induced by putative treatments, but results from signals that 

are inherent to the biology of these tumors. 

 

mTORC1 dependent c-Myc expression contributes to Bim expression and Mcl-1 

dependence of BT474 cells 

We then investigated which mTORC1 dependent signaling pathways might contribute 

to Bim expression in BT474 cells. Foxo3a is a member of the FoxO class of the 

forkhead family of winged helix transcription factors, which was reported to directly 

induce the transcription of Bim, in particular in some breast cancer cells [36]. Akt 

negatively regulates its transcriptional activity. Since RAD001 treatment activates Akt 

(see Figure 8A below), transcription of Bim by Foxo3A may account for RAD001 

sensitive expression of Bim in BT474. However, a RNA interference approach that 

successfully down regulated Foxo3A expression in BT474 cells (Figure 7A) had no 

discernible effect on Bim protein expression (Figure 7B), ruling out that Foxo3A activity 

is responsible for the constitutive expression of Bim in these cells. 

c-Myc is a transcription factor that resembles transcription factors of the basic helix–

loop–helix leucine zipper (bHLH–LZ) family. It is a major regulator of cell proliferation but 

it is also capable of promoting apoptosis. In particular, it was reported to induce Bim 

expression in certain settings [37]. Moreover, its expression is expected to be highly 

dependent of mTORC1 activity in cells with high Akt activity such as HER2-

overexpressing cells [11] [12]. Consistent with this notion, RAD001 treatment of BT474 

(which, as mentioned above, prevents their proliferation) leads to a decrease in c-Myc 

expression (Figure 7C). We used a RNA interference approach to specifically down-

regulate c-Myc in BT474 cells (Figure 7A) and we found that it induced a significant 

decrease in the expression of Bim in the resulting cells (Figure 7B). These data indicate 

that RAD001 sensitive c-Myc is involved in the constitutive expression of Bim in BT474 

cells. 

To investigate whether c-Myc is involved in the inherent Mcl-1 dependence of BT474 

cells, these cells were transfected with control or c-Myc siRNA, prior to their transfection 

with Mcl-1 siRNA and investigation of cell death as described above. Of note, c-Myc 

siRNA had no impact on cell viability by itself (data not shown). 
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As shown in Figure 7C, decreased c-Myc expression prevented cell death induced by 

transfection with Mcl-1 siRNA, indicating that this transcription factor contributes to the 

Mcl-1 dependence of BT474 cells. 

 

Akt represses Bim expression in mTORC1-inhbited BT474 cells  

One well established survival effect of mTORC1 inhibitors relies one their ability to 

activate Akt, through the inhibition of a negative feedback exerted by S6K on receptor 

tyrosine kinase and PI3K signaling [38] [39]. Western blot analysis revealed that 

treatment of RAD001 that was efficient at decreasing Bim expression enhanced the 

quantity of Akt phosphorylated at S473, suggesting that RAD001 promotes Akt 

activation (Figure 8A).  

 

To analyze what role Akt might play in the survival of untreated and RAD001 treated 

BT474 cells, we down regulated Akt1 expression by a RNA interference approach. 

Down regulation of Akt had no detectable effect on Mcl-1 or Bim expression in untreated 

cells (Figure 8B). It had no impact on cell viability by itself and it did not enhance cell 

death induced b Mcl-1 siRNA (Figure 8C). In contrast, Akt depletion abrogated the 

cytoprotection exerted by RAD001 against Mcl-1 depletion induced cell death: Akt 

siRNA treated BT474 cells, as opposed to control treated cells, were not protected from 

Mcl-1 siRNA induced cell death by RAD001 treatment. Thus, Akt is involved neither in 

the constitutive survival of BT474 cells nor in the mechanisms that lead to their Mcl-1 

dependence. Instead, it is involved in the protective effects of mTORC1 inhibition. 

Consistent with the notion that this occurs at the level of Bim expression, RAD001 

treatment did not decrease Bim expression in Akt-depleted BT474 cells (Figure 8D). 

Interestingly, c-Myc expression was lower in Akt depleted cells than in control cells, yet 

RAD001 treatment no longer diminished, but rather enhanced, c-Myc expression in the 

former (Figure 8E). 
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Discussion 

 

We used, in this study, BT474 cells that overexpress HER2/neu, and in which 

signaling downstream of this member of the EGF receptor family is highly active. Our 

results establish that, despite the potent and numerous survival signals that are 

associated with HER2 activity, these cells rely on the expression of a single anti-

apoptotic protein for their survival. We show, indeed, that the down regulation of Mcl-1 is 

sufficient to induce significant rates of spontaneous apoptosis in these cells. Mcl-1 

appears to be crucial even for the subpopulation of BT474 that have features of cancer 

initiating cells, as its depletion significantly reduces the number of mammospheres these 

cells can form. Preliminary data tend to indicate that the codepletion of pro-apoptotic 

Bim (which reduces cell death rates induced by Mcl-1 depletion as discussed below) 

mitigates the effects of Mcl-1 knock down on mammosphere formation (data not shown). 

These effects are thus most likely to be a direct consequence from the induction of cell 

death, by Mcl-1 down regulation, in sphere forming cells. We cannot formally rule out, 

however, that Mcl-1 contributes to the biology of cancer initiating cells by mechanisms 

other than regulation of cell survival stricto sensu. This aspect is currently being 

investigated in our laboratory. 

Given the role played by Mcl-1 in maintaining the survival of HER2 expressing cells, 

and in maintaining a significant pool of cancer initiating cells among them, pathways that 

lead to the expression of the anti-apoptotic protein Mcl-1 are expected to contribute to 

the pathogenesis of HER2 amplified mammary tumors. Conversely, pharmacological 

manipulations of these pathways may be of therapeutic benefit. Our investigation of 

published expression data hint on a selective enrichment for Mcl-1 transcripts in HER2 

amplified mammary tumors compared to other mammary tumors.  

 

Thus, pathways that positively impact on the transcription of Mcl-1 may be particularly 

active in HER2 amplified tumors, either because they are directly triggered by this 

pathway or because their secondary activation contributes to the progression of this 

malignancy.  

The effect of Stattic on the expression of the Mcl-1 protein in BT474 cells, even 

though an effect on Mcl-1 mRNA expression needs to be confirmed, indicates that one 

signaling pathway that might control Mcl-1 expression in HER2 amplified cells is the one 

that relies on STAT3 activity. STATs are latent cytoplasmic transcription factors, but 

they can be activated by either Janus activated kinases or tyrosine kinase receptors. 
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Activation of STATs has been demonstrated in response to ligands that activate growth 

factor receptors with tyrosine kinase activity, including HER2 [40] [28]. In fact, 

constitutive activation of STAT3 is found in many human cancers, including 30 to 60% of 

primary breast cancer [41]. Most relevantly here is the recent classification of breast 

cancers that was performed by Gatza et al., based on molecular profiling and making 

use of previously established patterns of pathway activity [42]. This classification 

underlined a positive relationship between HER2 activity and STAT3 activity (see Figure 

2B of the corresponding reference). It also lead to the identification of a subgroup of 

breast cancers that typically exhibits status of high HER2 and STAT3 activities 

(subgroup 7 in Figure 3C of the same reference). Our data indicate that, at least in this 

subgroup, Mcl-1 is highly expressed and contributes to pathogenesis. 

Interestingly, investigation of the Oncomine Cancer Profiling Database 

(www.oncomine.org) reveals that MCL1 is one of the 777 genes that constitute the 

« Differentially expressed genes in Human Mammary Epithelial Cell (HMECs) in 

response to oncogenic pathway stimulating viruses », suggesting that changes in MCL1 

expression may be a frequent feature of epithelial transformation.  More specifically, 

when we assessed for MCL1 mRNA levels (reporter numbers 200796_s_at, 

200797_s_at, 200798_s_at, 214056_at, 214057_at) from the Bild_CellLine microarray 

data set of primary human mammary epithelial cells transfected with the vectors 

expressing GFP, E2F3, ß –catenin, c-Myc, c-Src, or H-Ras, we found that the Ras 

pathway significantly upregulates MCL1 while other perturbations have no detectable 

effect. Thus, alterations in this pathway, which can be found in HER2 amplified tumors 

as suggested by molecular profiling [43], might contribute to their expression of Mcl-1 by 

mechanisms that require further investigation. 

Since Mcl-1 translation might be critically determined by EIF4F activity [44], our 

demonstration of a key role of Mcl-1 in the survival of HER2-amplified cells might 

therefore provide one more rationale for the use of the mTORC1 inhibitor RAD001 

against this malignancy. Our results nevertheless show that an impact of RAD001 on 

the viability of HER2-amplified cells, via an effect on Mcl-1, may not be guaranteed. 

Concentrations of RAD001 that are sufficient to inhibit the growth [13] and cell cycle 

progression of BT474 cells (our own unpublished data) are indeed inefficient at inducing 

apoptosis. This lack of effect coincides with a lack of effect of the treatment on Mcl-1 

expression. 

 

 

http://www.oncomine.org/
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The reason why inhibition of mTORC1, in conditions in which it is sufficient to 

promote cell cycle arrest and the down regulation of proteins involved in cell cycle 

control (such as c-Myc), does not affect Mcl-1 expression, is currently unclear. One 

possibility is that RAD001, akin to rapamycin, only partially inhibits mTORC1, affecting 

S6K activity but leaving phosphorylation of 4EBP1 relatively unaltered. It is interesting to 

note here that increases in Mcl-1 protein levels downstream of oncogenic Akt signaling 

in thymocytes were shown to result from eIF4E hyperactivation, through a process that 

is specific to the 4EBP1 arm of oncogenic mTOR but that does not appear to rely on the 

S6K substrate rpS6 [44]. More potent inhibition of mTORC1 than that achieved by 

RAD001 might thus be required to impact on Mcl-1 expression in BT474 cells. We 

cannot rule out, moreover, the involvement of mechanisms capable of enhancing the 

stability of the Mcl-1 protein, such as the one that relies on the deubiquitinating enzyme 

USP9X [45], which is also involved in HER2 stability [46]. Since inhibition of protein 

synthesis by the translation elongation inhibitor cycloheximide nevertheless leads to 

substantial decreases of Mcl-1 in BT474 (data not shown), we assume that these 

putative mechanisms of Mcl-1 protein stabilization would themselves be dependant 

upon protein synthesis. The resistance of Mcl-1 expression to mTORC1 inhibition by 

compounds that are used in the clinic, revealed here, suggests that strategies aiming at 

inhibiting Mcl-1 transcription might constitute a more efficient approach than these that 

target its translation.  

Our investigation of the effects of RAD001 treatment on BT474 cells lead to the 

observation that this treatment not only leaves cell viability unaltered, but that it protects 

cells against death induced by Mcl-1 depletion. This puts forth the notion that active 

death signals are involved in installing a cellular state that renders Mcl-1 absolutely 

required for survival. It has been established, over the last decade, that the pro-

apoptotic multi-domaine proteins Bax and Bak play a major role in the apoptotic 

response of mammalian cells. Moreover, numerous data have converged towards the 

notion that the BH3 domains of some “activator” BH3-only proteins (that of Bid, Bim and 

Puma) have the innate ability to interact with these proteins and to activate them (see 

[34] for a review).  The view that emerges from these data is that anti-apoptotic proteins 

allow cell survival by binding to their pro-apoptotic counterparts, thereby preventing a 

low affinity but high efficiency interaction between “activator” BH3-only proteins and 

multidomain proteins to occur and to kill cells. In support to this, we recently established 

that the ability of PUMA to activate Bax renders cells that constitutively express it 

dependent upon the sustained BH3-binding activity of Bcl-2 and Bcl-xL for survival.  
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Our observation that cell death rates induced by Mcl-1 depletion in BT474 cells are 

decreased by the codepletion of Bim (and, to a lesser degree, by that of PUMA) is also 

mostly consistent with this view. Numerous studies (in particular in lung and breast 

cancer cells, [47]) have hinted on a role of the Bim/Mcl-1 balance in the control of 

survival, but very few have shown, as it is the case here, that the mechanism involved 

relies on Mcl-1 counteracting the ability of Bim to promote cell death, rather than the 

ability of Bim to erode the cytoprotective effect of Mcl-1. 

It rises from above that signaling pathways that lead to the expression and the 

stability of Bim actively contribute to render Mcl-1 expression required for survival. Our 

finding that Bim expression can be detected in lysates that were prepared from 5 HER2-

amplified tumors that had received no treatment indicate that such pathways are active 

in this malignancy. Mechanisms that regulate Bim transcription in particular might be 

effective, as suggested by the possible enrichment for some Bim transcripts in HER2 

amplified tumors revealed by our investigation of publicly available expression data from 

breast cancer. Our finding that RAD001 negatively regulates Bim expression indicate 

that mTORC1, which plays an important oncogenic role in HER2 amplified tumors, 

might contribute to this expression. The pro-apoptotic role our data attribute to the 

mTOR pathway is somewhat reminiscent to that reported for its downstream kinase S6K 

in hepatocytes, where S6K contributes to Bim expression [48].  

Our data suggest that mTORC1 favors Bim expression by two pathways. First, we 

found that mTORC1 controls the expression and the activity of c-Myc, and that this 

transcription factor is involved is the constitutive expression of Bim in BT474 cells. As 

wild type c-Myc was shown to induce Bim expression in murine cells, we speculate that 

RAD001 sensitive c-Myc might be directly involved in the transcription of Bim in BT474 

cells. Experiments, in which the occupancy of the Bim promoter by c-Myc in untreated 

and RAD001 treated BT474 cells, and in which the impact of RAD001 and of c-Myc 

knock down on Bim mRNA levels are investigated, are currently performed in our 

laboratory to confirm this notion. Alternatively, the effects of RAD001 sensitive c-Myc on 

Bim expression might be indirect. BCL2L11, the gene that encodes for Bim, is another 

one of the 777 genes that are differentially expressed genes in HMECs in response to 

oncogenic pathway stimulating viruses. Assessment for BCL2L11 mRNA levels 

(reporter numbers 155372_at, 1558143_at, 255606_at) from the aforementioned 

Bild_CellLine microarray data indicate that Bim might be directly regulated by E2F3 (a 

transcription factor involved in cell cycle progression) but not by Myc itself.  
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It is thus possible that the effect of c-Myc knock down, and that of RAD001, on Bim 

expression results from a decrease in the activity of the E2F pathway due to cell cycle 

arrest. 

Second, we found that RAD001 treatment enhances Akt activity in BT474 cells. This 

suggests that the previously reported negative feedback loop that mTORC1 exerts on 

Akt extends to HER2-amplified cancer cells, a somewhat expected finding given the role 

played by PI3K (which is activated by HER2), in this feedback [38] [39]. Using a RNA 

interference approach to down regulate Akt expression, we found that Akt has no 

detectable impact on the constitutive expression of Bim in BT474 cells, but that it plays a 

role in the decrease in Bim expression in RAD001 treated cells. Thus the negative 

feedback loop exerted by mTORC1 on Akt activity contributes to the positive effects of 

mTORC1 on net Bim expression, and on the Mcl-1 dependence of BT474 cells. Exactly 

how Akt intervenes in mTORC1-driven Bim expression and Mcl-1 dependence remains 

poorly characterized. The repression exerted by RAD001 on c-Myc expression is lost in 

Akt depleted cells.  

This is consistent with the notion that Akt activity contributes to render c-Myc 

expression mTORC1 dependent [12]. It also suggests that Akt activation by RAD001 

contributes to the anti-apoptotic effects of the compound by preventing repression of c-

Myc.  

It should be noted, however, that c-Myc expression is lower in Akt depleted cells 

(treated or not with RAD001) than in untreated control cells, even though comparable 

levels of Bim are detected under these conditions. This raises the possibility that 

RAD001 sensitive Akt has a negative effect on Bim expression independently from c-

Myc. A transcriptional effect of Akt via the negative regulation of Foxo3A seems unlikely, 

given the very limited effects of Foxo3A downregulation on Bim protein levels in BT474 

cells. One plausible explanation is that Akt controls Bim stability, as it has been 

suggested that a direct phosphorylation of Bim by Akt might contribute to Bim 

degradation [49]. Interestingly, a role for mTORC1 in favoring Bim stability is suggested 

by the observation that cycloheximide treatment has a much stronger effect on Bim 

expression in RAD001 treated cells than in control cells (data not shown). It is also 

formally possible that Akt impacts on c-Myc transcriptional activity, in which case Akt 

induced by RAD001 might prevent c-Myc transcription of Bim (or of targets that promote 

Bim expression) thereby combining with RAD001-induced c-Myc decrease to diminish 

Bim expression.  
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In all cases, further experiments are required to establish whether Akt regulates Bim 

expression at a transcriptional or post-transcriptional level in RAD001 treated cells, and 

discriminate between these possibilities. 

Regardless of the mechanisms involved in the effects of RAD001 on Bim expression 

in BT474 cells, they imply that mTORC1, an oncogenic kinase whose activity is required 

for the growth of these cells, directly contributes to their Mcl-1 dependence. This 

observation brings support to the notion that the apparent “addiction” of HER2 amplified 

tumors to this pathway results from the fact that it induces antagonistic survival and 

death signals. Indeed, it associates directly to the HER2 pathway one death signal (Bim 

expression) that needs to be counteracted by a survival signal (Mcl-1 expression), which 

also lies downstream of this pathway. The view that emerges from this is that the 

positive effect of mTORC1 on c-Myc expression and its negative effect on Akt 

(discussed above) locks HER2 amplified cells in a state that requires sustained 

expression of Mcl-1 to maintain survival. Thus, some therapeutic approaches targeting 

the HER2 pathway might inefficiently affect tumor cell survival, due to their inability to 

maintain sufficiently high levels of Bim expression. This would be the case for RAD001 

treatment, that might be of therapeutic interest through its cytostatic effects against 

HER2-amplified tumor cells, yet fail to promote tumor destruction. A contrario, 

approaches that circumvent the side effect of therapies targeting the HER2 pathways on 

Bim expression, and tip the Bim/Mcl-1 towards Bim activity, will be of enhanced 

efficiency. This underscores the interest in combining inhibition of mTORC1 with that of 

signaling pathways involved in the negative feedback it exerts on Akt, such as the PI3K 

pathway.  

An alternative approach is to directly take benefit from the dependence of HER2 

amplified cells to Mcl-1 by developing approaches that target this “non-oncogenic 

addiction”. These approaches might selectively affect the survival of HER2 addicted 

tumors. Given the importance of protein-protein interactions in the anti-apoptotic 

function of Mcl-1, inhibitors of the interactions Mcl-1 engages with Bim (and possibly 

other pro-apoptotic members of the Bcl-2 family) might be of interest. While a very 

strong inhibitor of Bcl-2 and Bcl-xL has been characterized, there are less Mcl-1 

inhibitors that have been characterized to date. One of them is the small molecule 

compound TW37, which was shown to inhibit the interaction between Bim and Mcl-1 in 

malignant B lymphocytes [50]. Our preliminary investigations tend to indicate that this 

compound exerts little single agent activity when added to BT474 cells.  
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One possibility for this lack of effect is that Bim /Mcl-1 complexes, or other complexes 

Mcl-1 is critically engaged in, are not affected by this treatment. Alternatively, even when 

this compound inhibits Mcl-1, de novo protein synthesis might be required to create a 

sufficient amount of free Bim and kill cells. This is suggested by the fact that 

cycloheximide treatment, which leads to Mcl-1 depletion and maintains detectable levels 

of Bim, does not impact on the viability of BT474 cells. This implies that down regulation 

of Mcl-1, which is in itself sufficient to promote Bim dependent cell death, might impact 

on Bim synthesis by a mechanism that requires to be elucidated.  



139 

CONCLUSIONS 

 

Our work provides strong support to the notion that some tumor cells might depend 

upon a limited number of anti-apoptotic proteins, and Bcl-2 like proteins in particular, for 

their survival. It establishes that this “Bcl-2 dependence” extends to HER2 amplified 

tumors, and that, in these tumors, it relies, at least in part, on the interconnected 

pathways that lead to pro-apoptotic Bim and anti-apoptotic Mcl-1 expressions. This 

implies that current targeted approaches need to influence the balance between Bim 

and Mcl-1 to efficiently affect cancer cell survival. It strongly suggests that novel 

strategies (such as these based on the use of Bcl-2 homologs inhibitors) that directly act 

upon this balance without interfering with the rest of the HER2 network are a promising 

alternative for the treatment of this disease. On a more general perspective, our work 

illustrates how the molecular characterization of mechanisms that regulate cancer cell 

survival can help to diagnose “Bcl-2 dependences” in breast cancer, to refine the 

efficiency of current treatments, and to validate the development, in breast cancer 

therapy, of approaches that target mechanisms critically involved in cell survival. 
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Figures 

 

Figure 1 ARN interference mediated knock-down of Mcl-1, but not that of Bcl-2 or 

of Bcl-xL, induces cell death in HER2 overexpressing cells 

BT474 cells were transfected with control siRNA, Bcl-xL siRNA, Bcl-2 siRNA or Mcl-1 

siRNA as indicated. Forty-eight hours later, apoptosis was assessed by Apo 2.7 staining 

and FACS analysis as described in Methods. (A) Data represented (% of Apo2.7 

positive cells) are the means +/- standard errors of three independent experiments. p-

values were assessed using a Student’s t test (B) Down regulation of the targeted 

proteins 48 hours after transfection was confirmed by western blot analysis, using actin 

as a loading control. (C) Experiments were performed as described in A, using HER2 

overexpressing SKBR3 cells, and ER expressing MCF7 cells, as indicated. Data are 

mean ± se of the indicated number of independent experiments. p-values were 

assessed using a Student’s t test. 

 

 

Figure 2 Mcl-1 knock-down negatively impacts on mammosphere formation by 

BT474 cells 

BT474 cells were transfected with control or Mcl-1 siRNA, as described in Figure 1. One 

day later, the resulting cells were plated in non-adherent conditions under 

mammosphere medium, as described in Methods. Mammosphere formation was 

analyzed by microscopy (A) and enumerated (B) two days later.  

 

Figure 3 Treatment with the mTORC1 inhibitor RAD001, unlike treatment with the 

STAT3 inhibitor Stattic, impacts neither on viability nor on Mcl-1 expression of 

BT474 cells. 

(A-B) BT474 cells were treated with 20 µM Stattic for 24 hours Cell death was then 

assessed by Apo2.7 staining  as described in Methods (A) Data are mean ± se of three 

independent experiments. p-values were assessed using a Student’s t test. Western blot 

analysis was performed to document the effect of Stattic on Mcl-1 and Bcl-xL expression 

(B).(C-D) BT474 cells were treated with 20nM RAD001 for 72 hours. Cell death was 

then assessed by Apo 2.7 staining as described in Methods (C). Data are mean ± se of 

three independent experiments. p-values were assessed using a Student’s t test 

Western blot analysis was performed to document the effect of RAD001 treatment on 

the phosphorylation of p70S6K and on Mcl-1 expression (D). 
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Figure 4 RAD001 treatment protects BT474 cells against Mcl-1 knock down 

induced cell death 

BT474 cells were treated with 20nM RAD001 or left untreated, as indicated. 24 hours 

later, cells were transfected with control or Mcl-1 siRNA and put back into control or 

RAD001 containing complete medium. Apoptosis was assessed 48 hours later by Apo 

2.7 staining as described in Figure 1. Data are mean ± se of the indicated number of 

independent experiments. p-values were assessed using a Student’s t test. Western blot 

analysis was performed at the end of the experiment to document the effects of RAD001 

treatment and of Mcl-1 siRNA on the phosphorylation of p70S6K and on Mcl-1 

expression, using ß-tubulin as a loading control. 

 

Figure 5 Expression of pro-apoptotic Bim is sensitive to RAD001 treatment and is 

required for Mcl-1 knock down induced cell death 

BT474 cells were transfected with control siRNA, Bim siRNA or PUMA siRNA, as 

indicated. 24 hours later, cells were transfected with Mcl-1 siRNA. Apoptosis was 

assessed 48 hours later by Apo 2.7 staining as described in Figure 1 (A). Data are 

mean ± se of three independent experiments. They are expressed as a percentage of 

cell death obtained after Mcl-1 siRNA transfection of cells that had been transfected with 

control siRNA. p-values were assessed using a Student’s t test. In (B), western blot 

analysis was performed to confirm the down regulation of the targeted proteins under 

the conditions used. Using actin as a loading control in each case, western blot analysis 

was also performed to document the effect of RAD001 treatment (48 hours at 20 nM) on 

Bim (EL) expression in BT474 cells (C), and the effect of the same treatment, and of 

Mcl-1 siRNA, on Bim  (EL) and XIAP expression. 

 

Figure 6 HER2-amplified mammary tumors express detectable levels of Bim 

Western blot analysis of lysates from HER2 overexpressing tumors was analyzed as 

described in Methods. 
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Figure 7 RAD001 sensitive c-Myc expression in BT474 cells impacts on Bim 

expression and Mcl-1 dependence  

BT474 cells were transfected with control siRNA, Foxo3A siRNA or c-Myc siRNA, as 

indicated. 48 hours later, western blot analysis was performed to confirm the effect of 

each siRNA on the expression of the targeted proteins (A) and on Bim (EL), (L-) and (S), 

as indicated (B). Western blot analysis was also performed to document the effects of 

RAD001 treatment (48 hours at 20 mM) on c-Myc expression in BT474 cells (C). In (D), 

BT474 cells were transfected with control siRNA, or c-Myc siRNA, as indicated. 24 

hours later, cells were transfected with Mcl-1 siRNA and apoptosis was assessed 48 

hours later as described in Figure 1. Data are mean ± se of three independent 

experiments. They are expressed as a percentage of cell death obtained after Mcl-1 

siRNA transfection of cells that had been transfected with control siRNA. P-values were 

assessed using a Student’s t test. 

 

Figure 8 Akt is induced by RAD001 treatment of BT474 cells, and its knock down 

favors Bim expression and Mcl-1 dependence in RAD001 treated cells. 

 (A) Western blot analysis was performed to document the effects of RAD001 treatment 

(48 hours at 20 mM) of BT474 cells on the phosphorylation of Akt and on the expression 

of Bim (EL), (L) and (S).  

(B-E) BT474 cells were transfected with control siRNA, or Akt siRNA, as indicated (First 

siRNA). 24 hours later, cells were transfected with control siRNA or Mcl-1 siRNA, as 

indicated (Second siRNA) and treated or not with RAD001 (20 mM). Apoptosis was 

assessed 48 hours later by Apo 2.7 staining as described in Figure 1 In (C) Data are 

mean ± se of three independent experiments. They are expressed as a percentage of 

cell death obtained after Mcl-1 siRNA transfection of cells that had been transfected with 

control siRNA. P-values were assessed using a Student’s t test. In (B), western blot 

analysis was performed to effects of the first transfection (control siRNA or Akt siRNA) 

on total Akt expression, and on Mcl-1 and Bim (EL) expression. Western blot analysis 

was also performed to document the effect of RAD001 treatment on Bim (EL), (L) and 

(S) expression in Akt depleted cells (D) and the effects of RAD001 on c-Myc expression 

(using ß-tubulin as a loading control) in control or Akt depleted cells (E). 
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TABLES 

 

Table 1 Impact of HER2 status on the expression of Bcl-2 family members in 

mammary tumors 

The impact of HER2 status on the expression of 20 genes of the Bcl-2 family was 

evaluated as described in Methods. + and - indicate an enrichment and an 

impoverishment, respectively, in the HER2 overexpressing cohort. p values were 

assessed by a Wilcoxon test. 
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Partie II 
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Introduction  

Dans la première partie de notre travail,  nous avons établi que les signaux de survie 

étaient Mcl-1 dépendants pour la lignée cellulaire du cancer du sein BT474. Nous avons 

observé que le sous- type HER2 présente un possible enrichissement en transcrits Bcl-xL 

(cf tableau 1 du manuscrit). De plus nous avons observé une additivité d’effets entre 

l’association de la mise sous silence de Mcl-1 et de l’ABT-737. Ceci suggére que si Mcl-1 

joue un rôle majeur dans la survie, Bcl-2 et/ou Bcl-xL y participe également. 

En somme nous montrons que le sous-type HER2 dépend pour sa survie des protéines 

anti-apoptotiques des homologues Bcl-2. Si cela est vrai pour les cancers du sein HER2 

amplifiés, qu’en est-il pour les autres sous-types moléculaires et phénotypiques de 

cancer du sein et notamment le sous-type luminal ? 

La question posée alors est de savoir si cette dépendance peut être mise à profit en 

thérapeutique, notamment par l’emploi de l’ABT-737, qui est un inhibiteur de Bcl-2 et de 

Bcl-xL. 

Nous avons décidé d’aborder cette question de manière méthodologiquement différente 

de la partie I de notre travail, en utilisant des prélèvements de patientes présentant un 

cancer du sein et non des lignées cellulaires.  Hormis le caractère plus représentatif de 

ce matériel biologique, ce choix est également mu par les arguments suivants. Il été 

récemment été montré que certains sous groupes de type luminal du cancer du sein 

(Gaza et al.) ne sont pas représentés par le panel de lignées de cancer du sein 

disponible dans les laboratoires. Réciproquement certaines de ces lignées ne 

correspondent pas absolument à un sous-type précis, suggérant qu’il y a eu au cours de 

l’immortalisation et du maintien en culture de ces lignées (pour la plupart émanant 

d’effusions pleurales qui plus est, et non de la tumeur primaire) une dérive démontrée 

par l’expression moléculaire. 

Ces études ne prennent pas non plus en compte les interactions dynamiques entre les 

cellules tumorales épithéliales et leur microenvironnement, incluant les cellules 

stromales et la matrice extracellulaire. 

Une des approches pertinentes est l’approche des  xénogreffes. L’équipe de Decaudin 

(Marangoni et al. 2009) utilise une banque de tumeurs mammaires humaines maintenue 

en xénogreffe hétérotopique (SC) sur des souris immunodéficientes. 
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Il évalue la réponse au traitement par le suivi de la taille tumorale lors des traitements à 

potentiels antitumoraux administrés à la souris porteuse. Ce test permet l’évaluation 

préclinique de l’efficacité d’une drogue anticancéreuse. 

 

La xénogreffe est toutefois longue à mettre en place et donne une information sur la 

tumeur de départ trop tardive pour bénéficier au donneur stricto sensu (elle ne 

bénéficie qu’aux suivants). 

De plus, la procédure de xénogreffe peut induire une sélection clonale (Ding et al. 

2010).  De manière générale, un traitement efficace sur modèles de xénogreffes n’est 

pas automatiquement efficace en clinique. L’issue de ce type d’expériences dépend de 

plusieurs variables, comme le site d’implantation, les propriétés de croissance de la 

xénogreffe, la taille de la tumeur quand le traitement expérimental est initié, etc…(Jo et 

al. 2009). 

 

Il semble, enfin que seuls certains sous-types de cancer du sein puissent être manipulés 

de cette manière, ce qui ne rend compte que d’une fraction des cancers du sein 

accessibles par cette approche. Cette banque de tumeurs ne contient quasiment pas de 

tumeur de type luminal. 

Si ceci souligne l’importance de travailler sur du matériel humain, notamment si le sujet 

de l’étude porte sur le sous-type luminal. Il est très rare d’avoir accès à des échantillons 

tumoraux au cours du traitement. 

 

À l’opposé, l’évaluation mécanistique et la validation d’un traitement anti-cancéreux 

chez des patients présentant une tumeur est problématique en raison de l’accès limité 

ou insuffisant au matériel tumoral, la diversité de la maladie, et un défaut d’information 

sur les caractéristiques moléculaires de la tumeur. Soulignons à nouveau que 

l’évaluation de « surrogate markers » comme indicateur de validation mécanistique, une 

alternative courante, n’est pas idéale car il n’est pas clair que les tissus normaux 

reflètent les propriétés des tumeurs souvent dérivées de types de tissus complètement 

différents. Trouver des moyens permettant de combler l’écart entre les études 

précliniques et les cancers humains est un des enjeux majeurs de la recherche contre le 

cancer. 
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C’est pour toutes ces raisons que nous avons développé un système d’étude 

d’échantillons tumoraux, ex-vivo dont la vocation est de combler ces lacunes. 

Nous avons appliqué cette méthode au traitement de l’ABT-737 sur différents sous-

types de cancers du sein et notamment le sous-type luminal. Cette approche 

fonctionnelle validera ou pas le fait que la notion de signaux de survie est nécessaire au 

maintien de certains sous-types de cancers du sein. 

 

Matériel et Méthode 

Préparation des prélèvements tumoraux : 
 

Du tissu frais de cancer du sein est obtenu, après signature d’un consentement éclairé 

et après résection chirurgicale, chez des patientes nouvellement diagnostiquées pour un 

cancer du sein invasif prise en charge au Centre René Gauducheau (la préparation de 

tranches de tissus est illustrée à la figure 1). 

Les patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante ont été exclues de cette étude. 

Les prélèvements rapidement obtenus du service d’anatomopathologie sont, avant toute 

autre manipulation, inclus dans un réactif biocompatible par un protocole mis au point 

dans notre laboratoire. Les échantillons tumoraux sont directement débités en coupes 

minces (200 à 300mm d’épaisseur) de 25 mm2 de surface environ, à l’aide d’un 

microtome dédié. Ces coupes minces sont mises en culture dans un milieu optimisé à 

37°C, en présence de drogues ou pas. 

Après incubation avec diverses drogues, les coupes fines de tumeurs, sont congelées 

(pour d’éventuelles analyses ultérieures biochimiques ou transcriptomiques, non décrites 

dans ce travail) ou fixées et transmises au service d’anatomopathologie. 

Puis, elles y sont incluses dans la paraffine puis débitées en coupes de 5-6mm, et 

analysées après coloration HES et immunomarquage par un médecin 

anatomopathologiste qui évalue le pourcentage de cellules tumorales positives pour 

chaque immunomarquage. Les échantillons non utilisés sont conservés en bloc de 

paraffine permettant l’analyse ultérieure d’autres marqueurs. Dans le cadre de notre 

travail des marqueurs (Ki67) de la prolifération et de l’apoptose (caspase 3 activée) sont 

étudiés. Le traitement par paclitaxel (700 nM) ou ABT-737 (1 mM) débute après une 

nuit d'incubation. Après traitement, les différentes tranches sont ensuite soit, 

immédiatement congelées dans l'azote liquide (pour analyses futures), soit fixées dans 

le formol. 
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Figure 1 : préparation des prélèvements tumoraux. 

 
Etude Immunohistochimique  

Les tranches de tumeurs ont été fixées à J2 et J0 dans du formol tamponné à 4% et 

incluses en paraffine. Pour l’étude histopathologique, les coupes en paraffine ont été 

colorées à l'hématoxyline-éosine-safran (HES). Un examen histologique des lames HES 

permettait d'évaluer le taux de nécrose cellulaire. L'étude immunohistochimique a été 

effectuée à l'aide des anticorps dirigés contre la Caspase 3 active (clone C92-605, 

 dilution 1:1200, BD Pharmingen) et le Ki67 (clone MIB1, dilution 1:150, Dako). Après 

restauration antigénique par la chaleur (bain-marie, solution de tampon citrate pH6 pour 

l'anticorps anti-caspase 3 active et solution de tampon EDTA pour l'anticorps anti-KI67), 

les lames ont été testées avec le kit Histofine (Histofine SAB-PO kit, MMFrance) dans un 

automate (Autostainer, Dako) et contre-colorées à l'hématoxyline. Le pourcentage de 

cellules apoptotiques a été déterminé de façon quantitative en appréciant le nombre de 

cellules carcinomateuses caspase 3 active positives sur 200 cellules carcinomateuses (au 

grossissement x 400). L'index de prolifération KI67 a été déterminé de façon 

quantitative en appréciant le nombre de cellules carcinomateuses KI67 positives sur 200 

cellules carcinomateuses (au grossissement x 400). 
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Résultats : 

Cette activité s’est déroulée sur 16 mois. Nous avons eu accès à une cinquantaine de 

tumeurs. Sur la base, de l’étude immunohistochimique de l’expression du KI67, de ER , 

de PR, et de HER2 sur la tumeur primitive, cette cohorte est constituée de 2 sous-types 

de HER2, 6 sous-types triples néagatifs. Le reste est constitué du sous-type luminal, à 

parts égales entre le sous-type A et B. Soixante cinq pour cent des ces prélèvements se 

sont avérés être exploitables. Nous estimons, qu’un échantillon est exploitable si la 

coloration HES indique une préservation générale de l’organisation tissulaire et si un 

immunomarquage détectant les cellules tumorales en apoptose d’une coupe non traitée 

indique un pourcentage de cellules tumorales positives est inférieur ou égal à 15%. Une 

étude plus détaillée indique que ces chiffres ont évolué au cours du temps. Au cours des 

8 derniers mois 77,7% des échantillons étaient exploitables. Nous avons vérifié que les 

échantillons non exploitables de cette période, dite de routine, correspondent 

essentiellement à des tumeurs fortement apoptotiques ou nécrotiques au moment du 

prélèvement et, dans quelques rares cas, à une dégradation de la viabilité lors de la 

culture. 

Concernant les échantillons obtenus au décours de la période dite de routine, nous 

avons évalué quel était l’impact de la mise en culture de 2 jours ex-vivo sur le taux de  

prolifération des cellules tumorales. 

Dans ce but, pour chacune des tumeurs de la figure 2, une première tranche a étè fixé 

directement sur formaldhéhyde (J0), une seconde l’a été après deux jours de mise en 

culture ex-vivo  en absence de tout autre traitement (J2). Un immunomarquage par le 

KI 67 a été réalisé et le pourcentage de cellules tumorales pour ce marqueur de 

prolifération évalué. La figure 2 montre que les échantillons de tumeurs non traités, 

voient leur taux de prolifération très faiblement, et très peu fréquemment altéré au 

cours de 2 jours de culture ex-vivo (Figure 2). Ceci suggère un maintient des voies qui 

régulent la prolifération des cellules tumorales. 

Nous avons également  évalué l’impact de la mise en culture de 2 jour ex-vivo sur la 

survie des cellules tumorales. 
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Pour chacune des tumeurs de la figure 3, une pemière tranche a été fixée directement 

sur formaldhéhyde (J0), une seconde l’a été après deux jours de mise en culture ex-vivo 

comme décrit plus haut (J2). Un immunomarquage par un anticorps reconnaissant la 

caspase 3 active a été réalisé et le pourcentage de cellules tumorales pour ce marqueur 

d’apoptose évalué. 

Nous n'avons pas observé de différence majeure entre l'apoptose spontanée présente à 

T0 et celle détectée à 48h, indiquant que la mise en culture permet le maintien de la 

viabilité cellulaire de façon satisfaisante. 

 

Figure 2 : Etude de la variation du KI67 après 48h de culture. 

 

 

 

Figure 3- Etude de la viabilité cellulaire à J0 et J2 après 48h de culture. 
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L’absence d’apoptose dans les conditions de contrôle nous a permis d’étudier la réponse 

apoptotique à une drogue de référence des différentes tumeurs au paclitaxel (figure 4). 

 

La figure 4 indique qu’une réponse apoptotique au paclitaxel peut être détectée dans 

certaines tumeurs, alors que d’autres tumeurs (n°35, n° 39) ne répondent pas au même 

traitement. 

 

 

Figure 4 : Analyse de l’apoptose à 48h de tranches traitées ou non au paclitaxel 

Ayant établi que cette approche maintient la viabilité et détecte une réponse 

apoptotique, nous l’avons appliquée au traitement par l’ABT-737. La figue 5 représente 

le pourcentage de cellules tumorales positives pour la caspase 3 active après exposition 

pendant 48 H à 1 mM de l’ABT-737 auquel a été soustrait le pourcentage de cellules 

tumorales positives pour la caspase 3  active non traitées (NT ; jamais supérieur à 

15%). 

Ces résultats montrent que l’ABT-737, sur 16 prélèvements, induit une apoptose 

massive dans certaines tumeurs et n’a quasiment pas d’effet dans d’autres (Fig. 5). 

Les différences de réponses sont-elles associées à un sous-type phénotypique 

particulier ? 

Sur la figure 5, l’expression de ER et PR est précisée. Il apparaît qu’une tumeur triple 

négative a répondu alors qu’une autre non ; c’est également le cas pour une tumeur 

ER+/PR- (un répondeur et un non répondeur). Le reste des tumeurs ER+/PR+ 

présentent, elles aussi, des réponses variables. 
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Pour évaluer plus avant s’il existe une différence de réponse entre le sous-type luminal 

A (tumeur peu proliférante) et B (tumeur proliférante), nous avons recherché une 

relation entre la réponse à l’ABT-737 et le pourcentage du KI67 de la tumeur initiale. 

Parmi 8 tumeurs de type luminal, la figure 6, suggère qu’il existe une réponse positive 

entre le taux de prolifération et l’intensité de la réponse à l’ABT-737. Cette relation n’est 

toutefois pas statistiquement significative. 

Au regard des données obtenues nous pouvons faire deux conclusions. 

La première conclusion est que le petit nombre d’échantillons nous ne permet pas de 

définir que le sous-type luminal B répond mieux que le sous-type A à l’ABT-737. Mais 

néanmoins il indique que certaines tumeurs luminales B répondent. Ceci suggère que 

l’ABT-737 peut avoir un impact thérapeutique dans le sous-type luminal B et triple 

négatif.  

 

 

 

 

Figure 5 

Gauche : Exemple d’un marquage de la caspase 3 active sur coupes en HIC. 

Droite : Réponse apoptotique de tumeurs humaines mammaires ex-vivo à un inhibiteur l’ABT- 

737. 
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Figure 6 : Réponse apoptotique de tumeurs humaines mammaires luminales ex vivo à un 

inhibiteur l’ABT- 737. 

Conclusion : 

Cette approche met en évidence l’efficacité d’approches thérapeutiques originales qui 

prennent pour cible des événements non-oncogéniques de survie cellulaire, plus 

précisément les homolgues de Bcl-2 (Non Oncogene Targeting, NOT). 

Des inhibiteurs de Bcl-2/Bcl-xL comme l’ABT-737 ne sont pas à notre connaissance en 

cours de développement clinique dans le cancer du sein, mais les données mentionnées 

dans la première partie de nos résultats montrent qu’elles pourraient être à la base 

d’une approche NOT efficace dans certaines tumeurs mammaires. 

Nous avons constaté que certains sous-types répondent et d’autres pas. Il conviendrait 

de déterminer les facteurs prédictifs de réponse et de résistance. 

Comment aborder cette question ? 

Nous proposons de faire l’étude du profilage moléculaire des tumeurs pour lesquelles la 

réponse à cet inhibiteur (en terme de prolifération et d’apoptose, évaluée par 

immunomarquage) aura été déterminée. Nous évaluerons à partir de ce profil 

moléculaire le statut d’activation des voies prises pour cible par un algorithme publié 

(Bild et al. 2009). Nous étudierons s’il existe bel et bien une corrélation entre le statut 

d’activation et la réponse tumorale à cet inhibiteur. 
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Dans tous les cas, nous identifierons également, indépendamment de signatures 

d’activité préétablies, les gènes dont l’expression discrimine statistiquement les tumeurs 

répondeuses de celles qui ne répondent pas (signature de sensibilité). A partir de ces 

données moléculaires, nous tenterons d’identifier des immuno-marqueurs de sensibilité 

à l’ABT-737, de manière rétrospective sur les prélèvements de grande taille et à partir 

d’une étude ex-vivo sur biopsies. 

Les perspectives biologiques, cliniques, attenantes à cette technologie sont nombreuses 

et elle est applicable à tout inhibiteur des voies oncogéniques. 

Cependant cette technique que nous avons développée ne nous permet pas encore de 

cibler l'ensemble des patientes pour deux raisons principales. La première est que de 

nombreuses tumeurs, diagnostiquées précocément, sont de petite taille et que les 

échantillons disponibles sont entièrement utilisés pour l'analyse anatomopathologique. 

La seconde concerne les patientes pour lesquelles une chimiothérapie néoadjuvante est 

prescrite, induisant une réduction de la masse tumorale ainsi qu'une diminution 

drastique de la viabilité cellulaire (apoptose ou nécrose) ne permettant pas une mise en 

culture de la tumeur. Ceci nécessite d'avoir accès à la tumeur avant le début du 

traitement. 

Travailler sur des tumeurs non traitées est également important pour travailler sur du 

matériel cancéreux dont la biologie n’a pas été modifiée par des traitements variables 

d’une patiente à l’autre. Si les échantillons préservent leur dépendance en certaines 

voies de signalisation, nous pourrons alors étudier l’inhibition de ces voies qui dominent 

dans une tumeur donnée. 

La réponse tumorale évaluée ex-vivo reflète-t-elle la réponse in vivo ? 

Pour aborder cette question, nous intégrerons nos tests fonctionnels sur biopsies à une 

approche clinique pré-opératoire d’hormonothérapie qui a pour but de prédire son 

efficacité (figure 7). Cette approche, réalisée au CRLCC dans le cadre d’un PHRC (Dr M 

Campone) est conçue pour déterminer le taux de réponse biologique après 2 semaines 

et 6 semaines d’un traitement pré-opératoire par tamoxifène chez des patientes 

présentant un cancer du sein non métastatique exprimant ER.  
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Les résultats d’une équipe anglaise ont démontré qu’une variation de la prolifération 

tumorale (évaluée par Ki67) deux semaines après traitement pré-opératoire par 

hormonothérapie prédit une amélioration de la survie sans récidive (Dowsett et al. 

2007). 
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Discussion générale 
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Des données expérimentales, modèles de souris transgéniques et de cultures cellulaires, 

démontrent, que malgré le nombre important d’anomalies génétiques cumulées au 

niveau de la cellule tumorale, il suffit de reverser une seule de ces anomalies 

oncogénique, pour inhiber la prolifération et favoriser la mort cellulaire par apoptose de 

ces cellules. 

Cette dépendance à une voie oncogénique dominante introduit la notion « d’oncogène 

addiction » (Weinstein 2002). L’activation de cette voie oncogénique dominante va 

induire des signaux antagonistes, de mort, de survie, de prolifération et d’arrêt 

cellulaire. Seuls les signaux de prolifération et de survie cellulaire seront prépondérants. 

Cette voie va induire par conséquent une addiction à des processus « non-

oncogéniques » de survie cellulaire (Luo, Solimini, et Elledge 2009). 

Cette fragilité est mise à profit en clinique par le développement d’agents 

thérapeutiques (inhibiteurs de kinase) qui vont inhiber cette voie oncogénique 

« addictive ». Ces thérapies vont induire un « choc oncogénique » (Sharma et al. 2006).  

L’induction de ce choc, qui est dynamique au cours du temps, va provoquer un 

déséquilibre de signaux qui, cette fois ci, se fera en faveur des signaux d’arrêt et de 

mort cellulaire. Une résistance peut avoir lieu si cette inhibition ne préserve pas les 

signaux de suppression tumorale ou d’arrêt de prolifération. 

La conséquence directe de ces constations et d’ordre thérapeutique. Pour améliorer 

l’efficacité de nos thérapeutiques, il devient alors primordial de pouvoir identifier 

l’ensemble de ces signaux antagonistes, de mort et de survie, mis en jeu lors de 

l’activation ou bien lors de l’inactivation de cette voie oncogénique dominante. 

Nos travaux ont porté sur l’étude de la dépendance aux protéines à mutidomaines anti-

apoptotique de la famille Bcl-2 dans différents sous-types phénotypiques de cancer du 

sein, le sous-type HER2 et luminal. 

Nous avons employé deux approches différentes pour déterminer cette dépendance aux 

signaux antagoniste de mort et de survie cellulaire. Une approche dites fonctionnelle ou 

ex-vivo,  à partir d’échantillons de patientes présentant un cancer du sein (luminal) et 

une approche à partir d’une lignée cellulaire, la lignée BT474 (amplification de HER2). 
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Ces approches étaient dépendantes d’une part de la fréquence de chaque sous-type de 

cancer du sein (70% pour le sous-type luminal et 15% pour le sous-type HER2) et des 

outils moléculaires (siARN) ou thérapeutiques (l’ABT-737) employés pour la régulation 

de l’expression des protéines de survie et de mort. 

Les signaux antagonistes de survie et de mort  des tumeurs HER2 : 

Nos résultats, sur le sous-type HER2, ont été obtenus à partir de la lignée BT474. Nous 

avons démontré, par une approche d’ARN interférence, que la mise sous silence de Mcl-

1, était suffisante pour induire un signal de survie. La survie de ces cellules est donc 

Mcl-1 dépendante. 

Comment la voie oncogénique dominante HER2 régule-t-elle l’expression de Mcl-1 ? 

La régulation de l’expression de Mcl-1 est probablement transcriptionnelle et 

traductionnelle, comme le démontrent les données de la littérature publiées et nos 

résultats. 

Il est probable que le facteur STAT3 joue un rôle déterminant. Nous avons que STAT-3 

régule l'expression des gènes qui interviennent dans la survie tels que la survivine, Bcl-

xL et Mcl-1 (Aggarwal et al. 2009). L’activation des récepteurs à tyrosine kinase par les 

facteurs de croissance induit une activation de STAT3 (Suyun Huang 2007).  Yuan et al. 

(2008) a observé une augmentation de la phosphorylation de STAT3 dans les cellules 

MCF7 transfectées par HER2. Les travaux de Page et al. (2000) rapportent une 

activation constitutive de STAT3 dans 30 à 60% des cancers du sein. Les travaux 

récents rapportés par Gatza et al. (2010) et Bild et al. (2009) définissent une 

classification transcriptomique basée sur la dysrégulation des voies oncogèniques. Cette 

classification établit une corrélation entre l’expression de HER2 et STAT3. Nous 

suspectons que Mcl-1 doit être surexprimé dans ce groupe et qu’il est l’un des éléments 

fondamentaux de la pathogénie de ce sous groupe. 

La deuxième voie de régulation de l’expression de Mcl-1 est possiblement 

traductionnelle. Nous savons que la demi-vie de la protéine et de son ARNm est très 

courte (Akgul 2009). 

La traduction de Mcl-1 est câp-dépendante et fait donc intervenir le complexe eIF4F qui 

est constitué, en autres, du facteur d’initiation eIF4E et de la protéine S6 kinase (Graff 

et al. 2008). 
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Cette phase d’initiation de la traduction est sous la dépendance de mTORC1. 

Après activation par la voie PI3K/Akt, mTORC1 va induire l’activation de eIF4E et de la 

protéine S6 kinase. Mills et al. (2008) a démontré que l’expression de Mcl-1  est 

mTORC1 dépendant. Nous pouvions alors supposer que l’inhibition de mTORC1 peut 

inhiber l’expression du signal de survie Mcl-1. 

Nous avons alors utilisé le RAD 001 qui est un dérivé de la rapamycine et qui possède 

comme propriété pharmacologique d’inhiber l’activité de mTORC1. 

Nous avons alors constaté qu’en présence du RAD 001 les cellules de la lignée BT474 

cessaient de proliférer, mais sans affecter les signaux de survie et sans perte 

d’expression de Mcl-1. 

La voie oncogénique HER2 régule-t-elle la dépendance Mcl-1 ? 

Il est actuellement établi que les protéines à multi-domaines Bax et Bak jouent un rôle 

déterminant  dans la réponse aux signaux pro-apoptotique. Cependant de nombreuses 

données semblent démontrer le rôle de plus en plus important des protéines BH3 only. 

Ces protéines peuvent interagir et activer les protéines Bax et Bak. Mais elles 

interagissent aussi, avec les protéines à multi-domaines anti-apoptotiques en inhibant 

leur fonction. Nous avons démontré que dans les lignées BT474 la co-déplétion de Mcl-1 

et de la protéine BH3 only Bim,  n’augmente pas le nombre de cellules en apoptose. 

D’après nos données, Mcl-1 inhibe la capacité de Bim d’induire un signal de mort et non 

l’inverse. Le RAD 001 inhibe les signaux, qu’installe une dépendance à Mcl-1 en inhibant 

l’expression de Bim. 

A ce stade nous pouvons dire que la voie oncogénique HER2 induit des signaux 

antagonistes de mort Bim dépendants et des signaux de survie Mcl-1 dépendants. 

Comment mTORC1 régule-t-il l’expression de Bim ? Cette régulation implique les 

facteurs de transcription c-Myc et la kinase de Akt. 

Il a été démontré sur des lignées murines que c-Myc induisait l’expression de Bim. 

mTORC1 contrôle aussi l’expression de c-Myc. Nous supposons que le RAD 001 inhibe 

l’expression de Bim car sa transcription est c-Myc dépendante. Pour démontrer notre 

hypothèse, nous allons conduire des expériences qui vont consister à étudier les 

niveaux ARM de Bim avant et après traitement par le RAD 001. 

Nous envisageons d’étudier si le promoteur de Bim est occupé par c-Myc (étude par 

méthode de Chromatin immunoprecipitation, en collaboration avec O.Coqueret et 

B.Barret). 
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Nous avons observé que le RAD 001 augmente l’activité de la kinase Akt dans la lignée 

BT474. Cette observation est conforme aux données déjà publiées. mTORC1, après son 

activation, induit une boucle de rétrocontrôle négatif via la protéine S6 kinase (O'Reilly 

et al. 2006; Carracedo et al. 2008). Par conséquent toute inhibition de mTORC1 induit 

une perte de cette boucle de rétrocontrôle. 

Akt peut il contrôler le niveau d’expression de Bim ? Nos données démontrent que la 

mise sous silence de Akt seule n’induit pas de diminution d’expression de Bim mais 

uniquement en association avec le RAD 001. 

Cette diminution de l’expression de Bim n’est pas Foxo3A dépendante. Nous devons 

poursuivre nos investigations pour savoir si ces modifications sont transcriptionnelles ou 

post transcriptionnnelles. Il a été observé que Akt pouvait induire une dégradation de 

Bim (Qi, Wildey, et Howe 2006). 

En somme nous venons d’observer d’une part que l’activation HER2 (voie oncogénique 

dominante), induit des signaux antagonistes de mort dépendant de Bim et de survie 

Mcl-1 dépendants et d’autre part, que l’expression de Bim est sous la dépendance de 

mTORC1 et c-Myc alors que STAT3 va maintenir l’expression de Mcl-1. 

Les  conséquences thérapeutiques sont les suivantes. Toute thérapie anti-HER2 pour 

être efficace doit induire une augmentation de  l’expression de Bim et/ou une diminution 

de l’expression de Mcl-1. Le RAD 001 en monothérapie n’a pas d’indication chez les 

patientes présentant une amplification de HER2. Il doit être associé de manière 

systématique à une thérapie anti-HER2. Ceci est lié aux effets anti-apoptotiques décrits 

ici. 

Si la thérapeutique n’induit pas ces modifications, elle sera considérée comme 

inefficace. Le rapport Bim/Mcl-1 sera alors le reflet de l’effet biologique thérapeutique. 

Une approche thérapeutique pertinente est d’inhiber les interactions entre les protéines 

à domaines BH3 only et les protéines à mutidomaines anti-apoptotiques pour induire 

des signaux de mort cellulaire. A l’heure actuelle seul le composé TW37 est capable 

d’inhiber les interactions entre Mcl-1 et Bim. L’étude de ses effets sur le sous-type HER2 

est intéressante. 
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 Les signaux antagonistes de survie et de mort  des tumeurs Luminals : 

Comme décrit plus haut, l’existence d’une corrélation entre l’efficacité d’un inhibiteur et 

l’intensité de sa voie oncogénique cible implique que certains oncogènes induisent un 

«choc» lié à des signaux ambivalents, de survie et de mort (Gerard I Evan 2006). Ainsi 

avons-nous observé que, dans des cellules tumorales mammaires HER2-amplifiées, 

l’activité de mTORC1 contribue non seulement à la prolifération, mais aussi à 

l’expression de la protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2, Bim. Certaines cellules 

tumorales mammaires peuvent donc abriter des signaux de mort latents, et par 

conséquent, dépendre d’un nombre restreint de signaux de survie, qui contrecarrent les 

premiers, pour leur maintien. Les cancers du sein sont susceptibles de présenter une 

hétérogénéité dans la nature, l’identité ou l’existence même de ces signaux de survie 

nécessaires à leur progression, et on ne peut savoir, à l’heure actuelle, dans quelle 

mesure les classifications en sous-types intrinsèques et/ou par voies oncogéniques 

secondaires rendent compte de ce degré supplémentaire de diversité. 

La deuxième partie de nos travaux s’inscrit dans ce cadre. Elle a pour but de valider la 

notion que des signaux de survie sont nécessaires au maintien de certains sous-types 

de cancers du sein. 

Elle met en évidence l’efficacité d’approches thérapeutiques originales qui prennent pour 

cible des événements non-oncogéniques de survie cellulaire (NOT). Elle intègre la notion 

d’hétérogénéité des tumeurs en termes de voies de survie. 

L’approche NOT proposée découle du fait que la plupart des signaux de mort 

qu’induisent les oncogènes convergent vers la voie mitochondriale de l’apoptose. Cette 

voie est sous le contrôle des protéines de la famille de Bcl-2. 

Nous savons que cette famille est constituée de membres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-

xL, Bcl-w, Mcl-1,…) qui s’opposent à l’action des protéines pro-apoptotiques de la même 

famille, les multidomaines, comme Bax et Bak, ayant en commun avec Bcl-2 trois 

domaines d’homologie, (BH1, 2 et 3) et les BH3 only (Bim, Puma, Noxa, Bad,…), ne 

possédant que le domaine BH3 et qui agissent en amont de Bax/Bak. 
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Des données préalables, obtenues par notre équipe ont établi que la fonction de survie 

des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 repose sur leur capacité à interagir 

physiquement avec leurs contreparties apoptotiques (Cartron et al. 2004 ;Manero et al. 

2006). Gallenne et al. (2009) a identifié un des mécanismes moléculaires que cette 

fonction de survie doit contrecarrer pour maintenir la viabilité de certaines cellules 

cancéreuses. Ce travail donne corps à la notion que certaines cellules tumorales 

puissent dépendre de protéines de la famille de Bcl-2 pour leur survie.  Des inhibiteurs 

de Bcl-2/Bcl-xL comme l’ABT-737 ou des inhibiteurs, à spectre plus large, de Bcl-2, Bcl-

xL et Mcl-1 comme l’Obatoclax ont été caractérisés. Il n’y a pas, à notre connaissance 

de développement clinique en cours pour ces molécules dans le cancer du sein, mais les 

données mentionnées plus haut suggèrent qu’elles pourraient être à la base d’une 

approche NOT efficace dans certaines tumeurs mammaires. L’utilisation de tests ex vivo 

associés au profilage moléculaire permettra de définir des marqueurs prédictifs de la 

réponse des tumeurs mammaires à ces inhibiteurs. 

Cette approche  ex-vivo est fondée sur l’utilisation de prélèvements frais de tumeurs 

mammaires effectués au CRLCC de Nantes (Centre René Gauducheau), chez des  

patientes pour lesquelles un consentement éclairé est signé et non traité au préalable 

par un traitement systémique (chimiothérapie, thérapie ciblée). 

Ils sont inclus dans la paraffine, débités en coupes de 5-6mm, et analysés après 

coloration HES et immunomarquage. Un médecin anatomopathologiste évalue le 

pourcentage de cellules tumorales positives pour chaque immunomarquage. Dans le 

cadre de notre étude, des marqueurs de prolifération (Ki67) et d’apoptose (caspase 3 

active) sont employés.  

Nos résultats concernant l’activation de la caspase 3 par l’ABT-737 sur 18 prélèvements 

de grande taille montrent que cette molécule induit une apoptose massive dans 

certaines tumeurs et n’a quasiment pas d’effet dans d’autres. Les différences de 

sensibilité ne semblent pas s’associer à un sous-type particulier. Mais nos données 

suggèrent que le sous-type luminal B, par rapport au sous-type luminal A, répond à 

l’ABT-737. Il convient de déterminer les marqueurs de sensibilité et de résistance à 

l’ABT-737. 
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La réponse tumorale évaluée ex-vivo reflète-t-elle la réponse in vivo ? Pour aborder 

cette question, nous intégrerons nos tests fonctionnels sur biopsies à une approche 

clinique pré-opératoire de thérapie ciblée (hormonothérapie, anti-HER2, anti-PARP) qui 

a pour but de prédire son efficacité. 

 

Perspectives  

La classification moléculaire des tumeurs mammaires a prouvé son importance pour le 

développement de traitements personnalisés des cancers du sein. Elle y contribuera 

encore davantage quand elle permettra l’identification non seulement des voies de 

signalisation qui dominent dans une tumeur donnée, mais aussi des faiblesses 

possiblement associées à ces dominances. Notre approche participe et participera à ce 

développement et nous étudirons dans quelle mesure des inhibiteurs fonctionnels des 

protéines de la famille de Bcl-2 seront utiles pour le traitement du cancer du sein 

en définissant des indicateurs moléculaires, des contextes et conditions dans lesquels ils 

seront les plus efficaces. Ceci permettra la proposition d’essais cliniques employant ce 

type de molécules. La mise en évidence, dans des échantillons de tumeurs mammaires, 

de mécanismes inédits de résistance aux effets apoptotiques de ces molécules, ou 

d’autres molécules ciblées, alimentera en même temps notre recherche d’amont qui 

porte sur les mécanismes d’addictions oncogéniques et non oncogéniques des tumeurs 

mammaires, en identifiant des mécanismes d’échappement à ces dépendances. La 

systématisation de l’utilisation d’échantillons cliniques dans des tests fonctionnels, 

capables de donner une indication rapide de réponse tumorale qui est un des objectifs 

de ce projet de recherche de transfert. 

Cette approche est susceptible de donner des informations a posteriori sur la biologie de 

la tumeur qui permettent de choisir l’option qui corresponde le mieux aux patientes, 

même dans des conditions où les connaissances a priori sur les caractéristiques 

moléculaires de la tumeur, voire les effets biologiques d’un agent thérapeutique, sont 

limitées au moment du choix thérapeutique. 
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Breast cancer is a heterogeneous disease, including its diversity and its dependence on oncogenic signaling pathways 
(eg, HER2). These dependencies reflect antagonist signal activation by oncogenes: death and survival, cell proliferation 
and arrest. Proteins of the Bcl-2 family represent a major point of integration of signals for survival and death of cancer 
cells. The function of anti-apoptotic proteins is based on their ability to physically interact with their apoptotic 
counterparts. This interaction can be manipulated pharmacologically. We studied if the survival of breast cancer cells 
depended on the activity of some anti-apoptotic Bcl-2 counterparts and if their inhibition might have a therapeutic effect. 
In an initial in vitro approach, we demonstrated that the survival of overexpressing HER2 cells depended on Mcl-1 and 
was linked to the constitutive expression of pro-apoptotic protein Bim, itself linked to c-Myc transcription factor, situated 
downstream to HER2. This study shows that Bim/Mcl-1 equilibrium plays a key role in regulating cell survival of 
overexpressing HER2 breast cancer cells. In a second approach, ex-vivo, we exposed samples of breast tumors of 
patients to ABT-737, an inhibitor of Bcl-2 and Bcl-xL. Our results showed that, as a single agent, ABT-737 induced 
massive apoptosis in some breast tumors and have little effect in others. We conclude that HER2 pathway can induce 
death signal, which makes necessary compensatory survival signals on the activity of Bcl-2 homologues, creating a state 
of acute dependence of these signals. Ex-vivo functional approaches confirmed this notion while showing it is not the 
only one. Furthermore, they provide, a methodological tool that enables detection of such dependencies and the 
studying of pathways that inhibit or stimulate them. 

 

 

Mots-clefs : oncogènes, apoptose, protéines de la famille de Bcl-2. 

Le cancer du sein est une maladie hétérogène notamment dans sa diversité et sa dépendance aux voies de signalisation 
oncogéniques (par exemple, voie HER2). Ces dépendances traduisent l’activation par les oncogènes de signaux 
antagonistes, de mort et de survie, de prolifération et d’arrêt cellulaire. Les protéines de la famille Bcl-2 constituent un 
point d’intégration majeur des signaux de survie et de mort des cellules cancéreuses. La fonction des protéines anti-
apoptotique repose sur leur capacité à interagir physiquement avec leurs contreparties apoptotiques. Cette interaction 
est manipulable pharmacologiquement. Nous avons étudié si la survie des cellules tumorales mammaires dépendait de 
l’activité anti-apoptotique de certains homologues de Bcl-2 et si leur inhibition était susceptible d’avoir un effet 
thérapeutique. Par une première approche in vitro, nous avons mis en évidence que la survie de cellules surexprimant 
HER2 dépendait de Mcl-1 et qu’elle était liée à l’expression constitutive de la protéine pro-apoptotique Bim, elle-même 
liée au facteur de transcription c-Myc, situé en aval de HER2. Cette étude montre que l’équilibre Bim/Mcl-1 joue un rôle 
clé dans la régulation de la survie des cellules de cancer du sein surexprimant HER2. Dans une seconde approche, ex-
vivo, nous avons exposé des prélèvements de tumeurs du sein de  patientes à l’ABT-737, un inhibiteur de Bcl-2 et Bcl-xL. 
Nos résultats montrent qu’il induit une apoptose massive dans certaines tumeurs mammaires et a peu d’effet dans 
d’autres cas. Nous concluons que la voie HER2 peut induire un signal de mort qui rend nécessaire des signaux 
compensatoires de survie reposant sur l’activité des homologues de Bcl-2, instaurant un état de dépendance aigüe à ces 
signaux. Les approches fonctionnelles réalisés ex-vivo confirment cette notion tout en montrant qu’elle ne s’applique pas 
systématiquement. Elles fournissent l’outil méthodologique qui permet de détecter de telles dépendances, et d’étudier les 
voies qui les installent ou les inhibent. 

 

 


