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| -Carcinogenese et viabilité cellulaire

A-Généralités

Il existe actuellement un axiome en oncologie, qui définit la carcinogenese comme un
processus, progressif et multi-étapes. Ce processus (Sporn et Suh 2002) est guidé par
I'acquisition, au cours du temps, d'une accumulation d’aberrations génétiques
somatiques (mutation, amplification, délétion), mais aussi par une dysrégulation
épigénétique (mécanismes de méthylation ou d'acétylation des genes). La résultante de
ces anomalies génétiques est |'activation d’oncogénes et I'inactivation de génes

suppresseurs de tumeurs.

Figure 1- représentation schématique du processus de carcinogenése selon Sporn et Suh
(2002)
Ces génes sont classés en deux catégories selon leur fonctionnalité (Weinstein et al.

1997; Weinstein 2000). La premiére catégorie regroupe les genes impliqués dans le

« circuit » de la régulation intercellulaire. La deuxieme catégorie, regroupant quant a
elle, les genes impliqués dans les fonctions extracellulaires, c’est—a-dire dans
I'interaction cellule tumorale et stroma. La premiére catégorie est, elle-méme, sous-
divisée en quatre sous catégories : (1) les genes impliqués dans la réponse cellulaire
aux stimuli extérieurs (génes codant pour les facteurs de croissance, les récepteurs
transmembranaires, les protéines kinases intracellulaires et les facteurs de
transcriptions), (2) les génes impliqués dans les mécanismes de réplication et de
réparation de I'ADN, (3) les génes impliqués dans le controle du cycle cellulaire, (4) les
genes impliqués dans le déterminisme cellulaire a savoir la différenciation cellulaire, la

senescence et la mort cellulaire programmée (l'apoptose).
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Par conséquent, le processus de carcinogenese ne se définit pas seulement comme une
sommation d’activation des oncogenes et une inactivation des genes suppresseurs de
tumeurs mais comme la résultante d'un déséquilibre entre les mécanismes de

réplication de novo et du déterminisme cellulaire.

Notre travail de these, présenté ici, porte plus précisément sur le role 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 I'activation de mécanismes anti-apoptotiques, contribue a la

progression tumorale et & la réponse aux traitements.

B- Phénotypes tumoraux de stress

Pourquoi les mécanismes régulant la viabilité cellulaire contribuent-ils tout autant a la
carcinogéneése 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 : oncogénes et non oncogénes
addiction.

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

dépendance accrue aux signaux impliqués dans la réponse a différents stress cellulaires
associés a la biologie méme de la tumeur. Les auteurs parlent de « phénotype tumorale
de stress ». Les geénes impliqués dans I'adaptation a ce type de stress ne sont pas
impliqués dans l'initiation, mais dans les processus de promotion et de progression de la
carcinogenese.
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La notion développée ci-dessous est que I'adaptation cellulaire qu’ils permettent est
rendue nécessaire par la transformation oncogénique elle-méme. Quels sont les stress

qu'ils doivent contrecarrer ?

1-Stress lié aux dommages de I'ADN/stress réplicatif

La cellule somatique au décours du processus du cycle cellulaire va se diviser tout en
dupliqguant son matériel génétique. La cellule meéere va donner naissance a deux cellules

filles qui vont hériter fidelement du méme patrimoine génétique.

Cette transmission met en jeu des voies impliquant la réplication et la réparation de
I’ADN. Les mécanismes de réparation de I’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 mémes mécanismes de surveillance.

Ces voies de régulations ne sont pas uniqguement impliqués dans la réponse aux
dommage de I’ADN ou a l'arrét du cycle cellulaire mais aussi dans I'adressage des
protéines de réparation de I’ADN au niveau du site du dommage, la composition
chromatinienne et la taille des télomeres et a I'induction de la mort cellulaire (Zhou et
Elledge 2000).

La réponse aux dommages de I'’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 a ce jour. La premiere 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 (Chkl) et 2 (Chk2) et
enfin, par la famille des protéines BCRT-repeat-containing proteine. Le rdle de chacune
de ces protéines n'est pas totalement élucidé. Les effecteurs exécutent leurs fonctions
de réparation de I'ADN. Ces protéines incluent les substrats des protéines P/IK et CHK
comme BRCAL, Nbsl, p53 et Cdc25c.

Les protéines senseurs qui vont initier la réponse aux dommages de I'ADN sont la poly
(ADP-ribose) polymerase (PARP) et DNA-proteine-kinase (ADN-PK). Les genes impliqués
dans la réparation de I’ADN joue un rble déterminant dans le maintien de I'intégrité du

génome (Kinzler et Vogelstein 1997).
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Figure 3- voie de signalisation de réponse aux dommages de I’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 a I'ADN et d’un degré de stress réplicatif
augmenté (Hartwell et Kastan 1994).
Ce niveau d'instabilité est lié a en grande partie a un niveau constitutif de dommage a
I’ADN endogéne ce qui va induire I'activation de la voie de réponse de dommage a
I’ADN. Les niveaux élevés de dommages a I'ADN observés des les stades précoces
tumoraux sont liés a plusieurs facteurs.
Le premier facteur est le raccourcissement des télomeéres et une activité de la
télomérase non suffisante. Cette situation va conduire a I'apparition de cassures double-
brin (CDB) a I'extrémité end des téloméres 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 I'activation d'un oncogene, par des mécanismes d’hyper—
réplication, dans les lésions précancéreuses pouvait induire des CDB et donc de
I'instabilité génomique (Di Micco et al. 2006).

Enfin, la mutation des genes impliqués dans le programme de réparation de I'ADN
(ATM, Chk1, BCRA1, BCRA2Z,........ ) peut conduire a une augmentation des dommages
de I'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 a I’'ADN induisent un arrét de prolifération
et une mort cellulaire par sénescence ou par apoptose. Quant a la cellule cancéreuse,
elle évolue en continuant a se répliquer, surmontant I'arrét de la prolifération induit par

les dommages a I'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 contréle a différents niveaux comme la régulation de
I'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 I'agrégation des protéines. Cette voie de

régulation est fréquemment activée au sein de la tumeur.

L'aneuploidie favorise la tumorigenése par modification de I'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 stoechiométriques des
complexes protéiques (Papp, Pal, 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

I'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 systéme ubiquitine-

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

protéines anormales, agées ou en exces, dont I'accumulation serait toxique.

Il assure aussi la production des peptides antigéniques présentés par les molécules du
CMH de classe 1, 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, I'apoptose et la réponse immunitaire

adaptative.

La dégradation des protéines par le protéosome peut étre 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 |'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
I'ubiquitine de maniére ATP dépendante et permet le transfert de |'ubiquitine par une
liaison thiol-ester a la protéine E2. L'ubiquitine ainsi transférée sur E2 a un résidu lysine
de la protéine substrat requiert I'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 rdle déterminant dans la régulation de la progression du cycle
cellulaire ainsi que dans la tumorigenese. 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 a la cellule
tumorale d'évoluer rapidement. Ce phénotype implique un défaut des voies de controle

de la mitose.
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Notamment des protéines impliquées (Cahill et al. 1998) dans le contréle de la
ségrégation des chromosomes et I'assemblage du fuseau mitotique a I'entrée de

I'anaphase.

De nombreux auteurs pensent que cela est di au degré remarquable de I'aneuploidie 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
I'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 a I'anaphase (Haupt et al. 1997) .
E2 joue aussi un réle 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 a la cellule normale qui génére 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, méme en présence d'oxygene. Ce
phénomene de détournement métabolique est appelé « I'effet Warburg » (WARBURG
1956). Bien que moins efficace, la glycolyse aérobie semble toutefois avantageuse pour
les cellules cancéreuses.
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En fait, 'effet Warburg faciliterait la captation et l'incorporation d'éléments nécessaires
au renouvellement cellulaire (par exemple, les nucléotides, acides aminés et lipides)

plutdt que le rendement énergétique.

Les cellules tumorales présentent de fagon spectaculaire une augmentation de la
capture du glucose et un taux tres élevé de glycolyse (DeBerardinis et al. 2007). Cette
transition vers la glycolyse pour la production d'énergie offre plusieurs avantages a 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 fréequemment 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 I’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 a la prolifération et a la survie
cellulaire. La production est contre balancée par I'élimination de ces composés par le
systeme dit ROS-scavenging comprenant les superoxide dismutase, glutathionne

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

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

d'initiation et de progression tumorale.

Par conséquent, une élévation des composés ROS peut étre liée soit a une
augmentation de la production ou a une diminution de I"élimination. Il est décrit une

voie endogene et exogene dans la production des composés ROS.
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Les facteurs intrinseques sont représentés par |'activation d’'oncogénes (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 rdle crucial dans la prévention des dommages

oxydatifs de I’'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 a I’ADN et par conséquent augmenter l'instabilité

génomique.

Figure 4- représentation du cercle vicieux selon Trachootham, Alexandre et Peng Huang
(2009).
Les facteurs exogenes de stress sont représentés par les cytokines pro-inflammatoires,

par un déficit en nutriment et un milieu hypoxique. Au décours de la carcinogeneése,
sous l'effet des facteurs de stress endogénes et exogenes, 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 maniére 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 a une augmentation de I'expression
des enzymes ROS-scavenging, comme la superoxyde dismutase et de glutathion, par

I'expression des protéines de survie tels que Bcl-2 et Mcl-1, et I'inhibition des caspases.
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Les dommages de 'ADN comme nous |'avons vu plus haut, liés aux composés ROS vont
augmenter le nombre de mutations de I'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
I'expression des genes de prolifération, de I'échappement a la sénescence, de
I'angiogenése et de l'invasion. Par conséquent, I'adaptation au stress d'oxydo-réduction

favorise le développement du cancer.

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

La plupart des stress décrits ci-dessus affectent négativement la viabilité cellulaire a
moins que des mécanismes de survie compensatoires n'interviennent. Ces mécanismes
sont particulierement critiques pour la survie des cellules transformées parce que ces
stress sont intrinsequement associés au processus de transformation. Au-dela du fait
qu'ils puissent étre favorisés dans les tumeurs par le contexte de la croissance tumorale
(hypoxie, par exemple), ils peuvent, en effet, directement découler de I'activation de

voies oncogeéniques 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 contréle du géne suppresseur p53.

En réponse a ces différents signaux de stress, I'expression de p53 va étre augmentée
et va réguler I'expression positivement ou négativement de plus de 500 génes qui sont
impliqués dans la régulation de la prolifération, de la production de ROS, la réparation
des dommages liés a I’ADN, la mort cellulaire (Olovnikov, Kravchenko et Chumakov
2009). p53 va jouer un role déterminant dans la régulation des signaux du stress

métabolique.

Il participe a 'hnoméostasie métabolique cellulaire en maintenant une activité optimale
du métabolisme du glucose. p53 va stimuler la production énergéetique impliquant la

chaine respiratoire mitochondriale en réponse a une carence en ATP.
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Nous pouvons alors comprendre aisément qu’une perte d’expression de p53 induira
I'absence de réponse adéquate aux signaux de stress oxydatif et métabolique. Les
conséquences seront une augmentation de I'instabilité génomique d’une part et d’autre
part la prédominance de la glycolyse aérobie par I'effet Warburg (Wenzhe Ma et al.

2007) dans la cellule cancéreuse.

L'activation des oncogenes participe aussi a l'instabilité génomique.
La voie oncogénique RAS (Lee et al. 1999) est également directement impliquée dans la
production de composés ROS conduisant a la sénescence cellulaire. Cela a également

été décrit pour c-Myc.

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

d’induire des signaux pro-apoptotiques.

|1-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 plut6t des signaux antagonistes de survie, de mort, d'arrét 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 phénomeéne d’addiction oncogénique apparente

qui est la base des approches thérapeutiques ciblant des oncogenes.

20



L'expression « oncogéne addiction » décrit le fait qu’une tumeur est sous la dépendance
d’'un nombre limité d’'oncogénes (Weinstein 2002). Ce processus a été démontré /n vivo
pour un certain nombre d’oncogéne. Par exemple, dans des modeéles 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 I'expression de c-MYC est abolie (Felsher et Bishop
1999; Jain et al. 2002; Pelengaris et al. 1999). De méme que la dépendance aux genes
H-Ras et Bcr-Abl a été démontrée dans des modeles 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 oncogénes va étre
déterminant dans la stratégie thérapeutique comme cible thérapeutique. Cette stratégie
est actuellement validée pour un certain nombre d’oncogénes (kinase) tels que I'imatinib

pour Bcr-Abl, I'erlotinib et le gefitinib pour HER1 et le trastuzumab pour HER2.

L'ensemble de ces phénoménes sont comparables : les cellules tumorales sont
beaucoup plus dépendantes de I'activité de la voie oncogenique qui y prédomine que les

cellules normales (Weinstein et Joe 2006).

Ceci permet de comprendre que I'activation par cette voie oncogénique dominante va
induire des signaux opposés (pro-apototique, anti-apoptotique, prolifération ou arrét
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 oncogéne induit divers signaux antagonistes.

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

Milieu : lorsque cet oncogéne est inhibé de maniére aigué, un déséquilibre entre différents
signaux se crée, favorisant les signaux d‘arrét et de mort suffisamment longtemps

pour obtenir un effet thérapeutique d‘autant plus efficace que l'oncogéne ciblé est,
au départ actif.

Bas : une résistance peut avoir lieu (en particulier dans des cas d’inhibition prolongée de

l'oncogéne) si cette inhibition ne préserve pas les signaux de suppression
tumorale induits par I'oncogéne.

Cette fragilité est mise a 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'arrét et de mort cellulaire.

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

suppression tumorale ou d‘arrét de prolifération, induits par 'oncogéne.
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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 apreés inhibition de cette voie oncogénique. 1l s’agit d’'un mécanisme
dynamique au cours du temps d'apres Sharma et Settleman (2007).

Dans le méme ordre d'idée, les cellules tumorales sont sensibles aux effets
antiprolifératifs des génes suppresseurs de tumeurs (hypersensibilité aux genes
suppresseurs de tumeurs).

Contrairement aux oncogenes, les genes suppresseurs de tumeurs vont prévenir une
prolifération aberrante, la survie ou l'instabilité génomique. La perte d'expression des
génes suppresseurs de tumeurs par délétion, mutation inactivatrice, ou par mise sous
silence (contréle épigénetique) va contrdler le phénotype tumoral. La ré-indroduction de
ce géne peut induire une régression des tumeurs. Ce concept a été démontré a partir
de modeles murins en réactivant I'expression de p53 (Martins, Brown-Swigart et Evan
2006; Ventura et al. 2007). Pharmacologiquement, il est plus difficile de restaurer ou
d’induire I'expression d’'un géne suppresseur de tumeur qui est muté ou absent. Dans
les cas ou un suppresseur de tumeur régule négativement l'activité d'un proto-
oncogéene, des médicaments ciblant ce proto-oncogéene devrait se révéler efficace. Par
exemple, les tumeurs qui ont perdu le gene suppresseur de tumeur PTEN, qui agit
normalement en inhibant la PI3K, tout agent qui inhiberait la PI3K, doit restaurer une
activité PTEN dépendante.

De méme, lors de la perte de Rb, pl16, 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‘arrét du cycle cellulaire.
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La conséquence directe de ces constations est d'ordre thérapeutique. Pour améliorer
I'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 |'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 génes 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 impliqguant des genes régulant la
prolifération cellulaire sont associées a 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 géne qui induira un

phénotype de survie.

La protéine de ce second gene devient alors une cible thérapeutique de choix. Les
génes impliqués dans les voies « addictives » non oncogéniques sont deux types :
intrinseques et extrinseques. Les génes intrinseques sont impliqués dans le maintient de
I'autonomie de la tumeur (stress de réplication, stress mitotique, stress protéo-toxique,
stress métabolique et stress oxydatif) et les génes extrinseques (cellules du stroma et
vasculaires) sont impliqués dans les interactions avec le microenvironnement. Selon ce
modele, il existe, en principe, deux approches pour exploiter cette dépendance et tuer

sélectivement les cellules tumorales.
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La premiére approche dite « de sensibilisation au stress », consiste a 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 oncogenes et soit cesse de proliférer, soit

initie son programme de mort cellulaire par apoptose ou nécrose.

La deuxieme approche, dite « de surcharge au stress », vise a accentuer les signaux de
stress oncogeénique ce qui freine la croissance ou la mort cellulaire. Ces deux approches
vont perturber I'équilibre entre les signaux pro-et antiapoptotique au détriment des

cellules tumorales.
Nous illustrerons nos propos par trois exemples.

Le premier exemple est lié a I'activité de la protéine chaperonne HSP 90 qui est
impliquée dans I'adaptation aux signaux de stress protéo-toxique. Cette protéine peut

étre inhibée par la geldanamycine (inhibiteur de I'activité ATPase).

Bien que l'activité de cette molécule a été attribuée a la déstabilisation des complexes
HSP90-CDK4 et HSP90-HER2 impliqués dans la prolifération cellulaire, il est possible que
la sensibilisation des cellules tumorales a des concentrations élevées de stress protéo-
toxique conduit a son efficacité (Whitesell et Lindquist 2005b). Le deuxieme 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 a 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 a la stabilisation d'un sous-ensemble particulier de protéines.
Toutefois, il est également probable que ces résultats soient liés a une «surcharge en
stress» (Nikiforov et al. 2007a). Le troisieme 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 a I’ADN.

Il est alors logique de penser qu‘inhiber les génes impliqués dans la réparation de I'ADN
va potentialiser I'effet de ces thérapeutiques. Ce propos est illustré par les cancers du

sein présentant une mutation de BCRA2.

25



Ces tumeurs présentent une altération de la réparation de recombinaison homologue de
I'ADN. De plus, elles sont dépendentes fortement d'autres formes de mécanismes de
réparation de I'ADN tels que la réparation par excision de base impliquant PARP1. La
conséquence est que ces cancers doivent étre tres sensibles aux inhibiteurs de PARP1.
La dépendance des cancers présentant une mutation BRCA2, a I'activité de PARP1, fait

actuellement l'objet d’études cliniques.

Plus spécifiguement a la lumiére de toutes ces constatations, le ciblage des protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 nous semble une approche thérapeutique tout

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

I11- Le ciblage des proteines anti-
apoptotigues

A-Description génerale de la mort cellulaire par apoptose

La mort cellulaire est un processus physiologique. Elle est impliquée dans 'homéostasie
des tissus, la régulation de la diversité cellulaire au sein d'un organisme, 'embryogenése
et in fine elle veillera a I'intégrité du génome. Il n‘existe pas une mort cellulaire mais des
«morts cellulaires» qui se différencient selon des criteres 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 I'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 a une
mort cellulaire en réponse a une privation de nutriments qui va mettre en jeu un
processus catabolique (dégradation lysosomiale) aboutissant a la dégradation des
organelles et de certaines protéines (longue durée de vie). La nécrose cellulaire est un
meécanisme de mort accidentel qui est déclenché par difféerents facteurs (mécanique,
thermique, chimique) et qui se caractérise morphologiquement par une rupture de la
membrane plasmique. Le contenu intracellulaire est alors libéré dans I'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 programmeée qui

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

Nécrose

Apoptose

Morphologie

*perte de I'intégrité membranaire
*floculation de la chromatine
*gonflement et lyse de la cellule
*pas de vésicules, lyse complete

*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 I'ADN
(dégradation uniforme visible en
électrophorese)

*fragmentation de I’ADN post-lyse
cellulaire

*processus extrémement régulé au niveau
cytoplasmique

*dependant en ATP

*dégradation spécifique de I'ADN en
échelle visible apres électrophorese

*fragmentation de I’ADN pré-lytique

Physiologie

*mort par groupe de cellules

*provoquée par des phénomenes 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 a la condensation et a 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, aprés transduction du signal de mort cellulaire, on note,
d'une part, une élévation du calcium intracellulaire, de l'inositol triphosphate, de I'AMPc
et, d'autre part, I'activation d'enzymes calcium dépendants (endonucléases, protéases,
transglutaminases) aboutissant a la fragmentation de I'ADN, & la production de radicaux
libres et a l'acidification du pH intracellulaire. Classiquement, cette mort cellulaire
programmée se déroule en trois étapes : l'induction, I'engagement et I'exécution

(dégradation).

B-Les voies inductrices de I'apoptose

Les stimuli pouvant induire un message de mort cellulaire sont multiples. lls peuvent
étre physiologiques, liés a des dommages induits par un choc thermique, une infection
virale, des toxines bactériennes, des oncogénes, des genes suppresseurs de tumeurs ou

bien par des agents thérapeutiques.

A l'image des stimuli, les voies de transduction du signal sont nombreuses. Elle peut
étre activée par linduction de dommages de I'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 extrinseque et la voie mitochondriale comme la voie intrinseque.

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

Les récepteurs de mort cellulaire ont comme caractéristigque commune de posséder, a
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 a la surface des cellules
immatures et compétentes du systeme 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 I'apoptose

des cellules exprimant Fas.

Aprés liaison de Fas-L a son récepteur Fas au niveau de la cellule cible, ce dernier
s'oligomérise en un trimére. Activé, ce complexe est capable, désormais, de fixer par

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

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

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

Ce domaine DED permettra a 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

I'apoptose par une seconde voie.

A son extrémité C-terminale peut se fixer la protéine Daxx par les domaines DD
s’ensuivra |'activation d'une protéine kinase Askl (extrémité N-terminale) qui activera a

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 tres semblables : aprés 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 a la protéine FADD activant caspase 8 ou bien au
complexe RIP (Recepteur Interacting Protein). La protéine R/P est une sérine/thréonine
kinase qui possede a son extrémité C-terminale un domaine DD et a son extrémité N-

terminale |'activité kinase.

RIP s'associe a la procaspase 2 par l'intermédiaire de la protéine RAIDD (R/P associated
ICH-1/CED-3 homologous protein with a Death Domain). Elle peut s'associer aussi a la
protéine TRAF 2 (TNF-R Associated Factor 2) qui fixe a son tour la protéine kinase Askl
permettant la transduction du signal par la voie c-Jun kinase/c-jun (I'expression du

facteur de transcription AP) favorisant I'apoptose.
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Ce méme complexe peut générer un signal de survie impliquant I'activation du facteur
de transcription NF-KB par dissociation de I'héterocomplexe IKKB/ NF-KB. Un méme
signal peut avoir des conséquences opposees (Ashkenazi et Dixit 1998; Baker et Reddy
1998). Parallélement a 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 I'ADN ayant pour
conséquence l'activation de p53. Une fois activée, il induit la transcription de génes
comme ceux qui codent pour la p21, FAS, Bax et MDM 2 et inhibe la transcription

d'autres génes comme Bcl-2.

2-Voie intrinseques ou la voie mitochondriale

La voie d'activation intrinséque, dite mitochondriale, des caspases fait intervenir la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie. Cette perméabilisaton va
provoquer la libération de protéines de I'espace intermembranaire mitochondrial dans le
cytosol aboutissant a la constitution de I'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 genes
(APAF1-/-, caspase 9 -/-, cytochrome c -/-) conduit a un phénotype similaire, a savoir
une mort léthale durant la vie embryonnaire, la constation de malformations cérébrales
avec un exces 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
liberent du cytochrome c de leur mitochondrie suite & 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, méme en présence de dATP ou de

cytochrome c¢ (Kuida et al. 1998).

Ces données démontrent bien le role fondamental de ces 3 facteurs dans I'exécution du

programme apoptotique.

Apaf 2 ou cytochrome c est une petite hémoprotéine ou protéine a heme, de 104 acides
aminés associé a la membrane interne (15%) et la cristae (85%) de la mitochondrie.
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La premiére fonction décrite du cytochrome ¢ est de transférer les électrons de la
chaine respiratoire entre les complexes 111 et IV (cytochrome oxydase). Puis il a été
démontré que le cytochrome c était impliqué dans I'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 ¢ dans la cascade
apoptotique, a 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 ¢ 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 possédent 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, possedent aussi un
domaine CARD comme les protéines RA/D (Duan et Dixit 1997), clAP-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 réle de régulation négative sur Apaf-1.

En cas de délétion de cette région, la forme tronquée de Apaf-1 est capable d'induire
I'activation de la caspase 9 en absence du cytochrome c et de I'dATP (Srinivasula et al.
1998).

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

masqué et possede une faible affinité pour dATP.

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

I'affinité pour dATP, permettant de démasquer le domaine CARD/Apaf-1.
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Le domaine CARD/Apafl va passer d'une position off a une position orn induisant le
recrutement de la procaspase 9 (via son domaine CARD). L'ensemble constituant un

assemblage complexe multiprotéique dénommé I'apoptosome.

Les données de microscopie électronique on démontré que cette structure était
circulaire et qu’elle était constituée d’un heptamere 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 I’Apoptosome d’aprés Hengartner
(2000).
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Figure 8- activation de la caspase 3 par I'"Apoptosome d’aprés Cain, Bratton et Cohen
(2002)

C-L'exécution du programme de |'apoptose : les caspases

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

cellulaire programmeée aboutit /7 fine a I'activation irréversible d'un tronc commun

constitué par des protéases a cystéine appelées caspases.

Leur site catalytique posséde 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 mammiferes, toutes n'étant pas

impliquées dans I'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 /inker liant ces deux sous

unités.

L'activation des caspases nécessite un clivage du prodomaine et du peptide /nker par
protéolyse, tandis que la grande et la petite sous unité s'associent en un dimere. C'est
sous la forme tétramérique que le complexe sera totalement actif comme le démontre
les études cristallographiques (Nufiez et al. 1998).
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1-Activation des caspases

1-1-Geénéralités
Classiquement, comme nous l'avons décrit plus haut, on distingue les caspases dites
activatrices et effectrices. Les premiéres possedent un prodomaine long : un domaine

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

caspase 9).

Aprés association a un complexe protéique, elles sont activées par autoclivage (caspase
8/FADD ; caspase 9/Apaf-1) et s'oligomerisent. 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 a la
cascade d'activation des facteurs de coagulation. Les caspases effectrices peuvent a leur
tour activer les caspases activatrices par rétrocontrdle positif aboutissant a une

amplification du processus.

Figure 9- activation des caspases au décours de I'apoptose d’aprés 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 a la voie d’activation
intrinseque. La caspase est connue pour cliver et activer la forme inactive de la protéine

Bid.
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Un modéle suggere qu’en réponse a des stimuli apoptotiques comme les dommages a
I’ADN, la protéine p-53-inductible adaptor protein, PIDD, va de dimériser avec la
protéine RAIDD (R/P-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 a lI'apoptosome) qui va alors se
dimériser et sactiver (Tinel et Jirg schopp 2004). Alors la caspase 2 va agir sur ces
différents substrats. Il est possible que la caspase 2 soit impliqué dans I'apoptose des
cellules néoplasique mais n’aurait qu’un role redondant dans les cellules saines (Kumar

2007).

2-Les substrats des caspases

Les caspases effectrices assurent la protéolyse des protéines assurant le maintien de
I'architecture nucléocytoplasmique telles que la pro-interleukinel (pro IL-1), la poly-
(ADP)-ribose polymérase (PARP), les lamines nucléaires. La caspase 3 assure le clivage
de [linhibiteur (DFF45/ICAD) de [I'endonucléase responsable de la fragmentation
internucléosomique de I'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 a ce dernier de

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

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

propriété anti apoptotique (Nufiez et al. 1998).

3-Reégulation de l'activité des caspases

Comme décrit plus haut, il est actuellement reconnu, gu'il existe deux voies d'activation
des caspases. La premiere implique les récepteurs transmembranaires de mort cellulaire
et la deuxieme 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 I'apoptose ou IAPs.

Cette famille de protéines comprend a ce jour 8 membres, neuronal apoptosis
inhibibitary protein (NAIP/BIRC1/NLRB), cellular IAP1 (CIPAL), cellular IAP2, X-linked
IAP (XIAP), survivin, baculoviral IAP repeat (BIR) containing ubiquitin-
conjugating/apollon/BIRC6, livin/melanoma-1AP and testis-specific I1AP. Elles possedent
des caractéristigues communes a savoir en position N-terminale au moins un domaine
BIR (baculoviral IAP repeat) et a I'exception de la survivine en C- terminale un ou

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

Le domaine possede 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 tres impliqué dans la régulation de I'apoptose,

notamment au niveau des caspases de I'apoptosome.

3-1-Les inhibiteurs de I'apoptose

XIAP est probablement le IAP qui posseéde I'activité anti-apoptotique la plus importante.
Elle posséde 3 domaines BIR et un domaine RING. La région /inker 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 I'activité de la caspase 9.

Cette derniére via son domaine /AP-binding motif (IBM) en N-terminale de la petite sous
unité (IBM) va étre séquestré au niveau de I'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‘aprés Fulda (2009).

Les effets inhibiteur de XIAP peuvent étre 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 pl) est codé par le génome nucléaire.
Cette protéine est synthésiée sous la forme d’'un précurseur dont la partie N-terminale

permet son adressage dans I'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 a 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’aprés Fulda (2009).

La protéine mitochondriale Omi /HtrA2 est elle aussi capable d'inhiber I'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 I'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 aprés perméabilisation de la
membrane mitochondriale. Elle possede un motif IBM (AVPS) qui va interagir avec les
domaines BIR2 et BIR3 de XIAP tout comme Smac, mais a la différence que Omi/HtrA2
possede une affinité plus importante pour le domaine BIR2, induisant de maniere
prépondérante une levée de la séquestration de la caspase 3 au sein de |'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 posséde un domaine PDZ (postsynaptic density protein disc large tumor suppressor
and Zo-1). Les données structurales de cristallographie (homotrimere) et biochimique
suggerent que Omi/HtrA2 doit s'associer via son domaine PDZ pour constituer des

structures trimeériques.

Elle doit interagir avec les récepteurs trimériques de mort cellulaire (TNF-R, FAS) et, par
son activité protéolytique activer 'apoptose (voie extrinseque) ( 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 posséde une séquence
d’adressage nucléaire. Lors de l'activation de I'apoptose cette protéine va étre libérée
dans le cytosol puis transloquée dans I'espace nucléaire. 1l s'agit d'une molécule
possédant une double fonction. Sa premiere fonction est d'induire la condensation de la

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

Sa deuxiéme 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).
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L'invalidation du gene AIF-/- dans des modeles de souris démontre que cette anomalie
est léthale et que les cellules embryonnaires ne présentent pas de résistance aux stimuli
aopototiques, indiquant un role non déterminant dans I'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 possede un signal d’adressage mitochondriale et elle est localisée dans
I'espace inter-membranaire de la mitochondrie et est identifiée comme impliquée dans

la réplication de I’ADN mitochondrial.

Sous l'action des signaux de mort induits par le TNF, agoniste anti-FAS ligand, UV, cette
protéine est translogquée du cytosol a I'espace nucléaire et participe a la dégradation de
I’ADN ( Li, Luo et Wang 2001).

L'apoptose peut- elle étre exécuté indépendement de I'activation des caspases comme

le laisserait suggérer la présence de I'AIF et de I'endonucléase G dans le cytosol ?

La présence de AIF et de I'endonucléase G est-elle indépendante de I'activation des
caspases ou bien est elle dépendante de I'activation des caspases et donc plus tardive
(Arnoult et al. 2003) ? Le débat a 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
gue les protéines de la famille Bcl2, tout comme CED9, joue un rble prépondérant dans

la régulation de I'apoptose notamment en régulant la perméabilisation mitochondriale.

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

initialement dans les lymphomes folliculaires par clonage de la translocation t (14 ; 11)
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(932 ; g21). Ce réarrangement chromosomique induit une surexpression de Bcl-2 en
transposant ce gene au contact du site promoteur du segment J des chaines lourdes

des immunoglobulines.

Dans ce type de lymphomes 90% des cellules sont en phase GO/G1. Le gene 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
possedent au moins un des quatre domaines d'homologie Bcl-2 dénommé BH (BH1 a

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, Mcll, 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 role prépondérant dans la régulation de I'apoptose ( Reed 1998).
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Figure 12- Représentaion des membres de la famille des protéines Bcl-2 selon Er et al.(
2006).

2-Les protéines a mutidomaines anti-apoptotiques

Les protéines de cette famille possédent des caractéristiques communes a savoir quatre
domaines d’homologie Bcl-2 (BH1 a BH4) a I'exception de la Mcl-1. Effectivement Mcl-1
ne possede pas de domaine BH4 en N-terminale mais une hélice-a (Day et al. 2005)
qui, structurellement, est comparable au domaine BH4 de Bcl-xL. De méme la protéine
Al /Bfll est dépourvue des domaines BH3 et BH4, mais elle posséde, 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 génes de la famille de ces
protéines démontrent leur rble prépondérant sur l'inhibition du programme de mort

cellulaire spécifique des différents tissus.

Les études portant sur les souris dont les génes ont été invalidés démontrent que les
souris Bcl-2-/- sont viables. Elles ne meurent que quelques semaines apres leur
naissance. Elles présentent des malformations polykystigues rénales, une
hypopigmentation, une dégénération des motoneurones et neurones sensoriels liés a 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 I'hnoméostasie immunitaire avec une apoptose massive du thymus et de la
rate. Bcl-2 joue un réle central dans la survie des lymphocytes T matures plus que dans

la différenciation des lymphocytes T.

Les souris Bcl-xL -/- décédent rapidement durant la vie embryonnaire par le
déclenchement du programme apoptotique au niveau du systeme nerveux central et
médullaire et au niveau des tissus hématopoietique (Motoyama et al. 1995). La perte
d’expression de Bcl-xL chez les souris adultes induit des anomalies de I'hématopoiése au

niveau de la lignée érythrocytaire et plaguettaire.

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

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

L'invalidation de Mcl-1 provoque chez les souris une mortalité précoce par un défaut
d'implantation de I'embryon sur la paroi utérine (Rinkenberger et al. 2000). La mise
sous silence induit une mort des cellules progénétrices hématopoiétiques (Opferman et
al. 2005). Mais la fonction de ces protéines ne semble pas limitée uniqguement a
I'inhibition du programme apoptotique, des données expérimentales semblent
démontrer qu’elles pourraient réguler la progression dans le cycle cellulaire en retardant

I'entrée en phase S.

Mcl-1, en se fixant a la protéine PCNA (proliferating cell nuclear antigen) induit un arrét
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 I'ADN et ainsi de participer au processus de

carcinogenése (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-a amphiphiles
(Muchmore et al. 1996; Petros et al. 2001). Entre les deux premiéres hélices-a, 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 I'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’hétérodimere inactif.

Il a été démontré que le domaine BH3 de Bak, Bad ou Bim adopte alors une structure
en hélice-a. amphiphile qui va s'insérer dans la poche hydrophobe de Bcl-xL par des
liaisons a la fois hydrophobes et électrostatiques (Sattler et al. 1997; Xingi 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-XI 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’aprés Sattler et al. (1997).
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2-2-Mode de régulation de la fonction des protéines a multidomaines anti-
apoptotiques
Les modes de régulations de l'activité des protéines a multidomaines anti-apoptiques
sont multiples. Cette régulation peut étre liee a leur localisation cellulaire, a des

modifications transcriptionelles ou traductionnelles.

2-2-1-Régulation par localisation subcellulaire

La localisation subcellulaire de ces protéines va conditionner leur fonction. Elles
possedent un domaine transmembranaire en C-terminale qui contient une hélice-a
hyrdophobe qui permet leur ancrage au sein des versants externes de certains organites
comme la mitochondrie, point central de I'apoptose, I'enveloppe nucléaire ou bien le
réticulum endoplasmique. Bcl-2 est localisée de maniere constitutive au niveau de
I'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 a s‘opposer a la redistribution vers le cytoplasme du cytochrome ¢ (Hacki 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 I'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 a Bcl-xL, elle est présente essentiellement dans le cytosol (Hsu et Youle 1997)
sous la forme d’homodimére (Jeong et al. 2004) et faiblement associée a la membrane

mitochondriale.

Apres l'induction du message de mort cellulaire Bcl-xL va étre transloquée du cytosol a
la surface de la membrane mitochondriale par le fait que les domaines C-terminaux vont
étre déplacés des poches hydrophobes par les domaines BH3 des protéines pro-

apoptotiques.
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2-2-2-Modlfications transcriptionnelles
Les protéines Bcl-xL et Mcl-1 possédent 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 étre 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 NFkB qui va contréler le niveau de transcription de

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

2-2-3-Modlfication 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 étre inhibée aprés que cette derniére 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 déemontré le role 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 derniére, 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 réle 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 a multidomaines pro-apoptotiques :

Cette famille de protéine est représentée par Bax (Bc/l-2 Associated protein), Bak et Bok
ou Mtd. L'expression de Bax et Bak est assez ubiquitaire alors que I'expression de Bok
est restreinte aux tissus liés a la reproduction (Hsu et al. 1997). Elles possedent des
caractéristiques communes tant aux niveaux fonctionnels que structurels. Elles

possedent trois domaines d’homologie a Bcl-2, BH1, BH2 et BHS3.

Bax a été identifiée comme une protéine co-précipitée avec Blc-2 (Oltvai, Milliman et
Korsmeyer 1993) et qui s'opposée a la fonction inhibitrice de cette derniére selon le
modele 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 génes conduites chez la souris démontrent que les
souris Bax-/- sont viables (Knudson et al. 1995). Les souris males sont infertiles par

défaut de la spermatogeneése.

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

invalidation a la fois de Bax et de Bak meurent peu apres la naissance.

Elles présentent une hyperplasie cellulaire au niveau du systéme 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 I'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 a 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-a. hydrophobes, les hélices- a5 et a6 masquées au cceur de la
protéine et enveloppées de 7 hélice-a amphiphiles (les hélices- al, -a2, -a3, -a4 d'un
coté et -a7, -a8 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- a9)
d’une maniere similaire au domaine des protéines multidomaines anti-apoptotiques. Il a
été aussi démontré que I'hélice-a-1 est située a proximité de I'hélice-a2, (Lalier et al.
2007) qui contient le domaine BH3 via des interactions électrostatiques
intramoléculaires entre un résidu aspartate (hélice-al , D33) et un résidu lysine (hélice-

02, K64).
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Figure 14- Structure de Bax d’aprés Suzuki et al. (2000).

Figure 15- Représentation de l'interaction moléculaire entre hélice 1 et hélice 2 d’apres
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 coté et BH3 de I'autre (Moldoveanu et al. 2006). Compte
tenu de I'étroitesse de cette poche elle ne permet pas l'interaction du domaine BH3 avec
une autre protéine. Au niveau de I'hélice-a6 qui correspond a la face opposée a celle
ou 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’'homodimeére

inactif.

Figure 16- structure de Bak a mis en évidence une poche hydrophobe formée par les
domaines BH1 et BH2 d’un cété et BH3 de l'autre d'aprés Moldoveanu et al.
(2006).
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3-2-Les modes de régulation de la fonctionnalité des protéines a
multidomaines pro-apoptotiques :
3-2-1-Sublocalisation :
a-Du cytosol a 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 a la face
externe de la mitochondrie. En réponse aux signaux de mort, Bax doit subir des

modifications de conformation pour étre active.

La premiére modification va consister a 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-a2), puis les hélices-a5 et -a6 (qui forment le coeur 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; Garcia-Saez et al. 2006) qui sont primordiaux pour I'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 a une structure
dépliée. Ce qui implique que les interactions entre I'hélice-al (K64) et -a2 (D33) soient
rompues lors de I'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 a la face externe de la mitochondrie est médié par I'hélice-al. Ce
domaine, constitué de 20 a 37 résidus, est suffisant pour diriger la protéine RFP vers la
mitochondrie. Une délétion de ce domaine inhibe la translocation de Bax a 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 I'hélice-a1, est un domaine inhibiteur de I'adressage
de Bax a la mitochondrie. La délétion de ce domaine est suffissant pour induire la
translocation de Bax a la mitochondrie (Goping et al. 1998). Le variant Bax ¢ ne

possede pas de domaine ART.

L'expression de ce variant chez les patients présentant un glioblastome est corrélé a une

meilleur survie (Cartron et al. 2002).
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Le rble de I'hélice hydrophobe-a9 n'est pas bien défini. Pour les uns, il pourrait étre 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, I'exposition des

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

Apres l'induction de I'apoptose, Bax va s'insérer sur le versant externe de la membrane
mitochondriale sous la forme d’'un complexe homo-oligomérique qui correspond alors a

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

L'étape d'insertion implique a 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 I'apoptose par inhibition de la translocation de Bax sur la

mitochondrie.

En somme, |'activation de Bax est la résultante de nombreux réarrangements
intramoléculaires, conduisant a I'exposition des différents domaines indispensable a sa
fonction. L'hélice-a.1 est responsable de I'adressage de Bax a la mitochondrie, I'hélice-a.2
(domaine BH3) assure son oligomérisation et les hélices-a5 et -a6 son insertion a la
mitochondrie. Selon le modele proposé par Lalier et al. (2007), Bax peut adopter
plusieurs conformations. La premiére conformation dite CLIC (Cytotosolic Locked In

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

La deuxiéeme conformation de Bax est caractérisé par le fait qu'il est faiblement associée
a la membrane mitochondriale, et peut se dimériser avec les protéines multidomaines
anti-apoptotiques mais ne peut s'oligodémiriser. Dans cette conformation, I'hélice-al et
le domaine BH3 sont exposés mais les hélices-a5 et -a6 sont masquées. La troisieme
conformation ou CLAC (Cytochrome c Liberation Associated Conformation) correspond a

la forme active de Bax est fonctionnelle.

Bax est insérée sur la membrane de la mitochondrie par ses les hélices-a5 et -a6. I

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 maniére donc Bax active induit cette perméabilisation fait I'objet de controverses et
plusieurs modéles ont été proposés comme les modeéles de rupture de la membrane
mitochondriale, la formation de canaux protéiques, de canaux lipidiques ou la

perturbation de I'équilibre fusion/fission mitochondriale.

Le modele de la rupture de la membrane mitochondriale mettrait en jeu I'ouverture d’un

pore de perméabilité transitoire (PTP).

Ce complexe protéique est constitué a la face externe de la membrane mitochondriale,
de la protéine VDAC (Voltage Dependante Anion), et a la face interne de la protéine
ANT (adenine nucleotide translocation). Bax va s'associer aux sous unités VDAC et ANT
entrainant alors une chute du potentiel transmembranaire (A¥m) 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 A¥m. Libération inhiber par d’adjonction de
la cyclosporine A et I'acide bongkrétique qui sont des inhibiteurs du PTP (Narita et al.
1998).

Dans des modeles de levure il a été démontré que VDAC est essentielle a 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 I'apoptose et non nécessaire a la perméabilisation mitochondriale.

La perméabilisation par Bax peut avoir lieu en absence du PTP (JUirgensmeier et al.
1998; De Giorgi et al. 2002) et le relargage du cytochrome c indépandement de la chute
du A¥m (Bossy-Wetzel, Newmeyer et Green 1998; Goldstein et al. 2000).

Le modéle des canaux protéiques mettrait en jeu l'ouverture de canaux Bax sous sa
forme oligodimérique. Les hélices-a5 et -a6 de Bax, comme d’ailleurs Bcl-2 et Bel-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 méme sur des vésicules mitochondriales
reconstituées il a été observé que Bax apres 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 a

I'activation des caspases (Guihard et al. 2004).

Le modele 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 a induire la perméabilisation mitochondriale

(Gorka Basafiez et al. 2002; Garcia-Saez et al. 2006).

Le modele de I'équilibre fusion/fission mitochondriale repose sur I'observation que
I'expression d'un mutant dominant-négatif de la protéine Drpl (composant de la

machinerie de fission mitochondriale) va retarder I'apoptose (Frank et al. 2001).

La fission mitochondriale pourrait participer a la libération du cytochrome c (Desagher et
Martinou 2000). Il a été observé que la formation d‘oligomeres 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 modeles il a été observé que la translocation de la
protéine Drpl était un événement tardif et postérieur a la perméabilisation

mitochondriale (Arnoult et al. 2005).
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Pour Martinou et Youle (2006) la fission mitochondriale est un facteur de sensibilisation
a la permeéabilisation 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 adu réticulum endoplasmique
Il a été démontré que Bax et Bak jouent un réle non seulement dans la perméabilisation

mitochondriale, mais aussi au niveau du réticulum endoplasmique.

La concentration en calcium du réticulum endoplasmique est faible dans un modéle de
cellules de fibroblaste murin invalidé pour les genes Bax et Bak par rapport a 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 a des agents
induisant la libération du calcium des stocks intracellulaires (acide arachidonique, c;-

ceramide).

L'expression d'une forme mitochondriale de Bax ne restaure que partiellement ces
cellules aux stimuli apoptotiques. Une réponse complete est obtenue par la co-
expression de Bax et de SERCA. En somme Bax joue un role dans le déclenchement de

I'apoptose a la fois au niveau mitochondrial et au niveau du réticulum endoplasmique

3-2-2-Modlfications post-traductionnelles

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

d'interaction protéine-protéine qui vont réguler I'activité de Bax.

a-Modlfication post-traductionnelle par phosphorylation
Il a été décrit des réactions de phosphorylation de Bax par les kinases JNK et p38
activant I'apoptose (Kim, Ryu, et Song 2006). La phosphorylation du résidu S184 de
I'nélice-09 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 a 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-Modlfication post-traductionnelle par protéolyse
La réaction de clivage protéolytique de Bax par la calpaine, au décours de l'apoptose,
sur le résidu D33, va aboutir a 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 a multidomaines anti-apoptotique et inhibe leur fonction (Cartron et al.
2004).

c-Modlfication post-traductionnelle par interaction avec des inhibiteurs
Un autre mode de régulation de la fonction de Bax et Bak est lié a 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 a

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 a la mitochondrie en s‘opposant au stimuli

de mort cellulaire transduit par la voie mitochondriale (Guo et al. 2003).

Deux études ont demontré que Hn avait la capacité de se lier a 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 impliqguée dans la réparation de I’ADN double-brin (Kim et al. 1999) mais de
maniére 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 impliguée dans de nombreux processus
cellulaires comme le trafic intracellulaire, le cycle cellulaire et I'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 I'action des caspases induisant une libération de Bax de 14-3-3 et sa

translocation a la membrane mitochondriale.

La Clusterin qui est une glycoprotéine qui est impliquée dans différentes fonctions
cellulaire et possede la capacité d'interagir avec Bax et d'inhiber son oligomérisation
(Zhang et al. 2005).

a-Modlification 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 on/y. Nous

évoquerons leur structure et leur fonction dans un chapitre a part.

Les autres partenaires sont représentés par la protéine, Bif-1, la protéine ASC, la

prostaglandine E2, la protéine p53 et c-Myc.

el a protéine Bif-1 :
La protéine Bif 1 appartient a la famille des endophilin B. Cette famille de protéine est
impliquée dans la transduction du signal. Il a été démontré que Bifl (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 a la membrane de la mitochondrie. Il est aussi

déemontré que Bif pouvait interagir avec Bak (Takahashi et al. 2005) .
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eLa protéine ASC

La protéine ASC ou Apoptosis associated spek-like Protein, interagit avec Bax et Bak en
réponse a des signaux de mort cellulaire induit par un dommage a I’'ADN (Ohtsuka et al.
2004). Cette protéine possede un domaine CARD dans sa partie C-terminale. Ce

domaine peut activer certaines caspases.

e/ a prostaglandine E2 :
Une étude rapporte qu’une molécule non protéique, la prostaglandine E2, est capable

de s’associer avec Bax et de |'activer (Lalier et al. 2007).

Des modifications physico-chimiques de I'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 a la membrane mitochondriale
(Cartron et al. 2004). De méme que la chaleur peut activer Bax. Il a été démontré que
dans un systeme acellulaire, Bax s'oligodimérise a une température de 43°c, induisant

alors la perméabilisation mitochondriale (Pagliari et al. 2005).

e/ e facteur de transcription p53

Le gene suppresseur de tumeur p53 est essentiel a la réponse d’'un stress génomique.

Ce « gardien » veille a I'intégrité du génome (Green et Kroemer 2009).

Le géne 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 I’ADN :
ATM, ATR, DNA-PK. La kinase MDM2 va favoriser la dégradation de p53 par le
protéosome. En réponse a un certain nombre de stimuli, p53 va induire I'expression de
protéines impliquées dans I'exécution du programme apoptotique et dans l'arrét 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
genes essentiellement impliqués dans la voie mitochondriale de I'apoptose (Michalak et
al. 2005).

L'induction des génes des récepteurs de mort, comme Fas a été rapportée sans étre

déterminante dans 'apoptose induite par p53 (Bennett et al. 1998).
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p53 va favoriser la transduction des génes 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

I'expression des génes anti-apoptotique comme Bcl-2 et Bel-xL.

1%4™ “inhibiteur de cdk, va favoriser I'arrét du cycle

p 53 en induisant I'expression de p2
cellulaire. Les cellules déficientes en p21 continuent a proliférer (Deng et al. 1995;
Brugarolas et al. 1995). En induisant I'expression de la protéine 14-3-3c, p53 va
favoriser la séquestration cytosolique des complexes cycline/cdk (Chan et al. 1999). p53
joue également un réle dans l'autophagie en induisant I'expression de la protéine DRAM
pour Damage Regulated Autophagy Modulator (Crighton et al. 2006). L'induction de
I'expression de la protéine TIGAR (7P 53-induced Glycolisis and Apoptosis Regulator)
impliquée dans le métabolisme énergétique, aurait un effet anti-apoptotique (Bensaad

et al. 2006).

Le mode de I'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 a la mitochondrie ou 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 I'activation des protéines a multidomaines pro-apoptotiques il a été

proposé différents modéles.

Le premier modéle est lié a la capacité de p53 d'inhiber l'interaction entre Bak et Mcl-1

et de favoriser |'oligomérisation de Bak et son activation (Leu et al. 2004).
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Dans le deuxieme modéle (démontré dans un systeme acellulaire), p53 cytosolique est
capable d'interagir directement avec Bax de maniéere similaire a une protéine BH3 only,
de I'activer et de permettre a Bax de se transloquer a la mitochondrie et de

s'oligomériser (Chipuk et al. 2004).

Dans le troisitme modéle, p53 est cumulée dans le cytosol apres l'induction d’'un stress
puis séquestrée par Bcl-xL. Pour exercer sa fonction pro-apoptotique p53/Bax, p53 est

libérée apres interaction entre Bcl-xL et Puma.

Le quatrieme modeéle est a 'opposé du troisieme modele. 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 a Bax de
s’activer, de se transloquer a la surface membranaire mitochondriale et de

s'oligodimériser.

Le cinquieme modéle fait intervenir la protéine Ku70, inhibitrice de Bax. Apres réaction

d’acétylation, p53 va se fixer a Ku70 et permette I'activation de Bax.
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Figure 17- Modéle expliquant |'activation de I'apoptose médiée par p53 selon le mode non
transcriptionel d’aprés Speidel (2010).

4- Les proteines pro-apototiques a 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-o. amphiphile).
Ils sont dénommeés pour cette raison | protéines a 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 a domaine BH3 only :

Une analyse phylogénique du domaine BH3 des membres de cette famille suggére que
le corps de ce domaine est constitué d’'un motif d'une séquence de 7 acides aminés,
LXXXGDE, ou 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’aprés Day et al. (2008).

Les résidus leucine et acide aspartique présents dans le corps du domaine BH3 ont un
réle déterminant dans les interactions avec les protéines a multidomaines pro-
apoptotiques et anti-apoptiques. L'étude de la structure de la protéine Bid a démontré
qu'elle était trés proche des protéines anti-apoptotiques. Bid est constitué de deux
hélices-a. hydrophobes (les hélices-a5 et -a6) entourées de six hélices-a 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 a elles intrinsequement non structurées et que leur domaine BH3
acquiert une structure o hélice aprés 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 a leur

capacité a interagir avec les protéines anti-apoptotiques ?

Des données expérimentales suggérent que ces protéines a domaine BH3 on/y sont
capables d'induire la perméabilisation mitochondriale et de libérer le cytochrome ¢ (Letai
et al. 2002a). Certains auteurs ont défini deux classes de protéines a 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 aprés interaction avec les
protéines anti-apoptotiques en favorisant la translocation de Bid a la membrane

mitochondriale (Wang et al. 1996).

4-2-Mode de régulation de I'activité des protéines BH3 only :

Le mode de régulation des protéines a domaine BH3 on/y 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 a
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 |'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 étre 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 I’ ARNm
La protéine Bim existe sous trois isoformes issues d'épissage alternatif : Bim g (23
kDa), Bim (19 kDa), et Bims (15 kDa), qui possedent un domaine BH3 (O’Connor et al,
1998). Elles différent par leur potentiel pro-apoptotique. Bims étant le plus apoptogéne
(Bouillet et al. 2001). Des données expérimentales suggerent que la privation de
facteurs de croissance conduit, selon le type cellulaire, a I'expression de Bim (Putcha et
al. 2001; Whitfield et al. 2001; Shinjyo et al. 2001) et a une seule isoforme (Putcha et
al. 2001;Whitfield et al. 2001). La prépondérence d'un seule isoforme indique I'existence
de mécanisme de régulation au niveau de I'épissage du pré-ARN (Puthalakath et
Strasser 2002). La stabilité de '’ARNm de Bim a été rapportée. Il serait lié a la présence
d’'une séquence riche en AU présente a I'extrémité 3’ non transcrit (Matsui, Asou et
Inaba 2007). L'ARNm de Bim peut étre 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 étre activatrices ou inhibitrices des protéines
a 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 I'affinité de cette derniére pour les protéines anti-apoptotiques (Harada et al.
1999). La phosphorylation de Bik, a 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 a 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 (Hubner et al. 2008).

b-Protéolyse ou clivage
Le clivage protéolytique est un mécanisme d‘activation possible des protéines a
domaines BH3 only. A I'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 derniere 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 a la fois pour les protéines a
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
étre aussi clivée par Granzyme B (Barry et al. 2000; Heibein et al. 2000). Il s'agit d'une
protéase des lymphocytes T cytotoxique qui genere une forme tronquée de Bid de
13kDa (p13-tBid).

Il semblerait que la forme tronquée pl15tBid/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 |'apoptose induite par Bid.

c-Localisation subcellulaire et séquestration
L'activité des protéines a domaine BH3 onl/y peut étre 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 étre libérées de ces complexes.
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Bim-L et Bim-EL, dans une cellule normale, sont associées a la protéine LC8 qui est un

des composants du complexe moteur de la dynéine (Puthalakath et al. 1999).
Quant a la forme Bim-s, elle ne posséde pas de domaine d’interaction avec LCS8.

Apres 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 a elle, séquestrée aprés interaction
avec la chaine légére 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 I'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 a la membrane
mitochondriale. Cette translocation a la mitochondrie est possible car Bid va subir un

processus de N-myristylation (Zha et al. 2000).

ad-Facteurs de transcriptions
el e facteur de transcription c-Myc :

Le pro-oncogéene c-Myc joue un rdle déterminant dans le contrdle de la
prolifération, la différenciation et I'apoptose cellulaire. Ce gene est le géne le plus
souvent dysrégulé au décours de la carcinogenése. Il est surexprimé dans un certain
nombre de pathologies néoplasiques comme, les lymphomes, les tumeurs
mésenchymateuses et épithéliales ( Evan et Littlewood 1993; Henriksson et Lischer
1996). Les mécanismes impliqués dans la dysrégulation de c-Myc sont multiples
(Vervoorts, Luscher-Firzlaff et Lischer 2006).

Il a eté décrit au niveau chromosomique des translocations et des amplifications, des
modifications post traductionnelles (phosphorylation, ubiquination, acétylation) et son
expression peut étre modulée par |'activation des voies oncogéniques médiées par les
cascades de transduction HER2/Ras/MAPK/ERK et PI13/Akt/mTor.
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Ce facteur de transcription va orchestrer |'activation ou la répression de la transcription
de 10 a 15% de I'ensemble des génes 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 genes cibles sont impliqués dans le cycle cellulaire, la survie, la synthese protéique,

I'adhésion, I'angiogenése, le métabolisme et I'expression des micro-ARN cellulaires.

La protéine c-Myc possede 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 I'ADN. Au niveau de la région N-terminale, il est décrit quatre
domaines MYC box (Myc box I, I, 11, 1V) impliqués dans la stabilité protéique et la
fonction activatrice ou répressible de la transcription des génes cibles (Oster et al. 2002;
Oster et al. 2003). Il ne peut exercer sa fonction régulatrice de la transcription qu’aprés
interaction avec Max. Il a été identifié par la suite d'autres partenaires comme Mxi et
Mad. Les complexes Myc-Max auraient un réle activateur dans la transcription, en
association avec des co-activateurs (TRRAP, BAF53), et les complexes Mnt-Max et Mad-
Max un réle répresseur association avec des co-réprésseurs (mSin3A et mSin3B)
(Nilsson et Cleveland 2003; Eisenman 2000; Baudino et Cleveland 2001; Lischer 2001;
Hurlin et Huang 2006; Rottmann et Luscher 2006).

Comme « Dr Jekyll et Mr Hyde » c-Myc va favoriser soit un arrét du cycle cellulaire/mort

cellulaire ou bien une progression dans le cycle cellulaire/survie cellulaire (Evan 2006b).

L'implication de c-Myc dans I'apoptose s’exerce selon deux modes fonctionnels, un

mode p53 dépendant et p53 indépendant.

Le modele p53 dépendant met en jeu les protéines ARF et ATM en réponse a
I'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 méme induite par c-
Myc (Bouchard et al. 2007). En réponse a des doubles cassures sur I'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 |'apoptose.

p53, comme nous lI'avons vu dans le chapitre précédent, va aussi induire un arrét du
cycle cellulaire en G1 par I'expression de la protéine p21. Cette expression est induite

par un rétrocontréle négatif de I'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
I'expressoin de p21 est induite ou réprimée, et par conséquent si la cellule entre en

apoptose ou arréte son cycle cellulaire.

C-MYC + Foxo » ARF —‘ MDM, p33
‘-\-\ ® g o v
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& breaks kinases
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Figure 19- Implication de c-Myc dans |'apoptose selon un mode p53 dépendant et
indépendant d’aprés Hoffman et Liebermann (2008).

Les travaux de Hemann et al.( 2005) ont démontré que c-Myc peut induire I'expression

de Bim de maniere p53 indépendante.
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Figure 20- implication de c-Myc dans la carcinogenése selon Dang, O'donnell, et Juopperi
(2005).
D’autres travaux ont permis de définir que c-Myc pouvait amplifier la voie

mitochondriale de I'apoptose. Il induit I'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 I'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 I'expression de NOXA (Nikiforov et al. 2007b) et de
Bid (laccarino et al. 2003). c-Myc peut aussi promouvoir I'apoptose médiée par les

récepteurs de la mort cellulaire.

Il va réprimer I'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).

e/ e facteur de transcription E2F1 :
La famille des facteurs de transcription E2F joue un rdle déterminant dans la
progression du cycle cellulaire. E2F régule I'expression de nombreux génes impliquée
dans dans la réplication, la réparation de I'ADN, la différenciation cellulaire et
I'autophagie (Polager et Doron Ginsberg 2009). E2F1 peut induire I'apoptose selon un

mode p53 dépendant et indépendant.
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Cette famille est constituée de 8 génes (E2F1-8) qui codent pour 9 protéines. Selon leur
capacité a 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
dénommeés 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, a savoir une action oncogénique
et anti-oncogénique, agissant alors comme un géne 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 étre contrecarrée par une
induction de I'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 I'expression de génes pro-
apoptotiques comme les caspases, Apaf-1, SIVA (Fortin et al. 2004; Moroni et al. 2001)
ou bien les protéines a domaines BH3 comme NOXA, PUMA (Wu et al. 2001; Nakano et
Vousden 2001). E2F1 et p53 vont réguler négativement I'expression de protéines a

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’aprés Polager et Ginsberg( 2009).
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Figure 22- régulation des activités de p53 par E2F d’aprés Polager et Ginsberg (2009).

Figure 23- coopération entre la voie ARF-MDM2-p53 et INK4-Rb-E2F d’aprés Polager et
Ginsberg (2009).

4-3-Modele d'activation directe ou indirecte de I'apoptose:

Dans la voie mitochondriale de mort cellulaire les protéines a domaine BH3 only sont
considérées comme les « sentinelles » (Lomonosova et Chinnadurai 2008). Elles

agissent en amont des protéines a multidomaines pro et anti-apoptotiques.
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Cependant le mode exacte d’action de ces protéines reste trés débattu. Deux modéles
s‘opposent. Le modele activation/interaction et le modele de

déplacement/neutralisation.

4-3-1-Le modele dactivation directe/interaction
Le modéle 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 ¢ 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 étre activéss
et les protéines a multidomaines anti-apoptotiques doivent étre neutralisées par les

protéines & domaines BH3 only.

Il est alors défini des protéines a 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 a multidomaines anti-apoptotiques induisant une libération des protéines
pro-apoptotiques (Willis et al. 2005; Willis et al. 2007).
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Figure 24- Modéle activation/interaction défini selon Chonghaile et Letai (2008a)

4-3-2-Le modéle de déplacement/neutralisation

Ce modéle a été proposé par les groupes d’Andreas et de David Huang. Ce modéle est
basé sur les données expérimentales qui ont défini un gradient d‘affinité entre les
différentes protéines a domaine BH3 only pour les protéines a multidomaines anti-

apoptotique.

Bid, Bim et Puma sont capable d'interagir avec toutes les protéines a 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 a domaine BH3 only avec les protéines a multidomaines
anti-apoptotiques. Rouge haute affinité, orange faible affinité, vert aucune affinité
d‘aprés Deng et al. (2007).
Dans ce modele les protéines a multidomaines anti-apoptotique inhibent I'activation de

Bax/Bak. Des données récentes demontrent du moins pour Bak que cette inactivation
serait liée a 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 on/y 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
masqueé 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 modele semble étre transposable a Bax. Il a été démontré dans des cellules vivantes
gue 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 étre active Bax doit étre transloquée au niveau de la

membrane mitochondriale.

Pour Chonghaile et Letai (2008a) les protéines a domaine BH3 onl/y seraient capables
d'interagir avec Bax sous sa forme monomérique et inactive ; puis induire son activation

par un mécanisme d’agrégation.

Cette hypothése n’est cependant étayée par aucune donnée expérimentale et la nature

des signaux de mort qui induisent |'activation n‘est pas connue.

Figure 25 activation de Bak et Bax selon le modéle de déplacement d’aprés Adams et Cory
(2007).-
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En somme, ces deux modéles ont leurs partisans et leurs détracteurs. Mais pour
certains points ils arrivent aux mémes conclusions. Les protéines a domaine BH3 only
Bid, Bim et Puma sont les protéines les plus efficaces a induire la mort cellulaire. Ce qui
oppose ces deux modeles de maniere plus fondamentale, c'est la fonction attribuée aux

protéines de la famille de Bcl-2.

Dans le modele 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 |'activation, c’est la vie qui est l'option
par défaut de la cellule. Sa mort est induite par I'activation de certaines protéines a
domaine BH3 only, induisant I'activation de Bax de maniére indépendante des protéines
de survie. Dans le cadre des cellules tumorales les protéines a domaine BH3 activatrices
seraient séquestres par des protéines de survie. Ce type de cellule serait sensibilisé a la
mort print to death avant que la protéine BH3 de type dé-répresseur ne libére les

protéines a 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 a l'apoptose.

Figure 26- modélisation de lI'échappement tumoral a I'apoptose selon le modéle de
Chonghaile et Letai (2008a).
. Le bloc A : correspond a I'absence de BH3 activateur mais Bax et Bak sont exprimées.

o Le bloc B : correspond a I'absence d’expression de Bax et Bak mais les protéines BH3 activatrices

sont exprimées.

. Le bloc C : correspond a une surexpression des protéines de survie alors que Bax et Bak ainsi que

les protéines BH3 activatrice sont exprimeées.
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E-Le ciblage thérapeutique des protéines anti-apoptotiques.

La manipulation pharmacologique a visée thérapeutique des protéines a multidomaines
anti-apoptotiques ainsi que des IAPs est donc intéressante. Nous avons vu le réle
primordial des interactions entre les protéines a domaines BH3 avec les protéines a
mutidomaines pro ou anti-apoptotiques. Cette interaction constitue donc une cible
thérapeutique potentielle. La synthese de protéines dites BH3 mimétiques aura pour
finalité de favoriser les interactions entre les protéines a domaines BH3 only et les
protéines a multidomaines pro-apoptiques tout en neutralisant les protéines a
multidomaines anti-apoptotiques (Lindsten et al. 2000). Cette approche a conduit a la
recherche, par criblage ou par modélisation moléculaire, de la constitution de molécules

dénommeées BH3 mimétiques.

Ces peptides se caractérisent par leurs capacités d'interagir avec le domaine BH3 des
protéines a multidomaines anti-appototiques (dissociation du complexe BH3 on/y/Bcl-xL)
et d'induire I'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 synthése.

Les peptides BH3 mimétiques sont constitués des séquences peptidiques du domaine
BH3 des protéines a 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 a travers la membrane cytoplasmique, ils sont
couplés soit a une molécule de type peptide, penetratratine-homodomain
dAntennapedia (Ant), ou lipidique (BioPORTER@).

Il existe actuellement deux molécules BH3 mimétiques, Atn-Bax et Atn-Bak, homologue
respectivement de Bax et de Bak. Les modeles 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 a 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 modéles cellulaires de cancer de l'ovaire
induit un message de mort cellulaire et prévient I'apparition de mécanismes de

résistance (Minko, Dharap et Fabbricatore 2003).

Pour améliorer soit I'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 uniqguement constitués de I'hélice-a. 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-/ike qui sensibilisent la cellule en interagissant avec les protéines a

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 a I'action des
protéases, diffusent facilement a travers la membrane cytoplasmique et ont une grande

affinité pour la poche hyrophobe des protéines a multidomaine anti—apoptotiques Bcl-2.

C'est pour ces raisons en autres, que des molécules dites de synthése ont été
développées. Leur fonctionnalité pharmacologique est d'inhiber la fonction des protéines

a 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), |'obatoclax (Trudel
et al. 2007; Pérez-Galan et al. 2007; Jiang et al. 2009; Paik et al. 2010), I'HA 14-4
(Oliver et al. 2007; Pei, Yun Dai et Grant 2004; Doshi, Tian et Xing 2006; Lickliter et al.
2003) et |I" ABT-737 et son dérivé oral ABT-263. Ce sont des molécules de faible poids

moléculaire (<750 Da) organiques, naturelles ou de synthése. Dans la suite de notre

exposé nous n'évoquerons que I'ABT-737.

Composé

Dérivés BH3 Is

Antimycine A

Chélérythrine

Tétrocarcine A

TW-37

Affinité

UM

UM

UM

UM

sub-uM

77

cibles

Bcl-2; Bcl-
XL,

Bel-w

Bcl-2; Bcl-
XL,

Bcl-2; Bcl-
XL,

Bcl-2; Bcl-
XL,

Bcl-2; Bcl-
XL,

Bcl-w, Al,



Mcl-1

HA14-1 UM Bcl-2; Bcl-
XL, Bcl-w?
Gossypol sub-uM Bcl-2; Bcl-
XL, Mcl-1

Apogossypolone

Obatoclax sub-pM Bcl-2; Bcl-
XL,
Bcl-w, Mcl-1
ABT-743 et son nM Bcl-2 ; Bcl-
derive orale ABT-263 XL,
Bcl-w, Bcl-B

Tableau 3: molécules naturelles ou de synthése BH3 en développement pré-clinique et
clinigque.

L’ABT-737 interagit avec une forte affinité (nM) avec les protéines a 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 aprés diminution du

potentiel mitochondrial (Chauhan et al. 2007; Konopleva et al. 2006).

Il semblerait que la capacité de cet agent a induire un signal de mort soit spécifique du
type cellulaire, mais surtout du profil d’expression des protéines a multidomaines pro et
anti-apoptotiques. L'effet tumoral de ’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 a I'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

a cet agent (Kang et al. 2008).
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Il a été démontré que I’ABT-737 était capable aussi d’induire de I'autophagie en
interagissant avec Beclin-1 (Maiuri et al. 2007) et par inhibition de l'interaction Beclin-

1/Bcl-xL/Bcl-2 (complexe inhibant I'autophagie).

L’ABT-737 potentialise I'action pro-apoptotique des agents cytotoxiques (paclitaxel,
agents alkylant, fludarabine) comme le démontre certaines données pré-cliniques
(Campas 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 I'action d'agents

agissant sur la voie des récepteurs de mort.

L'association de TRAIL ou de Fas ligand a I'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

I'inhibition des caspases par les IAPs.

En somme, I'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 a multidomaines pro et anti-apoptotiques.

Les cellules tumorales sont alors dans un état primed to death résultant de l'inhibition
des protéines a mutidomaines pro-apoptotique par les protéines a multidomaines anti-

apoptotiques (Chonghaile et Letai 2008b).

En présence des agents BH3 mimétiques ces protéines a mutidomaines pro-
apoptotiques vont étre 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 a multidomaines anti-apoptotiques (BH3 sensibilisateur).

Réguler négativement les inhibiteurs des caspases est une deuxiéme option
thérapeutique. Nous avons vu plus haut qu'il existait des inhibiteurs endogenes 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 oligonucléotidigues 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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V- 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
I'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 HERZ. 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 oncogéniques.

Par cette approche, il identifie 17 sous-groupes de cancer du sein. La distinction entre

les sous-groupes refléte le statut des voies de signalisation.

Seules les thérapies ciblées dirigées contre les sous-types moléculaires luminaux (les
antiestrogenes : SERM, SERD, antiaromatases) et HER2 (trastuzumab, lapatinib)