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L’APOPTOSE

On nomme apoptose un des processus physiologiques par lequel les cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal de mort. Elle constitue I'une des voies
possibles de mort cellulaire. Ce processus physiologique permet le développement harmonieux
de tout organisme multicellulaire par le controle du nombre de cellules qui le composent grace
a un équilibre précis entre les phénomeénes de prolifération et de mort cellulaire. En effet, les
cellules surnuméraires, endommagées, infectées, ou encore potentiellement dangereuses pour
I’'organisme sont éliminées par apoptose. Ce processus joue un role déterminant au cours de
I’embryogenése avec, par exemple, l'individualisation des doigts ; dans I’homéostasie cellulaire
et dans le fonctionnement du systéme immunitaire notamment |'apprentissage du soi par les
lymphocytes.

Le déreglement pathologique du processus d’apoptose ou de son controle est a I'origine
de nombreuses maladies comme les cancers, certaines maladies immunitaires, des maladies

dégénératives (Alzheimer, Parkinson) ou encore le SIDA.

A. HISTORIQUE

1. Découverte de I'apoptose

C'est en 1972, que le terme « apoptose » est introduit pour désigner un modele de mort
cellulaire, en opposition avec le modéle de nécrose déja connu a I'époque. L'apoptose est, en
effet, un phénomeéne actif, organisé, au cours duquel la cellule exprime un ensemble de genes
entrainant des modifications biochimiques, morphologiques et structurales aboutissant a sa
destruction compléte « sans laisser de trace » (Kerr et al., 1972). Kerr et ses collaborateurs ont
ainsi mis en évidence, sur des cellules de rat, deux étapes de modifications structurelles
distinctes. La premiere comprend la condensation cytoplasmique et nucléaire aboutissant a des
fragments qui ont une ultrastructure préservée. Dans la seconde étape, les corps apoptotiques
tombent des cellules épithéliales de surface ou sont phagocytées par d’autres cellules (Figure

1).
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Figure 1 : lllustration des différentes caractéristiques de I'apoptose

(d’apres Kerr et al 1972)

Ce sont les recherches de ces 30 dernieres années qui ont permis de déchiffrer le
programme génétique et moléculaire associé au déclenchement et a la transduction du signal
apoptotique. De nos jours, I'emploi du terme « mort cellulaire programmée » pour décrire
I'apoptose est a éviter. En effet, ce terme laisse suggérer que tous les programmes de mort
cellulaire suivent le schéma de I'apoptose alors que I'ensemble des données morphologiques et
biochimiques suggéere clairement que la mort cellulaire programmée ne serait pas restreinte a

I'apoptose.

2. Les différents types de mort cellulaires non apoptotique

La mort cellulaire joue un role primordial pour le maintien de I'"homéostasie et Ia
défaillance de ces processus a des conséquences désastreuses sur I'organisme. Afin de parer a
toute éventualité, la cellule posséde plusieurs programmes d’autodestruction afin de

contrecarrer la défaillance de I'une d’entre elles, le cas échéant.



e Lanécrose

La nécrose est la principale forme de mort d'une cellule, elle est aussi la premiére a avoir
été identifiée. Elle a longtemps été considérée comme un processus désorganisé. Cependant,
on sait maintenant que certaines formes de nécrose peuvent étre régulées et les mécanismes
d’induction et de transduction de ce phénoméne commencent a étre identifiés.

La nécrose se caractérise morphologiquement par |'apparition de vacuoles dans le
cytoplasme et par la rupture de la membrane cytoplasmique conduisant a la libération des
composants cellulaires dans le milieu extracellulaire. Ce processus fait suite a des traumatismes
importants (ischémie, choc thermique, lésion) subis par la cellule et est caractérisé par une

inflammation locale (Zong et Thompson, 2006).

e L'oncose
L’oncose est une forme passive ou accidentelle de mort cellulaire qui se rapproche de la
nécrose. Elle est caractérisée par un gonflement nucléaire et cytoplasmique, une vacuolisation
du cytoplasme, un gonflement mitochondrial, mais surtout la conservation de l'intégrité de la

membrane plasmique qui la différencie de la nécrose (Majno et Joris, 1995).

e Lasénescence

Décrite pour la premiere fois en 1961, la sénescence est synonyme de vieillissement
cellulaire (Hayflick et Moorhead, 1961). Dans les conditions favorables, les cellules se
dupliquent régulierement. Chaque cellule a un nombre de doublement prédéfini et lorsque
celui-ci est atteint, la cellule s’arréte en phase GO, d’ou elle ne ressortira pas. Les cellules
engagées dans ce processus montrent des signes de dégénérescence mais conservent
cependant l'intégrité de leur membrane plasmique. Elles présentent néanmoins des
changements morphologiques caractéristiques comme un cytoplasme aplati, une augmentation
de la granularité, des involutions au niveau de la chromatine et de 'ADN circulaire extra-

chromosomique (Okada et Mak, 2004).

e |’autophagie
Dans les cellules saines, il existe un équilibre entre synthése et dégradation protéique,

biogénese et renouvellement des organites. Les protéines a longue durée de vie ainsi que les
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organites cellulaires sont détruits par autophagie. C’'est un processus catabolique lysosomal qui
impligue la formation de structures particulieres a double membrane nommées
autophagosomes qui fusionneront par la suite avec les lysosomes. L'autophagie est en premier
lieu un mécanisme de survie et d’adaptation aux stress par contréle et élimination des
protéines et structures obsoléetes.

Bien que l'autophagie soit clairement définie comme une voie de survie cellulaire, on
parle également de plus en plus de mort cellulaire par autophagie (Cecconi et Levine, 2008). Il
est a noter que la mort par autophagie est souvent observée dans les cellules dont I'apoptose
est déficiente. D’autre part, les voies apoptotiques et autophagiques peuvent étre connectées,

notamment, via les membres de la famille de Bcl-2 (Okada et Mak, 2004).

e La catastrophe mitotique

Le terme de catastrophe mitotique a été initialement décrit en 1986 chez
Schizosaccharomyces pombe comme un phénotype létal consécutif a une entrée en mitose
prématurée. Depuis, sa définition a évolué décrivant la catastrophe mitotique comme le type
de mort induite par une mitose aberrante. Ce processus, morphologiquement distinct de
I'apoptose, de la nécrose et de l'autophagie, se caractérise par la formation de noyaux

multiples, de cellules géantes, une condensation des chromosomes (Okada et Mak, 2004).

e la paraptose

Dans plusieurs types cellulaires, la paraptose est définie par une expression du
récepteur 1 du facteur de croissance a l'insuline et est associée avec une vacuolisation du
cytoplasme et un gonflement des mitochondries sans les autres caractéristiques de I'apoptose.
Les inhibiteurs de caspase ainsi que la surexpression des membres anti-apoptotiques de la

famille de Bcl-2 n’inhibent pas la mort par paraptose (Kroemer et al., 2009).

e L’Entose
A l'origine, I'entose a été décrite comme une forme de « cannibalisme cellulaire » des
lymphoblastes des patients atteints de la maladie de Huntington. C'est une nouvelle forme de
mort cellulaire par laquelle les cellules phagocytent une cellule voisine vivante qui meurt dans

le phagosome. L'entose a également été observée dans une lignée du cancer du sein (MCF-7)



qui est déficiente en caspase 3 et beclin 1 et qui sont ainsi incompétentes pour |'apoptose et

I’autophagie (Le Bot, 2007).

e Les autres types de mort

D’autres types de mort ont également été décrits dans la littérature, cependant ils sont
propres a un type cellulaire particulier. Ainsi, la cornification est une forme tres spécifique de
mort cellulaire programmée de I'épiderme aboutissant a la formation de kératinocytes (Lippens
et al., 2009). Les macrophages infectés par des bactéries ont, quant a eux, deux types de mort
qui leur sont dédiées : la pyroptose et la pyronécrose. La premiére implique I'activation de la

caspase 1 tandis que la seconde se rapproche d’une mort par nécrose (Kroemer et al., 2009).

3. Caractéristigues morphologiques de |'apoptose

Consécutivement a la réception d’un signal de mort, les cellules engagées dans le

processus apoptotique présentent les caractéristiques morphologiques typiques suivantes :

A. Au niveau de la membrane plasmique

L'intégrité de la membrane plasmique est conservée durant tout le processus
apoptotique. Cependant, cette derniére subit des modifications biochimiques comme
I’externalisation des phosphatidylsérines (PS) qui sont des phospholipides anioniques du feuillet
interne de la membrane plasmique. Les PS ainsi présentées a la surface membranaire sont
reconnues par des récepteurs spécifiques présents sur les macrophages. L’élimination des
cellules en apoptose par phagocytose assure une réponse non inflammatoire au processus

apoptotique (Fadok et al., 1998).

B. Au niveau nucléaire

Au niveau nucléaire, il y a une condensation de la chromatine suivie par le clivage de
I’ADN. La dégradation de I'ADN est liée, d’une part, a I'activation de DNAses telles que les
déoxyribonucléases (activés par les caspases) et d’autre part a I'endonucléase G qui,

ensembles, dégradent I’ADN accessible entre les nucléosomes (Wyllie et al., 1980).



C. Au niveau mitochondrial

Le réle physiologique principal de cet organite intracellulaire est la production d’énergie
pour les cellules eucaryotes. Cette énergie est produite sous forme d’ATP, par la chaine
respiratoire, via la création d’une différence de potentiel entre la membrane interne et la
membrane externe mitochondriale. Au cours de I'apoptose un gonflement de cet organite est
observé ainsi qu’une disparition du potentiel de membrane. Ce gonflement de la matrice
mitochondriale induit la rupture de la membrane externe ayant pour conséquence la libération
dans le cytoplasme des facteurs apoptogenes tel que le cytochrome c¢ (Grimm et Brdiczka,
2007). Ces facteurs régulent I'activité protéolytique des caspases qui sont les effecteurs finaux

du programme de mort.

B. LES DIFFERENTES VOIES D’APOPTOSE

Il existe trois voies principales de mort par apoptose : la voie extrinséque dite des
« récepteurs de mort » ; la voie intrinseéque ou « mitochondriale », et la voie réticulaire. Toutes

ces voies induisent I'activation des caspases qui sont les effecteurs de I'apoptose.

1. les effecteurs de |I'apoptose : les caspases

Le role central des caspases au cours de |'apoptose a été mis en évidence par de
nombreuses études faites chez le nématode, la souris et 'homme (Li et Yuan, 2008). Les
différentes phases d’initiation de I'apoptose aboutissent a I'activation des caspases. Ce sont des
protéases a cystéine appartenant a la famille des ICE (« interleukine-1 converting enzyme »).
Ces protéases présentent une spécificité stricte de clivage de leur substrat (aprés un résidu
aspartate). C'est sur cette base que ces protéases sont nommées : caspase pour « cystein
aspartate protéase » (Alnemri et al., 1996).

Toutes les caspases sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs ou zymogenes.
Elles ont principalement des localisations cytoplasmique, mitochondriale et a la surface du
réticulum endoplasmique.

Selon leur fonction, trois groupes de caspases se distinguent. Un premier groupe joue un

role dans l'inflammation et les deux autres dans I'apoptose. Pour ces deux derniers, nous



pouvons distinguer les caspase initiatrices (2, 8, 9 et 10) et les caspases effectrices (3, 6 et 7)
(Chang et Yang, 2000).

La structure des formes inactives des caspases présente trois domaines trés conservés
au cours de I’évolution : une petite sous-unité de 10 a 14kDa en position C-terminale, une
grande sous-unité de 17 a 21kDa portant le site catalytique a résidu cystéine dans un motif

consensus (QACxG) et un pro-domaine en position N-terminale (Figure 2).

s Grande Petite
Pro-domaine

Caspases inflammatoires (1, 4 et 5) m

sous-unite sous-unite

Caspases effectrices {3, 6 et 7) [ e

Caspases Caspases2 et 9
initiatrices Caspases 8 et 10 .‘m_@_

Figure 2 : Structure et classification des caspases

(d’aprés Chang et Yang, 2000)

L'activation des caspases en réponse a ces stimuli de mort fait intervenir deux
événements de clivage successifs. Les sites de clivage sont dus a la présence de plusieurs
résidus aspartate entre la petite et la grande sous-unité mais également entre la grande sous-
unité et le pro-domaine. Ces clivages vont permettre la libération du pro-domaine et
I'association des deux sous-unités afin de former le site actif de I'enzyme. La forme active de
I'enzyme correspond a un tétramere constitué de I'association de deux petites sous-unités et

de deux grandes (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanisme d’activation d’une caspase

(d’aprés Chang et Yang, 2000)



A. Les caspases initiatrices

Les caspases initiatrices 2, 8, 9 et 10 se caractérisent par un long pro-domaine au sein
duquel se trouvent des domaines d’interactions protéine-protéine. Ainsi, les caspases 8 et 10
possedent deux domaines DED (« death effector domain ») permettant I'accrochage de ces
protéines aux molécules adaptatrices FADD (« Fas associated protein with death domain ») ou
TRADD (« TNFRSF1A-associated via death domain ») ; tandis que les caspases 2 et 9 possédent
un domaine CARD (« caspase recruitment domain ») intervenant dans l'interaction directe
entre les caspases ou avec les molécules régulatrices. Ces domaines DED et CARD participent au
recrutement des caspases initiatrices au sein des complexes multiprotéiques induisant leur
activation. La caspase 8 est spécifique de la voie extrinseque et la caspase 9 de la voie

intrinséque (Chang et Yang, 2000).

B. Les caspases effectrices

Les caspases effectrices ont, quant a elles, un pro-domaine plus court que les caspases
initiatrices, ne possédent pas de domaine de recrutement et sont activées principalement par
les caspases initiatrices. Les caspases effectrices agissent en cascade et peuvent également
activer des caspases en amont grace a une boucle d’amplification. La caspase la plus en aval de
cette cascade est la caspase 3, activée par les caspases initiatrices, elle représente un point de
non retour dans le processus apoptotique (Figure 4) (Stennicke et al., 1998) (Chang et Yang,

2000).

Voie extrinséque | | Voie intrinséque Vole réticulaire

Caspase 8 Caspase 9 Caspase 12

Caspase 9

* Caspase 3 *

Figure 4 : Schéma de I’ensemble de I'activation des caspases



Les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) orchestrent la destruction des diverses

structures cellulaires par clivage de substrats spécifiques. Globalement, ces événements

protéolytiques induisent un changement phénotypique caractéristique de I'apoptose, dont

voici quelques exemples (Figure 5) :

Le clivage d’'ICAD (« inhibitor of caspase-activated DNase ») libere CAD qui peut alors
catalyser le clivage inter-nucléosomique de I’ADN.

Les caspases régulent le clivage des lamines nucléaires ce qui a pour effet la
fragmentation nucléaire et la protéolyse des protéines de I'enveloppe nucléaire.

La dégradation des protéines d’adhésion entraine le détachement cellulaire et la
rétractation de la cellule.

L’activation des caspases est nécessaire a la présentation des phosphatidylsérines (PS)
et d’autres signaux de phagocytose a la surface de la cellule.

La protéolyse de ROCK1 (effecteur de Rho) induit la contraction du cytosquelette
d’actine, la formation de blebs a la membrane plasmique ainsi que la fragmentation du
noyau.

Les caspases clivent également la protéine GRASP65 de |'appareil de Golgi ce qui induit
la fragmentation de cet organite cellulaire.

La kinase MST1 (« mammalian steril-20 ») est clivée par les caspases. Le fragment actif
de MST1 transloque au noyau ou, il va phosphoryler I'histone H2B et ainsi induire la
condensation de la chromatine.

Enfin, les fonctions cellulaires importantes sont interrompues par la protéolyse de

plusieurs facteurs d’initiation de la traduction (elFs) (Taylor et al., 2008).
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Figure 5 : les caspases coordonnent la destruction des structures et organites cellulaires

(d’apres (Taylor et al., 2008)

C. Les inhibiteurs des caspases

L’activation des caspases n’est pas un événement anodin pour la cellule, c’est pourquoi,
ces protéases sont contrélées par des molécules inhibitrices que sont les IAPs (« inhibitor of
apoptosis protein »), Hsp70 (« heat shock protein 70 ») ou encore Flip (« FLICE-inhibitory
protein »).

Les protéines membres de la famille des IAPs présentent un ou plusieurs domaines BIR
(« baculovirus IAP repeat ») leur permettant d’inhiber les caspases en interagissant directement
avec elles et en bloquant I'activation de celles-ci. Certains membres des IAPs possédent un
domaine RING en C terminal qui leur confere une activité ubiquitine ligase permettant d’induire
la dégradation des caspases par le protéasome (Figure 6) (Shi, 2004).

En réponse a un stress, la protéine Hsp70 joue son réle anti-apoptotique a plusieurs

niveaux. En effet, cette protéine inhibe la translocation de Bax a la mitochondrie, bloque la
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libération du cytochrome c, empéche la formation de I'apoptosome, et inhibe I'activation des
caspases initiatrices (Figure 6) (Arya et al., 2007).

La protéine Flip est un analogue structural de la caspase 8 dépourvue d’activité
protéolytique. Lors de I'activation de la voie des récepteurs de mort, Flip régule I’activation de

la caspase 8 via la compétition entre la caspase 8 et Flip. (Figure 6) (Krueger et al., 2001).

l Voie extrinséque I | Voie intrinséque I
Signal de mort Bax
= Hsp70
Récepteurs de mort Mitochondrie
t— Hsp70
Caspase 8 |— Flip Cytochrome ¢
Caspase 3 |— IAP Apoptosome = Hsp70

Caspase 9 | AP
Caspase 3 | |AP

Figure 6 : Mode d’action des IAPs, Flip et Hsp70 dans les voies intrinséque et extrinséque

2. Les différentes voies d’activation de I’apoptose

Trois voies principales d’activation des caspases sont actuellement décrites. La premiere
est activée par les récepteurs de mort, la seconde (intrinseque) fait intervenir la mitochondrie ;
enfin, la troisieme voie a comme particularité de faire intervenir le réticulum endoplasmique

(Heath-Engel et al., 2008).

A. La voie des « récepteurs de mort » ou voie extrinseque

La voie des récepteurs permet I'activation des caspases effectrices a partir d’un signal de
mort détecté par les récepteurs membranaires de la superfamille du TNF (« tumor necrosis

factor »).

1. LES RECEPTEURS DE MORT

La famille des récepteurs du TNF compte une trentaine de membres et comprend a la

fois des récepteurs et leurs ligands naturels. Cette famille est divisée en trois sous-groupes de
12



récepteurs basés sur la structure de leur partie cytoplasmique et des voies de signalisation

induites (Dempsey et al., 2003).

e Les récepteurs de type | contiennent un DD (« death domain ») dans leur partie
cytoplasmique. Ce sont les récepteurs : Fas, TNF-R1, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 et DR6.

e Les récepteurs du second type incluent entre autres TNF-R2, CD40, et RANK. Ces récepteurs
contiennent dans la partie cytoplasmique un ou plusieurs domaines TIM (« TRAF-interacting
motifs ») afin de recruter les membres de la famille TRAF et activer les voies de
signalisations tels que NF-xB, JNK, p38, ERK et PI3K.

e Le troisieme et dernier groupe est constitué des récepteurs qui n’ont pas de domaines ou
motifs cytoplasmiques fonctionnels tels que : TRAIL-R3, TRAIL-R4, decoy-R3 et OPG. Bien
que ces récepteurs n’activent pas de voies de signalisation, leur fonction de leurre limite
I’activation des autres voies de transductions activées par les membres de la famille des

TNF.

2. SIGNALISATION DE LA VOIE EXTRINSEQUE

Parmi tous ces récepteurs, seuls ceux du premier type peuvent induire un signal
de mort (Figure 7). Le modéle classique de ce sous groupe est le couple Fas/FasL. La liaison de
FasL sur son récepteur induit un changement conformationnel du récepteur, notamment dans
sa partie cytoplasmique ce qui abouti au rapprochement de trois domaines DD. La molécule
adaptatrice FADD/MORT1 est recrutée au niveau de la partie intracellulaire du récepteur par
son propre DD. La protéine FADD possede un domaine DED qui lui permet d’interagir avec la
pro-caspase 8 via la dimérisation de leurs domaines DED respectifs. Cet ensemble protéique
constitue le DISC (« death inducing signaling complex »). L'augmentation de la concentration
locale en pro-caspase 8 induit une activité autoprotéolytique et la libération dans le cytoplasme
des formes actives de cette protéase qui va, a son tour, activer les caspases effectrices 3 et 7.
Cependant, la caspase 8 peut également provoquer le clivage de la protéine Bid (membre de la
famille Bcl-2), qui déclenche la voie mitochondriale de I'apoptose.

Les récepteurs DR4 et DR5, quant a eux, semblent fonctionner uniquement par
déclenchement de la voie mitochondriale subséquent au clivage de la protéine Bid (Danial et

Korsmeyer, 2004) (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma des récepteurs de type FAS et DR4 de la superfamille du TNF
(D’apres Danial et Korsmeyer, 2004)

Aussi paradoxal que cela puisse paraitre, certains membres de ce sous-groupe
déclenchent, dans certaines conditions, une signalisation de survie, c’est le cas de TNFR1, DR3
et DR6. En effet, ces récepteurs une fois activés recrutent en premier lieu les protéines
adaptatrices TRADD. Ces derniéres, contenant un domaine DD, fixent la kinase RIP1 (« receptor
interacting protein ») qui permet I'accrochage des protéines TRAF2, c-IAP1/2 (« inhibitor of
apoptosis protein ») et la formation du complexe 1. Le complexe 1 entraine le recrutement de
la protéine IKK (« IkB kinase ») et I'activation de la voie NF-xB (« nuclear factor-kappaB »). NF-
kB est un facteur de transcription qui régule I'expression des genes de la prolifération et
I'inhibition de I'apoptose, cette activation soutient, de ce fait, la survie cellulaire. Dans un
second temps, les protéines adaptatrices TRADD vont se dissocier des récepteurs et ce sont les
protéines FADD qui seront recrutées afin d’induire I'apoptose via le recrutement de la caspase

8 et la formation du complexe 2 (Figure 8) (Micheau et Tschopp, 2003).
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Figure 8 : Signalisation via le TNFR1 : survie ou apoptose ?

(d’aprés Micheau & Tschopp 2003)

3. REGULATION DE LA VOIE DES RECEPTEURS DE MORT

La régulation de l'apoptose par la voie extrinseque réside principalement dans sa
capacité a déclencher elle-méme des voies de signalisation de survie, de prolifération, de
différenciation ou de mort. Tout d’abord, la balance qui existe entre les membres des
complexes 1 et 2 induira le déclenchement de I'apoptose seulement en cas d’insuffisance de
I'activation de la voie NF-kB. En cas contraire, cFLIP est exprimée pour inhiber la caspase 8. c-
Flip contient deux domaines DED grace auxquels elle va se lier aux DED de FADD et de la pro-
caspase 8 ce qui empéche l'activation de cette derniere. De plus, d’'un point de vue plus
général, c’est la sommation des signaux percus par les trois sous-groupes et, de ce fait, la voie
de signalisation prépondérante qui va s’en dégager qui va déterminer si oui ou non |'activation

des récepteurs de mort induira la survie ou I'apoptose.

B. La voie mitochondriale ou voie intrinséque

La voie intrinseque (ou mitochondriale) peut étre activée en réponse aux rayonnements
ionisants, aux drogues utilisées en chimiothérapie, aux infections virales, aux dommages a

I’ADN ou encore une privation en facteurs de croissance. Elle peut également étre activée pour
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apporter un renfort aux autres voies d’induction de I'apoptose telles que la voie des récepteurs
de mort ou encore la voie réticulaire.

La mitochondrie est un centre décisionnel aussi bien dans I'intégration qu’au niveau de
la propagation des signaux de mort. En effet, la voie apoptotique dépendante de la
mitochondrie est finement régulée au niveau de cet organite par les protéines de la famille de
Bcl-2. Cette voie conduit a la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MME)
et a la libération de protéines apoptogéniques de I'espace intermembranaire mitochondrial
(EIM) dans le cytoplasme. Ces protéines sont: le cytochrome c, AIF (« apoptosis inducing
factor »), I’endonucléase G, Smac/DIABLO, et HtrA2/Omi. Le cytochrome c ainsi libéré va
permettre la formation de I'apoptosome, complexe multiprotéique permettant I'activation des

caspases (Figure 9) (Kroemer et al., 2007).

APOPTOSE

4

Caspases
effectrices

Caspases
effectrices

Figure 9 : Apoptose par la voie mitochondriale

(d’aprés (Kroemer et al., 2007)
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1. LE CYTOCHROME CET LA FORMATION DE L’APOPTOSOME

Le cytochrome c est un composant essentiel de la chaine de transfert des électrons
mitochondriaux. Il induit I'activation des caspases suite a sa libération de la mitochondrie lors
de I'apoptose (Liu et al., 1996).

L'utilisation de cytochrome ¢ marqué par de la GFP (« Green fluorescent protein ») a
permis de mettre en évidence que cing minutes étaient nécessaires au cytochrome c pour étre
presque compléetement libéré dans le cytoplasme et que cet événement précéde I'exposition
des phosphatidylsérines a la membrane plasmique (Goldstein et al., 2000). Contrairement a
certaines idées, il existe deux groupes de cytochrome c. La majorité du cytochrome c est
fortement associée aux lipides mitochondriaux, tandis qu’une minorité diffuse librement dans
I'EIM (Ott et al., 2002).

Lorsqu’un signal apoptotique induit une modification du potentiel de membrane
mitochondrial, le cytochrome c agit comme un oxydant sur les lipides et induit sa propre sortie
ainsi que celle des protéines apoptogéniques de I'EIM (Kagan et al., 2005).

Comme illustré sur la figure 10, le cytochrome c cytoplasmique se lie a Apaf-1
(« Apoptotic protease activating factor 1 »), protéine cytosolique qui posséde un domaine de
recrutement des caspases (CARD), un domaine de liaison aux nucléotides (NBD) et plusieurs
domaines WD-40 (Zou et al., 1997). Le domaine NBD d’Apaf-1 lui confere la capacité de lier
I’ATP apres un changement conformationnel induit par sa liaison avec le cytochrome c grace a
son domaine WD40. Ce changement de conformation permet également a la protéine Apaf-1
de s’oligomériser, via son domaine NDB, et de se fixer a la pro-caspase 9 grace a la présence de
son domaine CARD. Le complexe heptamérique ainsi formé Apaf-1/Cytochrome c/pro-caspase
9 est nommé apoptosome. La pro-caspase 9, grace a sa forte concentration locale au sein de
I'apoptosome, s’active par autoprotéolyse et entraine, en tant que caspase initiatrice,

I’activation des caspases effectrices 3 et 7 (Wang, 2001).
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STIMULI APOPTOTIQUES
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Figure 10 : Formation de I’'apoptosome
(d’apres Wang, 2001)
2. AIF

AIF (« apoptosis inducting factor ») est une flavoprotéine de 57kDa localisée dans I'EIM.
Cette protéine possede une fonction oxydo-réductrice importante dans les neurones, et une
fonction apoptogénique. AIF est physiologiquement nécessaire pour la détoxification correcte
des especes réactives de |'oxygene et pour I'assemblage et la maintenance de la chaine
respiratoire par ses propriétés d’oxydoréduction. Lors d’un stimulus apoptotique, AIF est
transloquée au noyau ou elle va jouer son rble apoptotique (Daugas et al., 2000). Une fois au
noyau, AIF induit une condensation de la chromatine ainsi que la fragmentation de I’ADN en
fragments d’environ 50kb par un mécanisme qui implique la liaison directe de AIF a ’ADN
(Loeffler et al., 2001). Le ro6le d’AIF dans l'apoptose est indépendant de ses fonctions

d’oxydoréductions et des caspases (Miramar et al., 2001).

3. ENDONUCLEASE G

L’'endonucléase G est synthétisée dans le cytoplasme puis est dirigée vers la

mitochondrie via une signature mitochondriale. C'est une enzyme localisée dans I'EIM qui joue
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un réle dans plusieurs fonctions biologiques comme la réplication de ’ADN mitochondrial, la
prolifération cellulaire, l'initiation de la recombinaison du virus de I'herpes simplex et enfin
dans l'apoptose (Wu et al., 2009). Lors d’un stress apoptotique, I'endonucléase G est
transloquée vers le noyau. Ce changement de localisation subcellulaire induit son activation

pour fragmenter I’ADN de fagon oligonucléosomale (Li et al., 2001).

4. OMI/HTRA2

Omi/HtrA2 (« high-temperature requirement A2 ») est une protéine de 49kDa
composée de 5 domaines distincts. Cette protéine est localisée dans I'EIM via ses domaines
MLS (« mitochondrial localization signal ») et TM (transmembranaire). Omi/HtrA2 posséde un
domaine IBM (« IAP-binding motif ») qui lui confére la capacité de lier les protéines de la famille
des IAPs, son domaine PDZ permet, quant a lui, la stabilisation de ces interactions. Elle posséde
également une activité protéase a sérine.

Des dommages a I’ADN, une activation de récepteurs de mort ou d’autres stress
apoptotiques induisent la translocation d’Omi/HtrA2 dans le cytoplasme ou elle contribue au
mécanisme apoptotique de facon dépendante ou indépendante des caspases.

En I'absence de stress apoptotique, les caspases sont maintenues sous forme inactive
par les IAPs. De ce fait, la translocation d’Omi/HtrA2 dans le cytoplasme, lors d’un signal de
mort, induit la rupture des complexes IAPs/caspases libérant les caspases qui pourront alors
étre activées.

Omi/HtrA2 fonctionne également comme une protéase a sérine et est a3 méme d’induire
la mort indépendamment des caspases. En effet, une dizaine de protéines ont récemment été
décrites comme étant des substrats d’Omi/HtrA2. C’est notamment le cas de protéines

associées au cytosquelette, a la synthése protéique ou encore a I'apoptose.

5. SMAC/DIABLO

Conjointement avec la libération des protéines apoptogéniques, Smac/DIABLO
(« second mitochondria-derived activator of caspase » ou son homologue murin DIABLO) est
libéré depuis I'EIM vers le cytoplasme lors d’un stress apoptotique (Du et al., 2000).
Smac/DIABLO est une protéine de 55 acides-aminés formant une séquence de signature
mitochondriale en N-terminal. Lors de son arrivée a la mitochondrie Smac/DIABLO perd cette

séquence laissant apparaitre un nouveau domaine permettant la liaison de Smac/DIABLO aux

19



domaines BIR (« bacculoviral inverted repeat ») des IAPs. Cette liaison neutralise les inhibiteurs
des caspases, ce qui privilégie I'activation de ces dernieres. Smac/DIABLO peut se lier a

plusieurs IAPs dont XIAP (X-linked 1AP), clAP1, clAP-2, Survivine et Apollon (Vaux et Silke, 2003).

C. Couplage de la voie extrinséque et intrinséque (tBid)

Les deux voies précédemment décrites peuvent communiquer entres elles via une
protéine de la famille de Bcl-2 : Bid. En effet, la voie des récepteurs de mort induit I'activation
par le DISC de la caspase 8, caspase qui active les caspases effectrices mais qui peut également
cliver la protéine Bid. La forme tronquée de Bid notée tBid va étre transloquée a la
mitochondrie et induire un déséquilibre entre les membres pro- et anti-apoptotiques de la
famille de Bcl-2 en faveur d’un signal pro-apoptotique. Ceci conduit a la perméabilisation de la
membrane mitochondriale et a la libération dans le cytoplasme des protéines apoptogéniques

de la voie mitochondriale (Luo et al., 1998).

D. Role du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite cellulaire qui représente le site majeur
de stockage du calcium de la cellule. Il joue un réle important dans le maintien de
I’'homéostasie calcique cellulaire, la production de macromolécules, le transfert des substances
vers I'appareil de Golgi et la modification des protéines. Il a en effet un réle crucial dans le
repliement correct des protéines.

En plus de propager le signal de stress apoptotique, le RE contribue, de facon
fondamentale, a la voie de I'apoptose induite par Fas et a la voie dépendante de p53 (résultant
d’'un dommage a I’ADN ou d’une expression d’oncogéne). La libération du calcium stocké dans
le RE peut alors initier I'activation de la voie de mort réticulaire mais également sensibiliser la

mitochondrie a un stress pro-apoptotique.

1. ACTIVATION DE LA VOIE UPR

Lors d’un stress cellulaire tel qu’une carence en facteur en facteurs nutritifs, une
modification du pH ou du taux de calcium intraréticulaire, une surexpression de certaines
protéines ou encore quand la capacité du RE a replier correctement les protéines est
compromise, une voie de signalisation est activée : la voie UPR (« unfolded protein response »).

La voie UPR induit une augmentation du nombre de protéines chaperonnes et d’autres
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protéines régulatrices permettant a la cellule de corriger ce stress (Patil et Walter, 2001).
Cependant, si le stress est trop important et que I’homéostasie ne peut pas étre restaurée la

cellule va entrer en apoptose.

2. L’APOPTOSE INDUITE PAR UN STRESS RETICULAIRE

Lors d’un stress réticulaire, la membrane du RE devient perméable au calcium, ce qui
induit I'activation des calpaines. Ces protéines vont activer les caspases, premierement la
caspase 12 puis la caspase 9 et enfin la caspase 3. Cette voie est renforcée par la mitochondrie
et la voie PERK/elF2a/ATF4. En effet, le calcium libéré du RE induit une surcharge de la
mitochondrie en calcium qui se traduit par la libération des facteurs apoptogénes. L’activation
de la protéine CHOP par PERK/elF2a/ATF4 induit une augmentation des membres
proapoptotiques et une diminution des membres anti-apoptotiques renforcant ainsi I'apoptose

(Figure 11) (Rasheva et Domingos, 2009).
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Apoptose

Figure 11 : Mécanisme d’induction de I'apoptose par un stress réticulaire

(d’aprés (Rasheva et Domingos, 2009)
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C. L'APOPTOSE ET PATHOLOGIES

L’apoptose est un processus qui permet la construction, la maintenance, la défense et la
réparation des tissus. Ainsi, un exces, ou, a contrario, un défaut d’apoptose est responsable de
nombreuses pathologies. La liste des maladies dont un dysfonctionnent de I'apoptose est

directement ou indirectement impliquée ne cesse de s’allonger.

1. Exces d’apoptose

Les maladies associées a un exces d’apoptose sont, par exemple, le SIDA (« syndrome
d’immunodéficience acquise ») qui est caractérisé par une mort des lymphocytes T, des
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson liées a la
disparition respectivement des cellules cholinergiques ou dopaminergiques. Les maladies
autoimmunes induisant une production d’anticorps détruisant du tissus sain (Thyroidite
d’Hashimoto, ...), les lésions ischémiques (infarctus du myocarde, attaque cérébrale, ...) ou
encore le diabete de type 1 sont des pathologies causées par une apoptose excessive dans des

tissus donnés.

2. Défaut d’apoptose

A linverse, un déficit en apoptose peut causer diverses pathologies comme des
maladies auto-immunes liées a la non dégradation de cellules reconnaissant le « soi»
(Polyarthrite rhumatoide). Certaines infections virales induisent une résistance des cellules
infectées aux signaux apoptotiques (adénovirus, herpes, ...). Les cancers, quels qu’ils soient,
sont caractérisés, entre autre, par un défaut d’apoptose (Hanahan et Weinberg, 2000). Cette
caractéristique est a I'origine de I"'accumulation de cellules cancéreuses dans I'organisme car

elles survivent aux signaux de mort intrinséques et présentent une résistance aux traitements.
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LES PROTEINES MEMBRES DE LA FAMILLE DE BCL-2

A. GENERALITES

1. Découverte

Bcl-2 (« B cell lymphoma 2 »), le membre fondateur de cette famille de protéine, qui
compte prés d’une vingtaine de membres, a été découvert dans les lymphomes B de type
folliculaire. Dans cette pathologie, une translocation t(14 ;18)(q32 ;921) associe le locus du
gene des chaines lourdes des immunoglobulines avec le gene de Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1984).
Cette translocation induit la surexpression de Bcl-2 et conféere aux cellules un avantage au
niveau de la survie. De plus, Bcl-2 est le premier oncogene a avoir été identifié comme étant

impliqué dans la survie cellulaire et non dans la prolifération (Vaux et al., 1988).

2. Structure

L'alignement des séquences des membres de la famille de Bcl-2 a permis la mise en
évidence de séquences conservées d’acides aminés nommées domaine BH pour « Bcl-2
homology ». Ces protéines possédent de un a quatre domaines BH participant a la formation
d’hélices a. Selon le nombre de ces domaines, on peut diviser les membres de cette famille en
trois groupes : (i) les protéines anti-apoptotiques qui possedent plusieurs domaines BH ; (ii) les
protéines pro-apoptotiques a multidomaines qui possedent trois domaines BH; et (iii) les
protéines pro-apoptotiques dites a domaine « BH3 seul » caractérisées par la seule présence du
domaine BH3.

Enfin, ces protéines possedent souvent en position C-terminale une hélice «

hydrophobe qui correspond a un segment transmembranaire (TM) (Figure 12).
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ANTI-APOPTOTIQUES
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Figure 12 : Classification et structure des membres de la famille de Bcl-2

3. Localisation

La localisation subcellulaire des membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 est
variable en fonction des protéines. D’une maniére générale, les protéines membres de cette
famille sont retrouvées dans le cytoplasme et/ou liées a la membrane de la mitochondrie ou du
réticulum endoplasmique. Cette différence de localisation s’explique en partie par la présence
ou non d’un domaine transmembranaire (TM). En effet, la présence de ce dernier permet, lors
d’un stress apoptotique, une relocalisation membranaire des protéines cytoplasmiques qui en

sont pourvues.

B. LES PROTEINES ANTI-APOPTOTIQUES

Depuis la découverte de Bcl-2 en 1984, d’autres membres anti-apoptotiques ont été
caractérisés. On compte désormais sept membres anti-apoptotiques chez 'Homme qui sont,
dans I'ordre chronologique de leur découverte : Bcl-xL (Boise et al., 1993), Mcl-1 (Kozopas et al.,
1993), Bfl-1 (Lin et al., 1993), Bcl-w (Gibson et al., 1996), Bcl2L10 (Song et al., 1999) et Bcl2112
(Scorilas et al., 2001).
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1. Structure des membres anti-apoptotiques

Malgré une grande diversité dans les séquences primaires des protéines, des données
de RMN («résonance magnétique nucléaire») ont montré que les structures
tridimensionnelles de Bcl-xL, Bcl-2 et Bcl-w sont trés proches les unes des autres (Figure 13)

(Denisov et al., 2003) (Petros et al., 2001).

Figure 13 : Représentation « Ribbons » de la structure tridimensionnelle de Bcl-2

(D’aprés Petros et al., 2001)

En effet, les protéines anti-apoptotiques présentent une structure globulaire composée
de 9 hélices a formées en partie par les domaines d’homologie a Bcl-2 (BH). Les domaines BH1,
BH2 et BH3 interagissent entre eux pour former une « poche hydrophobe » a la surface de la
protéine. Cette structure confére a la protéine son réle anti-apoptotique (Figure 14) (Sattler et

al., 1997).

ol o2 a3 wd w5 6 o7 w8 9
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Figure 14 : Structure générale d’'un membre anti-apoptotique

Ainsi, le domaine BH3 est plus particulierement impliqué dans la liaison avec les
partenaires protéiques tandis que les hélices a5 et a6 des domaines BH1 et BH2 sont
indispensables a la formation des pores dans la membrane mitochondriale (Matsuyama et al.,
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1998). Bien qu’essentielles a la fonction anti-apoptotique, les hélices a5 et a6 ne sont pas
suffisantes pour inhiber la mort cellulaire et nécessitent la présence d’'un domaine BH3.

Le domaine BH4, quant a lui, n’est pas présent sur tous les membres de cette famille. Ce
domaine, localisé dans la partie N-terminale des protéines anti-apoptotiques, est lié au reste de
la protéine par une boucle flexible de structure et de longueur variable (Aouacheria et al.,
2005). Ce domaine serait impliqué dans I'activité anti-apoptotique des membres qui la possede.
En effet, la suppression du domaine BH4 de Bcl-2 et de Bcl-xL rend ces protéines inactives bien
gue les interactions avec les membres pro-apoptotiques soient conservées (Huang et al., 1998).
De plus, des études portant sur le domaine BH4 de ces deux protéines ont montré que ce
domaine, a lui seul, confere la capacité d’inhiber I'apoptose en bloquant les flux calciques pro-
apoptotiques (Rong et al., 2009) (Soto et Smith, 2009). Enfin, le clivage du domaine BH4 peut
convertir une protéine anti-apoptotique, telle que Bcl-2, en une protéine pro-apoptotique
(Cheng et al., 1997).

Lors de mes travaux, je me suis intéressée a Bcl-2 et Mcl-1, c’est pourquoi, dans cette

partie, j'ai choisi de développer, plus particulierement, ces deux membres anti-apoptotiques.

2. Bcl-2

Suite a sa découverte en 1984, de nombreuses études ont montré le réle de Bcl-2 dans
la différenciation, dans I'apoptose et dans le cycle cellulaire (Tsujimoto et al., 1984). De plus,
I'expression de cette protéine est fortement contrblée par des mécanismes agissant tant au

niveau transcriptionnel, traductionnel que protéique.

A. Structure

Le géne codant pour Bcl-2 est localisé en 18q21. Il est composé de 3 exons et code pour
2 protéines : Bcl-2a et Bcl-2[3. Ces deux protéines différent par leur domaine C-terminal qui est
plus long dans Bcl-2a (Tsujimoto et Croce, 1986). Bcl-2[3, dépourvue de son fragment TM, a
perdu son activité anti-apoptotique ainsi que sa localisation mitochondriale (Tanaka et al.,
1993). Ainsi, la protéine Bcl-2a (ou Bcl-2), trés étudiée dans la littérature, est une protéine de
25kDa (239 acides aminés) (Tsujimoto et Croce, 1986). Bcl-2[3, quant a elle, est tres peu étudiée
mais l'on sait, néanmoins, qu’elle est composée de 205 acides aminés pour une masse

moléculaire de 22kDa.
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Bcl-2 est constituée de quatre domaines BH et d’'un domaine TM. Sa structure se

compose de neuf hélices o, d’un coude et de deux feuillets 3 (Figure 15).

ol Pl a2 P2 o3 4 oS w6 a7 u8 o9
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Figure 15 : Structure de Bcl-2

B. Fonctions biologigues

1. ROLE DANS L’APOPTOSE

Lors de l'apoptose par la voie mitochondriale, les protéines pro-apoptotiques a
multidomaines, telles que Bax, sont activées et forment des pores au niveau de la membrane
externe mitochondriale pour libérer les molécules apoptogéniques. Bcl-2, de par sa poche
hydrophobe peut interagir et séquestrer les protéines de type Bax afin d’inhiber la formation de
pores (Antonsson et al., 1997). Cette fonction de Bcl-2 dans l'apoptose est la mieux
caractérisée.

Bien que le role principal de Bcl-2 dans I'apoptose soit basé sur sa capacité de bloquer
I'apoptose en amont de la mitochondrie, cette derniére a également été décrite comme
agissant en aval de celle-ci (Yang et al., 1997). En effet, il a été décrit que Bcl-2 peut se lier a
Apaf-1 (Zou et al.,, 1997) et bloquer la cascade d’activation des caspases en empéchant la
formation de I'apoptosome (Cosulich et al., 1999). De plus, une étude de 2005 a montré que
Bcl-2 est impliquée dans la régulation de I'activation de la caspase 2, lors d’un stress induit par
un dommage a I’ADN (étoposide). En effet, bien que le mécanisme d’activation de cette
caspase ne soit pas encore bien documenté, cette étude montre que la surexpression de Bcl-2
bloque I'activation de cette caspase (Lin et al., 2005). Ces derniéres études montrent donc que
Bcl-2 est a méme d’inhiber I'activation des caspases.

D’autre part, Bcl-2 joue également un réle anti-apoptotique en régulant I’'homéostasie

de la membrane mitochondriale par maintien de la différence de potentiel entre I'EIM et le
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cytoplasme (Schendel et al., 1997). En effet, Bcl-2 peut former des pores dans les membranes
lipidiques avec des propriétés similaires a celles des toxines bactériennes ou de la diphtérie
(Muchmore et al., 1996). Il est a noter que les hélices a5 et 6 ainsi que ’lhomodimérisation de
Bcl-2 sont nécessaires a 'insertion dans la membrane et a la formation de ces pores. De ce fait,
des expériences in vitro ont montré que ces pores sont fermés a pH neutre et qu’une
diminution du pH permet I'ouverture de ces canaux cationiques (Schendel et al., 1997). Enfin,
les interactions de Bcl-2 avec d’autres protéines peuvent modifier la formation de ces pores.
Ainsi, l'interaction avec BAG1 induit la formation des pores et renforce I'activité anti-
apoptotique de Bcl-2, tandis que l'interaction avec des antagonistes (Bcl-xS ou Bad) empéche la

formation de ces derniers.

2. ROLE DANS LE CYCLE CELLULAIRE

Plusieurs observations ont montré que Bcl-2 joue également un role dans le contréle du
cycle cellulaire et ce de fagon indépendante de son rdle anti-apoptotique.

Les premiéres observations qui ont permis de poser cette hypothése montraient que la
surexpression de Bcl-2 augmentait le nombre de cellules en GO ou arrétées en phase G1 suite a
une privation en facteur de croissance (Vaux et al., 1988) (Marvel et al., 1994). Cette hypothése
a ensuite été confirmée par d’autres études portant sur des cellules B et T (Mazel et al., 1996)
(O'Reilly et al., 1997).

Les domaines structuraux de Bcl-2 impliqués dans son role au niveau du cycle cellulaire
sont multiples. Ainsi, certains sont également impliqués dans la fonction anti-apoptotiques de
Bcl-2, c’est le cas de la glycine 145 et du tryptophane 188 qui appartiennent aux domaines BH1
et BH2 respectivement. Le domaine BH4 semble également impliqué dans les deux fonctions de
Bcl-2 car la délétion de celui-ci induit la perte des activités anti-apoptotiques et anti-
prolifératives de Bcl-2 sans pour autant interférer dans la liaison aux membres pro-
apoptotiques (O'Reilly et al., 1996). Un autre domaine de Bcl-2 est, quant a lui, impliqué
uniguement dans la fonction de régulation du cycle. Ce domaine, riche en résidus sérine et
thréonine, correspond a la boucle présente entre les domaines BH4 et BH3. En effet, la délétion
d’une grande partie de cette boucle (acides aminés : 51-85) donne naissance a une protéine
anti-apoptotique qui n’interfere pas dans le cycle cellulaire (Uhlmann et al., 1996). De plus, la

thréonine 28, bien qu’elle appartienne au domaine BH4 de Bcl-2, semble étre impliquée
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uniquement dans le cycle cellulaire (Linette et al., 1994). Ces données montrent que la fonction
anti-proliférative de Bcl-2 peut étre dissociée de son role anti-apoptotique.

En raison de son role majeur dans I'apoptose, I'implication de Bcl-2 dans la régulation du
cycle cellulaire est moins décrite. Cependant, différentes études ont permis de définir quelques
voies de signalisation par lesquelles Bcl-2 régule le cycle cellulaire. Ainsi, il a été montré que la
surexpression de Bcl-2 induisait I'augmentation de p130 et p27 qui sont toutes deux des
inhibiteurs du cycle cellulaire (Vairo et al., 2000). En effet, I'accumulation de p130 (membre de
la famille de Rb) induit I'inhibition d’E2F4 par interaction directe. E2F4 ne peut alors plus jouer
son role de facteur de transcription des genes impliqués dans la fin de la phase GO et dans le
point de contrdle de la phase G1, ce qui induit I'arrét du cycle cellulaire. P27, quant a elle,
inhibe le complexe cycline E/CDK2 qui permet le passage du point de restriction de la phase G1.
Ainsi, 'accumulation de p27, au travers I'augmentation de son expression et la diminution de sa

dégradation, induit I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Figure 16).
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Figure 16 : Implication de Bcl-2 dans le cycle cellulaire

De plus, il est a noter que I'effet anti-prolifératif de Bcl-2 est fortement contrélé. En
effet, le statut de phosphorylation de Bcl-2 serait impliqué dans cette fonction. Ainsi, une étude
portant sur des mutants de Bcl-2 mimant les formes phosphorylées de Bcl-2 en thréonine 69,
sérines 70 et 87 montre une diminution de la prolifération ainsi qu’une accumulation des

cellules en GO/G1 (Deng et al., 2003). D’autres études ont également rapporté I'implication de
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la phosphorylation de la tyrosine 28 ou 56 dans l'arrét du cycle en phase G1 (Linette et al.,
1996) (Janumyan et al., 2008).

Enfin, il a été récemment mis en évidence que Bcl-2 peut jouer un réle dans la mitose.
En effet, lors de cette phase, Bcl-2 fait parti d’'un complexe formé, entre autre, de CDC2 et de
PP1 (Barboule et al., 2005). CDC2 est une kinase régulatrice majeure de la transition G2/M qui
phosphoryle Bcl-2 sur la thréonine 56. Cette phosphorylation est corrélée avec un arrét des
cellules en G2/M et la mutation de ce site abroge I'effet anti-prolifératif de Bcl-2 (Furukawa et
al., 2000). De plus, PP1, qui fait parti de ce complexe, peut déphosphoryler Bcl-2 et ainsi
permettre I'entrée en anaphase et la sortie de mitose (Cheng et al., 2000) (Brichese et Valette,

2002).

C. Syntheése et dégradation

1. REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE

Le géne codant pour Bcl-2 est composé de trois exons et deux introns. La transcription
de ce gene se fait par deux régions promotrices distinctes (P1 et P2) (Figure 17). P2 est localisée
en 5’ de I'ORF (« open reading frame ») dans I’exon 2 et contient une TATA box et une CAAT
box. Ce promoteur donne généralement peu de transcrits. P1 est, quant a elle, localisée dans
I’exon 1 dans une région riche en CG. Elle ne contient pas de TATA box ou CAAT box mais
possede plusieurs sites de liaison de Sp1 et plusieurs sites d’initiation de la transcription (Seto

et al., 1988). Il est a noter que cet exon ne sera pas traduit par la suite.

P1 P2
| IOHF
Intron 1 Intron 2

Figure 17 : Géne de Bcl-2

Les facteurs de transcriptions qui ont été identifiés comme induisant la transcription de

Bcl-2 sont : Brn3a dans les cellules neuronales, WT1, Aiolos dans les cellules T, HIV tat, Glil et

Pax8. En plus de ces facteurs de transcription, P1 possede un site de liaison de Piel qui régule
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négativement la transcription de Bcl-2 et qui a été rapportée comme étant important dans la
sélection des cellules pré-B (Bigelow et al., 2004).

Enfin, bien que le mécanisme d’induction ne soit pas précisément connu, plusieurs
études ont décrit que I'expression du gene de Bcl2 peut étre augmentée par I'lL-7 (von
Freeden-Jeffry et al., 1997), I'lL-15 (Kurowska et al., 2002), I'|GF-1 (Beierle et al., 2002) et par
p53 (Miyashita et al., 1994).

2. REGULATION POST-TRANSCRIPTIONELLE

L’expression de Bcl-2 peut également étre régulée au niveau post-transcriptionnel par
les micro-ARN. Il a été montré dans des lignées de leucémie lymphoide chronique (LLC) que le
niveau d’expression de Bcl-2 est inversement corrélé au niveau d’expression des micro-ARN
miR-15 et miR-16 et que I'expression de ces micro-ARN induit une diminution de |’expression
de Bcl-2 (Cimmino et al., 2005).

L'ARNm de Bcl-2 peut aussi étre dégradé via hnRNPL (« heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L ») et AUF-1. En effet, ces protéines se lient sur la région 3’UTR de I’ARNm
de Bcl-2 et recrutent les protéines de I'exosome conduisant a la dégradation de ARNm (Lee et
al., 2009). A contrario, 'ARNm de Bcl-2 possede également, dans cette région, une séquence
riche en AU qui est impliquée dans sa stabilité. De fait, il a été montré que la liaison de la
nucléoline a cette région augmente le temps de demie-vie de cet ARNm (Ishimaru et al., 2010)

(Sengupta et al., 2004).

3. REGULATION POST-TRADUCTIONNELLE

La dérégulation de I'expression et/ou des modifications post-traductionnelles de Bcl-2
ont été décrites dans de nombreuses pathologies. Ainsi, la phosphorylation, le clivage ou la
dégradation de cette protéine modifient I'activité de Bcl-2 et, par conséquent, le devenir de la

cellule (Fadeel et al., 1999).

a. Phophorylation

Les phosphorylations de Bcl-2 ont lieu dans la région reliant les domaines BH3 et BH4.
Cette région, constituée des acides aminés 30 a 93, est riche en proline et contient plusieurs
résidus sérine et thréonine pouvant étre phosphorylés (Blagosklonny, 2001). La figure 18

représente les sites de phosphorylation connus de Bcl-2.
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Figure 18 : Sites de phosphorylation connus de Bcl-2

L'effet des phosphorylations de Bcl-2 sur sa stabilité ou sa fonction sont tres variables
(Blagosklonny, 2001). En effet, certaines phosphorylations ont été reportées comme
augmentant le réle anti-apoptotique de Bcl-2 tandis que d’autres I'abrogent. Par exemple, les
phosphorylations induites par Raf-1 (Blagosklonny et al., 1997) ou par la PKA (Srivastava et al.,
1998) rompent des complexes que Bcl-2 forme avec les membres pro-apoptotiques afin de
renforcer un signal apoptotique. D’autres phosphorylations induisent, quant a elles, la
dégradation de Bcl-2 par le protéasome, c’est notamment le cas de la phosphorylation sur la
S70 (Lin et al., 2006). A l'inverse, certaines phosphorylations de Bcl-2 conferent a cette protéine
un renforcement de son activité anti-apoptotique. En effet, la phosphorylation de Bcl-2 par la
voie MAPK/ERK1-2 augmente la stabilité de cette protéine (Breitschopf et al., 2000).

De plus, il a été rapporté récemment que la phosphorylation de Bcl-2 par JNK, sur les
résidus T69, S70 et S87, rompait les complexes Bcl-2/Beclin-1. La libération de Beclin-1
activerait alors la voie autophagique (Pattingre et al., 2009).

Enfin, comme il a été décrit dans la partie traitant du réle de Bcl-2 dans le cycle
cellulaire, certaines études suggérent que la phosphorylation de Bcl-2 peut étre associée a la
régulation du cycle plutét qu’a la régulation de I'apoptose (Barboule et al., 2009) (Janumyan et
al., 2008) (Furukawa et al., 2000).

De ce fait, le réle de la phosphorylation de Bcl-2 dans I'apoptose dépend non seulement
des sites de phosphorylation impliqués mais également du contexte cellulaire dans lequel ces

événements prennent place (Blagosklonny, 2001).

b. Clivage
Plusieurs études ont montré que Bcl-2 pouvait étre le substrat des caspases 3 et 9 et des
calpaines (Chen et al., 2007). En effet, Bcl-2 posséde deux sites de clivage par les caspases et un

site de clivage par les calpaines, présentés en figure 19.
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Figure 19 : Sites de clivage par les caspases et calpaines de Bcl-2

De plus, il a été mis en évidence que l'utilisation d’inhibiteurs des caspases et des
calpaines bloquent la formation du fragment clivé (Grandgirard et al., 1998) (Gil-Parrado et al.,
2002). Le clivage de Bcl-2 induit la perte du domaine BH4. Le clivage des 34 premiers acides
aminés, bien que ce site de clivage soit protégé par FKBP38 (FK506-binding protein 38 »),
inactive I'activité anti-apoptotique de Bcl-2 et libére un fragment pro-apoptotique (Choi et al.,
2010). En effet, les autres domaines (BH1, BH2 et BH3) de la protéine clivée peuvent étre
fonctionnels et faire de cette protéine initialement anti-apoptotique une protéine pro-
apoptotique par I'exposition du domaine BH3. Bien que Bcl-2 soit supposée inhiber I'activation
des caspases en aval de la mitochondrie, Bcl-2 peut également étre leur substrat, ce qui
suggere I'existence d’une boucle d’amplification conduisant a la mort de la cellule (Cheng et al.,

1997).

4. MODIFICATION CONFORMATIONNELLE

Bcl-2 peut étre phosphorylée, clivée mais elle peut également subir des modifications
conformationnelles qui font varier son activité.

Le domaine BH3 de la protéine Bcl-2 native est dissimulé dans la structure globulaire et
participe a la formation de la poche hydrophobe responsable de son activité anti-apoptotique.
Il a été récemment décrit que Bcl-2 peut devenir pro-apoptotique suite a un changement de
conformation via Nur77 (TR3), de la famille des récepteurs nucléaires orphelins (Kolluri et al.,
2008). Nur77 a une localisation principalement cytoplasmique en conditions normales et peut
transloquer aussi bien au noyau qu’a la mitochondrie en fonction des signaux recus. Cette
protéine intervient dans la mort des cellules cancéreuses induite par des agents
antinéoplasiques via son domaine LBD (« ligand-binding domain »). Le domaine LBD de Nur77

interagit avec la partie N-terminale de Bcl-2 (Zhang, 2007) et le complexe Nur77/Bcl-2, ainsi
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formé, déplace le domaine BH4 de Bcl-2 exposant ainsi le domaine BH3 (Figure 20). Ce

complexe transloque ensuite a la mitochondrie ou il induit I'apoptose (Lin et al., 2004).
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Figure 20 : Nur77 rend Bcl-2 pro-apoptotique
(d’aprés Zhang 2007)

5. DEGRADATION PAR LE PROTEASOME

La dégradation de Bcl-2 se fait par le protéasome qui est le principal mode de
dégradation protéique des cellules eucaryotes (Breitschopf et al., 2000). Dans cette voie de
dégradation, les protéines qui vont étre dégradées sont marquées par la liaison d’une chaine de
poly-ubiquitine par le biais de I'intervention de trois enzymes (E1, E2 et E3).

I a récemment été décrit que le complexe Cul3-Rbx1l est responsable de
I"'ubiquitinylation de Bcl-2 sur la lysine 17. En effet, ce complexe est recruté par I'intermédiaire
de la protéine INrF2 (« cytosilic inhibitor of NF-E2 related factor 2 ») qui interagit avec le
domaine BH2 de Bcl-2 via son domaine DGR (Niture et Jaiswal, 2010).

Une fois poly-ubiquitinylée, Bcl-2, est dégradée par le protéasome. Celui-ci est constitué
de I'assemblage de deux sous-unités : la sous-unité 20S possede les sites catalytiques a activité
protéase tandis que la sous-unité 19S, composée d’ATPases, est impliquée dans la spécificité
d’action du protéasome. Le protéasome génere plusieurs types de produits : des peptides
libres, des peptides ubiquitinylés et des chaines d’ubiquitines qui seront ensuite dégradées
complétement par des hydrolases et des isopeptidases.

Plusieurs évidences montrent que les phosphorylations ou autres modifications post-
traductionnelles induisent un changement de conformation de Bcl-2 et ont un effet direct sur la
stabilité de Bcl-2. En effet, la phosphorylation de Bcl-2 sur la S70 est nécessaire pour rompre
I'interaction entre INrf2 et Bcl-2, suggérant que le statut de phosphorylation de Bcl-2 est
impliqué dans sa dégradation (Niture et Jaiswal, 2010). De plus, il a été décrit dans la littérature

34



gue la S-Nitrosylation de Bcl-2 sur les résidus cystéines 158 et 229 inhiberait la dégradation de

Bcl-2 par le protéasome et ce, quelque soit son statut de phosphorylation (Azad et al., 2006).

D. Localisation tissulaire

Le géne de Bcl-2 est exprimé dans une grande variété de tissus. Ainsi, de forts niveaux
d’expression de Bcl-2 sont retrouvés dans les cellules pro-B et B matures, dans le thymus, le
foie, I'utérus, le placenta et les organes lymphoides. Une diminution de son niveau d’expression
est observée dans les motoneurones durant la période embryonnaire et post-natale
(Michaelidis et al., 1996) aussi bien que lors de la différenciation des lymphocytes B et T
(Murasawa et al., 2002) (Linette et al., 1994). Bcl-2 est exprimée dans les glandes mammaires
uniquement en absence de grossesse (Schorr et al., 1999). Bcl-2 est également fortement

impliquée dans la survie des lymphocytes T matures (Kirkin et al., 2004).

3. Mcl-1

Mcl-1 (« myeloid cell leukemia-1 ») ou Bcl2L3 (« Bcl-2 like 3 ») est une protéine anti-
apoptotique de la famille de Bcl-2 qui a été identifiée en 1993 dans la lignée myeloide ML-1
(Kozopas et al., 1993). Depuis, Mcl-1 a été décrite dans de nombreux types cellulaires comme

une molécule clé de I'apoptose.

A. Structure

Le géne humain qui code pour Mcl-1 est localisé sur le chromosome 1 (1g21). Ce géne,
composé de 3 exons et 2 introns, code pour trois protéines du fait d’'un épissage alternatif

(Craig et al., 1994). La figure 21 représente la structure des trois isoformes de Mcl-1.
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Figure 21 : Structure des trois isoformes de Mcl-1
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Ainsi, la forme longue de Mcl-1 autrement nommée Mcl-1, est une protéine de 37 kDa
qui posséde trois domaines d’homologie a Bcl-2 (BH1, BH2 et BH3) et un domaine TM. Cette
protéine anti-apoptotique ne posséde pas de domaine BH4 en N-terminal, contrairement a la
plupart des protéines anti-apoptotiques de cette famille, mais possede des domaines PEST
(séquence riche en proline, acide glutamique, sérine et thréonine). Ces domaines jouent un role
prépondérant dans la stabilité de la protéine, car les protéines possédant des domaines PEST
sont rapidement dégradées (Kozopas et al., 1993). Les résidus 170 a 300 de Mcl-1 (Mcl-1,)
contenant les trois domaines BH présentent une forte homologie structurelle et fonctionnelle
avec Bcl-2 et Bcl-xL ce qui lui confére la capacité de s’hétérodimériser avec d’autres membres
de la famille de Bcl-2 (Lutz, 2000).

Mcl-15 est produite suite a un épissage alternatif conduisant a la perte de I’exon 2. Cette
protéine a perdu les domaines BH1, BH2 et TM et joue un rble pro-apoptotique via son
domaine BH3 unique et peut interagir avec Mcl-1, pour I'inhiber (Bae et al., 2000).

La troisieme isoforme, Mcl-1gs est le produit d’un épissage alternatif caractérisé par la
perte de I’exon 1 et qui se traduit par I'absence de 53 acides aminés dans le domaine PEST.
Cette protéine de 197 acides aminés posséde les trois domaines BH et le domaine TM.
L'exposition du domaine BH3 lui permet de jouer un role pro-apoptotique en interagissant et

neutralisant Mcl-1, (Kim et al., 2009).

B. Fonctions biologiques

1. ROLE DANS L’APOPTOSE

Mcl-1 présente a la surface de sa structure tridimensionnelle une poche hydrophobe
nécessaire a la liaison des protéines a domaine BH3. Cette poche hydrophobe permet a Mcl-1
(Mcl-1.) de bloquer l'initiation de l'apoptose par inhibition de contact des protéines pro-
apoptotiques a multidomaines telles que Bak. Ces derniéeres, séquestrées par Mcl-1, seront
incapables de former des pores dans la membrane mitochondriale et donc d’enclencher
I’'apoptose par la voie mitochondriale (Zhai et al., 2008).

Mcl-1 peut également se lier et inhiber les protéines a domaine « BH3 seul ». La force
d’interaction entre Mcl-1 et ces membres de la famille de Bcl-2 varie en fonction de leur
affinité. Ainsi, Mcl-1 interagit fortement avec Bim, Puma ou Noxa et faiblement avec Hrk, Bik,

Bmf et Bid. L'interaction de Mcl-1 avec ces protéines induit la dissociation des complexes que
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Mcl-1 formait avec les membres pro-apoptotiques a multidomaines (Chen et al., 2005). Cela a
pour effet la libération des membres pro-apoptotiques de type Bak et, de ce fait, la mort par

apoptose.

Implication dans la tumorogénése

Mcl-1 est souvent induite par des signaux de survie et confere donc aux cellules une
protection vis-a-vis de I'apoptose. En effet, notre équipe a montré que I'lL-6, qui est le facteur
de croissance principal des cellules de MM, augmente |’expression de cette protéine dans les
lignées, leur conférant ainsi une résistance envers ce mécanisme de mort cellulaire (Puthier et
al., 1999a).

La surexpression de Mcl-1 est retrouvée dans certains cancers et est toujours associée a
une résistance accrue de ces cellules vis-a-vis des agents anticancéreux, tel que TRAIL (« Tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand ») (Son et al., 2010) La diminution de Mcl-1
s’avere nécessaire pour permettre un traitement efficace contre ces tumeurs (Olberding et al.,

2010).

Implication dans la différenciation cellulaire

A l'origine, Mcl-1 a été identifiée par I'augmentation de son expression lors de la
différenciation d’une lignée de leucémie myéloide, ML-1. En effet, lors d’un stimulus de
différenciation par le TPA, une augmentation rapide de Mcl-1 est observée, précédant méme
I'apparition des marqueurs de différenciation (Kozopas et al., 1993). Puis, il a été montré que
I'expression de Mcl-1 est essentielle a la différenciation hématopoiétique. De fait, I'inhibition
de cette protéine au cours de cette étape induit la mort des monocytes (Moulding et al., 2000).
De plus, Mcl-1 est également impliquée dans la différenciation des cellules lymphoides car une
expression faible de Mcl-1 est retrouvée dans les LB naifs et les LB mémoires tandis que les
cellules B des centres germinatifs expriment fortement Mcl-1 (Krajewski et al., 1995).

Enfin, une augmentation de Mcl-1 a également été observée dans de nombreuses
lignées myéloides et lymphoides en réponse a différents stimuli de différenciation (Yang et al.,
1996) (Klampfer et al., 1999). Bien gu’un lien direct entre les programmes de mort et de
différenciation n’ait pas été clairement établi, Mcl-1 permet néanmoins la protection de ces

cellules vis-a-vis de I'apoptose lors de la différenciation cellulaire (Craig, 2002).
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2. ROLE DANS L’EMBRYOGENESE

Une étude de 2000 a mis en évidence le réle de Mcl-1 dans I’embryogénése murine. La
délétion de Mcl-1 affecte I'implantation de I'embryon dans l'utérus. En effet, ces cellules
délétées ne présentent pas un taux d’apoptose plus élevé mais un retard dans la maturation.
Ce modele indique donc que Mcl-1 est essentiel pour le développement avant I'implantation et
pour I'implantation elle-méme, suggérant que Mcl-1 jouerait un réle autre que celui d’anti-

apoptotique (Rinkenberger et al., 2000).

3. ROLE DANS LE DOMMAGE A L’ADN

En plus de ses réles dans I'apoptose ou I'embryogénése, Mcl-1 est maintenant connue
pour jouer un réle dans la progression du cycle cellulaire du fait de ses interactions avec des
acteurs du cycle comme CHK1 (« checkpoint 1 protein »), PCNA (« proliferating cell nuclear
antigen ») et CDK1 (« cyclin dependant kinase »). En effet, il a été montré qu’une forme courte
de Mcl-1, Mcl-1sn, peut induire la phosphorylation de CHK1 lors d’un dommage a I’ADN,
activant aussi la voie de réparation par ATR (« AT mutated and Rad3 related ») (Jamil et al.,
2008). Les interactions de Mcl-1sn avec PCNA et CDK1 vont, quant a elles, avoir pour effet
d’inhiber leurs fonctions respectives dans le cycle cellulaire, bloquant ainsi la progression du
cycle (Jamil et al., 2005) (Fujise et al., 2000).

Mcl-1sn ne serait pas issue d’un épissage alternatif mais plutét d’'une protéolyse de la
forme Mcl-1.. Mcl-1sn est une protéine de 35kDa qui aurait perdu son domaine TM et est
localisée au noyau. Cette forme de Mcl-1 est, cependant, encore trés peu décrite (Jamil et al.,

2005).

C. Synthése et dégradation

Mcl-1 est une protéine qui a un temps de demie-vie tres court (3 heures). Sa synthese
comme sa dégradation sont trés finement régulées par de nombreux facteurs (Akgul et al.,

2000).

1. REGULATION TRANSCRIPTIONELLE

De nombreux facteurs peuvent induire la transcription de Mcl-1 et parmi eux des
cytokines mais aussi des facteurs de croissance. En effet, I'lIL-6, I'lL-3 et le VEGF vont induire une

augmentation de la transcription de Mcl-1 via I'activation de STAT3 (Puthier et al., 1999a) (Lee
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et al.,, 2005). Une telle augmentation peut également étre obtenue par I'activation d’autres
facteurs de transcriptions comme CREB (« CRE binding protein ») par la voie PI3K/Akt (Wang et
al., 1999) ou encore le facteur PU1 via la voie p38/MAPK (Wang et al., 2003).

A contrario, la transcription de Mcl-1 peut également étre diminuée. Bien que dans la
plupart des cas, l'inhibition des facteurs de transcription est seule responsable d’une telle
diminution, il a cependant été décrit que le promoteur de Mcl-1 peut étre directement ciblé,
lors d’une privation en facteur de croissance ou une induction d’apoptose, par E2F afin de

stopper la transcription du géne (Croxton et al., 2002).

2. REGULATION POST-TRANSCRIPTIONELLE

Comme la protéine, ’ARNm de Mcl-1 est connu pour avoir une tres courte durée de vie.
Sa transcription est trés controlée et peut étre inhibée par la liaison de microARN (miR-29) mais
aussi par la liaison de la protéine CUGBP2 en 3’UTR. Ces événements ont pour effet la
diminution de la prolifération et I'induction de I'apoptose (Subramaniam et al., 2008) (Mott et

al., 2007).

3. REGULATION POST-TRADUCTIONNELLE

Mcl-1 se différencie des autres membres anti-apoptotiques notamment par son long
domaine N-terminal composé de plusieurs motifs qui modifient sa durée de vie, sa localisation
sub-cellulaire et son statut de phosphorylation. L'ensemble de ces modifications post-
traductionnelles permettent a la protéine de réponde rapidement et de facon réversible aux

différents signaux environnementaux.

a. Phosphorylation

Les domaines PEST de Mcl-1 sont riches en site de phosphorylation ce qui influence la
fonction et le devenir de la protéine. Ainsi, la phosphorylation de deux résidus thréonine et de

guatre résidus sérine sont maintenant connues (Figure 22).

5121 5159

5155 | T163
sea T92 l l

1L\ ,
2 [ P&t | [pest | [ens | Jeni] [em [T

Figure 22 : Sites de phosphorylation de Mcl-1
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La sérine 64 peut étre phosphorylée par CDK1, CDK2 et par JNK, augmentant ainsi la
capacité de liaison de Mcl-1 aux membres pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Kobayashi et
al., 2007). La voie JNK peut également induire la phosphorylation de la sérine 121 et de la T163.
Bien que controversée, cette double phosphorylation semble étre impliquée dans la stabilité et
la fonction de Mcl-1 (Inoshita et al., 2002) (Kodama et al., 2009). La voie MAPK/ERK1 peut,
quant a elle, conduire aux phosphorylations des thréonines 92 et/ou 163 augmentant, de ce
fait, la stabilité de Mcl-1 (Domina et al., 2004) (Ding et al., 2008). La GSK3 (« glycogen synthase
kinase 3 ») induit, pour sa part, la phosphorylation des sérines 155 et 159. |l a été rapporté que
la phosphorylation de la S155 diminue I'expression de Mcl-1 et celle de la S159 (en association
avec celle de la T163) provoque la rupture des liaisons de Mcl-1 avec ses partenaires ainsi que
la dégradation de Mcl-1 par le protéasome (Maurer et al., 2006). Enfin, en association avec les
phosphorylations des sérines 155 et 159, la phosphorylation de la thréonine 163 diminue le role
anti-apoptotique de Mcl-1 en induisant le recrutement d’une E3 ligase et la dégradation de

Mcl-1 par le protéasome (Figure 23) (Ding et al., 2007).

Sites Kinases Effet

S64 CDK1, CDK2, JNK A Liaison aux membres pro-apoptotiques
S$121 +T163 JNK Stabilité et fonction anti-apoptotique

T163 MAPK/ERK1 A Stabilité
T92 +T163 MAPK/ERK1 A Stabilité

S155 GSK3 /1 Dégradation par le protéasome
$159 +T163 GSK3 /1 Dégradation par le protéasome

S$155 + S159 + T163 GSK3 /1 Dégradation par le protéasome

Figure 23 : Tableau récapitulatif des phosphorylations de Mcl-1

b. Clivage
Mcl-1 ne semble étre clivée que par les caspases. Le clivage de Mcl-1 par ces derniéres a

lieu au niveau de deux résidus aspartiques : Asp127 et Asp157, qui se trouvent dans les régions

PEST (Figure 24) (Snowden et al., 2003) (Herrant et al., 2002).
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Le clivage en Asp127 induit la formation de deux fragments de 25kDa et de 17kDa. Le
fragment de 25kDa représente la forme C1 de Mcl-1. Notre équipe a mis en évidence que Mcl-
1%, générée par les caspases 3 et 9 joue un rdle pro-apoptotique via I'interaction directe avec
Bax ce qui a pour effet d’activer et d’induire la translocation de Bax a la mitochondrie (Ménoret
et al., 2010). De plus, il a été montré que cela modifie la localisation subcellulaire de Mcl-1,
augmente son association avec Bim et inhibe sa fonction anti-apoptotique (Herrant et al.,
2004). Le clivage en Asp157, quant a lui, forme des fragments de 23kDa et 19kDa. Le fragment
le plus long est nommé C2. Mcl1“? semble également jouer un réle pro-apoptotique (Weng et

al., 2005) (Herrant et al., 2004) mais ceci est cependant controversé (Clohessy et al., 2004).

Mcl-1: 37kDa (350 aa)
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Figure 24 : Schéma du clivage de Mcl-1 par les caspases

Ces fragments de Mcl-1 (Mcl-1°* et Mcl-1%) sont composés des domaines BH1, BH2,
BH3 et TM ce qui leur confere une structure et une fonction similaire aux protéines pro-
apoptotiques a multidomaines. En effet, ces clivages, décrits dans plusieurs types cellulaires et
en réponse a divers agents chimiothérapeutiques, semblent jouer un rbéle dans le
déclenchement de I'apoptose (Gomez-Bougie et al., 2005) (Menoret et al.,, 2006) (Rieber et
Rieber, 2008).

4. DEGRADATION PAR LE PROTEASOME

L'ubiquitinylation de Mcl-1 nécessaire a sa dégradation par le protéasome, est régulée
positivement par Mule (« Mcl-1 ubiquitin ligase E3 ») et la BTrCP (« beta transducin-containing

protein ») et négativement par USP9X.
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Mule interagit avec Mcl-1 via son domaine BH3 afin de transférer la chaine de poly-
ubiquitine sur les résidus lysine K5, K40, K136, K194 et K197 de Mcl-1. Bien que Mcl-1 possede
cing sites d’ubiquitinylation, le résidu K136 semble étre le site majeur d’ubiquitinylation (Zhong
et al., 2005). Il est a noter qu’une surexpression de Noxa induit le recrutement de Mule sur Mcl-
1. Ainsi, lorsque Noxa est complexée a Mcl-1, elle favorise la dégradation de cette derniére par
le protéasome (Gomez-Bougie et al.).

La BTrCP est une autre E3 ligase impliquée dans la dégradation de Mcl-1. La
phosphorylation de Mcl-1 sur la S159 par la GSK3 est nécessaire pour la liaison de la BTrCP a
Mcl-1 et l'ubiquitinylation de cette derniere (Ding et al., 2007). Cette E3 ligase intervient
notamment en réponse a une privation en facteur de croissance (Maurer et al., 2006).

Les déubiquitines ont pour fonction d’hydrolyser les chaines de poly-ubiquitines des
protéines afin d’empécher leur dégradation et USP9X est 'une d’entre-elles. USP9X joue un
role dans la déubiquitinylation de Mcl-1 par hydrolyse de la chaine de poly-ubiquitines liée a la

lysine 48 (Schwickart et al., 2010).

D. Localisation tissulaire

Mcl-1 est exprimée dans un grand nombre d’organes et de tissus épithéliaux (prostate,
sein, endomeétre épiderme, estomac, intestin, foie, muscles cardiaques ou squelettiques, colon
et les voies respiratoires). Dans les cellules épithéliales, le niveau d’expression de Mcl-1 varie en
fonction du degré de différenciation des cellules. Ainsi, une plus forte expression est retrouvée
dans les cellules les plus différenciées. Dans le systeme lymphoide, Mcl-1 est retrouvée dans les
lymphocytes B des centres germinatifs, des lymphocytes activés et des plasmocytes. Mcl-1 est
également retrouvée dans les autres cellules hématopoiétiques telles que les neutrophiles ou

les macrophages (Krajewski et al., 1995) (Marriott et al., 2005).

4. Autres protéines anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2

A. Bcl-xL

Bcl-xL (Bcl2L2, Bcl-X) possede les quatre domaines BH et un domaine transmembranaire
en C-terminal qui lui conferent son activité anti-apoptotique. En effet, Bcl-xL a été décrit

comme interagissant avec de nombreux membres pro-apoptotiques tels que : Puma (Yu et al.,
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2001), Bad (Petros et al., 2000), Bim (Liu et al., 2003), tBid (Yao et al., 2009) ou encore Noxa
(Lopez et al., 2010). Bcl-xL s’hétérodimérise également avec les membres pro-apoptotiques a
multidomaines tels que Bax et Bak (Sedlak et al., 1995) (Sattler et al., 1997). De part sa
structure tridimensionnelle, Bcl-xL, comme Bcl-2, est capable de former des canaux ioniques in
vitro (Muchmore et al., 1996) (Minn et al., 1997). Cela suggére que Bcl-xL peut controler la
survie des cellules en régulant la perméabilité des membranes mitochondriales permettant ou
non la libération du cytochrome c. D’un autre coté, il semblerait que Bcl-xL puisse se lier de
facon directe a APAF-1 et ainsi former un complexe protéique inhibant I'activation de la
caspase 9 en aval de la mitochondrie (Zou et al., 1997). Bcl-x| peut également interagir avec les
caspases et empécher leur activation. Cependant, mais elle peut également étre leur cible
devenant ainsi pro-apoptotique par perte de son domaine BH4 et exposition de son domaine
BH3 (Clem et al., 1998).

Le gene codant pour Bcl-xL est soumis a un épissage alternatif donnant naissance a deux
autres protéines : Bcl-xS et Bcl-xy (Grillot et al., 1997). La forme courte, nommée Bcl-xS, est une
protéine pro-apoptotique a domaine « BH3 seul » qui induit I'apoptose par liaison de son
domaine BH3 dans la poche hydrophobe de Bcl-2 ou Bcl-xL afin d’inhiber leur fonction anti-
apoptotique (Boise et al., 1993). Le dernier variant d’épissage, Bcl-xy, a été identifié dans les
lymphocytes T. Son interaction avec le TCR (« récepteur des lymphocytes T ») régit I'activation
ou la mort des LT suite a la liaison d’'un peptide antigénique présenté par le CMH (« complexe

majeur d'histocompatibilité ») (Yang et al., 1997).

B. Bcl-w

Bcl-w, ou encore Bcl2L2 est une protéine de 193 acides aminés qui possede tous les
domaines d’homologie avec les membres de la famille de Bcl-2 ainsi qu’'un domaine TM en C-
terminal. Grace a ces domaines BH, Bcl-w interagit avec les membres pro-apoptotiques
suivants : Bim, Bax, Bak, Bad et Bik (O'Connor et al., 1998) (Holmgreen et al., 1999). La poche
hydrophobe de Bcl-w est bloquée par I'hélice a8 placée en C-terminal de cette protéine
(Denisov et al., 2003). Le domaine BH3 des membres pro-apoptotiques partenaires de Bcl-w
entre dans la poche hydrophobe ce qui libére I’hélice a8. Cette hélice va permettre I'encrage de
Bcl-w dans la membrane mitochondriale et la neutralisation du role anti-apoptotique de Bcl-w

(Wilson-Annan et al., 2003).
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C. Bfl-1

Bfl-1/Bcl2A1 est un membre de la famille de Bcl-2 atypique. En effet, son domaine
transmembranaire forme wune hélice o9 qui Iui conféere une double conformation
tridimensionnelle (Choi et al., 1995). Ainsi, lorsque I'hélice o9 est présente dans la poche
hydrophobe, la molécule est rigidifiée et I'accés aux domaines BH3 des protéines pro-
apoptotiques est limité. Présentée en dehors de la forme globulaire, I'hélice a9 permet
I’ancrage de Bfl-1 dans la membrane mitochondriale (Brien et al., 2009).

Bfl-1 joue principalement un role anti-apoptotique en inhibant la perte du cytochrome c,
le clivage de la caspase 9 et de PARP. A contrario, elle ne peut empécher le clivage des caspases
8 et 3 (Duriez et al., 2000). De plus, elle interagit et inhibe des membres pro-apoptotiques tels
gue Bok (Hsu et al., 1997), Bim (Hsu et al., 1998), Bak, Bik (Holmgreen et al., 1999), Bad (Bae et
al., 2001), Bid et tBid (Werner et al., 2002). D’autres études ont montré qu’une protéolyse ou
délétion de la partie N-terminale de cette protéine rend cette derniére pro-apoptotique (Ko et
al., 2003). L’hélice a9 permet la translocation de cette protéine pro-apoptotique a la
mitochondrie et induit 'apoptose via I'activation des caspases sans activation préalable de Bax

ou Bak (Ko et al., 2007).

C. LES PROTEINES PRO-APOPTOTIQUES A MULTIDOMAINES :

BAX ET BAK

Le sous-groupe des protéines pro-apoptotiques a multidomaines est constitué de six
membres. Si les mécanismes impliquant Bcl-G (Guo et al., 2001), Bfk (Coultas et al., 2003), Bcl-
rambo (Kataoka et al., 2001) et Bok (Hsu et al., 1997) dans I'induction de I'apoptose sont encore
mal connus, les mécanismes impliquant Bax (« Bcl-2-associated X protein ») et Bak (« Bcl-2
antagonist/killer 1 ») sont mieux caractérisés. De nombreuses études ont notamment

démontrées que Bax et Bak sont indispensables a I'induction de I'apoptose (Wei et al., 2001).

1. Structure

Le gene de Bax, localisé sur le chromosome 19 en 19q13 code pour une protéine de

21kDa composée de 192 acides aminés. Bax posséde les domaines BH1, BH2, BH3 et TM. Sa
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structure tridimensionnelle est constituée de neuf hélices o, de trois feuillets 3 et d’'un coude
lui conférant une structure globulaire proche de celle des membres anti-apoptotiques (Suzuki
et al., 2000).

Bak, quant a elle, est une protéine de 211 acides aminés pour une masse moléculaire de
23kDa. Elle possede les domaines BH1, BH2, BH3 et TM ce qui lui confere une structure
tridimensionnelle globulaire formée par neuf hélices o et un coude. Le géne codant pour cette

protéine est localisé en 6qg21.

2. Activation de Bax et Bak

Dans la cellule saine, Bax est présente dans le cytoplasme liée a des protéines
chaperonnes telles que Ku70 ou 14-3-3 qui la maintiennent sous forme inactive. En condition
de stress apoptotique, Bax est libérée du fait de I'acétylation de Ku70 et de la phosphorylation
de 14-3-3 (Cohen et al., 2004) (Tsuruta et al., 2004). La libération de Bax de ces protéines
inhibitrices, bien que fondamentale ne suffit pas a son activation. En effet, la transduction du
signal apoptotique par les membres de la famille de Bcl-2 est nécessaire a I’activation de Bax.

Bak, quant a elle, est localisée a la membrane externe mitochondriale ou elle est
maintenue sous forme inactive via une interaction avec VDAC2 (Cheng et al., 2003) ou des
membres anti-apoptotiques tels que Bcl-xL ou Mcl-1 (Danial, 2007). C’'est la rupture de ces
complexes, par les membres a domaine « BH3 seul », qui induit sa libération et son activation.

L’activation de Bax et Bak induit un changement de conformation exposant leurs hélices
al, a5, ab et a9. L'exposition des hélices ol et a9 est essentielle pour la translocation de ces
protéines a la mitochondrie et la formation d’homo-oligomeres (Figure 25) (Wei et al., 2001)
tandis que les hélices a5 et a6 permettent la formation de pores dans la membrane externe

mitochondriale (Lalier et al., 2007).
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Figure 25 : Activation et homo-dimérisation de Bax et Bak
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3. Perméabilisation mitochondriale

L’activation de Bax et Bak perméabilise la membrane externe mitochondriale et conduit

a la libération dans le cytoplasme de protéines apoptogéniques (cytochrome c,...) présentes

initialement dans I'EIM. Bien que le mécanisme exact par lequel ces protéines sont libérées ne

soit pas clairement défini, plusieurs hypotheses existent néanmoins. Ainsi, la libération de ces
protéines peut se faire par :

e la régulation des canaux protéiques mitochondriaux existant tels que les VDAC (« canaux
anioniques voltage dépendants ») par les membres de la famille de Bcl-2 (Shimizu et al.,
1999).

e la formation de canaux protéiques constitués d’oligomeres de Bax et/ou Bak (Dewson et
Kluck, 2009).

e la création de canaux de type MAC (« mitochondrial apoptosis-induced channel »),
constitués en partie par Bax (Kinnally et Antonsson, 2007).

e laformation de pores protéolipidiques (Garcia-Sdez et al., 2010).

D. LES PROTEINES PROAPOPTOTIQUES A DOMAINE « BH3

SEUL »

Le dernier sous-groupe des membres de la famille de Bcl-2 est composé de protéines
pro-apoptotiques a domaine BH3 unique qui est composé, chez ’'Homme, de onze membres:
Bnip1 (Boyd et al., 1994), Bad (Yang et al., 1995), Bik (Boyd et al., 1995), Bid (Wang et al., 1996),
Hrk (Inohara et al., 1997), Bim (Hsu et al., 1998), Beclin (Liang et al., 1998), Noxa (Oda et al.,
2000), Puma (Nakano et Vousden, 2001), Bmf (Puthalakath et al., 2001) et Mule (Warr et al.,
2005).

Dans ce chapitre, du fait de mes travaux de recherche, je ne détaillerai que certains

membres de ce sous groupe en mettant un accent tout particulier sur la protéine Bik.
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1. Structure des protéines a domaine « BH3 seul »

Tous ces membres possedent un domaine d’homologie avec Bcl-2 unique, le domaine
BH3. Le domaine TM n’est pas présent dans la structure de tous les membres de ce sous-
groupe. En effet, seuls Bim, Bik et Hrk possedent ce domaine TM (Gross et al., 1999a).

I a été rapporté que les protéines Bad, Bim et Bmf ne sont pas structurées
intrinsequement et que leur domaine BH3 forme une hélice o consécutivement au contact avec
la poche hydrophobe d’un membre anti-apoptotique, suggérant que ces protéine nécessitent
une activation pour étre pro-apoptotiques (Hinds et al., 2006). Toutefois, trés peu de données
structurales des protéines a domaine « BH3 seul » sont disponibles actuellement. En effet,
jusgu’a aujourd’hui, seule la structure tridimensionnelle de Bid a été réalisée par RMN

(McDonnell et al., 1999).

2. Fonction des protéines a domaine « BH3 seul »

Les protéines a domaine « BH3 seul » peuvent étre divisées en deux groupes en fonction
de leur capacité ou incapacité a activer directement les protéines pro-apoptotiques a
multidomaines. En effet, les protéines a domaine « BH3 seul » dites activatrices ont la capacité
d’activer ces membres par interaction directe. A contrario, les protéines dites sensibilisatrices
n‘ont pas cette propriété. Ces dernieres peuvent néanmoins participer a l'activation des
membres pro-apoptotiques a multidomaines au travers de la séquestration des membres anti-
apoptotiques. Ainsi, Bim, Bid et Puma sont des protéines activatrices tandis que Bad, Noxa et

Bik sont, quant a elles, des protéines sensibilisatrices.

3. Bik/Nbk : une protéine sensibilisatrice

Bik (« Bcl-2 interacting killer »), encore nommé Nbk (« Natural born killer »), est le
troisieme membre de la famille de Bcl-2 a domaine « BH3 seul » a avoir été découvert (Boyd et
al., 1995). Elle est, cependant, considérée comme le membre fondateur des protéines a
domaine « BH3 seul » car c’est grace a elle que le lien entre le domaine BH3 et la fonction pro-

apoptotique a été fait.
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A. Structure

Le gene de Bik est localisé en 22q13 et est composé de cing exons codant pour une
protéine de 20kDa composée de 160 acides aminés. Cette protéine a un domaine TM en C-
terminal et un domaine BH3 en position 57-71. Son domaine TM lui confére sa localisation
membranaire, au RE (Germain et al.,, 2002) et a la mitochondrie (Han et al., 1996), et son
domaine BH3 son activité pro-apoptotique (Chittenden et al., 1995). La prédiction de la
structure secondaire de Bik montre que cette protéine serait constituée de six hélices a, avec
un domaine BH3 exposé a la surface de la protéine (Figure 26) (McDonnell et al., 1999). De plus,
I'analyse de I’hydrophobicité et de la charge moyenne de Bik montre que Bik aurait une
structure bien définie contrairement aux autres membres « BH3 seul » (exception faite de Bid)

(Hinds et al., 2006).
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Figure 26 : Structure de Bik

B. Fonctions biologiques

1. ROLE DANS L’APOPTOSE

De part la présence de son domaine BH3 constitutivement exposé, Bik joue son role pro-
apoptotique sans nécessiter d’activation préalable (McDonnell et al., 1999). Cette protéine est
dite « sensibilisatrice » car elle induit I'activation des membres pro-apoptotiques a
multidomaines de facon indirecte. En effet, Bik interagit avec les membres anti-apoptotiques ce
qui conduit a la libération et a I'activation des protéines « Bax like ».

Ainsi, il a été montré que Bik peut interagir avec Bcl-2, Bcl-xL, ainsi qu’avec les protéines
anti-apoptotiques virales telles que I'E1B-19kDa de I'adénovirus et BHRF1 (« BamHI fragment H
rightward open reading frame 1 ») de I'EBV (« epstein barr virus »), permettant la libération de
Bax des poches hydrophobes de ces membres anti-apoptotiques. En effet, plusieurs études ont
mis en avant que la mort induite par Bik est dépendante de Bax (et non de Bak) (Gillissen et al.,
2003) (Theodorakis et al., 2002). Bien que Bik ne semble pas interagir avec Mcl-1, il a cependant

été montré que Bik permettrait la libération des molécules de Bax des complexes Mcl-1/Bax via
48



un mécanisme encore méconnu qui nécessiterait une coopération entre Bik et Noxa (Willis et
Adams, 2005).

Le mécanisme par lequel Bik induit I'apoptose a principalement été étudié dans les
cellules cancéreuses épithéliales. Ces différentes études ont démontré que Bik, bien que
principalement localisée au RE, induit une mort apoptotique par la voie mitochondriale
caractérisée par la libération du cytochrome c de I'EIM et I'activation de la caspase 9 (Germain
et al., 2002) (Gillissen et al., 2003) (Tong et al., 2001). En effet, Bik induit la libération du Ca**
réticulaire et recrute la protéine DRP1 (« dynamin related protein 1 »). Cette protéine,
impliquée dans le phénomene de fission mitochondriale, transloque du cytoplasme a la
mitochondrie ou elle va modifier la membrane mitochondriale interne (Germain et al., 2005).

Enfin, Bik est retrouvée impliquée dans la mort induite par des toxines, des cytokines,

lors d’infections virales mais également dans la sélection normale des cellules B chez 'Homme.

2. ROLE DANS L’AUTOPHAGIE

Il a été rapporté que Bik peut induire la mort cellulaire par une autre voie que la voie
apoptotique. Cette mort cellulaire est indépendante de I'activation des caspases 6, 7 et 9 ainsi
que de la libération du cytochrome ¢ (Naumann et al., 2003) (Oppermann et al., 2005). Dans ces
études, la surexpression de Bcl-2 ou de Bcl-xL n’affecte que partiellement la mort induite par
Bik suggérant que, dans ces modeles cellulaires (gliome et mélanome), Bik agit
indépendamment de Bcl-2 et de Bcl-xL. Une étude de 2008 a permis de mettre en évidence,
dans ces conditions, la présence de certains signes autophagiques tels que la présence de
vacuoles cytoplasmiques, la distribution ponctuelle de LC3 ainsi que I'expression de Beclin-1
(Rashmi et al., 2008). Cependant, le mécanisme par lequel Bik induit I'autophagie n’est pas

encore connu.

C. synthése et dégradation

1. REGULATION TRANSCRIPTIONELLE

L’étude du promoteur du géne de Bik, par Verma et ses collaborateur, a mis en évidence
les sites de liaison de plusieurs facteurs de transcription tels que GATA-1, Oct-1, Sp-1 ou NFxB

(Verma et al., 2000).
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Trois autres facteurs de transcription du géne de Bik ont également été identifiés. En
effet, Statl, activé par I’ INFy, augmente I'expression de Bik dans les cellules épithéliales. Bien
qgue le promoteur de Bik contienne plusieurs sites de liaison de Statl, il semblerait qu’une
coopération avec d’autres facteurs de transcription soit cependant nécessaire (Mebratu et al.,
2008). Le TGF[ induit également I'expression de Bik via le recrutement du facteur de
transcription Smad dont le site de liaison est présent sur le promoteur du géne de Bik (Spender
et al., 2009). De plus, lors d’un stress génotoxique ou d’une infection virale, I'expression de Bik
est augmentée par le facteur de transcription E2F. L’analyse du promoteur montre que Bik est
une cible transcriptionelle directe de E2F (Subramanian et al., 2007). Enfin, plusieurs études ont
montré que Bik est une cible transcriptionelle de p53 (Mathai et al., 2005). De facon
surprenante, une autre étude montre que p53 pourrait induire I'expression de Bik

indépendamment de sa liaison au promoteur du gene (Hur et al., 2006).

2. REGULATION POST-TRADUCTIONNELLE

De part sa fonction dans I'apoptose, Bik est une protéine hautement régulée. En effet,
elle est soumise a plusieurs modifications post-traductionnelles telles que des phosphorylations

ou encore des clivages qui modifient sa fonction pro-apoptotique.

a. Phosphorylation

Bik possede deux sites de phosphorylation : la thréonine 33 et la sérine 35. Une étude
de 2003 met en avant que la mutation de Bik sur ces deux sites de phosphorylation par un acide
aspartique (mimant ainsi la phosphorylation de Bik) induit une augmentation d’affinité de Bik
avec ses partenaires anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL) et potentialise son activité pro-
apoptotique dans plusieurs type de cellules cancéreuses (Li et al., 2003).

De plus, la mutation de ces sites par une alanine réduit I'activité pro-apoptotique de Bik
sans pour autant affecter de facon significative son hétérodimérisation avec Bcl-2, suggérant
qgue la phosphorylation de Bik est nécessaire a son activité pro-apoptotique (Verma et al.,
2001). Dans cette étude, Verma et ses collaborateurs ont identifié CKIl (« casein kinase Il »)

comme étant la kinase responsable de ces phosphorylations.
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b. Clivage

Plusieurs études ont montré que Bik peut étre clivée par différentes protéases. C’'est le
cas de la sérine protéase RHBDD1 et des caspases.

RHBDD1 est une sérine protéase capable de réguler I'expression de Bik. En effet,
RHBDD1 clive Bik au niveau d’un motif GG présent dans sa partie c-terminale. Ce clivage libére
un fragment exempt de domaine TM. Ce fragment cytoplasmique contenant le domaine
fonctionnel pro-apoptotiques BH3 de Bik est ensuite rapidement dégradé par le protéasome,
suggérant que ce clivage soit I'événement précoce induisant la dégradation de Bik par le
protéasome (Wang et al., 2008).

Enfin, une étude a mis en évidence une séquence similaire au site de reconnaissance et
de clivage par les caspases 3, 7 et 9 dans le domaine c-terminal (122-130) de Bik (Elangovan et
Chinnadurai, 1997). Bien que cette séquence soit conservée chez ’lHomme et la souris, son role

dans la fonction de Bik n’est pas encore connu.

4. DEGRADATION PAR LE PROTEASOME

La dégradation de Bik par le protéasome a été montrée de facon indirecte via
I"utilisation d’inhibiteurs du protéasome. De tels inhibiteurs induisent la surexpression de Bik en
bloquant sa dégradation. Plusieurs études ont en effet démontré que le Bortezomib ou le
MG132 induisent une surexpression de Bik permettant de sensibiliser les cellules a la mort
induite par TRAIL (Zhu et al., 2005a) (Nikrad et al., 2005) ou par le cisplatin (Li et al., 2008). Il est
a noter que la surexpression de Bik (bortezomib ou lactacystin) suffit a elle seule a induire la
mort des cellules de cancer du colon, du poumon, de I'ovaire ainsi que certaines lignées de

cellules lymphocytaires (Marshansky et al., 2001) (Zhu et al., 2005b).

D. Localisation tissulaire

L'analyse par nothern blot du profil d’expression de I’ARNm de Bik dans les tissus
montre que Bik est exprimée de fagon ubiquitaire avec cependant une prépondérance dans les
cellules épithéliales, cardiaques, rénales, pancréatiques et les cellules du muscle squelettique
(Verma et al., 2000) (Daniel et al., 1999). De plus, il a été décrit que, lors de la différenciation
des cellules B, I'expression de Bik augmente au cours de la transition entre les cellules B naives

et les cellules B mémoires, (Klein et al., 2003b).
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4. Les autres protéines a domaine « BH3 seul »

A. Bim

Le géne de Bim code pour 3 isoformes, Bimg, (23kDa), Bim, (19kDa) et Bims (15kDa), qui
posseédent tous un domaine BH3 et un domaine TM mais qui different par leur partie N-
terminale (O'Connor et al., 1998). Bims a un pouvoir pro-apoptotique plus puissant que Bim,,
elle-méme plus puissante que Bimg, et cela est probablement lié au fait que ces deux derniéres
sont séquestrées par DLC1 (« dynein light chain ») au niveau des microtubules. En effet, lors
d’un stress apoptotique, Bim, transloque directement a la mitochondrie tandis que Bimg_ et
Bim_ devront d’abord étre libérées de DLC1 par JNK (Lei et Davis, 2003).

Bim joue son roOle pro-apoptotique en se liant et inhibant toutes les protéines anti-
apoptotiques. Elle est également a méme d’activer directement les protéines pro-apoptotiques
a multidomaines ce qui la définit comme une protéine a domaine « BH3 seul » activatrice.

Son expression est régulée au niveau transcriptionnel et post-traductionnel. Ainsi, une
privation en facteur de croissance induit I'expression de Bim par la voie JNK ou PKB/Akt (Putcha
et al., 2001) (Dijkers et al., 2000). Au niveau post-traductionnel, son expression est régulée du
fait de sa localisation via DLC1 mais également par sa phosphorylation. En effet, la
phosphorylation de Bim sur la sérine 69 par ERK1/2 induit sa dégradation par le protéasome
(Ley et al., 2003).

Cette protéine est exprimée dans les cellules hématopoiétiques, épithéliales, neuronales
et dans les cellules des centres germinatifs. Bim est impliquée dans I’lhoméostasie des cellules
hématopoiétiques. En effet, cette protéine est fortement exprimée dans les cellules qui se
renouvellent rapidement, comme les lymphocytes T corticaux (CD4+8+), les lymphocytes B du
centre germinatif et les cellules plasmocytaires (Yokoyama et al., 2002) (O'Reilly et al., 2000).

En plus de son role dans I'apoptose, Bim joue un role important au niveau de la
différenciation des lymphocytes. Ainsi, il a été montré que Bim joue un role sine qua non dans
la sélection négative des lymphocytes B et T auto-réactifs (Bouillet et al., 2002) (Enders et al.,

2003).
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B. Bid

Bid, quant a elle, est une protéine de 22kDa qui interagit avec Bcl-2 et Bax (Wang et al.,
1996). Cette protéine cytoplasmique a une structure tridimensionnelle proche de celle de Bcl-xL
(Chou et al., 1999). Bid joue un role dans I'apoptose en permettant un lien entre la voie des
récepteurs de mort et la voie mitochondriale. En effet, la caspase 8 activée par la voie
extrinséque clive Bid au niveau de l'acide aspartique 59. La partie c-terminale tronquée,
nommeée tBid, transloque a la membrane mitochondriale ou elle active Bax et inhibe Bcl-2 pour
permettre la formation de pores et la libération du cytochrome c (Gross et al., 1999b). De plus,
il a été décrit que tBid peut former des canaux ioniques in vitro suggérant que la
perméabilisation mitochondriale puisse étre induite par la seule présence de tBid (Schendel et

al., 1999).

C. Noxa

Noxa est la plus petite des protéines membres de la famille de Bcl-2 connues a ce jour.
Cette protéine de 10kDa est constituée d’'un domaine BH3 unique qui lui confére son activité
pro-apoptotique.

Noxa ne peut se lier aux protéines pro-apoptotiques Bax ou Bak ; c’est pourquoi, elle
exerce son activité pro-apoptotique uniquement en interagissant et inhibant les membres anti-
apoptotiques Mcl-1 et Al. Une étude de Chen et de ses collaborateurs a montré que Noxa
interagissait avec une forte affinité a Mcl-1 et une faible affinité a Al, ce qui rend cette protéine
plus spécifique de Mcl-1 (Chen et al., 2005). Il est a noter que la liaison de Noxa a Mcl-1 induit la
dégradation de cette derniere par le protéasome (Ploner et al., 2008).

Son expression peut étre induite par différents signaux mitotiques ou apoptotiques
dépendants ou non de p53. En effet, I'étoposide, I'actinomycine D et des rayonnements UV
induisent I'expression de Noxa par I'activation de p53. De plus, il a été montré que |’expression
de Noxa peut étre induite par HIF1a lors d’un stress hypoxique (Kim et al., 2004). Enfin, il est a
également été décrit que le Bortézomib, un inhibiteur du protéasome, induit I'augmentation de
Noxa tant au niveau transcriptionnel que traductionnel dans différents types cellulaires

(Gomez-Bougie et al., 2007).
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D. Puma

Puma (« p53 upregulated modultor of apoptosis ») est une protéine a domaine « BH3
seul » possédant un domaine TM en C-terminal lui conférant une localisation mitochondriale.
La régulation de I'expression de Puma est transcriptionnelle et se fait de facon dépendante ou
non de p53. En effet, un stress génotoxique induit I'expression de Puma via p53 tandis que la
privation en facteur de croissance/cytokine ou un stress réticulaire induisent I'expression de
Puma indépendamment de p53 (Ming et al., 2008) (Nickson et al., 2007). Puma ne peut
interagir avec Bax ou Bak; cependant, son interaction avec I'ensemble des membres anti-
apoptotiques en fait un puissant régulateur de I'apoptose. La liaison de Puma a un membre
anti-apoptotique peut (i) induire la libération d’un membre pro-apoptotique induisant la mort
cellulaire (dérépression) ou (ii) bloquer la poche hydrophobe de la protéine anti-apoptotique,
n’induisant pas l'apoptose mais sensibilisant la cellule aux signaux de mort ultérieurs

(sensibilisation) (Chipuk et Green, 2009).

E. MODELES D’INTERACTIONS ENTRE LES MEMBRES DE LA

FAMILLE DE BCL-2

Les protéines membres de la famille de Bcl-2 sont les régulateurs majeurs de la
perméabilisation mitochondriale. Elles représentent ainsi un point de contréle essentiel dans le
déclenchement de I'apoptose (Borner, 2003). Les protéines de la famille de Bcl-2 integrent
divers signaux de survie et de mort qui sont générés de fagon intrinseque ou extrinseque
(Strasser et al., 2000) (Adams et Cory, 2001). Ce sont les interactions entres les membres pro-
et anti-apoptotiques formées en fonction des signaux recus qui déterminent la vie ou la mort
de la cellule.

Les premieres expériences d’interaction ont suggéré que le ratio entre les protéines pro-
apoptotiques a multidomaines et les protéines anti-apoptotiques controle l'induction de
I'apoptose. Ainsi, une inhibition de I'expression ou de I'activité des membres anti-apoptotiques
conduit a un déséquilibre en faveur des protéines pro-apoptotiques. Ces membres (Bax et Bak)
ainsi activés, vont induire la formation de pores dans la membrane externe mitochondriale
permettant la libération des protéines apoptogéniques dans le cytoplasme et donc la mort de la

cellule. A ce ratio s’ajoute les protéines a domaine « BH3 seul ». En effet ces derniéres sont les
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protéines qui induisent ou non ce déséquilibre entre les membres pro- et anti-apoptotiques. De
fait, les protéines a domaine « BH3 seul » sont a méme d’activer les protéines pro-apoptotiques

ou d’inhiber les protéines anti-apoptotiques selon le modeéle d’activation directe ou indirecte.

1. Mécanisme d’activation directe

Dans ce modele d’activation, les protéines pro-apoptotiques a domaine « BH3 seul »
sont divisées en deux groupes: les activateurs et les sensibilisateurs. Ces groupes se
différencient sur la base de leurs profils d’interaction avec les protéines anti-apoptotiques et
leur capacité a lier directement ou non les protéines pro-apoptotiques a multidomaines (Bax et
Bak) (Certo et al., 2006) (Chen et al., 2005) (Kuwana et al., 2005).

Les protéines activatrices (Bim, Bid et Puma) ont, en effet, la capacité de lier et d’activer
directement Bax et Bak. Les sensibilisatrices (telles que Bad, Noxa ou Bik), quant a elles,
activent indirectement Bax et Bak via I'inhibition des complexes formés entre les membres anti-

apoptotiques et les protéines activatrices (Figure 27) (Kuwana et al., 2005) (Letai et al., 2002).
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Figure 27 : Modeéle d’activation directe des protéines pro-apoptotiques a multidomaines.

2. Mécanisme d’activation indirecte

Dans ce modeéle, les protéines a domaine « BH3 seul » n’activent pas les protéines Bax
ou Bak. En effet, les protéines a domaine « BH3 seul » neutralisent les protéines anti-
apoptotiques libérant ainsi Bax et Bak (Figure 28) (Willis et al., 2007). Dans ce modeéle, comme
dans le précédent, les protéines a domaine « BH3 seul » sont séparées en deux groupes : les
ubiquitaires et les sélectives. Les protéines « ubiquitaires » sont ainsi nommées par leur

capacité a se lier a toutes les protéines anti-apoptotiques, c’est le cas par exemple de Bim, Bid
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et Puma. Les « sélectives » ont, quant a elle, un profil d’interaction avec les protéines anti-

apoptotique plus restreint comme Bad et Noxa (Chen et al., 2005) (Willis et Adams, 2005).
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Figure 28 : Modeéle d’activation indirecte des protéines pro-apoptotiques a multidomaines

3. Mécanisme d’activation « combiné »

Ces deux modeles s’appliquent a des situations distinctes et il est trés probable que ces
deux modeles cohabitent pour réguler I'activation de Bax et/ou Bak et le déclenchement de
I'apoptose. En effet, I'équipe qui a décrit le modele indirect a dernierement proposé que le
déclenchement de I'apoptose nécessite les deux mécanismes (Mérino et al., 2009).

Ainsi, un nouveau modele d’activation, tenant compte des deux mécanismes
indépendants précédemment décrits a été pensé. Les protéines a domaine « BH3 seul » sont
divisées en activateurs ou sensibilisateurs sans pour autant oublier les différentes affinités

gu’elles peuvent avoir avec les membres anti-apoptotiques (Figure 29) (Leber et al., 2010).

.

Figure 29 : Modéle d’activation « combiné » de Bax et Bak
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THERAPIES CIBLEES PAR LES INHIBITEURS DE BCL-2:
L’ABT-737

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par un défaut d’apoptose induit
principalement pour la surexpression de membres anti-apoptotiques tels que Bcl-2. Cette
« immortalité » contribue a la progression de la maladie et confere aux cellules une résistance a
I'apoptose induite par la radiothérapie ou par les agents chimio-thérapeutiques (Reed et al.,
1996). Ainsi, I'inhibition de la fonction des membres anti-apoptotiques représente une stratégie

prometteuse pour I'élaboration d’une nouvelle classe d’agents anticancéreux.

A. LES INHIBITEURS DE BCL-2

Plusieurs approches permettant de cibler et d’inhiber Bcl-2 ont été testées. Ainsi, les
premiéres permettaient de diminuer le niveau d’expression de Bcl-2 par ['utilisation
d’oligonucléotides anti-sens et d’inhiber son activité par le développement d’anticorps
bloguant de Bcl-2. C'est le succés de petits peptides, mimétiques du domaine BH3 de Bax, a
induire I'apoptose des cellules in vitro et a réduire la croissance tumorales de cellules myéloides
humaines dans un modeéle de souris immunodéprimés (Wang et al., 2000) qui a poussé les
recherches vers le développement des SMI (« small-molecule inhibitors »).

Ces petites molécules (non peptidiques) interagissent avec la poche hydrophobe des
membres anti-apoptotiques et peuvent ainsi bloquer I’hétéro-dimérisation de Bcl-2 avec les
membres pro-apoptotiques. Les SMI sont donc des molécules mimétiques des domaines BH3
des membres pro-apoptotiques. Leur petite taille (<750Da) ainsi que leur capacité a traverser
les membranes plasmiques rend leur utilisation in vivo plus pratique et plus rentable comparée

aux oligonucléotides et autres peptides.

B. L'ABT-737 : UN INHIBITEUR SPECIFIQUE

Parmi I'’ensemble des SMI développées pour inhiber Bcl-2, seule ’'ABT-737 est spécifique

de cette activité. En effet, une étude portant sur la spécificité d’action de six SMI a montré que
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seule I'apoptose induite par ’ABT-737 est completement inhibée dans les cellules déficientes
en Bax et Bak ou en caspase 9 (Vogler et al., 2009). D’autres études ont montré, quant a elles,
gue le Gossypol (BL-193) induit également des dommages a I’ADN (Zaidi et Hadi, 1992) et que
I’obatoclax (GX015-070) augmente |'expression de Bim (Trudel et al., 2007).

1. Construction

L’ABT-737 a été produite au travers d’une collaboration entre les laboratoires IDUN et
les laboratoires Abbott (Oltersdorf et al., 2005). L'ABT-737 a été développée par une stratégie
nommeée « SAR by RMN » qui utilise des techniques de conception basées sur la structure
protéique, la syntheése chimique et la sélection par la RMN (« nuclear magnetic resonance »).
Afin de cibler spécifiquement la poche hydrophobe des membres anti-apoptotiques, deux
molécules de faible affinité ont été produites et optimisées puis ont été reliées I'une a 'autre

pour former une molécule de haute affinité (Figure 30) (Shuker et al., 1996).
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Figure 30 : Les grandes lignes de la stratégie « SAR by RMN »
(d’apres Shuker et al. 1996)
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2. Structure et affinités

L’ABT-737 est une molécule dont la masse molaire est de 813 g/mol, de formule
chimique C4HssCINgOsS, et dont la structure chimique est présentée en figure 31. Cette

molécule est soluble dans le DMSO.

L

Figure 31 : Structure chimique de I’ABT-737

Cette molécule interagit avec la poche hydrophobe de Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w avec une
haute affinité tandis qu’elle interagit faiblement avec Mcl-1 ou encore Bfl-1 (Oltersdorf et al.,
2005). En effet, cette étude d’Oltersdorf et de ses collaborateurs a montré que I’ABT-737 se lie
avec une trés haute affinité a Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w avec un Ki (constante d’inhibition) inférieur
ou égal a 1nM tandis que son affinité est moindre avec Bcl-B (Ki =0.46uM), Mcl-1 (Ki >1uM) et
Al (Ki >1uM).

L’ABT-737 antagonise Bcl-2 mais ne peut induire la libération du cytochrome c de I'EIM.
Ainsi, comme les membres pro-apoptotiques a domaine « BH3 seul » sensibilisateurs, 'ABT-737

ne peut interagir et activer Bax et Bak (Oltersdorf et al., 2005).

C. INTERET DANS LE TRAITEMENT DES CANCERS

Les cellules cancéreuses accumulent un grand nombre d’anomalies géniques de part
leur instabilité chromosomique. Ces anomalies créent un stress qui aboutit a I'induction de
signaux apoptotiques. Or, dans les différents types de cancers, des membres anti-apoptotiques
de la famille de Bcl-2 sont trés fréquemment surexprimés et contrecarrent ces signaux de mort.

Dans les cellules saines, ’ABT-737 induit a lui seul la mort cellulaire qu’a des doses trés

élevées. Dans les cellules cancéreuses sensibles, il permet de diminuer I'activité des membres
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anti-apoptotiques surexprimés, a des doses thérapeutiques, favorisant I'aboutissement des
signaux de mort. L’activation constitutive de ces signaux de mort dans les cellules cancéreuses
rend celles-ci plus sensibles a I'apoptose que les cellules saines, définissant ainsi la spécificité de

I’ABT-737 vis-a-vis des cellules cancéreuses.

1. En agent simple

L'effet de ’ABT-737, en agent simple, sur certaines cellules cancéreuses est maintenant
prouvé. Dés sa découverte, son effet cytotoxique sur des lignées cellulaires de lymphome
folliculaire a été montré, mais aussi sur des cellules primaires issues de préléevements de
patients atteint de LLC ou de lymphome folliculaire (Oltersdorf et al., 2005).

Son action sur des tumeurs solides a également été étudiée dans ce premier article. En
effet, la plupart des lignées de carcinome du poumon a petites cellules testées sont sensibles a
I’ABT-737 avec des doses inférieures a 1uM. De plus, L’ABT-737 montre une bonne activité en
agent simple dans deux modeles de xénogreffe de cancer du poumon a petites cellules
(Oltersdorf et al., 2005).

Depuis, son effet en agent simple a également été montré dans de nombreuses autres
pathologies telles que les maladies auto-immunes (Bardwell et al., 2009), la leucémie aigué

lymphoblastique (LAL) (High et al., 2010) ou encore sur les mastocytes (Karlberg et al., 2010).

2. En co-traitement

Il a également été décrit que I’ABT-737 augmente nettement la réponse in vitro des
cellules cancéreuses aux radiations et a de nombreux agents chimiothérapeutiques tels que la
rapamycine, la dexamethasone, la doxorubicine, le cisplatin ou le paclitaxel.

D’autres agents agissent en synergie avec I'’ABT-737 via une augmentation de
I’expression de protéines pro-apoptotiques telles que Noxa, Puma ou encore Bim. C’est le cas,
par exemple, de I'étoposide dans le carcinome rénal (Zall et al., 2010), de la vincristine dans la
LAL (High et al., 2010), de I'imigquimod, du fotemustine ou de la decarbazine dans le mélanome
(Weber et al., 2009) ou encore des inhibiteurs des HDAC (histone déacétylases) dans des
cellules de myélome et de lymphome (Chen et al., 2009).

Conscients de la faible affinité de I'ABT-737 a Mcl-1, plusieurs articles ont mis en

évidence qu’un fort niveau d’expression basal de Mcl-1 est associé avec une résistance a I'’ABT-
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737 (Konopleva et al., 2006) (van Delft et al., 2006) (Del Gaizo Moore et al., 2007) (Lin et al.,
2007). Par exemple, la combinaison de I’ABT-737 avec du flavopiridol, du trioxyde d’arsenic, du
sorafenib, de l'actinomycine D ou du fenretinide ont montré une synergie dans différents
modeles cancéreux via I'inactivation ou la diminution de I'expression de Mcl-1 par le second

agent (Kang et al., 2008) (Oltersdorf et al., 2005) (Olberding et al., 2010) (Hikita et al., 2010).

3. ’ABT-263 en clinique

L’ABT-263 (Navitoclax) est une forme orale de I'ABT-737 qui possede les mémes
propriétés biologiques. L'ABT-263 est actif en agent simple dans le cas de xénogreffes dans le
cancer du poumon a petites cellules et il induit 'activité d’autres agents chimiothérapeutiques
dans les études précliniques de lymphomes a cellules B et de myélome multiple (Tse et al.,
2008). Bien qu’une thrombopénie transitoire dose dépendante ait été observée, 'ABT-263 n’est
pas myélosuppréssive (Roberts et al., 2008). Il est a noter que 'ABT-263 a été rapportée
comme se liant a l'albumine sanguine, ce qui diminuerait son action vis-a-vis des LLC
nécessitant 'augmentation des doses administrées pour avoir I'effet escompté (Vogler et al.,
2010)

Cette molécule a montré une activité en agent simple contre les maladies lymphoides
avec peu de toxicité systémique (Wilson et al., 2008). L'ABT-263 est en essai clinique
principalement chez les patients atteints de LLC et cancer du poumon a petites cellules ou

encore chez les patients atteints de tumeurs solides en co-traitement avec de la Gemcitabine.
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LE MYELOME MULTIPLE

A. GENERALITES

Le myélome multiple (MM) est une lymphopathie B maligne caractérisée par une
prolifération plasmocytaire monoclonale envahissant la moelle osseuse. Ces plasmocytes
tumoraux sécrétent des Immunoglobulines (Ig) monoclonales le plus souvent de type I1gG (68%)
ou IgA (21,5%). Le MM se caractérise par des lésions ostéolytiques avec parfois une
hypercalcémie, une insuffisance médullaire (anémie) et rénale ainsi qu’une susceptibilité aux
infections bactériennes, fongiques et virales.

L’age moyen au diagnostic est de 66 ans, il s'observe rarement avant 40 ans (2%). En
France, son incidence est de 4 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants. Cette pathologie
représente 1-2% de I'ensemble des cancers et 10-12% des hémopathies malignes (Rajkumar et
Kyle, 2005). Le MM atteint deux fois plus la population noire que la population caucasienne
(Sirohi et Powles, 2004). L'incidence augmente avec I'age et les hommes sont plus touchés que
les femmes avec un rapport de 3/2 (Bataille et Harousseau, 1997).

Il est maintenant reconnu que tous les MM sont précédés d’une phase prétumorale
connue sous le nom de gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS). Le
MGUS est fréquent dans la population de plus de 50 ans, sa prévalence augmente avec |'age et
dépasse 5% chez les sujets de plus de 70 ans. La présence d’un MGUS augmente le risque de
développer un MM (65% des cas), une macroglobulinémie de Waldenstrom ou autres maladies
lymphoprolifératives ou hématologiques. Le risque d’évolution d’'un MGUS en MM est de 1%
par an (Kyle et al., 2010).

Le MM est décrit comme étant peu proliférant. En effet, son index de prolifération est
de 1,8% dans le stade MGUS et dans le MM précoce, il atteint 2,5% au diagnostique et est

maintenu durant I’évolution de la maladie (Scudla et al., 2005).
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B. LA BIOLOGIE DU MM

Le MM est caractérisé par une prolifération plasmocytaire monoclonale. Les cellules
plasmocytaires saines sont issues de cellules progénitrices. Pour arriver a la formation de
plasmocytes, ces cellules vont subir deux grandes étapes de différenciation et de maturation
dépendantes ou non des antigenes (Ag). Il est nécessaire de comprendre les événements de la
différenciation plasmocytaire afin de comprendre I'origine de la cellule myélomateuse, les

étapes de I'oncogenese ainsi que les différentes anomalies chromosomiques courantes.

1. Différenciation et maturation plasmocytaire

A. Différenciation indépendante des antigénes

Cette premiere différenciation est constituée d’une succession d’événements qui ont
lieu dans la moelle osseuse (MO) et aboutissent a la formation de cellules B matures naives a
partir des cellules pro-B.

Un réarrangement fonctionnel dans les génes du locus de la chaine lourde des Ig
(recombinaison VDJ) permet la synthése d’une chaine lourde d’isotype p pour former le
récepteur pré-B qui est exprimé a la surface de la membrane cytoplasmique. Si ce récepteur
reconnait le « soi », la cellule prolifére en générant de nombreuses cellules pré-B identiques et
cesse d’exprimer ce récepteur. C'est alors qu’un réarrangement sur les génes du locus de la
chaine légere (le locus x, puis A) a lieu. Ce second réarrangement se doit d’étre fonctionnel
pour qu’une molécule d’IlgM compléte formant un BCR (récepteur des cellules B) soit exprimée
a la surface des cellules B immatures. La reconnaissance d’'un Ag est désormais possible. Les
cellules réactives au soi sont éliminées, les autres quittent la MO et entrent dans la circulation
périphérique pour poursuivre leur différenciation.

Les cellules B matures naives circulent dans les différents organes lymphoides
secondaires a la rencontre des Ag spécifiques afin de passer a la deuxieme étape de

différenciation (Figure 32).
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B. Différenciation dépendante des antigénes

La seconde étape de différenciation aboutit a la formation de cellules effectrices
(lymphocyte B (LB) mémoires et plasmocytes). Elle a lieu au niveau des organes lymphoides
secondaires périphériques et nécessite la présence d’un Ag et d’'un lymphocyte T.

Les cellules B naives vont exprimer a leur surface le CD40 consécutivement a la
reconnaissance d’'un Ag par leur BCR. Le lymphocyte T qui reconnait le méme Ag va interagir
avec le LB naif via son CD40L membranaire. C'est ce double signal (Ag et lymphocyte T) qui
permet la différenciation en LB effecteur.

La cellule B entre en division, une partie des cellules B produites devient rapidement des
plasmocytes de faible affinité tandis que la majorité des cellules B va constituer le centre
germinatif des follicules lymphoides. Au sein des centres germinatifs, les LB vont subir une
commutation isotypique de la chaine lourde de I'lg ainsi que des hypermutations somatiques
dans le but d’améliorer 'affinité a I’Ag. Les cellules dont le BCR présente une maturation
d’affinité de liaison pour I'Ag sont sélectionnées et poursuivent leur différenciation soit en

plasmocytes de forte affinité, soit en cellules B mémoires (Figure 32).
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Figure 32 : Développement et différenciation des lymphocytes B

(D’aprés Kuehl & Bergsagel 2002)

2. L'origine de la cellule myélomateuse

La nature exacte de la cellule myélomateuse n’a pas encore été clairement établie.
Cependant, I'analyse des génes codant pour les chaines lourdes et légeres a montré que le
clone malin est caractérisé par un réarrangement VDJ identique sans évolution au cours de la
maladie. Ces cellules ont donc subi les phénomenes d’hypermutation somatique dans les
régions variables des Ig, de sélection antigénique et de commutation isotypique (Bakkus et al.,
1992). On peut ainsi définir la cellule myélomateuse comme un plasmablaste post-germinatif.

De plus, la tumeur semble étre composée de deux populations distinctes. La premiere
serait constituée de cellules moins différentiées qui conserveraient leur propriété proliférative
a la base du renouvellement cellulaire de la tumeur. La seconde serait constituée de

plasmocytes malins différentiés dont I'accumulation serait a I'origine de la masse tumorale.
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Cette dérégulation de ’homéostasie cellulaire est liée a une dérégulation du cycle cellulaire et

de I'apoptose (Witzig et al., 1999).

3. L'oncogenéese du MM un processus en deux étapes

Les cellules B possédent une instabilité génétique inhérente. En effet, de nombreuses
cassures de I’ADN sont nécessaires lors de la différenciation et maturation plasmocytaires. De
par leur instabilité génique, les cellules B peuvent aisément acquérir des mutations et ainsi

évoluer vers un MGUS puis en MM.

A. Evolution en MGUS

La premiere étape de l'oncogénése du MM est I'établissement d’'un MGUS qui est
caractérisé par la présence d’un pic monoclonal isolé sans autre anomalie clinique et biologique
(Kyle et Kumar, 2009). Il refléte la présence d’anomalies géniques qui précedent tous les cas de
MM. De plus, les MGUS surexpriment le récepteur alpha de I'lL-6 (CD126) ce qui leur confere un
avantage prolifératif vis-a-vis des cellules saines (Rajkumar, 2009).

Environ 50% des MGUS présentent une hyperdiploidie, d’autres ont des translocations
impliquant les génes codants pour la chaine lourde des Ig sur le chromosome 14g32. Les génes

et loci les plus couramment dérégulés sont présentés en figure 33.

Translocations chromosomiques Genes dérégulés

t(11;14) Cycline D1
t(4;14) FGFR-3 et MMSET
t(6;14) Cycline D3
t(14 ;16) C-maf

t(14 ;20) mafB

Figure 33 : Translocations primaires retrouvées dans les cellules MGUS et MM

B. Transformation d’'un MGUS en MM

Le premier stade d’évolution d’'un MGUS en MM est un MM dit « asymptomatique », et

peut rester stable plusieurs années sans traitement. Le MM évolue ensuite vers un MM
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symptomatique intramédullaire (dans la MO), puis extramédullaire (hors de la MO) envahissant
le sang mais également la cavité péritonéale (ascites) ou la plevre (épanchements pleuraux)
(Kuehl et Bergsagel, 2002).

Le stade asymptomatique est caractérisé par une concentration sérique d’lg
monoclonale supérieure a 30g/L, une plasmocytose médullaire (prolifération anormale de
plasmocyte dans la MO) supérieure a 10% sans complications symptomatiques. Le taux de
progression en MM symptomatique est de 10% par an durant les 5 premiéres années (Kyle et
al., 2010).

Le stade symptomatique est également caractérisé par un pic monoclonal sérique
supérieur a 30g/L et une plasmocytose médullaire supérieur a 10%. Lors de ce stade, les
patients souffrent de symptémes inhérents a I'envahissement de la MO par les plasmocytes
malins. En effet, cet envahissement provoque une anémie ainsi qu’'une diminution de la
production d’lg normales responsable d’'un syndrome d’immunodéficience. Cette accumulation
induit couramment des Iésions ostéolytiques trés douloureuses pouvant aboutir a des fractures
spontanées accompagnées d’'une hypercalcémie. L’augmentation du pic monoclonal sérique
est, quant a elle, responsable d’atteintes rénales.

Plusieurs anomalies comme les mutations de Ras, la méthylation de p16, des anomalies
impliquant les oncogenes de la famille de myc, des translocations secondaires ou encore des
mutations de p53 ont été identifiées en association avec la progression vers le stade
symptomatique (Figure 34).

Le microenvironnement de la MO est lui aussi modifié avec la progression de la maladie.
En effet, cette progression s’accompagne d’une induction de I'angiogénése, de la suppression
de I'immunité a médiation cellulaire, de boucles paracrines impliquant des cytokines telles que
I'IL-6 et le VEGF (facteur de croissance de I'endothélium vasculaire) ainsi que d’une destruction

de I'os (Rajkumar, 2009).
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Figure 34 : Oncogénése du MM et dépendance aux cellules stromales

(D’aprés Kuehl & Bergsagel 2002)

4. Classification moléculaire

Le MM rassemble plusieurs groupes qui sont différents aussi bien au niveau des
événements initiateurs ou précoces que sur I'expression génique globale, la dépendance a la
MO, les signes cliniques, le pronostic et la réponse a la thérapie. On peut établir le classement

suivant des différents groupes de MM en fonction de leurs translocations ou hyperdiploidie.

A. Hyperdiploidies

Tous les MGUS ou MM présentent des anomalies chromosomiques de nombre ou de
structure. Pres de la moitié des MM sont hyperdiploides (48-75 chromosomes) et posseédent de
nombreuses trisomies impliquant principalement les chromosomes 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, et 21
(Kuehl et Bergsagel, 2005). Les patients qui appartiennent a ce groupe ont un meilleur taux de
survie aussi bien avec la chimiothérapie conventionnelle qu’avec une transplantation de

cellules souches autologues précédée d’une forte dose de chimiothérapie (Smadja et al., 2001).

B. Les translocations récurrentes

Les principales translocations observées dans le MM touchent le chromosome 14 en
14932. Ce point de cassure correspond a la région J des chaines lourdes des Ig et il est possible
gu’il soit induit par les phénomenes d’hypermutation somatique ou de recombinaison observés

dans cette région.
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1.7(4,14) : FGFR3/MMSET

La translocation entre le chromosome 14g32 et le chromosome 4p16.3 est observée
dans environ 15% des MM (Avet-Loiseau et al., 1998). Cette translocation induit la dérégulation
de 2 génes qui sont situés de part et d’autre du point de cassure du chromosome 4 : FGFR3
(récepteur 3 du facteur de croissance des fibroblastes) et MMSET. MMSET code pour une
histone methyltransférase qui a les caractéristiques d’'un co-répresseur de transcription
(Marango et al.,, 2008). La surexpression de cette protéine induit une augmentation de la
prolifération cellulaire via une augmentation de la viabilité cellulaire et une diminution de
I’expression des genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (Brito et al., 2009). FGFR3
est un récepteur a tyrosine kinase de forte affinité pour les ligands de la famille FGF. La
signalisation induite par l'activation de ce récepteur peut remplacer I'll-6 en terme de
croissance et de survie ce qui confere aux cellules un avantage prolifératif.

Une surexpression de la Cycline D2 est souvent observée lors de cette translocation,
bien que le mécanisme par lequel la translocation induit une telle dérégulation de la Cycline D2

n’est pas encore identifié.

2.T(11;14): CYCLINE D1

Les analyses de cytogénétiques conventionnelles ont montré que la translocation
t(11;14) (g13;932) est présente dans 15 a 20% des MM et est associée a des MM peu
proliférants (Avet-Loiseau et al., 1998) (Fonseca et al., 1998). Cette translocation induit, en
effet, une surexpression de la Cycline D1 qui est impliquée dans la régulation de la transition
G1/S du cycle cellulaire.

Ce groupe est divisé en deux sous-groupes, CD-1 et CD-2, qui se différencient par
I'absence ou la présence de CD20. Cette protéine membranaire est présente a la surface de
toutes cellules B matures et joue un role dans le développement et la différenciation des
cellules B. Les CD-1 ont récemment été décrits comme étant de plus mauvais pronostiques que

le sous-groupe CD-2 avec les traitements actuels (Nair et al., 2010).

3.T7(6,14) : CYCLINE D3

C'est en 2001 que la translocation t(6;14) (p21;932) a été découverte. Cette
translocation est associée a une augmentation d’un facteur six du niveau d’expression de la
Cycline D3. Cette translocation touche 3 a 6% des cas de MM (Shaughnessy et al., 2001).
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4.T(14,16), T(14;20) : C-MAF ET MAFB

Les translocations t(14 ;16) (g32;923) et t(14 ;20) (932 ;q11) sont observées dans 5 a
10% des patients atteints de MM. Ces translocations induisent respectivement la dérégulation
de c-maf et mafB qui sont des facteurs de transcription. La dérégulation de c-maf ou de mafB
conduit a la dérégulation de la Cycline D2 qui joue un role dans le cycle cellulaire en conférant

ainsi un avantage prolifératif aux cellules tumorales (Bergsagel et Kuehl, 2001).

C. Autres anomalies chromosomiques

Les translocations ou hyperdiploidies précédemment décrites sont des événements
précoces déja présents dans les stades MGUS de la maladie. D’autres anomalies
chromosomiques sont souvent rencontrées telles que des délétions des chromosomes 13 et 17,

des mutations de Ras ou encore un gain de chromosome 1qg21.

1. DELETION DU CHROMOSOME 13

La perte d’une copie du chromosome 13 ou moins souvent, la perte de séquences en
13914 est une des premieres anomalies chromosomiques a avoir été trouvée en association
avec un mauvais pronostic. Cette délétion est observée dans environ 50% des MM et dans 90%
des MGUS ou MM qui ont une t(4 ;14) ou t(14 ;16) suggérant qu’il peut étre un événement

précoce de la pathogénicité du MM (Kuehl et Bergsagel, 2005).

2. DELETION DU CHROMOSOME 17 ET MUTATIONS DE P53

La délétion du chromosome 17 (souvent mono-allélique) est observée dans 10% des
MM et 40% des lignées de MM (LMM) (Chang et al., 2004). Elle est de trés mauvais pronostic
avec une médiane de survie d’un an et demi (Chng et al., 2007). Son importance dans le facteur
pronostique des patients est lié au fait qu’elle touche le géne codant pour p53 (17p13.1). De
plus, il est a noter que les mutations de p53 dans les MM au diagnostic sont rares (5%).
Cependant, la fréquence de mutation augmente avec I’évolution de la maladie (65% dans les
lignées de MM). Ces mutations, intervenant principalement dans le domaine de liaison a I’ADN,
induisent fréguemment une accumulation de la protéine qui se retrouve la plupart du temps

non fonctionnelle.
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P53 est la principale protéine suppressive de tumeur. Elle s’accumule dans les cellules
en réponse a un dommage a I’ADN, une activation d’oncogene et d’autres stress. Son
expression est régulée principalement par MDM2, une ubiquitine ligase. L'ubiquitinylation de
p53 par MDM2 conduit a sa dégradation par le protéasome. Il apparait, dans la littérature, que
I’expression de ces deux protéines est étroitement liée, bien que ce mécanisme reste encore a
étre précisé. Récemment, il a été montré que I'expression de MDM2 pouvait étre inhibée par
p53 via I'intermédiaire de miRNA (Pichiorri et al., 2010).

P53 agit comme un facteur de transcription qui se lie spécifiquement a certaines
séquences d’ADN et active la transcription de nombreux genes qu’ils soient impliqués dans
I'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose ou autre. P53 induit, par exemple, la transcription de Bax,
PUMA ou encore Noxa.

En plus de son activité nucléaire, p53 posséde également une activité cytosolique et
mitochondriale, indépendante de son réle transcriptionnel. Sous I’action de nombreux stress,
p53 est transloquée a la mitochondrie et induit la perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale. Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer comment p53 induit
cette perméabilisation. Il a alors été suggéré que p53 puisse agir comme un activateur direct de
Bax et Bak, mais également comme un sensibilisateur permettant I'inhibition de Bcl-2 et Bcl-xL
(Green et Kroemer, 2009). En effet, I'interaction de p53 avec Bcl-2, Bcl-xL et Bak a déja été
observée par co-immunoprécipitation (Mihara et al., 2003). Dans un systeme acellulaire, il a été
montré que p53 peut induire I'activation de Bax par un systeme de « hit and run » (Chipuk et
al., 2004). D’autres études ont montré que l'interaction avec Bcl-2 et Bcl-xL impliquait le
domaine de liaison a ’ADN de p53 ainsi qu’une région riche en proline (Xu et al., 2006). Enfin,
une derniere étude mettait en évidence une affinité plus forte de p53 avec Bcl-xL qu’avec Bak,
suggérant que p53 agisse en premier lieu comme un sensibilisateur puis comme un activateur

(Green et Kroemer, 2009).

3. MUTATIONS DE RAS

Les mutations de Ras ont lieu principalement entre le stade MGUS et le stade MM. En
effet, de telles mutations sont retrouvées dans 7% des MGUS, 25% des MM au diagnostic et
45% des patients en rechute. Cette caractéristique représente un facteur pronostique car ces
mutations sont associées a une agressivité accrue de la maladie ainsi qu’a un plus faible taux de

survie. Ces mutations, aussi bien de N-Ras (17% des patients) que de K-Ras (6%), sont souvent
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retrouvées dans les MM portant une t(11 ;14) alors quelles sont rarement associées avec les

MM présentant une t(4 ;14) ou une del(17) (Chng et al., 2008)

4. GAIN DU CHROMOSOME 1Q21

Ce gain de séquence en 1g21 est observé dans 30 a 40% des MM et touche plus
particulierement les groupes t(4 ;14) et t(14 ;16). Cette caractéristique apporte un avantage
hautement prolifératif aux cellules de MM (Chng et al.,, 2007). Il a été proposé que
I'augmentation de la prolifération conséquente au gain du chromosome 1g21 soit liée a
I’'augmentation de CKS1B. De plus, I'expression de CKS1B correéle fortement avec I'expression
d’un grand nombre de génes de la prolifération (Zhan et al., 2007). L’augmentation de CKS1B
pourrait étre a 'origine de cette prolifération, cependant, d’autres études doivent étre menées

pour confirmer cette hypothése.

5. Classification fonctionnelle

L’étude de Zhan et de ses collaborateurs a également mis en évidence trois groupes qui
sont caractérisés non pas par une atteinte chromosomique mais par une signature
fonctionnelle (Zhan et al., 2006). Ainsi le groupe des « low bone disease » est caractérisé par
une absence de lésions ostéolytiques sans signature génique permettant de différencier ce
groupe des autres. Le groupe des MM « proliférants » se distingue, quant a lui, par une
surexpression des génes du cycle cellulaire ou reliés a la prolifération cellulaire. Ce groupe a un
index de prolifération proche de celui d’'une lignée cellulaire et identifie, de ce fait, les patients
qui présentent un index de prolifération élevé, quelle que soit leur signature cytogénétique.
Enfin, un troisieme groupe a été identifié, celui des MM « myéloides » qui est caractérisé par
I’expression de génes des cellules progénitrices de la lignée myéloide. Cette signature a une

valeur pronostique favorable (Zhan et al., 2006).

6. Facteurs pronostiques

La survie des patients atteints de MM est tres hétérogene, elle dépend du patient (age,
sexe,..) mais aussi des caractéristiques de la tumeur. Les facteurs pronostiques mettent en

relation toutes ces caractéristiques afin de déterminer la survie des patients dans le but
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d’adapter les traitements. Aujourd’hui, les facteurs pronostiques les plus pertinents sont liés a
la masse tumorale et aux caractéristiques phénotypiques et génotypiques de la tumeur.

Le taux sérique de la 32 microglobuline a longtemps été le facteur pronostique le plus
important. En effet, il existe une corrélation directe entre ce taux et la masse tumorale (Bataille
et al., 1983). Les cellules de MM expriment a leur surface un fort taux de CD138 (syndecan-1).
Un fort taux de CD138 sérique (Lovell et al., 2005), la présence de plasmocytes circulants au
diagnostic (Billadeau et al., 1996) ou encore la détection d’'une maladie résiduelle apres
traitement sont de mauvais pronostic (Paiva et al.,, 2008). Certaines caractéristiques
phénotypiques sont également liées a la survie des patients. C'est le cas des CD19, CD20, CD27,
CD28, CD45, CD56, CD117 ou encore le CD221 (Bataille et al., 2006).

Le CD45 est un récepteur transmembranaire a activité phosphatase nécessaire a
I'activation et a la différenciation lymphocytaire. Ce récepteur est présent a la surface des
lymphocytes B proliférants et son expression diminue au cours de la différenciation
plasmocytaire normale (Hermiston et al., 2003). La fraction proliférante exprime le CD45 tandis
qgue la fraction majoritaire, peu proliférante, ne I'exprime pas. L'analyse de I'expression du
CDA45 permet de discriminer deux groupes de patients: les MM a CD457"P*® des MM 3 CD45
néeatf | es MM présentant un CD45™®" sont les moins différenciés et sont dépendants de I'IL-6.
Les MM & CD45 "€ sont, guant a eux, plus différenciés et peuvent utiliser une boucle IGF-1
pour leur survie ce qui les rend plus clonogéniques (Ishikawa et al., 2006). Ainsi, les MM a
CD45™"® ont un meilleur pronostic que ceux 3 CD45 "€ (pellat-Deceunynck et Bataille, 2004).

Les caractéristiques cytogénétiques des MM ont permis de déterminer des facteurs
pronostiques importants. Les hyperdiploides et les t(11 ;14) sont depuis longtemps considérés
comme étant les groupes de meilleurs pronostics basés sur la réponse aux traitements tandis
que les MAF, MMSET ainsi que les délétions du chromosome 13 ou 17 sont associés avec un
mauvais pronostic (Gertz et al., 2005) (Wuilleme et al., 2005). La découverte de nouvelles
molécules ainsi que la mise en place de nouveaux protocoles thérapeutiques ont permis
d’améliorer la survie des patients appartenant a certains groupes. De ce fait, Nair et ses
collaborateurs ont montré sur une cohorte de 303 patients sous traitements actuels, que le
classement des groupes de MM en fonction de la survie globale a évolué (Nair et al., 2010). Les
MAF ainsi que le groupe « proliférant » apparaissent désormais comme ayant les plus mauvais

pronostics ; suivis par les t(11 ;14) CD1, enfin, les autres groupes t(11 ;14) CD2, les MMSET, le
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groupe « myéloide » et les hyperdiploides ont un meilleur pronostic (Figure 35a). Le groupe des
CCND1 (Cycline D1) est maintenant divisé en deux avec des réponses cliniques tres différentes.
En effet, le sous-groupe CD20- (CD1) est caractérisé par un meilleur niveau de rémission
compléte cependant, la durée de ces rémissions est aussi courte que celle du groupe proliférant
(Figure 35b) A contrario, le groupe CCND1 CD20+ (CD2) a la plus longue durée de rémission

compléte de I'ensemble des groupes de MM (Figure 35c).

Incidence cumulée des

PR réemissions compléte

Survie globale

o Y T T 1]

M )
Annees i partir de I'indusion Anndes d partie de |'lowciusion

AAl

,m_nl.-,Lju!o.m b

TV

e e AL ) CD-1

CCNDICD20

CD-2

CCND1 CD20+

HY Hyperdiploides

LB

Faible lésion osseuse

MF MAF

Durée de la rémission compléte M5 MMSET/FGFR3

Myéloide

PR Proldferant

o + - - T -
o 2 “ °
Annees Apartic e la premiers remission comgietn

-

Figure 35 : Survie globale, incidence des rémissions compleétes et durée des rémissions
completes pour les huit sous-groupes de MM.

(D’apres Nair et al. 2010)

C. LE ROLE DE L’ENVIRONNEMENT MEDULLAIRE

L’environnement médullaire est constitué de trois compartiments. Le premier est
composé de cellules souches hématopoiétiques, de progéniteurs hématopoiétiques et
mésenchymateux ainsi que de cellules de I'immunité (lymphocytes, monocytes, macrophages

et cellules dendritiques). Le second est constitué de cellules non hématopoiétiques (cellules
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stromales, ostéoclastes, ostéoblastes et cellules épithéliales). Enfin, le troisieme comprend la
matrice extracellulaire, la fibronectine et le collagéne. Les interactions entre ces trois
compartiments sont essentielles a la pathogenése du MM car elles soutiennent la prolifération,
la survie, le recrutement, la migration et la résistance aux drogues des cellules de MM (Podar et

al., 2009).

De nombreuses cytokines et facteurs de croissance sont produits et sécrétés par les
cellules de MM et du microenvironnement. De plus, des récepteurs membranaires impliqués
dans I'adhésion a la matrice extracellulaire et dans les contacts entre cellules ont un roéle
essentiel dans la niche médullaire (Podar et al., 2009). Les boucles autocrines et paracrines ainsi
qgue les contacts entre cellules vont induire des cascades de signalisation dans les cellules
myélomateuses. Ainsi, de nombreux travaux ont mis en évidence l'importance des voies
Ras/MAPK, PI13K/Akt, Jak2/Stat3 et NF-xB dans la biologie du MM (Figure 36).

Ainsi, I'lL-6 qui est un des facteurs de croissance et de survie les plus importants dans le
MM, est produit par les cellules de I’environnement médullaire. Une autocrinie IL-6 est parfois
détectée et est associée a un phénotype malin sévére (Bataille et al., 1989). La synthese de ce
facteur de croissance est stimulée par des contacts directs entre les cellules de I'’environnement
et les cellules myélomateuses ainsi que par des facteurs solubles (TNFo, I'IL13 ou le VEGF). Les
cellules de MM expriment le récepteur a I'IL6 et I'augmentation de son expression est corrélée
avec l'évolution de la maladie (Barillé et al., 1999). Les principales voies de transduction
activées par ce facteur sont les voies JAK2/STAT3 et Ras/MAPK. Ces voies sont impliquées dans
la survie et la prolifération des cellules de MM, notamment au travers la transcription de géenes
tels que Bcl-xL, Mcl-1 ou encore la Cycline D1 (Catlett-Falcone et al., 1999) (Puthier et al.,
1999a).

L'IGF-1 est également un facteur de croissance majeur dans la biologie du MM. Produit
par le foie et par certaines cellules de I'’environnement médullaire, il favorise la prolifération, la
survie, I'adhésion, la migration et la résistance aux drogues des cellules de MM au travers de
I’activation des voies Ras/MAPK et PI3K/AKT (Descamps et al., 2006). D’autres facteurs de
croissance tels que I'lL21, le HGF, HB-EGF, le FGF ou le VEGF activent la voie PI3K/AKT.
Cependant, ces facteurs agiraient principalement au travers de l'induction d’une boucle

autocrine IGF-1 (Klein et al., 2003a).
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Enfin, il a été mis en évidence que les contacts entre cellules, I'adhérence a la matrice
extracellulaire ainsi que de nombreux facteurs solubles (notamment les membres de la
superfamille du TNF) activent la voie NFkB dans les cellules de MM, induisant I'activation de la
transcription de genes impliqués dans la prolifération et la survie des cellules de MM (Li et al.,

2008).
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Figure 36 : Principales voies de signalisation impliquées dans la biologie du MM.

D’aprés (Raab et al., 2009).

D. PATHOGENICITE DU MM

Les plasmocytes normaux ayant achevé leur différenciation ne proliferent plus dans la
moelle osseuse. Inversement, la pathogénicité du MM est inhérente a un avantage prolifératif,

bien que faible, et a un faible taux apoptotique (Witzig et al., 1999) (Rajkumar, 2009).

76



1. Dérégulation de la prolifération

Il'y a tres peu de cellules proliférantes dans le MM. En effet, cette fraction représente
1% de la tumeur au diagnostic et augmente avec les rechutes, pouvant aller jusqu’a 83%. Cela
montre que le taux de croissance de la tumeur est fonction de la taille de la fraction
proliférante ainsi que du taux d’apoptose alors que le temps de génération des cellules
proliférantes varie peu (Drewinko et al., 1981). Il existe une corrélation inverse entre I'index de
prolifération et la survie des patients, ce qui en fait un puissant facteur pronostique.

Cette perturbation du cycle cellulaire peut s’expliquer par la dérégulation des cyclines D
qui est observée dans 95% des cas (Bergsagel et al., 2005), par une perturbation des inhibiteurs
des CDK (« cyclin-dependant kinases ») (Sarasquete et al., 2006) mais également par les
translocations ou anomalies, plus tardives. Toutes ces anomalies entrainent la dérégulation des
génes impliqués dans la prolifération tels que c-myc ou Ras (Avet-Loiseau et al., 2001)

(Rasmussen et al., 2005).

2. Dérégulation de I"apoptose

La dérégulation de l'apoptose dans le MM se traduit principalement par une
surexpression de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Mcl-1 ou IAP) (Oancea et al., 2004)
(Uchiyama et al., 1993). De plus, lorsque I'on compare les plasmocytes normaux de patients et
les cellules primaires myélomateuses une diminution de Bax est observée, ce qui peut étre
corrélé au phénotype malin (Spets et al., 2002).

De nombreux travaux réalisés par notre équipe montrent le role essentiel de Mcl-1 dans
la survie des cellules de MM (Derenne et al., 2002) (Wuilléeme-Toumi et al., 2005) (Gomez-
Bougie et al., 2004). L’IL-6, qui est le facteur majeur de survie et de prolifération des cellules de
MM, régule positivement I'expression de Mcl-1 ce qui confére aux cellules une résistance a
I’'apoptose (Jourdan et al., 2003). Mcl-1 bloque le processus apoptotique et son inactivation ou
clivage est nécessaire pour rétablir I'apoptose induit par différents agents (Gomez-Bougie et al.,
2005) (Gomez-Bougie et al., 2007). Enfin, I'expression de Mcl-1 correle avec la progression de la
maladie ainsi qu’avec le pronostic des patients (Wuilleme-Toumi et al., 2005).

La protéine Bcl-2 est exprimée dans les lignées de MM, dans les cellules primaires ainsi
gue dans les plasmocytes normaux (Pettersson et al.,, 1992). Notre équipe a mis en évidence

que le niveau d’expression de Bcl-2 dans les plasmocytes est inversement corrélé a la
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prolifération des plasmocytes normaux ou malins (Puthier et al., 1999b). Son inhibition par un
oligonucléotide anti-sens (G3139) en combinaison avec du thalidomide et de la dexamethasone
a été testée en phase Il sur des patients en rechute et montre que 55% des patients ont de
bons résultats (Badros et al., 2005). D’autres études utilisent des inhibiteurs de Bcl-2 tels que le
HA-14 ou encore I’ABT-737 (Pei et al., 2004) (Chauhan et al., 2007). Ainsi, Bcl-2 exercerait une
fonction a la fois anti-apoptotique et inhibitrice de la prolifération cellulaire.

Les membres de la famille des IAPs jouent également un rble prépondérant dans
I'apoptose. En effet, une augmentation significative de |'expression des IAPs est observée chez
les patients de mauvais pronostic suite a un traitement anticancéreux (Nakagawa et al., 2006).
Une surexpression de ces membres correle avec une résistance aux traitements et la

diminution de leur expression sensibilise les cellules a 'apoptose (Meng et al., 2007).

E. LES THERAPIES DU MM

Le traitement des patients atteints d’'un MM ne débute qu’a partir du stade
symptomatique de la maladie. En effet, au moins un signe d’atteinte organique liée au désordre
plasmocytaire est requis. Ces atteintes symptomatiques sont réunies sous I'acronyme C.R.A.B :
hyperCalcémie (>2.75 mmol/L), insuffisance Rénale lié a la pathologie, Anémie (hémoglobine <

10g/dL) ou lésions osseuses (« Bone lesions »).

Pour les patients dgés au plus de 65 ans, le traitement actuel repose sur un traitement
d’induction suivi d’une intensification thérapeutique avec autogreffe de cellule souches
périphériques. En France, le traitement d’induction recommandé a ce jour est composé de
qguatre cycles de Velcade®(Bortezomib, inhibiteur du protéasome) et de Dexamethasone
(corticoide) (Harousseau et al., 2009). L'intensification thérapeutique consiste en une forte
dose de Melphalan (ZOOmg/mz) suivi de la réinjection de cellules souches autologues. Enfin,
plusieurs études randomisées ont récemment démontré [l'intérét d’'un traitement de
consolidation et d’entretien aprés I'intensification thérapeutique, notamment par lenalidomide
(Attal et al., 2010). L'allogreffe a conditionnement atténué reste indiquée pour les patients
jeunes présentant une cytogénétique a risque et ayant déja fait une rechute. L'existence d’un

effet immunologique du greffon contre les cellules myélomateuses a été démontré (Lokhorst et
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al.,, 2010). Cependant, la toxicité de la procédure reste importante et l'indication de cette
thérapeutique est étudiée au cas par cas.

Les patients de plus de 65 ans, ou qui ne sont pas éligibles au Melphalan a haute dose,
sont traités par chimiothérapie conventionnelle associant du Melphalan, de la Prednisone
(corticoide) et une nouvelle molécule telle que le Velcade®, le Revlimid® (Lénalidomide, anti-

angiogénique) ou le Thalidomide (anti-angiogénique) (Facon et al., 2007).

La médiane de survie du MM est inférieure a 3 ans et les chances d’atteindre 10 ans
avec la chimiothérapie conventionnelle sont faibles. En effet, les patients rechutent
inévitablement avec I'apparition de résistances. De nouvelles approches thérapeutiques sont
donc indispensables. Les plus récentes mises en place visent, désormais, non seulement les
cibles classiques de la chimiothérapie cytotoxique mais également les molécules d’adhésion
ainsi que les voies moléculaires qui interferent dans la prolifération et la survie des cellules de

MM (Terpos et al., 2005).
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Résultats
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Comme je I'ai décrit dans la partie précédente, le MM est une lymphopathie maligne
incurable. Malgré les avancées thérapeutiques, les patients développent des résistances aux
traitements qui sont souvent caractérisées par une augmentation de la résistance a I'apoptose
(Hanahan et Weinberg, 2000). C'est pourquoi, une meilleure connaissance des mécanismes
d’échappement a I'apoptose, dans le MM, est nécessaire pour la mise en place de nouveaux

traitements.

La découverte de ces nouveaux agents passe par une compréhension plus approfondie
de I'implication des protéines membres de la famille de Bcl-2 dans I'apoptose de ces cellules
cancéreuses. En effet, une dérégulation des membres de cette famille a souvent été rapportée

comme étant impliquée dans les phénomenes de résistance (Fulda, 2009).

C’est notamment le cas de la protéine Bik/Nbk (« Bcl-2-interacting killer/Natural born
killer »), protéine a domaine « BH3 seul » qui est impliquée dans de nombreux cancers. En
effet, le gene de Bik est délété dans les gliomes (Bredel et al.,, 2005), le cancer colorectal
(Castells et al., 1999) et le carcinome de ta téte et du cou (Reis et al., 2002). Ce géne n’est pas
transcrit dans le carcinome rénal (Sturm et al., 2006), le cancer du sein surexprimant le
récepteur aux cestrogenes (Hur et al., 2006) et dans une lignée de MM (Kas6/1) (Pompeia et al.,
2004). Le gene codant pour Bik est également souvent muté dans les lymphomes B (Arena et
al.,, 2003). Toutes ces études montrent que Bik est impliquée dans la résistance des cellules

cancéreuses a l'apoptose.

Jusgu’a ce jour, seuls quatre articles donnaient des informations concernant cette
protéine pro-apoptotique dans le MM. L’étude de Pompeia et de ses collaborateurs a permis de
mettre en évidence que le géne de Bik est mis sous silence par hypermethylation de I’ADN dans
une lignée de MM (Kas-6/1) (Pompeia et al., 2004). D’autres études ont montré, d’une part,
gue cette protéine est dégradée par le protéasome et que le Bortezomib (inhibiteur du

protéasome) induit une accumulation de Bik dans le MM (Fennell et al., 2008) (Zhu et al.,
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2005b) et, d’autre part, qu’'une augmentation de Bik est également décrite en réponse a la

doxorubicine dans la lignée U266 (Panaretakis et al., 2002).

Ainsi, beaucoup d’informations manquaient, a ce jour, pour comprendre I'importance
de lI'implication et de la régulation de Bik dans I'apoptose des cellules myélomateuses. C'est
pourquoi, la premiere partie de ma thése a consisté en I'étude de cette protéine, afin de mieux

caractériser son expression, sa régulation et son réle dans I'apoptose des cellules de MM.
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ARTICLE 1 : La protéine Bik est impliquée dans I'induction de I'apoptose et la

sensibilité au stress oxydatif dans le Myélome Multiple.

Le profil d’expression protéique des membres de la famille de Bcl-2 a été réalisée sur 24
lignées de MM (LMM) et 14 prélévements de patients purifiés CD138", par western blot. Cette
analyse nous a permis, d’une part, de mettre en avant I’hétérogénéité d’expression de Bik dans
le MM et d’autre part, de mettre en évidence une corrélation de I'expression de Bik avec celle
de Bcl-2. De plus, nous avons démontré, par immuno-précipitation, que Bik forme de nombreux
complexes endogénes avec Bcl-2 dans les LMM, suggérant que ces deux protéines régulent
mutuellement leur expression protéique. En effet, une modification de I'expression de Bcl-2 a
un effet direct sur celle de Bik, montrant que la protéine Bik semble étre stabilisée par le
complexe qu’elle forme avec Bcl-2. Il est a noté qu’aucun complexes Mcl-1/Bik n’a été observé

sur les LMM testées.

Nous avons ensuite étudié I'implication des facteurs de transcription TEF et p53 dans la
transcription du gene de Bik. Nos résultats mettent en évidence que TEF semble étre un facteur
de transcription indispensable a la transcription du gene de Bik dans le MM. En effet, lorsque
I'expression de ce facteur de transcription est diminuée par siRNA, nous observons une
diminution de ’/ARNm de Bik. A l'inverse, il n’y a pas de corrélation entre le statut de p53 et
'ARNm de Bik dans nos LMM, suggérant que p53 ne soit pas un facteur de transcription

essentiel a la transcription du géne de Bik dans le MM.

Enfin, nous avons poursuivi par I'étude du rble de Bik dans la mort cellulaire. La
surexpression de cette protéine induit I'apoptose par la voie mitochondriale. En effet, la
transfection d’un plasmide codant pour cette protéine induit la rupture des complexes Bcl-
2/Bim et Bcl-xL/Bim endogénes et |’activation des caspases 3 et 9 et, par conséquent, la mort
cellulaire. De plus, la diminution de I'expression de Bax et/ou de Bak par siRNA diminue la mort
induite par la surexpression de Bik, soulignant I'importance de ces protéines dans I'apoptose
induite par Bik. Enfin, nous avons mis en évidence que la protéine Bik est impliquée dans la

sensibilité des cellules au stress oxydatif. En effet, la surexpression de Bik induit une
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sensibilisation des cellules a I'H,0,, tandis que la diminution de I'expression de Bik induit une

résistance des cellules a ce stress.

Cette étude a permis de mettre a jour, d’une part, la complexité de la régulation de
I’expression de Bik dans les cellules myélomateuses et, d’autre part, I'importante de cette
protéine dans l'apoptose des cellules de MM. Ainsi, au travers de cette étude, nous
soulignons l'intérét de cibler Bik ou les complexes que cette protéine forme avec Bcl-2 dans

I’établissement de nouveaux protocoles thérapeutiques.
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BH3-only protein Bik is involved in both apoptosis induction and
sensitivity to oxidative stress in multiple myeloma

L Bodet', E Ménoret', G Descamps', C PeIIat-Deceunynck', R Bataille', S Le Gouill'’Z, P Moreau?, M Amiot'
and P Gomez-Bougie™'?
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8 quai Moncousu, Nantes BP70721 F-44007, France; ?CHU de Nantes, Service d'Hématologie Clinique, Nantes F-44000, France

BACKGROUND: Although gene expression profile of multiple myeloma (MM) patients shows a wide range of Bik/Nbk expression, varying
from absent to high, its regulation and function in myeloma cells is poorly understood. Thus, we addressed these questions in MM.
METHODS: Human myeloma cell lines (HMCLs) and primary purified myeloma cells were studied for Bcl-2 family protein expression by
westem blot and further correlation analysis was performed. Correlative study between Bik and thyrotroph embryonic factor (TEF)
transcription factor expression was analysed by PCR. Stress oxidative response was analysed by flow cytometry.

RESULTS: A strong expression of Bik protein was found only in one out of three of HMCL and correlated to Bcl-2 expression (P = 0.0006).
We demonstrated that Bik could be regulated at the protein level by Bcl-2 and at the transcriptional level by TEF. Bk overexpression
sensitises myeloma cells to oxidative stress whereas Bik silencing increases resistance to H,O, oxidative stress. Furthermore, Bik ectopic
expression disrupts Bim/Bcl-2 and Bim/Bcl-xL endogenous complexes triggering Bim release that could induce Bax and Bak activation.
CONCLUSIONS: Ours results suggest that Bik has a role in both, apoptosis induction and sensitivity to oxidative stress in myeloma cells. Small
BH3 mimetic molecules should be considered for further apoptosis-based therapy in myeloma cells expressing endogenous Bik/Bcl-2

complexes.
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Multiple myeloma (MM) is a plasma cell malignancy presently
incurable. It has a high degree of heterogeneity at presentation and
a great variability with regard to the clinical outcome of patients in
response to chemotherapy. Analyses of the global expression
profile of patients have lead to the molecular classification of MM
patients in different disease subtypes (Zhan et al, 2006). Recently,
new therapy, such as proteasome inhibitors or immunomodula-
tory drugs have been introduced into MM treatment showing
efficiency even in patients resistant to conventional chemotherapy
(Ocio et al, 2008). However, despite these advances in MM
treatment, all patients develop resistance to treatment that is often
characterized by a reduced apoptosis rate. Thus, a better under-
standing of how a cell evades apoptosis is needed. Members of the
Bcl-2 family are critical regulators of apoptosis and their ratio
between pro-survival and pro-apoptotic members mainly deter-
mines the fate of a cell following an apoptotic stimulus. Pro-
apoptotic BH3-only proteins are the most apical mediators of cell
death and their pro-apoptotic activity is tightly regulated by
diverse transcriptional and post-transcriptional mechanisms
(Puthalakath and Strasser, 2002). BH3-only proteins can be
subdivided in two groups, the sensitisers including Bmf, Bik/
Nbk, Bad, Noxa and the activators Bim, Bid and Puma (Letai et al,
2002). Whereas activator BH3-only proteins can directly activate
Bax or Bak, the role of sensitisers is to bind and occupy the
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antiapoptotic Bcl-2 proteins. As the gene expression profile of MM
patients has demonstrated a wide range of Bik/Nbk expression,
from absent to very high (Zhan et al, 2003), we addressed the
regulation and the role of Bik in MM. Bik has been identified as a
binding partner and antagonist of pro-survival Bcl-x; and Bcl-2
and of two viral survival proteins, EBV-BHFR1 and adenovirus
E1B-19kDa (Boyd et al, 1995). Its BH3 domain is responsible of
the cell death-promoting activity and of physical interactions with
antiapoptotic molecules (Gillissen et al, 2003). Depending of the
cellular context, Bik can be either strongly apoptotic when
transfected in various cell lines (Han et al, 1996) or can sensitise
tumour cells to apoptosis mediated by chemotherapeutic agents or
by Fas (Daniel et al, 1999). Tight control of Bik gene expression at
multiple steps is probably essential, given the fact that Bik
harbours an already exposed BH3 domain (McDonnell et al, 1999).
It has been proposed that induction of Bik by genotoxic stress is
regulated at transcriptional level in a p53-dependent manner
(Mathai et al, 2002). DNA methylation was also implicated in Bik
transcriptional regulation (Sturm et al, 2006). More recently, it was
shown that PAR bZIP proteins, a family of transcription factors,
were able to regulate some BH3-only proteins (Ritchie et al, 2009).
More specifically, one of these transcription factors, thyrotroph
embryonic factor (TEF) directly controls Bik transcription. Indeed,
chromatin immunoprecipitation assays indicate that TEF protein
directly activates Bik promoter (Ritchie et al, 2009). In addition,
the implication of Bik in the development of human breast and
colorectal cancer was suggested because of the identification of a
region deletion on chromosome 22q13, where Bik gene is located
(Castells et al, 2000). Finally, post-transcriptional modifications
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were also implicated in Bik regulation. Thus, Bik activity can be
regulated by phosphorylation which increases Bik pro-apoptotic
capacity, probably by enhancing its binding affinity with
antiapoptotic proteins Bcl-x;, and Bcl-2 (Li et al, 2003).

In this study, we first confirmed that Bik expression in human
myeloma cells is very heterogeneous, varying from absent to very
high and we next addressed the question of Bik regulation of
expression and function in MM.

MATERIALS AND METHODS

Cells and culture conditions

KMS-11, KMM-1, KMS-12BM and KMS-12PE were kindly
provided by Dr T Otsuki (Okayama, Japan), JJN-3 by Dr Van Riet
(Belgium), JIM3 by Dr MacLennan (Birmingham, UK), Karpas 620
by Dr Karpas (Cambrigde, UK) and MM.IS by Dr Rosen
(Chicago, IL, USA). LP-1, L363, NCI-H929 and OPM-2 human
myeloma cell line (HMCL) were purchased from DSMZ (Braunsch-
weig, Germany) and U266 from the ATCC (Rockville, MA, USA).
The XG-1, XG-2, XG-5, XG-6, XG-7, NAN-1, NAN-3, NAN-6,
SBN and BCN HMCL have been previously established in our
laboratory from peripheral blood samples or pleural effusion
of patients with MM and are cultured in the presence of 3ngml ™!
of r-IL-6 (Novartis, Basel, Switzerland) (Bataille et al, 2006). Cell
lines were maintained in RPMI-1640 medium supplemented with
5% fetal calf serum, 2mMm glutamine, antibiotics and 5 x 10™°m
2-BME. Gradient density centrifugation using ficoll hypaque and
purification by CD138-immunomagnetic beads were used to
obtain purified malignant plasma cells from MM bone marrow
specimens after written informed consent given at the University
Hospital of Nantes. The purity of plasma cell population was
always superior to 90% as assessed by morphology.

Transient transfections and RNA interference assays

Transfection of KMM-1 was performed using Lipofectamin 2000
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA). NCI-H929 and U266
HMCL were transfected using Amaxa Nucleofector (T solution,
X01 programme and R solution, TOl programme, respectively).
pcDNA3 Bik-HA and pRcCMV Bcl-2 were kindly provided by
Dr G Chinnadurai, USA and by Dr F Vallette, France, respectively.
Cells were transfected with 100 pmol siRNA using Lipofectamine
2000. All siRNA oligos used, namely, Bik (L-004388-00-0005), Bcl-2
(L-003307-00-0005), TEF (L-008769-00-0005), Bax (L-003308-01-
0005) and Bak (L-009905-00-0005) were ON-TARGET plus siRNA
pools of four oligos targeting four different mRNA regions at once
and purchased from Dharmacon (Chicago, IL, USA).

Antibodies (mAbs) and reagents

Anti-Bcl-2 (clone 124) mouse mAb was obtained from Dako
(Roissy, CDG, France). Antibodies against caspase-3 (clone E-8)
mouse mAb, Bik (N-19) goat polyclonal, caspase-9 (clone F-7)
mouse mAb and Mcl-1 (S19) rabbit polyclonal were obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Tebu-Bio, Le Perray en Yvelines,
France). Antibodies against PUMA rabbit polyclonal was from
Calbiochem (Merck, Darmstadt, Germany). Anti-Actin (clone C4)
and anti-Bim rabbit polyclonal antibodies were obtained from
Chemicon (Temecula, CA USA). Anti-Noxa (clone 114C307.1)
from Alexis (Coger, Paris, France).

Apoptotic cell death

Cell death was assessed by Apo 2.7 (Beckman Coulter, Marseille,
France) staining. Flow cytometry analysis was performed on a
FACSCalibur using the Cell Quest software (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA).

© 2010 Cancer Research UK
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Immunoblotting

Cells (5 x 10°) were resuspended in 150 ul lysis buffer (10 mm Tris,
pH 7.6, 150mmMm NaCl, 5mM EDTA and 1% Triton-X 100)
containing 2 mm PMSF and 2 ugml ™" aprotinin. After 40 min on
ice, lysates were cleared by centrifugation at 12 000 g for 30 min at
4°C. Equal amounts of total protein were separated by SDS-
PAGE, electrotransferred onto PVDF membranes and analysed
following standard procedures. The signal was detected by ECL
detection (Pierce, Rockford, IL, USA).

Immunoprecipitation

Cells (25 x 10°) were lysed in 1% digitonin containing lysis
buffer. Whole-cell lysates were obtained, pre-cleared with protein
A-sepharose and then incubated overnight with 5 ug of the specific
antibody. Immunocomplexes were captured with either protein
A-sepharose or protein G-agarose. Beads were pelleted, washed
three times and boiled in SDS sample buffer. The presence of
immune complexes was determined by western blotting analysis.

RT-PCR and sequencing

Total RNA was prepared using Nucleospin RNA II (Macherey-
Nagel Corporation, Diiren, Germany). For complementary DNA
synthesis, 2 ug of the total RNA was reverse transcribed using
the Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitro-
gen Corp.,) and oligo-(dT)12-18 (Invitrogen). Amplification of
TEF, Bik and Actin was performed using the following primers:
TEF forward (5-TGGTCCTGAAGAAGCTGATGG-3') and reverse
(5'-TCCAGGTCCATGTACTCCAG-3'), Bik forward (5-GACCATG
GAGGTTCTTGGCA-3') and reverse (5'- AGGCTCACGTCCATCTC
GTC-3') and Actin forward (5'-ATCTGGCACCACACCTTCTAC
AATGAGCTGCG-3') and reverse (5-CGTCATACTCCTGCTTGCT
GATCCACATCTGC-3'). P53 mutations were identified by direct
sequencing of RT-PCR products. For p53, two overlapping
amplifications, a 750 pb (codons 1-250) and a 819 pb (codons
187-370) products, were performed using the following primer
pairs: ATGGAGGAGCCGCAGTCA and GGCCTCCGGTTCATGC
CG (1-250), GGCCCCTCCTCAGCATCTT and TCCCCATCCTCCT
CCCCA (187 -370).

Detection of ROS generation For ROS generation analysis, cells
were exposed to 200 um H,0, during 2h and then incubated with
5 um dihydroethidine (DHE) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
at 37 °C for 15 min. After incubation, cells were washed twice with
ice-cold phosphate-buffered saline. Oxidation of DHE to oxyethi-
dium was then determined by flow cytometry.

RESULTS

Bik expression appears to be correlated to Bcl-2 expression
and lack of Bik expression is not related to lack of other
BH3-only protein

We used a fairly large number of HMCL (n=24) to analyse Bik
expression. We found that only 9 HMCL (37.5%) displayed a
moderate to strong expression of Bik protein. In contrast, weak
expression or complete absence of Bik protein was observed in the
other HMCL (Figure 1A). We also analysed Bik expression in
CD138 + primary myeloma cells. Among 14 purified samples, Bik
protein levels were moderate to high in eight, and low to absent in
six primary myeloma samples. We, and others, have demonstrated
that pairs like Mcl-1/Bim and Bcl-2/Bim may mutually regulate
their expression (Jorgensen et al, 2007; Toumi-Wuilleme et al,
2007). In view of these findings, we were interested to establish
whether the absence or weak Bik expression detected in 62.5% of
HMCL was related to the expression of Bcl-2 or Bcl-x;. Western
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Figure | Bik expression is correlated with Bcl-2 expression. (A) Expression of BH3-only pro-apoptotic (Bik, Bim, Puma and Noxa) and antiapoptotic

(Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x\) proteins on HMCL. Equivalent amounts of cell lysates (70 ug of protein) were subjected to immunodetection with the indicated
antibodies. Protein loading was controlled by probing with an anti-actin antibody. (B) Expression of Bik and Bcl-2 proteins on purified primary myeloma cells.
(€) Bik and Bcl-2 from HMCL were quantified using Image-J software, both proteins were normalised by actin.

blotting and further quantification analysis showed that Bik
expression was directly correlated to Bcl-2 protein expression
in both HMCL (Spearman’s p=0.639 P=0.0006) (Figure 1C)
and primary myeloma cells (Spearman’s p=0.815 P =0.0005).
However, no significant correlation was found between Bik and
Bcl-xL expression (Spearman’s p =0.079 P=0.711). Apart from
Bik, we analysed the expression of other BH3-only proteins, as loss
of Bik was previously shown to coincide with lack of Bim, Noxa
and Bad in renal cell carcinoma (Sturm et al, 2006). Most HMCL
expressed readily detectable levels of all three Bim isoforms EL,
L and S (76%). Bad was constitutive and homogeneously expres-
sed by all HMCL analysed (not shown). Despite of low or nega-
tive Noxa expression detected in around half of HMCL, no direct
correlation with Bik expression was observed (Figure 1A). Altogether,
these results suggest that in myeloma cells, Bik expression is directly
correlated to Bcl-2 levels whereas there is no relationship between Bik
expression and the expression of any other BH3-only protein studied.

Bcl-2/Bik complexes are involved in Bik protein stability

As BH3-only molecules are kept in check by the antiapoptotic
Bcl-2 proteins, we assessed the presence of constitutive Bik
complexes in XG-2 and KMS-12PE cells. Figure 2A shows that
myeloma cells displayed constitutive complexes of Bik essentially
with Bcl-2 rather than with Mcl-1. Taking into account the above
results, either the direct correlation between Bik/Bcl-2 expression
or the detection of endogenous Bik/Bcl-2 complexes, we assessed
the possible regulation effect of Bcl-2 expression on Bik levels.
Thus, overexpression of Bcl-2 in myeloma cells induced an accu-
mulation of Bik (Figure 2B). On the contrary, Bik overexpression
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did not induce Bcl-2 accumulation (not shown). To confirm the
stabilisation of Bik by Bcl-2 in MM, we showed that down-
regulation of Bcl-2 by siRNA in U266 cells induced a decrease of
Bik expression (Figure 2C).

mRNA Bik expression correlates with the expression
of TEF mRNA independent of p53 status

Several transcription factors have been involved in the transcrip-
tion of Bik. More particularly, the tumour suppressor p53 was
implicated in the induction of Bik (Mathai et al, 2002). Therefore,
we compared the status of p53 of HMCL (Supplemental data)
with Bik expression showing no direct correlation between basal
expression of Bik protein and the status of p53 (Figure 3A). More
recently, it was demonstrated that TEF transcription factor directly
binds the promoter of Bik and controls its transcription. Thus, we
investigated the expression of TEF and Bik in our HMCL collection
by RT-PCR. Of interest, as shown in Figure 3A, the analysis of this
large collection of cell lines showed that Bik is expressed only in
the presence of TEF mRNA, except for XG2 cell line, indicating
that Bik gene could be transcriptionally activated by TEF in
myeloma cells. To validate this hypothesis, the effect of TEF
silencing on Bik expression was assessed (Figure 3B). In myeloma
cells, the downregulation of TEF mRNA triggers an important Bik
decrease, confirming the role of TEF in Bik transcription.

Bik is implicated in oxidative stress response

As it was demonstrated that TEF participates in oxidative stress
responses via Bik expression (Ritchie et al, 2009), we assessed the
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role of Bik in ROS generation. We transfected KMM-1 myeloma
cells with 0.5 ug Bik complementary DNA leading to moderate Bik
ectopic expression that sensitises KMM-1 cells to oxidative stress,
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Figure 2 Bcl-2 expression stabilises Bik protein. (A) Bik and Bcl-2 form
endogenous complexes in XG-2 and KMS-12PE HMCL. Lysates were
subjected to immunoprecipitations with anti-Bcl-2 or anti-Mcl-| antibodies
and immunoblotting for the indicated proteins. (B) Ectopic expression of
Bcl-2 stabilises Bik protein. Cells were transfected with pRcCMV-Bcl-2 or
an empty vector. At 48 h after transfection, cells were harversted. Extracts
were then immunoblotted for the indicated proteins. (€) Bcl-2 silencing
downregulates Bik expression. U266 cells were transfected with control or
Bcl-2 siRNA, protein expression was determined 24 h after transfection.
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as shown by the increase of oxyethidium formation (Figure 4A). In
agreement with this result, the silencing of Bik rendered U266
cells resistant to oxidative stress, as indicated by the decrease of
highly DHE-positive cells from 53 to 28% (Figure 4B). Altogether,
these results show the implication of Bik in H,0, oxidative stress
responses in myeloma cells.

Transient ectopic expression of Bik induced cell death

To address the effect of ectopic expression of Bik, myeloma cells
were transiently transfected either with Bik or with an empty
vector. Ectopic Bik expression induced cell death detected by
Apo 2.7 staining and activation of both caspase-9 and caspase-3
(Figure 5A and B). To explore whether Bax or Bak was involved in
the pro-apoptotic function of Bik, silencing of Bak and Bax were
performed and resulted in a complete decrease of Bax and Bak
expression (Figure 5C). Knockdown of either Bak or Bax correlated
with a strong decrease of Bik induced apoptosis, 72 and 75%
respectively. These results indicate that overexpression of Bik
promotes cell apoptosis through a Bak /Bax-dependent mitochon-
drial pathway. To unravel the mechanism of Bik-induced cell
death, we analysed its binding partners under overexpression in
KMMI cells by co-immunoprecipitation experiments. Although
ectopic Bik expression led to the formation of both Bcl-x;/Bik and
Bcl-2/Bik complexes, we observed a dissociation of Bcl-2/Bim and
Bcl-x;/Bim complexes as shown in Figure 5D. Thus, these findings
suggested that Bim is released from Bcl-xL and Bcl-2 and became
available to exert its pro-apoptotic function.

DISCUSSION

The importance of BH3-only pro-apoptotic proteins in cancer
therapy has become increasingly evident, and a wide variety of
transcriptional and post-translational mechanisms that regulate
their expression and activity has been reported (Puthalakath and
Strasser, 2002). In this report, we found that Bik levels are very
heterogeneous from absent to very high in both, cell lines and
primary myeloma cells. We first looked for a relationship between
Bik and other Bcl-2 family members. We provide evidence that
there is no relationship between the absence of Bik and the
presence of either Bim or Bad, as these two molecules are always

* Wild type p53

U266

NCI-H929

Figure 3  TEF transcription factor expression is correlated to Bik levels. (A)The mRNA levels of TEF and Bik of 24 HMCL were analysed by RT—PCR.
Actin mRNA was used as an amplification control. Wild-type p53 HMCL are marked by *. (B) U266 and NCI-H929 cell lines were transfected with
non-target control or TEF-specific SIRNA. The mRNA levels were analysed by RT—PCR 72 h after transfection.
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Figure 4 Bik contributes to the oxidative stress response. (A) Transient expression of Bik sensitises KMM-1 to oxidative stress. Cell line KMM-1 was
transiently transfected with Bik complementary DNA or an empty vector (control), after 48 h, expression levels of Bik protein were determined by western
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expressed in MM cells with the exception of Bim in one cell line.
Furthermore, while Noxa is absent in about 50% of HMCL, there is
no direct correlation between the lack of expression of Noxa and
Bik. The relationship of BH3-only proteins expression in myeloma
cells appears very different to the observation reported in renal cell
carcinoma, where loss of Bik coincides with lack of Bim, Noxa and
Bad (Sturm et al, 2006). Interestingly, we found that Bik expression
is directly correlated to Bcl-2 protein expression in both HMCL
(P=10.0006) and primary myeloma cells (P =0.0005). In contrast,
there is no significant correlation between Bik and Bcl-x;. We also
demonstrated that viable MM Bik-positive cells exhibit endogen-
ous abundant Bik/Bcl-2 complexes whereas no Mcl-1-Bik inter-
action was detected. We noticed that some cell lines expressing
very high levels of Bik and Bcl-2 harbour t(11;14) as U266,
KMS-12PE and Karpas 620. Interestingly, MM patients harbouring
this translocation do not belong to the worst prognosis group
(Avet-Loiseau et al, 2002). We, and others, have demonstrated that
some Bcl-2 family protein pairs may mutually regulate their
expression. Pairs like Mcl-1/Bim and Bcl-2/Bim support this
proposal (Jorgensen et al, 2007; Toumi-Wuilleme et al, 2007). In
view of these findings, we overexpressed Bcl-2, which induced an
important accumulation of Bik. Moreover, silencing of Bcl-2
triggers Bik downregulation, suggesting a direct effect of Bcl-2 on
Bik protein expression. According to this, Mathai et al demon-
strated in oral epithelial carcinoma cells that Bik expression was
directly influenced by the expression of Bcl-2 in an inducible
system. They suggested, using this model, that failure to observe
Bik induction in the absence of Bcl-2 may result from Bik
degradation (Mathai et al, 2002). Altogether, these results
suggested that a very high expression of Bik could be only the
reflection of an adaptation of the tumour to high Bcl-2 levels.
Besides the stabilisation of Bik by Bcl-2 at the protein level, it was
previously proposed that p53 indirectly influence Bik expression
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(Mathai et al, 2002). We demonstrated that there is no direct
correlation between basal expression of Bik and the status of p53,
however we cannot rule out that Bik expression may be induced
once a genotoxic signal activates p53 in wild-type cell lines. More
recently, Ritchie et al demonstrated a transcriptional regulation of
Bik by TEF, a PARDZIP transcription factor, showing by both
promoter-reporter and chromatin immmunoprecipitation assays
that TEF protein activates directly Bik promoter (Ritchie et al,
2009). In agreement with this finding, we showed that Bik is
expressed only in the presence of TEF mRNA. Consistently, we
demonstrated that TEF silencing triggers a strong decrease of
Bik mRNA, confirming that Bik is transcriptionally activated by
TEF in myeloma cells. Finally, chromatin immmunoprecipitation
assays in MM cells confirmed that TEF protein activates directly
Bik promoter (result not shown). Despite TEF expression, some
cell lines do not express Bik, probably due to a potential deletion of
Bik at 22ql13.2, as frequently described in other cancers (Sturm
et al, 2006). This hypothesis can be further sustained by the freq-
uent chromosomal abnormalities observed in MM (Magrangeas
et al, 2005). In addition, it was demonstrated that the PAR
bZIP pathway mediates oxidative stress-induced apoptosis via
Bik regulation. We consequently addressed the role of Bik in H,0,
oxidative stress response. Indeed, transient Bik expression
sensitises myeloma cells to oxidative stress whereas Bik silencing
increases resistance to this agent. Another study also demonstrates
the implication of Bik in oxidative stress induced by Bz-423 in B
cells, however other BH3-only proteins as Bad, Bim and Puma are
also implicated in this response (Blatt et al, 2009). In addition, we
found that ectopic expression of Bik in myeloma cells induces
apoptosis. This result is in agreement with previous data, showing
that ectopic expression of Bik results in apoptosis of a large
number of tumour cells as colon, prostate or melanoma (Gillissen
et al, 2003; Oppermann et al, 2005). Although ectopic expression of

© 2010 Cancer Research UK
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Figure 5 Bik overexpression induces cell death in myeloma cells. (A) KMM-1| cells were transfected either with empty vector (thin line) or Bik (thick line)
complementary DNA, after 48 h cell death was measured by Apo2.7 staining. Results are representative of three independent experiments. (B) Cell lysates
were analysed by western blotting analysis to assess caspase-9 and caspase-3 activation. (C) Cells were co-transfected with Bik cDNA in the presence of
control, Bax, Bak or Bax and Bak siRNA. At 48h after transfection, cells were analysed for Apo2.7 staining. Expression levels of Bax and Bak were
determined by western blot. (D) KMM-1 cells were transfected either with empty vector or Bik cDNA, 24 h after transfection cells were harvested and cell
lysates were obtained. Bik, Bcl-2 and Bcl-xL immunoprecipitates were analysed by western blot.

Bik seems very effective to induce cell death, its dependence on
caspase activation is controversial (Gillissen et al, 2003, 2007;
Oppermann et al, 2005). We found that Bik-induced cell death in

BH3 mimetic molecules should be taken into consideration for
further apoptosis-based therapy in myeloma cells that constitu-
tively express endogenous Bik/Bcl-2 complexes.

myeloma cells is associated with caspase-9 and caspase-3 activation
suggesting that Bik promotes cell apoptosis through a mitochondrial -

associated caspase pathway in myeloma cells. Moreover, knockdown
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Bcl-xL endogenous complexes. These findings suggest that Bik ectopic
expression leads to Bim release that becomes available to exert its pro-

apoptotic function through Bax and Bak activation.
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Finally, myeloma cells expressing high endogenous Bik/Bcl-2

complexes could exhibit a ‘deadly phenotype’, as previously
described for Bim/Bcl-2 pairs (Deng et al, 2007). Therefore, small
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Nous avons réalisé certains travaux complémentaires sur la compréhension des
mécanismes de régulation génique et protéique de Bik dans le MM. J’ai réuni ici les principaux
résultats issus de ces travaux car, méme si ces derniers sont souvent incomplets, ils apportent

néanmoins de précieuses informations.

Régulation transcriptionelle du gene de Bik

Un stress génotoxique induit I’augmentation de I’expression de Bik

Dans le premier article, nous avons montré qu’il n’y a pas de corrélation entre le statut
de p53 et le niveau d’expression de Bik. Cependant, il a été décrit dans d’autres modeéles
cellulaires qu’un stress dépendant de p53 peut induire une augmentation de I'expression de
Bik. Afin de vérifier cela dans le MM, nous avons traité une LMM (XG-6: p53WT) avec du
melphalan. Le melphalan est un agent alkylant bifonctionnel utilisé dans le traitement du MM.
Cet agent empéche la séparation et la réplication de I’ADN induisant, de ce fait, la mort par
accumulation de p53. Le résultat obtenu met en avant une augmentation de I'expression de
Bik, 15 heures aprées traitement, démontrant que I'expression de cette protéine peut étre

induite lors d’un stress apoptotique dépendant de p53 dans le MM (Figure R1).

XG-6

Melphalan - +

Bik [ .

Actine s s

Figure R1 : Profil d’expression de Bik avant et aprés traitement au Melphalan (5uM) sur XG-6

L’hyperméthylation de I’ADN est impliquée dans la mise sous silence du

géne de Bik
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Nous nous somme également interrogé sur I'importance de la méthylation de I’ADN
dans le MM, notamment concernant le géne de Bik. En effet, la méthylation est un processus
physiologique qui permet la mise sous silence de certains genes. Il existe deux types de
méthylation de I'ADN: la méthylation de maintenance et la méthylation de novo. La
méthylation de maintenance permet la conservation du profil de méthylation entre la cellule
mere et la cellule fille. La méthylation de novo permet, quant a elle, de mettre sous silence des
génes qui ne l'étaient pas dans la génération cellulaire précédente. Ainsi, les genes de
I’'embryogénése subissent ce dernier type de méthylation afin de ne plus étre exprimés une fois
le stade embryonnaire passé. Ces deux types de méthylation ont un réle physiologique bien
déterminé.

Ces deux mécanismes de régulation de la méthylation de I’ADN sont souvent perturbés
dans les cellules cancéreuses. En effet, une hypométhylation globale de ’ADN est fréquemment
retrouvée dans ces cellules, favorisant ainsi I'instabilité chromosomique (Lapeyre et Becker,
1979). Il a également été mis en évidence des phénoménes d’hyperméthylation locale
responsables de la répression de genes impliqués notamment dans le contréle du cycle
cellulaire et de I'apoptose (Teodoridis et al., 2004). Ainsi, I’hyperméthylation de nombreux
genes est retrouvée dans différents cancers; c’est notamment le cas de la caspase 8
(neuroblastome de I'enfant), d’APAF-1 (mélanome) et de TMS1 (cancer du sein). De plus,
I’hyperméthylation de ces genes est corrélée a une augmentation de la résistance aux agents
anticancéreux.

Afin de déterminer si le gene de Bik pouvait étre « mis sous silence » par
hyperméthylation de ’ADN, nous avons traité des LMM exprimant peu ou pas de Bik avec du 5-
aza-2’-déoxycytidine (5’Aza). Cet agent bloque la méthylation de maintenance et, par
conséquent, induit alors la déméthylation de 'ADN (JUttermann et al., 1994). Nos résultats
indiguent qu’une augmentation de I'expression protéique de Bik est constatée dans six des sept
LMM testées (Figure R2A). De plus, I'analyse par QPCR réalisée sur quatre de ces LMM montre
que 'ARNm de Bik a subi une augmentation de 2,5 a 4 fois apres traitement vis-a-vis de la

condition non-traitée (Figure R2B).
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Figure R2 : Analyse de I'’expression de Bik sous traitement au 5’Aza
Ces résultats soulignent, alors, le fait que pour six des sept LMM testées, I'absence de

I’expression de Bik est liée a un phénomene d’hyperméthylation de I’ADN, que ce soit de son

gene ou d’un de ses facteurs de transcription.

Régulation protéique de Bik

L’augmentation de I’expression de Bik n’induit pas celle de Mcl-1

Un article de Gillissen et de ses collaborateurs a montré que l'augmentation de
I’expression de Bik induisait une augmentation de I'expression de Mcl-1 dans une lignée de
cancer de la prostate (DU-145) au travers d’'un mécanisme encore inconnu a ce jour. Nous
avons donc regardé si ce phénomeéne se reproduisait dans notre modele cellulaire. Pour cela,
nous avons transfecté un plasmide codant pour Bik dans la lignée HEK-293 et dans deux LMM.
Nous avons ensuite regardé le niveau d’expression protéique de Mcl-1 par western blot (Figure

R3)
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Figure R3 : Profil d’expression protéique de Bik et Mcl-1 apreés transfection de Bik.

Ce western blot montre que la transfection de Bik n’induit d’augmentation du niveau
protéique de Mcl-1 ni dans les LMM ni dans la lignée HEK-293, mettant alors en évidence que le
phénomeéne décrit par Gillissen et ses collaborateurs n’est pas observé dans notre modele

cellulaire.

Stabilisation de Bik par les membres anti-apoptotiques

Nous avons montré que |‘augmentation de I'expression de Bcl-2 induit une
accumulation de I'expression de Bik et que la diminution de I'expression de Bcl-2 diminue
I'expression de Bik suggérant que les complexes Bcl-2/Bik stabilisent cette derniére la
protégeant ainsi de la dégradation. Afin de confirmer cela, nous avons rompu les complexes
Bcl-2/Bik avec de I’ABT-737 dans trois LMM sensibles (KMS-12-PE, KMS-12-BM, K620) et une
LMM résistante a cet agent (XG6) (Figure R4).

KMS-12-PE KMS-12-BM K620 XG6
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Figure R4 : Profil d’expression protéique de Bik et Bcl-2 sous traitement a I’ABT-737
Nous observons alors que la rupture de ces complexes induit une diminution du niveau

d’expression de Bik, visible dés 4 heures aprés le début du traitement, aussi bien dans des LMM

sensibles que résistantes a ’ABT-737.
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Au vu des résultats précédents, il est possible que Bcl-xL, comme Bcl-2 stabilise la
protéine Bik. La difficulté de transfecter les LMM ainsi que I'absence de complexes Bcl-xL/Bik
abondants dans les LMM nous a poussé a regarder ces complexes dans une lignée non
myélomateuse (HEK-293). Ainsi, nous avons transfecté cette derniére avec un plasmide codant

soit pour Bcl-2 soit pour Bcl-xL et regardé si cela induisait une accumulation de Bik (Figure R5).
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Figure R5 : Expression protéique de Bik apreés transfection de Bcl-2 ou Bcl-xL dans la lignée

HEK 293

Ces résultats indiquent, d’'une part, que la surexpression de Bcl-2 induit une
augmentation de Bik, comme ce qui a été observé dans les LMM, et, d’autre part, que la
surexpression de Bcl-xL induit également une accumulation de Bik, bien que moins importante.

Ainsi, les complexes Bcl-xL/Bik comme les complexes Bcl-2/Bik protégent Bik de la dégradation.

La dégradation de la protéine Bik dans les LMM

Plusieurs articles ont montré, dans différents modeéles, que la protéine Bik est dégradée
par le protéasome. Notre équipe a déja publié qu’aucune augmentation de Bik n’est observée
dans nos LMM suite a un traitement au bortezomib (Gomez-Bougie et al., 2007). Nous avons
donc regardé si le MG132, un autre inhibiteur du protéasome, pouvait bloquer la dégradation

de Bik et ainsi induire une accumulation de cette protéine dans deux LMM (Figure R6).
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Figure R6 : Profil d’expression protéique de Bik et de Bcl-2 sous traitement au MG132
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Les résultats obtenus confirment que, dans nos LMM, Bik n’est pas dégradée par le

protéasome car sa dégradation n’est inhibée ni par le bortezomib ni par le MG132.

Ces résultats complémentaires donnent des renseignements intéressants quant a la
régulation de I'expression de Bik. Ainsi, un stress génotoxique, ou une levée de
I’hyperméthylation de I’ADN, permet d’augmenter I’expression de cette protéine. A
contrario, les inhibiteurs du protéasome sont inefficaces a protéger Bik de sa dégradation.
Enfin, nous avons montré que I'augmentation de I'expression de Bik n’interfére pas dans le
niveau d’expression de Mcl-1 contrairement a ce qui a été observé dans une lignée de cancer

de la prostate.

Toutes ces données soulignent la complexité de la régulation de I’expression de Bik
ainsi que son importance dans l'apoptose des cellules de MM. De ce fait, des agents
anticancéreux permettant d’augmenter I'’expression de Bik, ou de rompre les complexes que

cette protéine forme avec Bcl-2, peuvent avoir un intérét dans la thérapie contre le MM.
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Il est maintenant connu que la résistance des cellules de myélome envers les agents
chimiothérapeutiques est liée notamment a la surexpression d’'un membre anti-apoptotique,
Mcl-1 (Derenne et al.,, 2002) (Zhang et al., 2002). En effet, des travaux de notre équipe ont
montré que la surexpression de cette protéine correle avec I'évolution de la maladie

(Wuilleme-Toumi et al., 2005).

Cependant, Mcl-1 n’est pas le seul membre anti-apoptotique surexprimé et les résultats
obtenus précédemment montrent la présence de nombreux complexes Bcl-2/Bik endogénes au
sein des cellules de MM. Ces résultats suggerent donc que de petites molécules mimétiques du
domaine BH3 peuvent avoir un intérét dans la thérapie du MM. En effet, la rupture des
complexes Bcl-2/Bik par ces inhibiteurs permettraient la libération de Bik et I'induction de

I'apoptose.

C’est pourquoi, dans un second temps, mes travaux ont porté sur I'intérét de I’ABT-737,
une molécule mimétique du domaine BH3 et inhibiteur spécifique de Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w,

dans le traitement du MM.
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ARTICLE 2 : L’ABT-737 dans la thérapie d’un groupe de patients atteints d’un

Myélome Multiple

Au laboratoire, nous disposons d’un grand nombre de LMM qui sont représentatives de
I'hétérogénéité du MM. Nous avons testé la sensibilité de vingt cinq d’entre-elles a 'ABT-737 et
montrons que leur sensibilité a cet agent est tres hétérogene. En effet, six d’entre-elles sont
extrémement sensibles (7nM<LD50<150nM) tandis que les autres sont résistantes ou de
sensibilité intermédiaire. De plus, I'analyse du niveau d’expression d’ARNm de Bcl-2 et de Mcl-1
de ces LMM, par puce affymetrix, montre une corrélation avec leur sensibilité a I’ABT-737.
Ainsi, les LMM sensibles sont caractérisées par une forte expression de Bcl-2 et une faible
expression de Mcl-1. Bien que I'expression de Bcl-2 et celle de Mcl-1 corrélent avec la sensibilité
des LMM a I’'ABT-737, seul le ratio Bcl-2/Mcl-1 permet de discriminer les LMM extrémement

sensibles des résistantes, définissant une valeur seuil a 0.48.

De part son hétérogénéité, le MM est subdivisé en sept groupes : CCND1 (CD1 et CD2),
MMSET, MAF, « low bone disease », hyperdiploides et le groupe proliférant. Nous avons
regardé les niveaux d’expression génique de Bcl-2 et Mcl-1 pour chaque groupe et avons noté
que le ratio Bcl-2/Mcl-1 est significativement plus élevé dans le groupe des CCND1 que dans les
autres (p=0,07). De plus, les six LMM sensibles a ’ABT-737 appartiennent a ce groupe et ont un
ratio Bcl-2/Mcl-1 élevé.

Nous avons ensuite interrogé une base de données publique de 414 patients au
diagnostic afin de déterminer leur ratio Bcl-2/Mcl-1. Les ratios ainsi obtenus pour les patients
des groupes CCND1 (CD1 et CD2), « low bone disease » et hyperdiploides sont significativement
supérieurs a ceux des autres groupes (p<0,001). Il est a noter que les patients qui ont un ratio
Bcl-2/Mcl-1 supérieur au seuil de 0.48, déterminé précédemment, sont retrouvés dans les
groupes CD1 (36%), CD2 (13%) et hyperdiploides (9%). Cela suggére alors qu’un sous-groupe de

patients peut étre sensible a I’ABT-737 avec une dose thérapeutique raisonnable.

Pour tester cette hypothese, nous avons traité sept prélevements de cellules primaires

purifiées de patients et montré que deux d’entre-eux sont extrémement sensibles avec une
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LD50 inférieure a 100nM. Nous montrons également que le ratio Bcl-2/Mcl-1 de ces cellules,
déterminé par western blot, corréle avec leur sensibilité a I’ABT-737 (p<0,001). Tous ces
résultats soulignent le fait que le ratio Bcl-2/Mcl-1 est un trés bon indicateur de la sensibilité

des cellules primaires de LMM a I’ABT-737.

L’analyse de la mort induite par ’ABT-737 sur les LMM sensibles montre un clivage des
caspases 3 et 9 des deux heures ainsi qu’une activation de Bax et de Bak, indiquant que la mort
induite par cet agent passe par la voie mitochondriale. La rapidité d’exécution de cette mort
cellulaire s’explique par le fait que les LMM sensibles sont dites « sensibilisées a la mort ». En
effet, le profil d’expression protéique de ces LMM met en évidence une forte expression des

protéines Bim et Puma ainsi qu’une expression homogéne de Bax et Bak.

L’ABT-737 est connue pour interagir avec la poche hydrophobe de Bcl-2 et Bcl-xL et
induire la libération des membres pro-apoptotiques qui y étaient complexés (Oltersdorf et al.,
2005). Cependant, le mécanisme précis par lequel I’ABT-737 induit la mort des cellules de MM
n’est pas connu. Afin de mieux caractériser ce phénomene, nous avons étudié la nature des
complexes protéiques présents dans une LMM sensible. Les complexes protéiques endogenes,
observés par immuno-précipitation, indiquent que Bcl-2 est complexée avec Bim, Bax, Bak,
Puma et Bik tandis que Mcl-1 ou Bcl-xL ne sont complexés qu’avec une petite fraction de Bim et
de Puma. Bcl-2 serait alors la protéine anti-apoptotique centrale dans cette LMM. Nous avons,
par la suite, comparé les complexes endogenes formés avec Bcl-2 avec ceux présents lors d’un
traitement a 'ABT-737. Cette analyse montre que les complexes Bcl-2/Bax et Bcl-2/Bik sont
rompus dés une heure de traitement et que, six heures aprés le début de ce dernier, la plupart
des complexes formés avec Bcl-2 sont dissociés. Ces résultats soulignent I'importance des

complexes Bcl-2/Bax et Bcl-2/Bik dans la mort induite par ’ABT-737 dans le MM.

Nous avons identifié un groupe de LMM et de cellules primaires de MM extrémement
sensibles a ’ABT-737, démontrant ainsi que ’ABT-737 pourrait étre utilisé en agent simple a
des doses thérapeutiques raisonnables. De plus, ces cellules sont caractérisées par un ratio
Bcl-2/Mcl-1 fort, définissant ce ratio comme un facteur prédictif de la réponse a ’ABT-737.

Nous avons également montré que I’ABT-737 induit la mort par apoptose trés rapidement via
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la rupture des complexes Bcl-2/Bax et Bcl-2/Bik dans les cellules sensibles. Enfin, nous avons
mis en évidence que les cellules qui présentent les plus forts ratios sont retrouvées parmi les
groupes des CCND1 et des hyperdiploides, suggérant que ces patients seraient plus sensibles
a ’ABT-737 que les patients des autres groupes. Ainsi, ’ABT-737 pourrait avoir un intérét

thérapeutique en agent simple pour les patients qui présentent un fort ratio Bcl-2/Mcl-1.
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Abstract

Multiple myeloma is a plasma cell malignancy that is heterogeneous with respect to its
causative molecular abnormalities and the treatment response of patients. Bcl-2 protein family
is critical for myeloma cell survival. ABT-737 is a cell-permeant compound that binds to Bcl-
2, Bcl-x. but not to Mcl-1. Using a myeloma cell line collection (n=25) representative of
different molecular translocations, we showed that ABT-737 effectively kills a subset of cell
lines (n=6) with a LDso ranging from 7+0.4 nM to 150+7.5 nM. Of interest, all sensitive cell
lines harbored a t(11;14). We demonstrated that ABT-737-sensitive and ABT-737-resistant
cell lines could be differentiated by the Bcl-2/Mcl-1 gene expression ratio. A screen of a
public expression database of myeloma patients indicates that the Bcl-2/Mcl-1 ratio of
t(11;14) and hyperdiploid patients was significantly higher than in al other groups (p<.001).
ABT-737 first induced the disruption of Bcl-2/Bax and Bcl-2/Bik complexes, followed by the
disruption of Bcl-2 heterodimers with Bak, Puma and Bim. Altogether, the identification of a
subset of cell lines and primary cells effectively killed by ABT-737 aone supported the
evauation of ABT-263, an orally active counterpart to ABT-737, for the treatment of t(11;14)

and hyperdiploid groups of myeloma harboring a Bcl-2"%" Mcl-1'™ profile.



I ntroduction

Members of the Bcl-2 family are critical regulators of apoptosis, and interactions between
prosurvival and proapoptotic members may determine cell fate. Structural and functional
characteristics divide these members into three subgroups. multidomain antiapoptotic
members (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-x., Bcl-W and A1), multidomain proapoptotic members (Bax
and Bak) and BH3-only members (Bim, Bid, Bad, Bik, Puma and Noxa).! Antiapoptotic
molecules antagonize cell death by sequestering either the BH3-only proteins or multidomain
proapoptotic members. The presence of Bax or Bak is required to mediate mitochondrial
damage.? Bax and Bak must be activated to oligomerize and form pores in the mitochondrial
outer membrane, alowing the release of cytochrome c to the cytosol.

Multiple myeloma (MM) is a plasma cell malignancy that is heterogeneous with respect to its
causative molecular abnormalities and the treatment response of patients. Numerous studies
have shown that chromosoma abnormalities including full or partial deletion of
chromosomes 13 or 17, 1g21 amplification, recurrent 14932 translocations or hyperdiploidy
are associated with patient outcome®* Analyses of the global gene expression profile of
patients have led to the molecular classification of MM patients into different disease
subtypes.> MM remains an incurable disease that requires new therapeutic approaches. The
elevated expression of antiapoptotic proteins was observed in MM cells and provides a block
in apoptosis associated with resistance to therapy. In particular, Mcl-1 is overexpressed in
MM, thus explaining its major role in myeloma survival and resistance to chemotherapy.®® In
addition to Mcl-1 overexpression, gene and protein expression profiles indicate that Bcl-2 is

overexpressed in a subset of MM in both cell lines and patients.’



Recently, we demonstrated that a large collection of human myeloma cell lines (HMCLS)
harbors the heterogeneity found in patients which is mainly reflected by molecular
translocations.™

ABT-737 is a cell-permeant compound that selectively binds with high affinity to Bcl-2 and
Bcl-x, but not to Mcl-1 and antagonizes their antiapoptotic functions.™ It also exhibits single-
agent activity against a variety of cell lines and primary clinical samples, particularly in
chronic lymphocytic leukemia (CLL).***? Thus, the aim of this study was to investigate the
efficiency of ABT-737 on HMCLs (n=25) with different genetic backgrounds (e.g.,
MMSET/FGFR3 translocation, c-MAF or MAFB translocation and CCND1 translocation) and
its relationship with the expression of the antigpoptotic proteins. We found that ABT-737 was
highly effective in CCND1 subset of HM CLs and identified potential predictors of ABT-737

sensitivity in these HMCLSs.



MATERIAL AND METHODS

Cellsand culture conditions

The XG-1, XG-2, XG-5, XG-6, XG-7, NAN-1, NAN-3, NAN-7 and BCN HMCLs were
derived in our laboratories from primary myeloma cells cultured in the presence of 5% fetal
calf serum (FCS) and 3 ng/ml recombinant (r) I1L-6 as previously described.”® The KMS-11,
KMS-12-PE, KMS-12-BM and KMM-1 HMCLs were kindly provided by Dr. Otsuki
(Kawasaki Medical School, Kurashiki, Japan); JIN-3, by Dr. Van Riet (Vrije Universiteit
Brussel, Brussels, Belgium); JM-3, by Dr. MacLennan (Birmingham Medical Schoal,
Birmingham, UK); Karpas-620, by Dr. Karpas (Cambridge Clinical School, Cambridge UK);
and MM.1S, by Dr. S. Rosen (Northwestern University, Chicago, USA). The AMOL, LP-1,
L-363, NCI-H929, U-266, OPM-2 and SKMM-2 HMCLs were from DSMZ (Braunsweig,
Germany), and the RPM1-8226 HMCL from the ATTC (USA). All HMCLs derived in our

laboratory were cultured in the presence of r-1L-6.

Immunoblotting

Cells (5x10°%) were resuspended in 150 pl lysis buffer (10 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NaCl,
5mM EDTA and 1% TritonX100) containing 2 mM PMSF and 2 pug/ml aprotinin. After 40
min on ice, the lysates were cleared by centrifugation at 12,000 g for 30 min at 4°C. Equal
amounts of total protein were separated by SDS-PAGE, electrotransferred to PVDF
membranes and analyzed following standard procedures. Signals were detected using an ECL
kit (Pierce, Rockford, IL, USA). The following antibodies were used: Bcl-2 (Dako), caspase-3
(Santa Cruz Biotechnology), Bik (N-19, Santa Cruz Biotechnology), caspase-9 (clone F-7,
Santa Cruz Biotechnology), Mcl-1 (S19, Santa Cruz Biotechnology), PUMA (Calbiochem,
Merck), Bim (Chemicon), Bcl-x, (BD Transduction Laboratories), Bax (Immunotech,

Beckman Coulter), Bak (Calbiochem, Merck) and actin (Chemicon).



I mmunopr ecipitation

Cells (25x10°%) were lysed in 1% CHAPS containing lysis buffer. Whole cell lysates were
obtained, pre-cleared with Protein A-sepharose and incubated overnight with 5 ug of the
specific antibody. Immunocomplexes were captured with either protein A-sepharose or
protein G-agarose. The beads were pelleted, washed three times and boiled in SDS sample

buffer. The presence of immunocomplexes was determined by western blot analysis.

Assaysfor the detection of apoptotic cellsand Bax/Bak activation

Cell death was assessed either by Annexin-V-FITC or Apo-2.7-PE staining (Beckman
Coulter, France). The flow cytometry analysis was performed on a FACSCalibur using Cell
Quest software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

For Bax and Bak immunofluorescence staining, 5x10° cells were fixed using the Intra Prep
Permeabilisation Reagent Kit (Immunotech, Marseilles, France) following the manufacturer’s
recommendations. The cells were incubated with anti-Bax (clone 6A7) mAD, anti-Bak (BD
Biosciences, Pharmigen) or 1gG1 isotype control for 20 min. The cells were then incubated
with anti-mouse- or anti-rabbit-FITC antibodies (Immunotech) for 20 min, washed once in
PBS and resuspended in PBS-1% formaldehyde. The flow cytometry analysis was performed

as above.

Primary myedoma cells

Blood or bone marrow samples from MM were obtained either from the Department of
Hematology at University Hospital of Nantes or from untreated patients during standard
procedures in Intergroupe Francophone du Myéome (IFM) after informed consent. Plasma

cells were obtained after gradient density centrifugation using Ficoll Hypaque and



purification with CD138-immunomagnetic beads. In all cases, purity of the plasma cells was

higher than 90%, as assessed by morphology.

Gene expression profiling

The gene expression data were normalized with the MASS algorithm. The expression levels
of the Bcl-2 and Mcl-1 genes in the HMCLs were obtained from the RAGE database
(http://rage.montp.inserm.fr/).* Bcl-2, Mcl-1 and Bcl-x, probes (203685_at, 200797 _s _at and
212312 at, respectively) were selected based on the magor variation in expression level.
Affymetrix data from a cohort of 414 untreated patients from the Arkansas Cancer Research
Center was aso analyzed for Bcl-2 and Mcl-1 gene expression using the Amazonia database

(http://amazonia.transcriptome.eu/).*

Statistical analysis
Statistical comparisons were done with the Fisher, the Wilcoxon rank sum or the Spearman

tests.



Results

The CCND1 subset of HMCLs with a Bcl-2""9/Mcl-1-*" gene and protein expression
profileis highly sensitiveto ABT-737.

Expression of Bcl-2 antiagpoptotic family members was assessed by immunoblotting in a
collection of 25 HMCLs. Although Mcl-1 was always expressed, strong levels of Bcl-2 and
Bcl-x. were expressed in a subset of cell lines (Figure 1), prompting an evaluation of the in
vitro cytotoxic effects of the Bcl-2 antagonist ABT-737, which targets these two proteins. The
HMCLs were incubated with different concentrations of ABT-737, ranging from 5 nM to 20
MM, for 48 hours. Cell viability was assessed by Apo2.7 staining. The cytotoxic effects of
ABT-737 were extremely heterogeneous within this collection of HMCLs, with an LDsg
ranging >3 logs (0.007 to 20 uM) (Figure 2A). ABT-737 was highly effective against six cell
lines, with LDsp values ranging from 7+£0.4 nM to 150+15 nM. In contrast, the other HMCLSs
had either an intermediate (n=5) or resistant (n=14) response to ABT-737, with LDsy values
ranging from 2 uM to 4 uM or > 7.5 pM, respectively (Table 1). Notably, the LDsy was not
reached for five cell lines a a20 uM dose.

Given the variaion in ABT-737 sensitivity and the previously shown importance of the
relative expresson of Bcl-2 family antiapoptotic proteins in predicting ABT-737
sensitivity,'®*® we investigated whether Bcl-2 and/or Mcl-1 gene expression, as analyzed by
Affymetrix gene expression profiling, could predict ABT-737 sengitivity. High expression of
Bcl-2 was inversely correlated with LDsp (p=.026; Rho: -0.444, Spearman test), which is in
agreement with the strong affinity of ABT-737 for Bcl-2 (Figure 1B). Mcl-1 gene expression
levels, however, were directly correlated with LDsp (p<.001; Rho: 0.754, Spearman test),
which is consistent with the thought that Mcl-1 is involved in ABT-737 resistance (Figure

1B)." Thus, a strong correlation was also found between LDsy and the Bcl-2/Mcl-1 ratio

(p<.001;Rh0:-0.812, Spearman test). Of note, no correlation was found between Bcl-x. gene



expression and LDsp (p=.125; Rh0:0.316, Spearman test) (Supplemental data). Although the
expression levels of Bcl-2 and Mcl-1 and the Bcl-2/Mcl-1 ratio could predict ABT-737
sensitivity, only the Bcl-2/Mcl-1 ratio could discriminate highly ABT-737-sensitive from
ABT-737-resistant HMCLs (Fisher test, p<.001); a cut-off value of 0.48 could discriminate
the sensitive from resistant HMCLs with no overlapping value between any of the HMCLs
(Figure 1B). An analysis of the Bcl-2/Mcl-1 ratios with respect to the different genetic
backgrounds of these HMCLs (MMSET translocation, c-MAF or MAFB translocation,
CCNDL1 translocation or others) revealed that the Bcl-2/Mcl-1 ratio of the CCND1 HMCLs
was significantly higher than that of all other groups (Wilcoxon test, p=.007) (Figure 2C). A
further analysis of the relationship between ABT-737 sensitivity and the different HMCL
subsets revealed that six out of the eight t(11;14) HMCLs were sensitive, whereas none of the
other subgroups contained sensitive cell lines (Fisher test, p<.001) (Figure 2D). Altogether,
these results demonstrated that six CCND1 HMCLs ( SKMM-2, NAN-7, XG-5, Karpas-620,
KMS-12-PE and KMS-12-BM) displayed a very high sensitivity to ABT-737 that was
associated with a Bcl-2/Mcl-1 value >0.48 (Table 1, Figure 2B). Similarly, protein expression

analysis showed that these lines have a specific Bcl-2"9/Mcl-1*" profile (Figure 1).

ABT-737 isalso very efficient in a subset of primary myeloma cells

Currently, MM patients are usually classified into seven groups based on the molecular
classification defined by Zhan et al.> The publicly available Affymetrix gene expression
levels of 414 newly diagnosed MM patients were used to determine the Bcl-2/Mcl-1 ratio for
each patient in each of the different molecular groups, which were CD-1, CD-2, hyperdiploid,
low bone disease, proliferation, MAF and MMSET (Figure 3A). Notably, the CD-1 and CD-2
molecular subtypes include all MM patients with t(11;14) translocations. Thus, the Bcl-2/Mcl-

1 ratios of the CD-1 (median: 0.36; range: 0.06-0.71), CD-2 (median: 0.28; range: 0.05—



0.68), low bone disease (median: 0.22; range: 0.05-1.12) and hyperdiploid (median: 0.24;
range: 0.04-0.79) patients were significantly higher than those of all other patients (Wilcoxon
test p<.001). Those patients presenting values higher than the cut-off defined above belonged
mainly to the CD-1 (36%), CD-2 (13%) and hyperdiploid (9%) groups, whereas none
belonged to either the proliferation or MM SET groups (Figure 3A). Altogether, these results
suggested that a subset of primary myeloma cells might be effectively responsive to ABT-737
treatment at a reasonable therapeutic dose. To test this hypothesis, seven primary purified
CD138+ myeloma samples were analyzed both for ABT-737 sensitivity and for the Bcl-2 and
Mcl-1 protein profile. The LDsg values indicated that two of the seven primary myeloma cells
were highly sensitive to low nanomolar concentrations of ABT-737 (Table 2). Notably,
highly sensitive patients with an LDse< 100nM (patient 2 and 3) presented the highest protein
expression ratio of Bcl-2/Mcl-1 (Figure 3B). We found a strong correlation between ABT-737
sensitivity (% of cell death a 100nM) and Bcl-2/Mcl-1 ratio (p<.001; Rho:0.99, Spearman
test) (Figure 3C). Thus, the Bcl-2/Mcl-1 protein expression profile was also a strong indicator

of ABT-737 sensitivity in primary myeloma cells.

ABT-737 triggered a rapid induction of cell death due to the release of either
multidomain or BH3-only proapoptotic proteinsfrom Bcl-2.

To characterize cell death induced by ABT-737 in myeloma cells, a kinetic study of caspase
activation was performed in a sensitive t(11;14) HMCL. The cleavage of caspase 9 and 3 was
detected after a two-hour trestment, indicating that apoptosis induction involved the intrinsic
pathway and was accompanied by both Bax and Bak activation (Figure 4). In parallel, cell
death associated annexin V was detected after four hours. Letai and colleagues proposed that
early apoptosis induced by ABT-737 is the consequence of cells primed for death, which

involves the sequestration of pro-death members by Bcl-2.2%1%% Therefore, the expression of

10



proapoptotic proteins in sensitive t(11;14) HMCLs was examined. In al sensitive cell lines,
the expression of Bim and Puma, which are activator BH3-only proteins, was high, whereas
the expression of Bik, a sensitizer BH3-only protein, was heterogeneous (Figure 5A). In
addition, uniform expression of Bax and Bak was found in al sensitive HMCLs (Figure 5A).
To evaluate the relative abundances of endogenous complexes, pro- and antiapoptotic
immunopreci pitates were analyzed in KM S12-PE cells. Bcl-2 was complexed with Bim, Bax,
Bak, Puma and Bik. A small fraction of the Bim and Puma cellular pools was also found
complexed with either Mcl-1 or Bcl-x, (Figure 5B). Altogether, these data suggested that
multidomain or BH3-only proapoptotic proteins bound to Bcl-2 to prime myeloma cells for
ABT-737 killing. To determine which proapoptotic protein was first displaced from Bcl-2 by
ABT-737, KMS-12-PE cells were treated with ABT-737 for a short period of time (one hour),
and the dynamic of the Bcl-2 complexes were analyzed by immunoprecipitation. An
examination of Bcl-2 heterodimers after a one-hour ABT-737 treatment showed a decrease in
both Bcl-2/Bax and Bcl-2/Bik complexes (Figure 5C). Consistent with the decrease of these
complexes, there was an increase of Bax and Bik in the supernatant. After alonger ABT-737
exposure (six hours), all the Bcl-2 heterodimers were disrupted, and only a small amount of
Bim remained bound to Bcl-2 (Figure 5C). The early displacement of both Bax and Bik from
Bcl-2 can be explained by their lower affinity for Bcl-2 in comparison with that of Puma and
Bim, as previously determined in different studies."®** The displacement of Bax can lead to
its oligomerization and activation (Figure 4B), whereas Bik can probably act through further
displacement of Bim and Puma from Bcl-2, according to its role as a sensitizer BH3-only

molecule.
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Discussion

MM initially responds to chemotherapy, but relapse and chemoresistance always occurs.
Therefore, improvement in long-term survival will depend on novel therapeutic approaches.
BH3 mimetics represent a novel class of drugs able to promote apoptosis, and ABT-737 isthe
prototypic drug in this class. ABT-737 has monotherapeutic toxicity against leukemia and
lymphoma malignancies. Indeed, primary cells from patients with chronic lymphocytic
leukemia®, acute myeloid leukemia®, acute lymphocytic leukemia® and B lymphoma?* have
been shown to be extremely sensitive to ABT-737. In addition to these pathologies, ABT-737
efficiency was investigated in myeloma cells and demonstrated substantial antimyeloma
activity®?’, although its efficacy was proven only using higher concentrations. In the present
study, we provided the first evidence that a subset of HMCLs is extremely sensitive to ABT-
737 in a nanomolar concentration range. MM appears very heterogeneous with respect to
ABT-737 sensitivity, with LDsos ranging over >3 logs (0.007 to 20 uM). ABT-737 sensitivity
was strongly correlated with either high Bcl-2 gene expression or low Mcl-1 expression, but
no correlation was found with Bcl-x_. Furthermore, the Bcl-2/Mcl-1 ratio as determined by
gene expression profiling allowed a perfect discrimination between sensitive and resistant
HMCLs, with a cut-off value of 0.48. In a similar manner, an analysis of the relative
expression of Bcl-2 and Mcl-1 by immunoblotting appears to be a very good indicator of
ABT-737 sensitivity. These findings are in agreement with previous studies in different cell
types, showing that indicators of sensitivity correlated with high levels of Bcl-2 and low
levels of Mcl-1."%%28 Finally, HMCLs expressing a high Bcl-2/Mcl-1 ratio were all found
in the t(11;14) group, and all sensitive HMCLs in our study belonged to this molecular group.
The identification of this molecular subset of HMCLs that are highly sensitive to ABT-737

was only possible through the analysis of our large collection of HM CLs, which covers most
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of the known myeloma heterogeneity. Although high Bcl-2 expression was found in the
t(11;14) group, there has been no documented explanation supporting this finding. Of note,
myeloma cells do not usualy have a translocation that directly leads to increased Bcl-2
expression. Our analysis in a limited number of primary myeloma cells aso highlighted the
existence of a subset of MM that robustly responded to very low concentrations of ABT-737

(nanomolar range). These results confirmed and extended the study of Trudel et al %

showing
that four out of fifteen MM patients were sensitive to treatment with 0.25 uM ABT-737.
Finally, our immunoblotting analysis confirmed that the relative expression of Bcl-2 to Mcl-1
in the lysates of purified primary myelomais a strong indicator of ABT-737 sensitivity in the
seven samples analyzed (p<0.001).

Using Bcl-2/Mcl-1 ratio as an indicator of ABT-737 sensitivity, we evaluated a proportion of
patients susceptible to ABT-737 in the different molecular groups of patient defined by Zhan
et al ®> and showed that patients harboring MM SET or MAF translocations will not be eligible
for ABT-737 therapy, which is consistent with our study of HMCLs. Analysis of the
hyperdiploid group of patients, which was not represented in the group of 25 HMCLs,
indicated that a subset of these patients could be efficiently targeted by ABT-737. Notably,
hyperdiploid patients represent half of myeloma patients. Finally, the highest proportion of
patients able to respond to ABT-737 were found in the CD-1 (CD20) and CD-2 (CD20")
molecular subtypes, both characterized by at(11;14). While t(11;14) MM has been considered
so far to be a favorable MM prognostic based on clinical response, a recent study indicated
that CD-1 and CD-2 have very different clinical responses.®® While the CD-1 group is
characterized by the highest level of complete response, the duration of complete response is
as short as that of the proliferation group. In contrast, CD-2 has the longest duration of
complete response among all molecular entities. Because the CD-1 group of patients relapse

very quickly, the development of new therapeutic approaches is important. Altogether, our
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data suggest that a proportion of patients in the CD-1, CD-2 and hyperdiploid groups
expressed a Bcl-2"9 Mcl-1'"" profile, which is compatible with the use of ABT-737 as a
single agent.

To better understand the apoptotic events induced by ABT-737 in myeloma cells, we
investigated both the expression of prodeath proteins and endogenous heterodimers between
pro- and antiapoptotic proteins. While the Bim, Puma, Bax and Bak proteins appeared to be
uniformly expressed among t(11;14) HMCLs, Bik was either highly expressed or absent. No
correlation between ABT-737 sensitivity and Bik expression, however, can be made. We aso
investigated whether prodeath proteins were indeed bound by Bcl-2. Co-immunoprecipitation
experiments in KMS-12-PE cells demonstrated that the different prodeath proteins, either
BH3-only or multidomain proteins, were all sequestered by Bcl-2. To determine the
molecular events initiated by ABT-737, any changes in the abundance of the Bcl-2
heterodimers after a short exposure to ABT-737 were analyzed. ABT-737 first displaced Bik
and Bax from Bcl-2, and following a longer exposure, the mgjority of Bcl-2 heterodimers
were aso disrupted. After six hours of treatment, only the Bcl-2/Bim complexes were still
detected, probably due to both the abundance and the high affinity of these complexes. The
low affinity of both Bik and Bax for Bcl-2 in comparison with the affinity of Bim and Puma
can probably explain why the Bcl-2/Bik and Bcl-2/Bax heterodimers were first disrupted by
ABT-737. Because Bim displays a higher affinity for Bcl-2, Bcl-2/Bim should be the most
difficult complex to be disrupted by a BH3-mimetic, which was confirmed by our observation
that only Bcl-2/Bim complexes were still detectable after a six-hour ABT-737 exposure. The
disruption of Bcl-2/Bax heterodimerization could directly promote the permeabilization of the
outer mitochondrial membrane. In contrast, Bik, a sensitizer BH3-only protein, should be
involved in the release of direct activators like Bim and possibly Puma from Bcl-2. The

involvement of ABT-737 in the displacement of Bax was aso reported in lymphoma cells in
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which the level of Bcl-2/Bax complexes was aso correlated with ABT-737 response,
suggesting that Bcl-2 can be primed with Bax in these cells.*® Other strong evidence of Bax
involvement in ABT-737-induced apoptosis was provided by Konopleva et a % in acute
myeloid leukemia cells, who demonstrated that ABT-737 induced the disruption of the Bcl-
2/Bax complex and activated the intrinsic apoptotic pathway via a Bim-independent process.
In agreement with that study, we showed that Bax displacement was the initiator event, but
our data also suggested that a later-occurring Bim and Puma displacement was involved,
likely amplifying the apoptotic process. Altogether, our mechanistic studies indicate that the
expression ratio of Bcl-2/Mcl-1 governs, in large part, the sensitivity to ABT-737, a
sensitivity that can be additionally modulated by the nature and the abundance of the prodeath
proteins complexed with Bcl-2. Nevertheless, the multiplicity of endogenous complexes
present in a cell makes the sensitivity of a particular cell difficult to define accurately and
precisely.

Although the combination of several drugs usually appears to be the most efficient
chemotherapeutic regimen, the identification of a subset of MM (Bcl-2"%" Mcl-1'"") that can
be effectively targeted by ABT-737 as a single agent supported the evaluation of ABT-263,
an orally active counterpart to ABT-737, for the treatment of CD-1, CD-2 and hyperdiploid
MM harboring a Bcl-2"% Mcl-1'"" profile. With respect to the ABT-737 response in a
xenograft MM model, two previous independent studies showed very different results: ABT-
737 either efficiently suppressed My5 tumor growth? or inefficiently altered OPM-2 tumor
growth (OPM-2 is aMMSET, resistant HMCL in our study).® These results highlighted the
variability in the MM response to ABT-737. Clinical trials with ABT-263 as a single agent
have shown substantial single agent therapeutic activity, particularly in CLL, and encourage

clinical trials for other pathologies.®* Altogether, the major progress made in the
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stratification of MM patients should be now used in concert with new therapeutic approaches

to propose targeted and individualized therapies.
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Table 1. ABT-737 sensitivity correateswith CCND1 trandocation in HMCLs.

HMCL LDso (NM) | Translocation | Target genes
SKMM?2 7+04 t(11;14) CCND1
NAN-7 15+3 t(11;14) CCND1
XG-5 40+ 12 t(11;14) CCND1
Karpas-620 60 + 13 t(11;14) CCND1
KMS-12-PE 60+ 17 t(11;14) CCND1
KMS-12-BM 150+ 7.5 t(11;14) CCND1
JIN-3 2000 + 315 t(14;16) c-MAF
NAN-1 2000 + 540 t(14;16) c-MAF
KMS11 2000 + 660 t(4,14) MMSET/FGFR3
XG-2 3000+ 700 t(12;14) unknown
RPMI-8226 4000 + 760 t(14,16) c-MAF
XG-6 5800 + 112 t(16;22) c-MAF
OPM-2 6000 + 910 t(4;14) MMSET
NCI-H929 7200 + 840 1(4;14) MMSET/FGFR3
L-363 7000 + 620 t(20;22) MAFB
BCN 8000 + 566 t(14 ;16) c-MafMAF
NAN-3 9200 + 780 t(4,14) MMSET
LP-1 10000 + 1400 t(4,14) MMSET/FGFR3
AMO-1 13500 + 1600 t(12;14) unknown
KMM-1 20000 + 740 t(6 ;14) CCND3
XG-1 > 20000 t(11;14) CCND1
U-266 > 20000 t(11;14) CCND1
MM.1S > 20000 t(14;16) c-MAF
JM-3 > 20000 t(4;14) MMSET/FGFR3
XG-7 > 20000 t(4;14) MMSET
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Table 2: Sensitivity of primary myeloma cellsto ABT-737.

Age | Disease status | LDsp (nM) % of cell death
ABT-737 (100nM)
Patient 1 | 64 Diagnosis >5000 8%
Patient 2 | 80 Diagnosis <100 62%
Patient 3| 78 Diagnosis <20 90%
Patient 4 | 69 Diagnosis 500 39%
Patient5 | 61 Diagnosis >5000 12%
Patient 6 = 47 Diagnosis 250 44%
Patient 7| 71 Relapse >5000 28%

CD138+ purified myeloma cells were treated with various doses of ABT-737 during a 24-
hour period. Cell viability was assessed, and LDsy was determined for each patient. In
parallel, for each patient, we indicated the percentage of cell death upon ABT-737 treatment
(100nM, 24 hours).
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L egend to Figures
Figure 1. A HM CL subgroup highly expresses Bcl-2 and Bcl-xL. Immunoblot analysis of
25 HMCL lysates (70 ug of protein) with the indicated antibodies. Actin was used as a

loading control.

Figure 2. All ABT-737 sensitive HMCLs harbor a t(11;14) and could be identified by
their Bcl-2/Mcl-1ratio. (A) HMCLs (n=25) were cultured with increasing doses of ABT-737
for 48 hours then stained with Apo2.7 for flow cytometry analysis. The means of three
independent experiments are shown. LDs (lethal dose) is determined for each cell line (ABT-
737 concentrations where 50% of cells are stained with Apo2.7). (B) Analysis of Bcl-2 and
Mcl-1 expression in function of ABT-737 sensitivity (LDsy) of HMCLs. Bcl-2 and Mcl-1
expression levels were defined by Affymetrix microarray and plotted against LDso. The
spearman’s rank correlation coefficient is indicated (C and D) Comparisons of Bcl-2/Mcl-1
gene expression ratio (C) and ABT-737 LDsy (D) in the different molecular groups of

HMCLs.

Figure3. ABT-737 is efficient against a subset of primary myeloma cells (A) Affymetrix
gene expression profiles of purified myeloma cells from 414 newly diagnosed patients,
publicly available from the Arkansas Cancer Research Center. The ratio of Bcl-2 to Mcl-1 is
indicated for each patient in the different molecular groups classified according to Zhan et al.®
(B) Western blot analysis of Bcl-2 and Mcl-1 protein expression in CD138+ purified primary
MM cells. A sensitive HMCL (KM S-12-PE), and a resistant one (KMM-1) as well asa CLL
sample were included in the panel as controls. Actin was used as a loading control. (C)
Analysis of primary myeloma cell sensitivity to ABT-737 (100nM) in function of Bcl-2/Mcl-

1 protein ratio. The spearman’s rank correlation coefficient isindicated.
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Figure 4. ABT-737 induced apoptosis thr ough the mitochondrial pathway. (A) KMS-12-
PE cells treated with 40 nM ABT-737 for the indicated times. Cell death was analyzed by
annexin-V staining. Cleavage of caspases 3 and 9 correlated with cell death. (B) Bax and Bak
staining in KMS-12-PE cells either treated or not with ABT-737. One representative

experiment out of threeis shown.

Figure 5. BH3-only and multidomain proapoptotic proteins sequestered by Bcl-2 were
displaced by ABT-737. (A) Immunoblot analysis of the indicated proteins (70 pug). Actin was
used as a loading control. (B) Immunoprecipitation from KMS-12-PE cells using the
indicated antibodies. The immunoprecipitates were analyzed for the presence of antiapoptotic,
BH3-only proteins or multidomain proapoptotic proteins. * corresponds to the
immunoglobulin light chain. (C) Bcl-2 immunoprecipitation from KM S-12-PE cells treated or
not with 40 nM ABT-737 for 1 or 6 hours. The immunoprecipitates were analyzed for the

presence for the indicated proteins by immunoblotting.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

8 W =
» R SR
= T o
Z2 o v u u
E < g 0 =2 2
n 2 ¥ X ¥ ¥
--teew
BIm_-*---
D e S o " —
Puma e — == & o=
Bik w% "= = - @»
Bax == w— ay —— o -
Bak === m o e o= -
Actin = w— e e - -
B)
9
[1+]
2 P 2
2 = o
: m
g r>é rxu = g g Bax = ==
= o 0 MO A om .
Bel-2 e S — —— - Bak W
Bel-xL we- Puma == s
Mcl-1 - e Bik =
O —
Bim
—— —
Q)

IP ouT IP

ABT-737 (hours) 0 1 0 1 O 6

Puma === e -
Bik e - -
— e —
Bim
| — — —— —
Bax e e —

Bak—-‘--—_

Bcl-2 = - - e

Bcl-xL

Mcl-1



Figure S1
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Fig S1: Bcl-xL is not correlated to ABT-737 sensitivity. Analysis of

Bcl-xL expression in function of ABT-737 sensitivity (LD50) of HMCLs.
Bcl-xL expression levels were defined by Affymetrix microarray and plotted
against LD50. The spearman’s rank correlation coefficient is indicated.



RESULTATS COMPLEMENTAIRES

La sensibilité des cellules a I’ABT-737 est définie par le ratio Bcl-2/Mcl-1. Nous nous
sommes également intéressés a savoir si une corrélation inverse existait entre I'expression de
ces deux protéines. Les résultats présentés dans l'article soulignent notamment la possibilité de
traiter certains groupes de patients avec I’ABT-737 en agent simple. Afin de savoir si certaines
combinaisons de traitement permettraient de sensibiliser les cellules a I'ABT-737, nous en
avons testé quelques-unes sur des LMM résistantes. Bien que ces données ne soient pas encore
publiées, ces résultats soulignent d’autant plus I'intérét que pourrait avoir I’ABT-737 dans le

traitement du MM.

Une corrélation inverse entre Bcl-2 et Mcl-1

Dans l'article précédent, nous mettons en évidence une corrélation entre I'expression
de 'ARNm de Bcl-2 et la sensibilité des cellules a ’ABT-737 ainsi qu’une corrélation inverse
entre I'expression de 'ARNm de Mcl-1 et cette sensibilité. Ainsi, il est possible que les LMM
soient caractérisées par une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Bcl-2 et celle de
Mcl-1. Pour cela nous avons réalisé un test de Spearman (p=0.01; Rho: -0.527) dont la

représentation graphique est présentée en figure R7.
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Figure R7 : Représentation graphique de I’expression de ’ARNm de Bcl-2 et de Mcl-1 des LMM
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La représentation graphique ainsi que le test de Spearman mettent en avant une corrélation

inverse entre I'expression de I’ARNm de Bcl-2 et celle de Mcl-1.

Sensibiliser a ’ABT-737 en augmentant la dégradation de Mcl-1

De nombreux articles ont montré que, pour étre dégradée, la protéine Mcl-1 est
ubiquitinylée afin d’étre adressée au protéasome. Une protéine, USP9X, hydrolyse les chaines
de poly-ubiquitine présents sur Mcl-1 dans le but de prolonger son temps de demi-vie.
L'inhibition d’USP9X pourrait alors permettre de diminuer le niveau d’expression de Mcl-1 et de
sensibiliser les cellules résistantes a la mort induite par I'ABT-737. Pour cela nous avons
transfecté une LMM résistante a I’ABT-737 avec un siRNA dirigé contre USP9X et avons

quantifié la mort induite par ’ABT-737 (Figure R8).
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Figure R8 : La diminution de I’expression d’USP9X sensibilise la lignée KMM-1 a I’ABT-737
(24 heures, 5uM).

Ces résultats montrent que I'augmentation de la dégradation de Mcl-1 au travers de la

diminution de I'expression d’USP9X permet de sensibiliser les cellules a ’'ABT-737.

Une autre facon d’induire la dégradation de Mcl-1 est de provoquer son clivage par une
augmentation de I'expression de Noxa. En effet, la formation des complexes Mcl-1/Noxa
induisent le clivage de Mcl-1. Il a été décrit, dans la littérature que le bortezomib provoquait

une augmentation de I'expression de Noxa dans les LMM sensibles. Ainsi, nous avons traité
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deux LMM résistantes a I'ABT-737 et un prélevement de patient avec une combinaison

associant le bortezomib (PS341) avec I’ABT-737 (Figure R9).
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Figure R9 : Effet de I’association ABT-737 avec du PS341
(RPMI 8226 : 500nM ABT-737 et 5nM PS341 ; KMM-1 : 500nM ABT-737 et 10nM PS341 ; Patient 1 :
100nM ABT-737 et 5nM PS341).

Ces résultats montent que le bortezomib induit une sensibilisation des cellules

myélomateuses a I’ABT-737 avec une action synergique dans les deux LMM testées.
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Discussion et perspectives
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Partie 1 : La protéine Bik dans le MM

La thématique de notre équipe est centrée autour des thérapies ciblées du MM. Il
ressort, des nombreux travaux du laboratoire, que Mcl-1 occupe une place importante dans la
résistance des cellules a I'apoptose. De plus, deux autres protéines membres de cette famille,
Bim et Noxa, ont également été décrites comme intervenant dans la sensibilité des LMM aux
agents anticancéreux. Bik, quant a elle, est une autre protéine de cette famille dont I’expression
est hétérogene, aussi bien dans les LMM que dans les cellules primaires de MM. Son ré6le dans
I'apoptose des cellules myélomateuses ainsi que sa régulation n’étaient, cependant, que peu
décrits dans la littérature.

Nous avons mis en évidence que I'expression de cette protéine est finement régulée
tant au niveau transcriptionnel que protéique. Qui plus est, nous avons montré qu’une
augmentation de I'expression de Bik induit la mort cellulaire et sensibilise les cellules de MM a
I'apoptose, notamment lors d’un stress oxydatif. De ce fait, les agents permettant
I'augmentation de I'expression de Bik pourraient avoir un intérét dans le traitement de cette

pathologie.

Régulation de I’expression de Bik dans le MM

L'expression tres hétérogéne de Bik dans le MM, ainsi que son implication dans
I'apoptose des cellules de MM, nous a mené a étudier la régulation de cette protéine afin de
mieux comprendre cette particularité. Plusieurs facteurs de transcriptions ont été décrits
comme pouvant réguler I'expression de Bik. Un de ces facteurs de transcription, bien que son
implication reste controversée, est p53.

En effet, les deux premiéres études relatant I'éventuelle implication de p53 ont été
menées sur des cellules surexprimant la protéine E1A qui est une protéine fortement
apoptogene. E1A, en empéchant la dégradation de p53, permet I'accumulation de ce facteur de
transcription et l'induction d’'une mort cellulaire dépendante de p53 (Vousden, 2000). La
premiere de ces deux études, utilise des cellules primaires rénales de rat transformées par E1A
et tsp53. Dans ce modele, les auteurs ont montré que I'expression de Bik était identique quel

gue soit le statut de p53, suggérant ainsi que la transcription de Bik est complétement
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indépendante de ce facteur de transcription (Han et al., 1996). La seconde étude menée, quant
a elle, dans une lignée de carcinome de poumon, va a I'encontre de la premiére du fait de
I'observation d’une augmentation de I’ARNm de Bik lors d’un stress induit par E1A. Ces
résultats indiquent que Bik semble étre une cible transcriptionelle de p53, bien qu’aucune
stimulation directe du promoteur de Bik par p53 n’ait été détectée (Mathai et al., 2002).

Enfin, une autre étude, menée sur le cancer du sein, montre que I'expression de Bik est
stimulée par p53 suite a un traitement au fulvestrant (antagoniste des récepteurs aux
cestrogeénes). Ce traitement ne permettant pas la liaison de p53 a I’ADN, les auteurs proposent
que l'expression de Bik dans le cancer du sein soit régulée au niveau de I’ARNm par un
mécanisme dépendant d’un réle non transcriptionnel de p53 (Hur et al., 2006).

Nous avons montré que, dans notre modele, il n'y a pas de corrélation entre
I'expression de Bik et le statut de p53. Cependant, nous avons également observé une
augmentation de I'expression protéique de Bik suite a un stress dépendant de p53 induit par le
melphalan (Figure R1). Ces résultats suggérent alors que p53 semble augmenter |'expression de
Bik sans pour autant étre nécessaire a sa transcription.

Trois questions se posent donc. L'induction de Bik est-elle vraiment dépendante de p53
sous melphalan ? Ceci pourrait étre vérifié via une inhibition de p53, notamment par siRNA,
concomitante avec ce traitement. Cette induction est-elle liée au réle transcriptionnel de p53 ?
Un test luciférase utilisant le promoteur du géne de Bik pourrait étre utilisé pour répondre a
cette question. Enfin, si p53 induit Bik par un autre mécanisme que transcriptionnel, quel peut
étre ce dernier ? Pour cela, des mutations ponctuelles de p53 permettraient de connaitre
précisément le domaine de p53 impliqué dans ce mécanisme, permettant ainsi de peut-étre
identifier des partenaires de p53, ce qui constituerait un point de départ pour comprendre ce

phénoméne.

Récemment, un nouveau facteur de transcription, impliqué dans la transcription du
géne de Bik, a été mis en évidence. |l s’agit de TEF pour « Thyrotroph Embryonic Factor ». Cette
protéine induit, d’aprés la littérature, la transcription de Bik par liaison directe avec le
promoteur du gene, et ce, quelque soit le statut p53 des cellules (Ritchie et al., 2009).

L'étude de l'implication de TEF dans la transcription du géne de Bik dans nos LMM

confirme la présence d’un lien direct entre ce facteur de transcription et le promoteur du gene
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Bik. De plus, nous avons démontré que ce facteur de transcription est essentiel a I’'expression
de Bik. Malgré cette dépendance, la seule présence de ce facteur de transcription ne semble
pas suffisante pour la transcription de ce géne. En effet, certaines LMM testées expriment
I’ARNm de TEF mais pas I’ARNm de Bik. A cela, plusieurs hypotheses sont possibles. En effet, il
est envisageable que la protéine TEF ne soit pas traduite dans ces cellules, ceci pouvant étre
vérifié par western blot. Si ce facteur de transcription est exprimé, il est possible qu’il soit
inhibé par une protéine régulatrice.

L’absence de transcription de Bik observée dans certaines LMM et cellules primaires de
MM peut étre liée a un autre phénomeéne qu’a un défaut d’expression protéique de TEF. Il est
alors possible que I'inhibition ait lieu au niveau transcriptionnel. En effet, la transcription d’un
géne fait intervenir un grand nombre de partenaires essentiels au bon déroulement de ce
phénomeéne. Ainsi, il est possible que les cellules n’exprimant pas de Bik aient une déficience en
un ou plusieurs de ces partenaires primordiaux. Il faudrait, de ce fait, identifier ces protéines
afin de voir si I'absence de I'expression de Bik est liée a la perte de I'une d’entres-elles.

Plusieurs facteurs de transcription ont été décrits dans la littérature comme pouvant
réguler la transcription du géne de Bik. C'est notamment le cas de GATA-1, Sp1, NfkB ou Oct-1.
En effet, des sites de liaison de ces facteurs ont été retrouvés dans la région promotrice du
géne de Bik (Verma et al., 2000). Parmi ces facteurs de transcription décrits, I'implication de
NfkB dans la transcription du géne de Bik semble contre-intuitive. De fait, ce facteur de
transcription est connu pour avoir un role clé dans la stimulation des voies de survie et de
prolifération des tumeurs a cellules B et notamment du MM (Demchenko et Kuehl, 2010). Son
implication dans la transcription du géne de Bik, et donc dans lI'induction de mort, apparait
contradictoire. Il serait intéressant de savoir si les facteurs de transcription proposés par Verma
et ses collaborateurs, sont effectivement impliqués dans la transcription de Bik dans le MM et
sous quelles conditions ils induisent Bik.

Enfin, il est possible que le géne de Bik soit délété ou que sa transcription soit inhibée
par hyperméthylation de I’ADN.

En effet, la délétion du gene de Bik est retrouvée dans le carcinome rénal (Sturm et al.,
2006), le cancer du sein et le cancer colorectal (Castells et al., 2000). Il est alors possible, au vu
de l'instabilité chromosomique des cellules de MM, que certaines LMM aient acquis une telle

délétion. Il est a noter que la lignée XG7 n’exprime ni ’ARNm de Bik ni celui de Bid. Le géne
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codant pour cette derniere est présent sur le méme bras de chromosome que Bik (22q11.1
pour Bid et 22g13.31 pour Bik). L'absence de ces deux protéines pourrait étre la conséquence
d’une délétion d’une partie de ce chromosome. Cependant, seule une recherche précise de la
délétion du gene de Bik par FISH (« Fluorescent in situ hybridization») permettrait d’éclaircir ce
point. En effet, si 'absence de I'expression de Bik est un facteur de résistance a certains agents
anticancéreux, sa recherche permettrait d’améliorer les traitements proposés aux patients.

L'un des autres mécanismes pouvant bloquer la transcription d’'un gene est
I’hyperméthylation de son ADN. En effet, la méthylation de I'"ADN induit I'obstruction du
promoteur ce qui empéche la transcription du géne. On dit alors de ce géne qu’il est « mis sous
silence » (Geiman et Robertson, 2002). C’'est en 2004 que Pompeia et ses collaborateurs ont
mis en évidence une hyperméthylation de Bik. En effet, la Zébularine (inhibiteur de la
méthylation de I’ADN) induit une augmentation de la transcription de ce géne dans une LMM.
D’autres hyperméthylations de Bik ont également été retrouvées dans d’autres types de
cancers tels que le cancer du poumon, le cancer du rein et celui de la prostate via I'utilisation
de 5-aza-2’-déoxycytidine (5'Aza), un autre inhibiteur de la méthylation (Dai et al., 2006) (Sturm
et al., 2006). Dans notre modele, le 5’Aza induit une augmentation de I'expression protéique et
de I’ARNm de Bik (Figure R2), sans augmentation de ’ARNm de Bcl-2 ou de TEF (données non
montrées), démontrant ainsi que I'expression de Bik peut étre liée a une hyperméthylation de
son géne ou de celui d’'un de ses facteurs de transcription dans le MM, a 'exception de TEF.
Pour cela, il faudrait réaliser un test COBRA (« Combinated bisulfite and restriction assay ») afin

de connaitre précisément le statut de méthylation du géne de Bik dans ces LMM.

Nous avons donc montré que la protéine Bik est finement régulée au niveau
transcriptionnel. Cependant, I'expression d’une protéine est régie non seulement par sa
transcription mais également par sa dégradation. Ainsi, plusieurs études ont mis en évidence
que Bik était dégradée par le protéasome dans différents modeles cellulaire via I'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques de ce dernier (Zhu et al., 2005b). Dans cet article, les auteurs mettent
en avant que le bortézomib induit I'accumulation de Bik dans des lignées de cancer colorectal.
Cependant, cette accumulation est beaucoup moins évidente dans d’autres modéles cellulaires
présentés dans ce méme article, soulignant le fait que ce mécanisme ne semble pas étre aussi

ubiquitaire que décrit.
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Dans notre équipe, nous avons montré que le bortézomib ne permet pas I'accumulation
de Bik dans les LMM (Gomez-Bougie et al., 2007). D’autres résultats, non publiés, nous
indiquent que le MG132 (inhibiteur du protéasome) ne permet pas non plus I'accumulation de
cette protéine (Figure R6). De ce fait, nous pouvons nous demander quel autre mécanisme peut
étre impliqué dans la dégradation de Bik. Plusieurs articles ont montré la présence de sites de
clivage par les caspases dans la séquence protéique de Bik. Ainsi, il serait intéressant, pour
élucider ce point, d’observer I'expression de Bik en présence d’un pan-inhibiteur de caspases
(par exemple le Z-VAD-fmk) afin de déterminer s’il y a une accumulation de Bik en condition
basale ou les caspases peuvent étre constitutivement actives. De plus, 'utilisation de cet
inhibiteur pourrait également permettre de voir si la diminution de I'expression protéique de
Bik, observée suite a un traitement a 'ABT-737, est liée a une dégradation par les caspases

(suite a un clivage par exemple) (Figure R4).

Bik dans la famille de Bcl-2 : quid de ses relations ?

La famille de Bcl-2 est constituée de membres pro- et anti-apoptotiques. Dans une
cellule, I'apoptose est induite lorsque I'équilibre entre ces membres est rompu en faveur des
membres pro-apoptotiques. Les membres a domaine « BH3 seul », tels que Bik interagissent
avec les membres anti-apoptotiques afin de former des complexes. Pendant longtemps, ces
interactions ont été considérées comme aléatoires. C'est a partir de 2005 que I'affinité des
membres pro-apoptotiques pour les membres anti-apoptotiques a été étudiée.

En effet, Chen et ses collaborateurs ont quantifié I'affinité des peptides BH3 de huit
protéines pro-apoptotiques pour cing protéines anti-apoptotiques, mettant ainsi en évidence
des affinités trés hétérogenes (Chen et al., 2005). Il se dégage de cette étude une forte affinité
de Bik pour Bcl-xL (ICso=43nM), une affinité moindre pour Bcl-2 (IC50=850nM) et enfin une faible
affinité pour Mcl-1 (ICs50=1700nM). Une seconde étude, réalisée par Certo et ses collaborateurs,
montre que Bik est principalement complexée avec Bcl-xL (Kp=10nM) puis avec Mcl-1
(Kp=109nM) et enfin avec Bcl-2 (Kp=151nM) (Certo et al., 2006).

Dans notre modeéle d’étude, nous avons mis en évidence de nombreux complexes Bcl-
2/Bik sans qu’aucun complexe Bik/Mcl-1 n’ait été observé. Les complexes que Bik forme avec
Bcl-xL ont été observés dans une LMM, XG-2, et ces compléxes étaient plus abondants que ceux

formés avec Bcl-2 (données non montrées). Les complexes de Bik que nous avons trouvé dans
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les LMM corroborent ceux décrits dans la littérature en termes de partenaires de Bik.
Cependant, l'intensité des complexes observés dans les LMM corrélent plus ou moins avec
I’affinité décrite dans la littérature de Bik avec Bcl-xL, Bcl-2 et Mcl-1 en fonction des LMM
étudiées. Ainsi, les résultats d’'immunoprécipitations obtenus dans la LMM XG-2 correlent avec
les données publiées de Chen et de ses collaborateurs. A contrario, dans la LMM KMS-12-PE,
Bik est retrouvée complexée uniquement a Bcl-2, ne corroborant avec aucune des deux études
citées précédemment.

Il est a noter que ces études utilisent des peptides des domaines BH3 des protéines pro-
apoptotiques et des protéines anti-apoptotiques dont le domaine C-terminal a été clivé. Il
parait donc évident que ces peptides, ou protéines clivées, n’aient pas la méme conformation
tridimensionnelle que les protéines natives; ceci pouvant interférer dans les interactions
protéine-protéine. Une étude de 2005 montrait, par exemple, que la protéine Mcl-1 délétée de
son domaine transmembranaire (présent en C-terminal) joue un réle dans la régulation du cycle
cellulaire, soulignant le fait que chaque domaine est important et participe a la fonction de la
protéine.

Il est également possible que le niveau d’expression de chaque protéine au sein de la
cellule puisse modifier les complexes formés entre les membres pro- et anti-apoptotiques.
Ainsi, considérons I'effet de la surexpression d’'un membre pro-apoptotique tel que Bim sur
I’équilibre des complexes endogenes. La surexpression de cette protéine va probablement
perturber les complexes initialement formés avec Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1. Ainsi, une partie de Bim
surexprimée pourrait se complexer a Bcl-2 empéchant les autres complexes de se former avec
cette derniere. Les membres pro-apoptotiques qui étaient potentiellement liés a Bcl-2 tels que
Bid, Bad, Puma, Bmf ou encore Bik iraient alors se complexer avec un autre membre anti-
apoptotique ou bien se retrouver sous forme libre. De ce fait, il est probable que le contexte
cellulaire ainsi que le niveau d’expression de chaque membre de la famille de Bcl-2 peuvent

modifier la nature des complexes endogenes.

Plusieurs études ont montré un lien entre I'expression de Bik et celle d’autres membres
de la famille de Bcl-2. Ainsi, Strum et ses collaborateurs ont mis en évidence, dans des lignées
de carcinome rénal, que la perte de I'expression de Bik coincidait avec la perte de Bim, Noxa et

Bad mais pas de Puma (Sturm et al., 2006). Dans notre modéle, aucune corrélation entre

104



I’expression de Bik et celle de Bim, Noxa ou encore de Bad n’est observée, contrairement a ce
qui a été décrit dans d’autres modeles.

De plus, Gillissen et ses collaborateurs ont observé une augmentation de Mcl-1
consécutive a I'augmentation de I'expression de Bik dans la lignée de cancer de la prostate ;
cependant, le mécanisme impliqué demeure encore inconnu (Gillissen et al., 2007). Dans nos
LMM, aucune augmentation de Mcl-1 consécutive a une augmentation de Bik n’est observée
(Figure R3). L'ensemble de ces résultats s’accordent a dire que I'expression, la régulation des
protéines membres de la famille de Bcl-2 comme la nature des complexes endogenes semblent

étre variables en fonction du modeéle cellulaire étudié.

Nous avons cependant trouvé une forte corrélation entre I'expression de Bik et celle de
Bcl-2, aussi bien dans les LMM que dans les cellules primaires de patients, ce qui n’avait encore
jamais été décrit dans la littérature.

De plus, nous avons montré que la surexpression de Bcl-2 induit une accumulation de
Bik visible en western blot mais également que la diminution de Bcl-2 a pour conséquence la
diminution de I'expression protéique de Bik, suggérant que Bcl-2 puisse réguler de facon
protéique I'expression de Bik. En outre, nous avons observé une diminution de I'expression de
Bik suite a la rupture des complexes Bcl-2/Bik, lors d’un traitement a ’ABT-737, soulignant alors
qgue l'action de Bcl-2 sur I'expression protéique de Bik est liée a une interaction physique entre
ces deux protéines (Figure R4).

Ces données sont appuyées par la littérature, dans laquelle, il a été montré que
certaines protéines membres de la famille de Bcl-2 peuvent réguler leur expression par les
interactions entre pro- et anti-apoptotiques. C’'est le cas des couples Mcl-1/Bim et Bcl-2/Bim.
En effet, notre équipe a montré que I'interaction entre Mcl-1 et Bim permet a ces protéines de
se protéger mutuellement de la dégradation par le protéasome car lorsqu’une de ces deux
protéines est éteinte par ARN interférence, la seconde est poly-ubiquitinylée pour étre
dégradée par le protéasome (Wuilleme-Toumi et al., 2007). Un second article de Jorgensen
traite d’'un mécanisme similaire (Jorgensen et al., 2007). Dans cette étude, les auteurs mettent
en évidence une corrélation entre I'expression de Bim et celle de Bcl-2. Ainsi, les cellules qui
sont Bim-/- expriment moins de Bcl-2 que les cellules exprimant Bim. De plus, la surexpression

de Bcl-2 induit une augmentation de I'expression de Bim au niveau protéique. Ceci souligne le
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fait que nous avons mis en évidence, pour la premiere fois, que Bcl-2 stabilise la protéine Bik
par interaction directe avec celle-ci.

L’étude de Jorgensen et de ses collaborateurs souléve un point pour le moins curieux. En
effet, dans cette étude, ils montrent qu’une surexpression de Bcl-2 induit une augmentation de
I’ARNm de Bim (Jorgensen et al., 2007). Comment Bcl-2 peut-il réguler de pres ou de loin la
transcription de ce gene ? Bcl-2 n’a pas de role de facteur de transcription connu, cependant,
elle a déja été décrite comme induisant la dégradation d’lkBa, un inhibiteur de NFkB,
intervenant ainsi dans la régulation de la transcription de certains genes (de Moissac et al.,
1998). De plus, nous avons pu observer, par fractionnement cellulaire, une localisation
nucléaire d’une faible proportion de Bcl-2 dans une LMM (données non montrées). Ainsi, il
serait alors intéressant d’étudier le role de la fraction nucléaire de Bcl-2 dans le MM, et de voir
également si cette protéine influence I'expression de I’ARNm de Bik, en plus de stabiliser cette

protéine.

La protéine Bik est également connue pour interagir avec Bcl-xL, nous avons d’ailleurs
observé de tels complexes dans la LMM XG-2 (données non montrées). Dans le premier article,
nous avons montré que Bcl-2 stabilise Bik au niveau protéique par interaction avec celle-ci. Il
serait alors intéressant de savoir si Bcl-xL posséde également cette propriété. Comme nous le
montrons sur la figure R5, la surexpression de Bcl-xL, dans la lignée HEK-293, induit une légére
augmentation de Bik. Ces résultats laissent sous-entendre qu’il est possible que la formation de
complexes avec les membres anti-apoptotiques quels qu’ils soient stabilisent Bik. La question se
pose alors pour BHRF1 et E1B, qui sont des protéines anti-apoptotiques connues pour interagir

avec Bik.

C. Intérét de Bik dans la thérapie du MM

Nos travaux ont mis en évidence I'implication de Bik dans la mort des cellules de MM,
notamment lors d’un stress oxydatif. En effet, la diminution spécifique de I'expression de Bik,
par siRNA, induit une résistance au stress oxydatif, tandis que la surexpression de cette
protéine, par la transfection d’un plasmide, sensibilise les cellules a ce stress. De plus, une

étude de 2002 a montré que l'augmentation de I'expression de Bik par la doxorubicine induit la
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mort des cellules de MM si celles-ci expriment de fort niveaux de Bcl-2, soulignant I'importance
de cette protéine dans I'apoptose des cellules myélomateuses (Panaretakis et al., 2002).

Il serait maintenant intéressant de poursuivre I'étude de Bik sur des prélévements de
patients. En effet, si une corrélation existe entre I'expression de Bik des cellules primaires de
MM et leur sensibilité a différents stress oxydatifs, a la doxorubicine, au melphalan et au 5’Aza
cela pourrait permettre de proposer aux patients une thérapie individualisée basée sur la
recherche de I'expression de cette protéine.

Ainsi, on peut envisager qu’une augmentation de I'expression de Bik par I'utilisation de
la Zébularine, du 5’Aza, du melphalan ou de la doxorubicine permette d’induire la mort
cellulaire ou, tout du moins, de sensibiliser les cellules a la mort induite par des agents
anticancéreux. C'est pourquoi, il serait intéressant de tester ces agents en combinaison avec
ceux utilisés actuellement dans la thérapie du MM.

Enfin, la présence de nombreux complexes Bik/Bcl-2 présents dans les LMM permet de
s'interroger sur l'intérét de molécules mimétiques du domaine BH3 des membres pro-
apoptotiques tels que I’ABT-737 dans cette pathologie, que ce soit en agent simple ou en

association avec un agent permettant 'augmentation de I’expression de Bik.
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Partie 2 :L’ABT-737 dans le traitement du MM

Implication des membres de la famille de Bcl-2 dans la réponse a

'ABT-737

Dans la littérature, deux hypotheses se confrontent quant au mécanisme d’action de
I’ABT-737. En effet, pour Konopleva et ses collaborateurs, c’est la rupture des complexes Bcl-
2/Bax qui est responsable de la mort cellulaire par perméabilisation de la membrane
mitochondriale du fait de la libération et de [I'activation de Bax (Konopleva et al.,
2006)(Konopleva et al., 2006). Dans le modele de Del Gaizo Moore, I'ABT-737 rompt les
complexes Bcl-2/Bim. Bim ainsi libérée va alors induire I'activation de Bax et permettre la
formation de pores a la membrane mitochondriale (Del Gaizo Moore et al., 2007).

Dans notre modele cellulaire, nous avons montré que I’ABT-737 rompt, dés une heure
de traitement, les complexes endogénes Bcl-2/Bax et Bcl-2/Bik et que les complexes formés
entre Bcl-2 et Bim sont les derniers a étre dissociés. Ainsi, il semblerait que les cellules de MM
fonctionnent sur un modele Bcl-2/Bax qui serait amplifié par I'intervention des protéines a
domaine « BH3 seul » via la rupture des complexes Bcl-2/Bik. En effet, la libération de Bax
permettrait a cette protéine de cibler la mitochondrie et d’y induire I'apoptose par la formation
de pores tandis que Bik, qui est une protéine sensibilisatrice, autoriserait la libération d’autres
molécules pro-apoptotiques a multidomaines encore séquestrées par les protéines anti-
apoptotiques. Il serait donc intéressant de savoir si la seule rupture des complexes Bcl-2/Bax
peut conduire a I'apoptose ou bien si elle nécessite I'intervention des protéines a domaines

« BH3 seul ».

L’ABT-737 est une molécule qui cible la poche hydrophobe de Bcl-2 et de Bcl-xL mais pas
celle de Mcl-1. Nous avons montré que la sensibilité des cellules a I’ABT-737 varie en fonction
de la quantité de Bcl-2 présent dans la cellule, au travers la mise en évidence d’une corrélation
entre I'expression de 'ARNm de Bcl-2 et la sensibilité des LMM a cet agent, tandis qu’aucune
corrélation n’est observée pour Bcl-xL. De plus, nous avons observé une corrélation inverse

entre le niveau d’expression de Mcl-1 et la sensibilité des cellules a cet agent. L'ABT-737
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n’interagissant pas avec cette protéine, il parait alors surprenant que celle-ci ait un tel degré de
significativité dans la réponse cellulaire a I’ABT-737 (p<0.001).

Une des explications possible réside dans le fait que les deux protéines anti-
apoptotiques, Bcl-2 et Mcl-1, ne semblent pas pouvoir étre surexprimées en méme temps. En
effet, lorsque I'on regarde le profil d’expression protéique, les LMM comme les cellules issues
de prélevements de patients sensibles expriment plus de Bcl-2 et moins de Mcl-1 que les
cellules résistantes. De plus, il existe une corrélation inverse entre |'expression de I’ARNm de
ces deux protéines dans les LMM (p=0.01) (Figure R7) et les cellules de patients (p=0.005)
(données non montrées). Bien qu’aucune donnée dans la littérature n’explique ce phénomene,
il apparait alors que le niveau d’expression de ces deux protéines est important dans la
sensibilité des cellules de MM a I’ABT-737 démontrant 'importance du ratio Bcl-2/Mcl-1 dans la

décision de vie ou de mort des cellules traitées a ’ABT-737.

Bien que I'importance de Mcl-1 dans la réponse des cellules a I’ABT-737 ait été montrée
précédemment, il reste a comprendre en quoi cela modifie la réponse des cellules a cet agent.
Est-ce uniquement parce qu’un fort niveau de Mcl-1 traduit, par défaut, un faible niveau de Bcl-
2 ? Les tests statistiques que nous avons réalisés mettent en évidence que seul le ratio Bcl-
2/Mcl-1 permet de discriminer complétement les LMM sensibles des résistantes.

Pour comprendre ce mécanisme, il nous faut donc résonner en termes de quantité de
protéines pro-et anti-apoptotiques présentes dans la cellule (Figure D1).

A. Dans une cellule qui posséde des niveaux équivalents de Bcl-2 et de Mcl-1, les protéines
pro-apoptotiques vont se répartir de facon équitable entre ces deux membres de la famille
de Bcl-2, en fonction de leurs affinités. Lors d’un traitement a I’ABT-737, les complexes
formés avec Bcl-2 vont étre rompus, ce qui va libérer les membres pro-apoptotiques,
induisant un signal de mort.

B. Dans une cellule qui surexprime Bcl-2 et qui a un faible niveau d’expression de Mcl-1, les
protéines pro-apoptotiques vont étre principalement complexées avec Bcl-2. De ce fait, lors
d’un traitement a 'ABT-737, Bcl-2 va étre inhibée ce qui va permettre la libération d’'un
grand nombre de molécules pro-apoptotiques et induire la mort cellulaire a des doses

faibles d’ABT-737. En effet, dans ces conditions, peu d’ABT-737 sera nécessaire pour libérer
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une quantité suffisante de pro-apoptotiques pour induire la mort. Ces cellules sont alors
trés sensibles a I’ABT-737.

C. Les cellules qui expriment beaucoup de Mcl-1 et peu de Bcl-2 sont, quant a elles, résistantes
a ’ABT-737. La majorité des membres pro-apoptotiques est alors séquestrée par Mcl-1.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer la résistance de ces cellules : (i) il est possible que
trop peu de membres pro-apoptotiques soient complexés a Bcl-2 et que la quantité de
protéines pro-apoptotiques libérées par un traitement a I’ABT-737 soit trop faible pour
induire I'apoptose ; (ii) il est également probable que parmi les protéines Mcl-1 présentes,
certaines ne soient pas complexées. Ainsi, les membres pro-apoptotiques libérés de Bcl-2,
suite a un traitement a I’ABT-737, peuvent étre séquestrés par les molécules de Mcl-1
libres, inhibant I'apoptose. Il serait alors intéressant de regarder, dans les LMM résistantes,
la nature des complexes protéiques avant et apres traitement a ’ABT-737, dans le but de
mettre en évidence une séquestration, par Mcl-1, des membres pro-apoptotiques libérés de

Bcl-2 par ’'ABT-737.
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Figure D1 : Représentation schématique du mécanisme d’action de I’ABT-737 et de la réponse

d ce traitement en fonction du ratio Bcl-2/Mcl-1 des cellules
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Traitement des patients a I’ABT-737 : stratégies possibles

Nous avons montré une forte corrélation entre la sensibilité des cellules myélomateuses
a I’ABT-737 et leur ratio Bcl-2/Mcl-1 tant sur des LMM que sur des cellules primaires. Ainsi, un
traitement a ’ABT-737 en agent simple pourrait étre proposé aux patients présentant un ratio
Bcl-2/Mcl-1 fort, tandis que, pour les autres, cet inhibiteur de Bcl-2 ne serait intéressant qu’en
association avec d’autres agents anticancéreux. Il apparait alors qu’un traitement a ’'ABT-737
en agent simple ou en combinaison dans le MM pourrait offrir une alternative supplémentaire

pour les patients atteints de cette pathologie.

Les études précédemment menées sur 'intérét de ’ABT-737 dans le MM ont montré
une forte hétérogénéité de réponse avec des IC50 comprises entre 5 et 15uM. La nécessité
d’utiliser de telles doses d’ABT-737 n’était pas en faveur d’une thérapie en agent simple. En
effet, un article a montré que I’ABT-737 est toxique pour les lymphocytes normaux a partir de
10 uM (Chauhan et al., 2007). Cependant, nous avons montré que certaines LMM et cellules
issues de prélevements de patients sont extrémement sensibles a I’ABT-737 avec des doses
létales 50 (LDsp, dose d’ABT-737 qui induit 50% de mort cellulaire) de I'ordre du nanomolaire.
De telles sensibilités a ’ABT-737 ont déja été observées dans d’autres pathologies telles que les
LLC (Del Gaizo Moore et al., 2007). Il est d’ailleurs a noter que I’ABT-737 est actuellement en
essai cliniqgue dans cette pathologie. Cela souligne donc le fait que I'ABT-737 pourrait étre
utilisé en traitement d’un sous-groupe de MM en agent simple.

Les patients dont les cellules présentent les plus forts ratios Bcl-2/Mcl-1, sont retrouvés
dans les sous-groupes des CCND1 et des hyperdiploides. L'étude de I’ABT-737 en agent simple
dans le traitement de ces groupes de patients permettrait, si les résultats sont concluants,
d’apporter alors une nouvelle thérapie ciblée pour ces derniers. Le groupe des CCND1, bien
gu’arborant un taux de survie global parmi les meilleurs, a été rapporté par Nair et ses
collaborateurs comme étant un des groupes présentant des résultats moyens avec les
traitements actuels en terme de rémission compléete (RC). En effet, les patients du groupe des
CCND1 CD1 présentent le taux de RC le plus élevé, cependant leur durée est presque aussi
courte que celle du groupe proliférant. Les patients du groupe CCND1 CD2, bien qu’arborant les

plus longues durées de RC, présentent le plus faible taux de RC avec les traitements actuels.
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Enfin, le groupe des hyperdiploides, quant a eux, ont une bonne survie globale caractérisée par

un taux et une durée de RC moyenne (Nair et al., 2010).

Les patients des autres sous-groupes présentent des ratios Bcl-2/Mcl-1 plus faibles.
L'ABT-737 ne présente un intérét pour ces patients que si cet agent est utilisé en association

avec d’autres agents anticancéreux permettant de sensibiliser les cellules a son action.

Un grand nombre d’association sont possibles. Cependant, certaines stratégies semblent
étre plus judicieuses que d’autres. L'une d’entre-elles est de faire en sorte d’augmenter
I'expression de Bcl-2 afin de modifier le ratio Bcl-2/Mcl-1 pour qu’il soit favorable a une
sensibilité a I’ABT-737. Comme nous I'avons vu précédemment, les LMM et cellules primaires
présentent une corrélation inverse entre I'expression de Bcl-2 et celle de Mcl-1 de fagon
endogene. Cependant, il n’est pas dit qu’une augmentation de |’expression de Bcl-2,
consécutive a un traitement de ces cellules, induise une diminution de I'expression de Mcl-1. Il
faudrait alors une tres forte induction de Bcl-2 pour faire varier le ratio Bcl-2/Mcl-1. Cependant,
il faut garder a I'esprit que I'augmentation de I’expression d’'un membre anti-apoptotique est
avant tout un facteur de résistance a I'apoptose. Ainsi, il est possible qu’en augmentant Bcl-2, il
n’y ait pas de sensibilisation de la LMM a I’ABT-737 mais une augmentation de la résistance a
cet agent. Pour tester cette hypothese, il faudrait transfecter une LMM résistante a ’ABT-737

avec un plasmide codant pour Bcl-2 et regarder si cela sensibilise les cellules a cet agent.

A contrario, diminuer I'expression de Mcl-1 parait étre une meilleure stratégie. En effet,
cela permettrait alors de sensibiliser les cellules a I’ABT-737 en modifiant le ratio, d’une part,
et, d’autre part, d’induire la mort. Plusieurs agents anticancéreux ont la propriété d’induire, de
facon directe ou indirecte, la diminution de I'expression de Mcl-1. C’'est notamment le cas des
inhibiteurs de la transcription ou encore d’agents permettant d’augmenter sa dégradation par
le protéasome.

Le flavopiridol est un dérivé flavonoide semi-synthétique qui est connu pour inhiber la
transcription via I'inhibition des kinases qui activent ’ARN polymérase Il (Lam et al., 2001).
L'inhibition de la transcription de Mcl-1 par cet agent a été démontrée dans les cellules de LLC

et de MM (Chen et al., 2005) (Gojo et al., 2002). De plus, Gojo et ses collaborateurs ont montré
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qgue le flavopiridol induisait I'apoptose des cellules de MM, notamment dans les LMM RPMI-
8226 et OPM-2 qui sont résistantes a I’ABT-737. Nous avons montré, dans le lymphome du
manteau, que le flavopiridol augmente la sensibilité des cellules a ’ABT-737 (article en annexe).
Il serait maintenant intéressant de voir ce qu’il en est dans le MM. Cela permet également de
poser la question de l'intérét de la roscovitine, de I’actinomycine D, du sorafenib et du seliciclib
(CYC202) en combinaison avec I’ABT-737 dans le traitement du MM. En effet, ces molécules
sont, comme le flavopiridol, des inhibiteurs de la transcription et leur effet sur la diminution de
I'expression de Mcl-1 a été montré dans différents modeles cellulaires (Chen et al., 2007). De
plus, le sorafenib comme I'actinomycine D ont déja montré une action en synergie avec I’ABT-
737 respectivement sur des hépatocytes et sur des lignées cellulaires de carcinome (pancréas
et poumon) (Hikita et al., 2010) (Olberding et al., 2010).

Pour diminuer I'expression protéique de Mcl-1, il est possible de diminuer sa
transcription, mais il est également possible d’augmenter sa dégradation. Il a été décrit dans la
littérature que la dégradation de la protéine Mcl-1 est induite par le protéasome. Pour cela,
I'ubiquitinylation de Mcl-1 est nécessaire pour son adressage au protéasome. Cette
dégradation de Mcl-1 peut étre inhibée par la protéine USP9X qui enléve les chaines de poly-
ubiquitine présentent sur Mcl-1, permettant ainsi de prolonger la demi-vie de Mcl-1
(Schwickart et al., 2010). Ainsi, I'inhibition d’USP9X permettrait la dégradation de Mcl-1 et ainsi
de sensibiliser les cellules a la mort par ’ABT-737. Au laboratoire, nous avons montré que la
diminution de I'expression d’USP9X induit une sensibilisation des cellules myélomateuses a
I’ABT-737 (Figure R8). Bien qu’il n’existe pas d’inhibiteurs d’USP9X commercialisés qui
pourraient étre utilisés en thérapie a I'heure actuelle, ces données préliminaires montrent
cependant que la diminution de I'expression de Mcl-1 par I'augmentation de sa dégradation,
est une stratégie intéressante pour sensibiliser les LMM résistantes a ’ABT-737.

Une autre fagon d’inhiber Mcl-1 et donc de sensibiliser les cellules a ’ABT-737, serait de
contrecarrer |'effet cette protéine. L'obatoclax (GX15-070) est un inhibiteur a large spectre des
membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. En effet, il est décrit comme pouvant
interagir avec Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w et Mcl-1 (Zhai et al., 2006). Cet agent rompt notamment les
complexes Mcl-1/Bax et peut ainsi sensibiliser les cellules a I’ABT-737 dans un modeéle de
carcinome oral (Nguyen et al., 2007). De plus, il a été montré que cet agent pouvait induire la

mort de cellules Bax -/- et Bak -/- (Vogler et al., 2009). En effet, I'obatoclax peut rompre les
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complexes Mcl-1/Beclin-1 et ainsi activer la voie de mort par autophagie indépendante de Bax
et Bak dans des lignées de leucémie lymphoide aigué (Bonapace et al., 2010). Ainsi, la
combinaison associant I’ABT-737 avec I'obatoclax pourrait étre une stratégie intéressante a

étudier dans le MM.

Enfin, les cellules myélomateuses surexpriment des membres anti-apoptotiques, Mcl-1
ou Bcl-2. 'apoptose des cellules n’est induite que lorsqu’il y a un déséquilibre entre les
membres pro- et anti-apoptotiques en faveur des membres pro-apoptotiques. Ainsi,
I’augmentation du niveau d’expression protéique de membres pro-apoptotiques tels que Bik ou
Noxa permettrait alors de déséquilibrer cette balance et, par conséquent, de sensibiliser les
cellules a la mort induite par ’ABT-737.

Nous avons montré que l'augmentation de Bik sensibilise les cellules a la mort. Ainsi,
une combinaison associant ’ABT-737 avec le 5’Aza ou le melphalan semble étre intéressante
car ces agents augmentent I'expression de Bik (Figure R1 et R2) et il faudrait tester ces
combinaisons sur les LMM et les cellules primaires de patients afin de voir si I'on obtient une
action synergique ou tout du moins additive.

Noxa est un membre pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 qui n’interagit qu’avec Mcl-
1. Il a été montré, notamment par notre équipe que les complexes formés entre Noxa et Mcl-1
induit le clivage de cette derniére ainsi que sa dégradation par le protéasome (Gomez-Bougie et
al., 2007) (Gomez-Bougie et al.). De plus, I'augmentation de I'expression de Noxa induit une
augmentation du nombre de complexes Mcl-1/Noxa au détriment des complexes Mcl-1/Bim et
Mcl-1/Bak. De ce fait, les protéines telles que Bak ou Bim vont se retrouver sous forme libre
permettant l'induction de |'apoptose. Ainsi, les agents anticancéreux qui augmentent
I’expression de Noxa, semblent de bons candidats pour une combinaison avec 'ABT-737. Le
bortézomib est un inhibiteur du protéasome utilisé dans la thérapie du MM. Les LMM sensibles
a cet agent entrent en apoptose via I'augmentation de I'expression de Noxa et de la formation
des complexes Mcl-1/Noxa aboutissant au clivage de Mcl-1. De ce fait, le bortézomib (PS 341)
est une molécule qui aurait un intérét potentiel en combinaison avec I’ABT-737. Nous avons
testé cette association sur des LMM résistantes a ’ABT-737 ainsi que sur des cellules primaires

issues de prélevements de patients avec I'association de ces deux inducteurs de mort : ’ABT-
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737 et le bortézomib (PS-341) (Figure R9). Ces résultats montrent une action en synergie de ces
deux agents anticancéreux sur les LMM (Clgmm-1=0.93; Clrpwmis226=0.77). De ce fait, il est
important de poursuivre I'étude sur un plus grand nombre de LMM et prélévements de
patients pour voir si les résultats de cette étude sont concluants. D’autres agents ont été décrits
comme induisant une augmentation de I'expression de Noxa. C’'est par exemple le cas de la
doxorubicine, de I'’étoposide, de I'actinomycine D et de |’Ara-C (Lopez-Royuela et al., 2010) (Zall
et al., 2010). Il serait donc opportun de tester ces combinaisons afin de voir si I'une d’entre elles

présenterait un intérét tout particulier pour le traitement des patients.

Nous avons donc mis en évidence un facteur prédictif de la réponse a ’'ABT-737. En
effet, les LMM, comme les cellules primaires de préléevements de patients sensibles a 'ABT-737,
expriment un fort taux de Bcl-2 accompagné d’un faible taux de Mcl-1, permettant ainsi de
définir le ratio Bcl-2/Mcl-1 comme étant prédictif de la réponse des cellules a I’ABT-737. Ainsi,
la recherche de ce ratio chez les patients permettrait de connaitre en avance la réponse a I’ABT-

737 et de proposer ainsi une thérapie ciblée et individualisée.
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Conclusion
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L’étude de la protéine Bik ainsi que celle de 'ABT-737 dans le MM permettent de
proposer de nouveaux traitements aux patients atteints de MM. Ainsi, ’ABT-737 en agent
simple pourrait étre proposé aux patients ayant un ratio Bcl-2/Mcl-1 favorable, patients
appartenant aux groupes des CCND1 et des Hyperdiploides. Pour les autres, ceux dont les
cellules cancéreuses ont un ratio faible, un co-traitement associant 'ABT-737 a des agents
permettant l'inhibition de Mcl-1 ou l'augmentation de I'expression des membres pro-
apoptotiques peut étre envisagé afin de modifier le ratio Bcl-2/Mcl-1 ou I'équilibre entre pro-et
anti-apoptotiques de ces cellules. L'ensemble des traitements évoqués dans la discussion pour
une action en association avec ’ABT-737 sont représentés sur la figure C1.

Ainsi, le melphalan, le 5’Aza, I’Ara C, la doxorubicine, I'étoposide, I'actinomycine D ou
encore le Bortézomib vont induire I'augmentation de I’expression de Bik ou de Noxa,
permettant ainsi un déséquilibre de la balance entre les membres pro-et anti-apoptotiques en
faveur de la mort cellulaire. L'obatoclax, via son action sur les complexes Mcl-1/membres pro-
apoptotiques, permet la libération des facteurs pro-apoptotique et conduit a une augmentation
du signal de mort.

Enfin, la diminution de I'expression de Mcl-1 par le flavoriridol, la roscovitine, le CYC202,
I’actinomycine D ou encore le sorafenib permettrait d’augmenter la valeur du ratio Bcl-2/Mcl-1
et ainsi de sensibiliser a ’ABT-737 les cellules qui y étaient résistantes. Ces agents pourraient

donc avoir un effet synergique trés puissant.

Mes travaux s’inscrivent donc dans une démarche de compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans I’échappement des cellules a I’apoptose ainsi que dans la mise
en place de traitements ciblés et individualisés pour les patients atteints de MM. En effet,
mes travaux ont, d’'un point de vue fondamental, participé a mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans la résistance des cellules de MM au stress oxydatif. Qui plus est,
ils ont également permis d’offrir de nouvelles perspectives thérapeutiques tant pour les

patients sensibles que pour les patients résistants a ’'ABT-737.
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Figure C1 : Schéma bilan de I'effet de I’ABT-737 et de chaque agent anticancéreux proposé

pour un traitement en association avec 'ABT-737 sur les cellules de MM.

Les voies de signalisation et les équilibres intrinseques a la cellule sont représentés en noir.

L’effet direct de chaque agent est représenté en vert et leurs effets sur les équilibres de la cellule

sont représentés en orange.
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ABSTRACT:

Background

Mantle cell lymphoma (MCL) is considered to be an incurable disease, and new therapeutic
approaches are needed. ABT-737 is a BH3 mimetic that targets the anti-apoptotic protein Bcl-
2, which is over-expressed in MCL and implicated in drug resistance. The present work

investigated the anti-tumoral effect of ABT-737 in MCL cell lines and primary MCL cells.

Design and Methods

MCL cell lines (JEKO-1, MINO, REC-1, GRANTA-519, UPN-1, JVM-2) and primary MCL
cells (n=13) were used. Sensitivity to ABT-737 was assessed and expression levels of Bcl-2
and Mcl-1 were analyzed. Finally, ABT-737 was combined with other cytotoxic agents to

promote tailored therapy.

Results

MINO and GRANTA-519 cell lines were highly sensitive to ABT-737 (LDsp= 20 and 80 nM,
respectively), whereas the other cell lines were resistant. In primary MCL cells, 46% of
patients’ samples were sensitive to ABT-737 alone. Analysis of protein expression levels
revealed that both sensitive cell lines and primary MCL cells are characterized by a Bcl-
2"9"Mcl-1'"" profile, whereas resistant MCL cells contain high levels of Mcl-1. Flavopiridol
induces Mcl-1 down-regulation, and the combination of flavopiridol plus ABT-737 induces a
synergistic anti-MCL effect in ABT-737 resistant cell lines. This synergy was also observed

when ABT-737 was combined with either bortezomib or cytarabine-arabinoside.
Conclusions

The present work demonstrates that ABT-737 induces strong apoptosis in MCL cells
expressing a Bcl-2"9"/Mcl-1"" profile. In ABT-737-resistant MCL cells, down-regulation of
Mcl-1 overcomes Mcl-1-induced resistance and synergizes ABT-737 effects. In conclusion,
our results strongly support the use of ABT-737 in the treatment of MCL and the concept of
targeted therapy based on patient Bcl-2/Mcl-1 tumor cell profiles.



INTRODUCTION

Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive non-Hodgkin’s lymphoma which accounts for
approximately 5% of all NHLs.! Despite recent improvements in therapy, most patients
experience relapses and survive an average of approximately 6 years from the time of
diagnosis.” Intensive chemotherapy regimens combined with CD20 antibodies, and with or
without autologous stem cell transplantation, has been widely used but is not well-tolerated in
elderly or unfit patients. Indeed, there is an urgent need for new targeted molecular
approaches using novel compounds. Growing insight into the pathogenesis of MCL tumor
cells has recently opened a window of opportunity for innovative targeted therapies.> One of
these new therapeutic approaches is to induce apoptosis via the intrinsic pathway and/or to
overcome MCL cell resistance by antagonizing the anti-apoptotic Bcl-2 family proteins. This
approach has been prompted by several investigations demonstrating that the anti-apoptotic
protein Bcl-2 is constitutively over-expressed in MCL and plays a major role in drug
resistance.” These findings highlight the potential of Bcl-2-targeted therapy in MCL.
Members of the Bcl-2 family are critical regulators of apoptosis and the interaction between
pro-survival and pro-apoptotic members is a major determinate of cell fate.® Structural and
functional characteristics divide them into three subgroups: multidomain anti-apoptotic
members (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-W and Al), multidomain pro-apoptotic members (Bax
and Bak) and BH3-only members (Bim, Bid, Bad, Bik, Puma and Noxa). In response to a
wide range of derangement signals, BH3-only members are activated.” Certain BH3-only
proteins, including Bim and Bid, are called activators because of their ability to activate Bax
and Bak.? In contrast, the anti-apoptotic molecules antagonize cell death by sequestering
either BH3-only proteins or multidomain pro-apoptotic members. The presence of Bax or Bak
is required to mediate mitochondrial damage. First, these multi-domain pro-apoptotic family
members have to be activated to oligomerize; subsequently, oligomers form pores in the
mitochondrial outer membrane. This major step leads to the assembly of a multi-protein
structure, the so-called apoptosome, which activates downstream caspases. At this stage, the
induction of apoptosis is irreversible. This apoptotic cascade is frequently, if not always,
altered in tumor cells, including MCL cells.

ABT-737 is a new cell-permeant compound that selectively binds with high affinity to Bcl-2
and Bcl-xL.° ABT-737 displaces pro-apoptotic BH3-only from Bcl-2 or Bcl-xL, leading to
activation of Bax and Bak and downstream caspases.® Due to the low affinity of ABT-737 for



Mcl-1, high basal levels of Mcl-1 have been associated with ABT-737 resistance.'**®

Previous studies have also shown that ABT-737 is effective as a single agent against some
leukemia/lymphoma cell lines both in vitro and in vivo.'% %1

In the present study, we focused our investigation on the anti-tumoral effect of ABT-737 in
MCL. We also aimed to identify prognostic biomarkers that may predict MCL tumor cell
responses to ABT-737. Using this approach, we have developed a rationale for ABT-737-

based tailored therapeutic strategies in MCL.



DESIGN AND METHODS:

MCL cell lines and primary MCL cells.

JEKO-1, MINO, REC-1, GRANTA-519 and JVM-2 MCL cell lines were purchased from
DSMZ (Braunschweig, Germany). The UPN-1 MCL cell line was kindly provided by Dr. V.
Ribrag (IRG, Villejuif, France). JEKO-1, MINO, REC-1, GRANTA-519 and JVM-2 were
maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 10 % FCS and 2 mM glutamine. UPN-
1 was maintained in MEM o medium supplemented with 10 % FCS and 2 mM glutamine.
Primary MCL cells were obtained from patients treated in our institution who had provided
their written informed consent and been diagnosed with de novo or relapsed MCL,; diagnosis
had been confirmed according to the WHO classification.”” MCL cells from blood or ascites
were obtained following gradient density centrifugation using Ficoll-hypaque. For Western

blotting analysis, MCL cells were purified with CD19-immuno-magnetic beads.

Antibodies (mAbs) and reagents.

Anti-Bcl-2 (clone 124) mouse mAb was obtained from Dako (Roissy, CDG, France). Anti-
Mcl-1 (S19) rabbit polyclonal and anti-caspase 3 (E-8) mouse mAb were obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Tebu-Bio, Le Perray en Yvelines, France). Anti-Bcl-x, rabbit polyclonal
was obtained from BD Biosciences (Mississauga, Canada). Anti-Actin (clone C4) rabbit
polyclonal antibodies were obtained from Chemicon (Temecula, CA, USA). Anti-Noxa mAb
was obtained from Alexis Coger (Paris, France). ABT-737 was kindly provided by Abbott
Laboratories (Abbott Park, IL, USA). Flavopiridol and cyrarabine-arabinoside were obtained
from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Bortezomib was kindly provided by
Millenium Laboratory (Raleigh, NC, USA).

Flow cytometric analysis of apoptosis and Bax conformational change.

Cell death in human MCL cell lines was assessed by Apo-2.7 staining. Cell death in primary
MCL cells was assessed by both Apo-2.7 and CD19 staining combined with an analysis of
altered cellular morphology (lower FSC). Flow cytometry analysis was performed on a
FACSCalibur using Cell Quest software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). For Bax



immunofluorescence staining, 5x10° cells were washed in PBS and fixed using the Intra Prep
Permeabilization Reagent Kit (Immunotech, Marseille, France) according to the
manufacturer’s recommendations. Cells were then incubated with anti-Bax (clone 6A7) mAb
(BD Biosciences, Pharmigen) or IgG1 isotype control for 20 min. After washing in PBS, cells
were incubated with anti-mouse-FITC antibody (Immunotech) for 20 min, washed once in
PBS and resuspended in PBS-1% formaldehyde. Flow cytometric analysis was performed as

above.

Immunoblotting.

Cells (5x10°) were resuspended in lysis buffer (10 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA and 1% Triton X-100) containing 2 mM PMSF and 2 pg/ml aprotinin. After 40 min on
ice, lysates were cleared by centrifugation at 12,000 x g for 30 min at 4°C. Equal amounts of
total protein were separated by SDS-PAGE, electrotransferred onto PVDF membranes and
analyzed following standard procedures. The signal was detected using ECL (Pierce,
Rockford, IL, USA).

RNA isolation and quantitative real-time PCR.

RNA was isolated using the NucleoSpin RNA Il kit (Macherey-Nagel). Two micrograms of
total RNA was reverse transcribed using the Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Invitrogen) and random hexamers (Amersham Biosciences). Quantitative PCR
was performed using the TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) in a

MX4000 instrument (Stratagene). BCL2 (Hs00608023_m1), MCL1 (Hs00172036_m1) and
RPL37a (Hs01102345 _m1) TagMan gene expression assays were purchased from Applied
Biosystems. The thermal cycling parameters used consisted of 50°C for 2 min for optimal
AmpErase UNG activity, then 40 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 1 min. To control
specificity of the amplified product, a melting curve analysis was performed. No
amplification of nonspecific product was observed. Amplification of the housekeeping gene

RPL37a was conducted for each sample as an endogenous control.



RESULTS:

Sensitivity of MCL cell lines to ABT-737

The sensitivity of MCL cell lines to ABT-737 was investigated in normal culture conditions.
After a 24-hour treatment, cell death was assessed using APO 2.7 staining (Figure 1A). MINO
and GRANTA-519 were highly sensitive to ABT-737 with a lethal dose (LD)so of 25 and 80
nM, respectively. In contrast, the four other MCL cell lines (JEKO-1, REC-1, UPN-1 and
JVM-2) were resistant to ABT-737 (LDso> 8 uM). To determine the pathway by which ABT-
737 induces apoptosis, the activation of caspases 9 and 3 was investigated. Cleavage of
caspases 3 and 9 was detectable within 2 hours following treatment and was coupled to Bax
activation demonstrating that apoptosis occurs via the intrinsic apoptotic pathway. (Figure 1B
and 1C).

Because ABT-737 selectively binds to anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-x,. but not Mcl-1, the
respective expression level of these proteins was investigated by Western blotting analysis
(Figure 2A). MINO and GRANTA-519 both showed high expression of Bcl-2 but low levels
of Mcl-1 (a so-called Bcl-2"9"/Mcl-1'"" profile). Interestingly, resistant MCL cell lines
(JEKO-1, REC-1, UPN-1 and JVM-2) all expressed high Mcl-1 levels. In contrast, the level
of Bcl-x. did not appear to be related to ABT-737 sensitivity. To confirm the correlation
between sensitivity to ABT-737 and the Bcl-2/Mcl-1 profile, we determined the mRNA levels
of Bcl-2 and Mcl-1 for the six MCL cell lines using quantitative RT-PCR (Figure 2B). As we
had observed with protein expression levels, sensitive MCL cell lines had high Bcl-2/Mcl-1
MRNA ratios (3,3 and 11 for MINO and GRANTA-519, respectively), whereas resistant
MCL cell lines had low Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratios (<1).

Sensitivity of primary MCL cells to ABT-737

Next, induced apoptosis was evaluated in primary MCL tumor cells from 13 patients.
Characteristics of patients are summarized in Table 1. Nine patients had de novo untreated
MCL and two displayed a blastic variant. Primary MCL cells were cultured with varying
concentrations of ABT-737. After 24 hours of treatment, cell death was quantified in the
MCL cell compartment (CD19 positive cells) and a combined analysis of altered cellular
morphology (lower FSC) was also performed (Figure 3A). ABT-737 induced apoptosis in

MCL cells in 6 samples (with LDsgs ranging from 15 to 150 nM), whereas 7 samples were



classified as resistant to ABT-737 (median LDsg not reached). In 8 samples, the number of
MCL cells was sufficient to evaluate Bcl-2 and Mcl-1 expression by Western blotting (Figure
3B). As observed above in MCL cell lines, Western blot analysis revealed that only Bcl-
2"9"Mcl-1'"" primary tumor cells were sensitive to ABT-737 and that a high expression of

Mcl-1 was consistently associated with resistance to ABT-737.

Combination of ABT-737 and flavopiridol overcomes the Mcl-1 associated resistance of MCL
cells to ABT-737

In primary MCLs and MCL cell lines, we found high levels of the antiapoptotic protein Mcl-
1, suggesting that the Mcl-1 expression level might be associated with ABT-737 resistance.
Flavopiridol, a semisynthetic flavonoid, is known to inhibit mRNA transcription by inhibiting
kinases that activate RNA polymerase 11.*® Inhibition of Mcl-1 transcription by flavopiridol
has been reported in chronic lymphoid leukemia (CLL) and multiple myeloma (MM) cells.**
20 ABT-737 resistant MCL cell lines (JEKO-1, REC-1, UPN-1 and JVM-2) were cultured
with flavopiridol (250 nM) for 24 hours. A drastic diminution of Mcl-1 protein level was
observed, whereas neither Bcl-2 nor Bcl-x, levels were affected by flavopiridol exposure
(Figure 4A). Interestingly, the decrease in the Mcl-1 level occurred rapidly, by 2 hours, and
became undetectable after 4 hours of treatment with flavopiridol. This decrease was observed
prior to caspase 3 cleavage, which was detected only after 6 hours of treatment (Figure 4B).
Following 2 hours of flavopiridol exposure, qRT-PCR analysis confirmed a decrease in Mcl-1
MRNA levels up to 90%. (Figure 4C). Taken together, these results demonstrate that Mcl-1
protein down-regulation in flavopiridol treated cells is not due to a caspase-dependant
cleavage, but occurs at the mRNA level. Because flavopiridol induces a rapid and strong
caspase-independent down-regulation of Mcl-1, we hypothesized that flavopiridol might
overcome the putative Mcl-1-associated resistance to ABT-737. The four ABT-737-resistant
MCL cell lines were then treated with suboptimal doses of ABT-737 or flavopiridol or a
combination of both drugs. Cell viability was assessed after a 24-hour exposure (Figure 5A).
The measurement of induced apoptosis by the combination of ABT-737 plus flavopiridol
shows a major synergistic effect, as demonstrated by a combination index (Cl) <1 according
to the Chou-Talalay method (Figure 5B).%

ABT-737 synergizes with cytarabine arabinoside (Ara-C) or bortezomib in ABT-737 resistant
MCL cell lines.



Cytarabine arabinoside (Ara-C) and, more recently, bortezomib have been shown to be
important compounds in the treatment of MCL.?*?* Therefore, we assessed the combined
effects of ABT-737 plus bortezomib or Ara-C in the two ABT-737 resistant MCL cell lines
(JEKO-1 and JVM-2) (Figure 6). As observed with flavopiridol, a synergistic effect of these
two compounds when combined with ABT-737 was measured (Cl < 1 according to the Chou-
Talalay method). We further hypothesized that this synergistic effect may also be explained
by a modification of Mcl-1 expression levels. As shown in figure 7A, Ara-C exposure induces
a rapid caspase-3-independent decrease in Mcl-1 in the JEKO-1 cell line (Figure 7A). In
contrast, bortezomib exposure did not alter Mcl-1 levels, although we observed a strong
increase in levels of the BH3-only Noxa (Figure 7B), a protein which is known to bind Mcl-1
selectively and counteract its anti-apoptotic function.?®



DISCUSSION

The present study evaluated the antineoplastic activity of ABT-737 in MCL cells. It shows
that MCL cells are quite heterogeneous regarding their sensitivity to ABT-737 (with LDsg
values ranging over 1000 fold). Indeed, the less sensitive MCL cell lines show only limited
induced apoptosis when exposed to high doses of ABT-737 (in the micromolar range),
whereas the most sensitive lines undertake massive apoptosis after exposure to extremely low
ABT-737 concentrations (in the nanomolar range). The investigations conducted with fresh
tumor cells from MCL patients confirm this finding and reveal that about half of the patients’
samples are highly sensitive to ABT-737 alone. Interestingly, the level of sensitivity in these
patients’ samples is comparable to that observed in sensitive MCL cell lines. Our results
support the use of ABT-737 in MCL but also highlight the need for biological markers which
can be used to predict ABT-737 responsiveness. Thus, our first approach involved the
identification of these biomarkers with regard to the mechanism of action of ABT-737.
Analysis of protein expression revealed that the subset of highly sensitive MCL cells is
consistently characterized by a Bcl-2"9"/Mcl-1'" protein profile. This is in accordance not
only with the molecular mechanism of action of ABT-737 but also with previous studies
conducted in other hematological malignancies. Indeed, CLL cells have been reported to be
extremely sensitive to ABT-737, and like ABT-737-sensitive MCLs, express high levels of
Bcl-2 and low levels of Mcl-1.1% % As such, we have identified Mecl-1 as a valuable
biomarker. Specifically, high expression levels of Mcl-1 appear to be related to ABT-737
resistance in MCL, regardless of the level of Bcl-2. Consistent with this, a specific role for
Mcl-1 in ABT-737 resistance has been reported in solid and hematological tumor cell lines.™"
3 In both MCL cell lines and primary MCL cells, we observed that the level of Mcl-1 protein
is highly variable from one patient to another and from one MCL cell line to another. Khoury
and co-workers at MD Anderson also reported that Mcl-1 expression (assessed by
immunocytochemistry in patient samples) was heterogeneous: 12 out of 36 MCL samples
were found positive for Mcl-1 expression.?” The role of Bcl-2 has been widely described in
MCL cell resistance to treatment, but only a few reports have addressed the specific role of
Mcl-1. Perez-Galan and colleagues report that Mcl-1 is involved in bortezomib sensitivity in
MCL cells.?® Furthermore, it has been interesting to note that ABT-737 also induces apoptosis
at a higher drug concentration (5-15 pM) in MM cell lines, which express higher levels of

Mcl.?® Thus, all these investigations converge on the fact that Mcl-1 plays a key role in



resistance to ABT-737, regardless of the nature of the tumor cell. Taken together, these
studies, and ours, identify a uniform profile (Bcl-2"%"/Mcl-1'") for ABT-737-sensitive cells
and a key role played by Mcl-1 in ABT-737 resistance. Indeed, both types of biomarker
profiling (Bcl-2"9"/Mcl-1'"" and Mcl-1 levels) could be used to predict responses to ABT-737
exposure for future clinical trials. Our results highlight the fact that Mcl-1 expression levels
segregate MCL into at least 2 apoptotic profiles, which depend on the level of Mcl-1
expression. Analysis of Bcl-2 and Mcl-1 expression will provide critical information in future

targeted therapies of MCL when treating patients with ABT-737.

Because half of the MCL samples did not undergo apoptosis in the presence of ABT-737
alone, the second part of this work investigated strategies to overcome MCL resistance to
ABT-737. Regarding the mechanism of action of ABT-737, one strategy explored decreasing
Mcl-1 expression levels. Flavopiridol is known to effectively inhibit Mcl-1 transcription in
CLL and MM.?*% |n MCL, flavopiridol has been reported to induce apoptosis through the
down-regulation of cell cycle proteins, such as cyclin D1.2° Therefore, flavopiridol is
currently under investigation for treatment of several hematological malignancies, including
both CLL and MCL.%* Qur investigation confirms that flavopiridol down-regulates Mcl-1 at
both the mRNA and protein levels in MCL cells and demonstrates a highly synergistic
apoptotic effect when combined with ABT-737 in ABT-737-resistant cell lines. The
effectiveness of combining ABT-737 with compounds that inactivate Mcl-1 firmly establishes
the validity of such a therapeutic approach in the treatment of MCL.*» 33 A similar
synergistic effect is measured when ABT-737 is combined with Ara-C, which is a heavily-
prescribed drug in the treatment of MCL.?* *" As reported with flavopiridol, Ara-C has also
been shown to induce Mcl-1 down-regulation at the mRNA level.®® Therefore, both
flavopiridol and Ara-C, which decrease Mcl-1 expression, appear to be promising
supplements in ABT-737 therapy of patients presenting with high Mcl-1 levels.

Bortezomib acts as a proteasome inhibitor and is among the most promising new compounds
in the treatment of MCL.?® In contrast to the Ara-C ABT-737 combination, the mixture of
ABT-737 with bortezomib shows a synergistic effect, even though no decrease of Mcl-1
protein expression is observed in the presence of bortezomib for up to 24 hours. Thus, the
rationale for the use of this combination does not involve down-regulation of Mcl-1
expression but is likely due to another mechanism impacting Mcl-1 and its protein network.
Among the various effects of bortezomib in cell biology, one of its pro-apoptotic effects

involves the disruption of interactions among Bcl-2 protein family members. Consistent with



this, we found that the expression of Noxa is drastically increased in the presence of
bortezomib. Noxa is a BH-3-only protein which specifically interacts with Mcl-1.%° The up-
regulation of Noxa leads to an increase of Noxa/Mcl-1 heterodimers. Thus, it counteracts the
anti-apoptotic role of Mcl-1 and Mcl-1 fails to protect cells from apoptosis.?® Taken together,
our results show that several strategies might be employed to overcome ABT-737 resistance.
One strategy would be to include compounds that decrease Mcl-1 expression (such as
combining ABT-737 treatment with flavopiridol or Ara-C), but another approach would be to
inhibit Mcl-1 anti-apoptotic action by increasing Noxa expression using bortezomib. Recent
publications have suggested that ABT-737 exposure may enhance Mcl-1 up-regulation,
leading to ABT-737 resistance.** *° This putative role played by ABT-737 as an Mcl-1 up-
regulator further enhances the potential of Mcl-1 targeted therapy used in combination with
ABT-737.

ABT-263 (navitoclax, Abbott) is an orally bioavailable BH3-mimetic compound of the same
class as ABT-737 and is currently under investigation in hematological and solid
malignancies.'® *** The present work strongly supports the use of ABT-263 in MCL and
opens the window for selected ABT-263 tailored therapies that use biomarkers able to predict
patient responses. MCL patients presenting a Bcl-2"9"/Mcl-1' profile may be good
candidates for ABT-263 monotherapy, whereas ABT-263 combined with an Mcl-1-targeted
therapy (such as flavopiridol, Ara-C or bortezomib) would be more appropriate for MCL
patients with high Mcl-1 levels. These biomarkers are easily assessed prior treatment
induction. In our experience, Bcl-2 and Mcl-1 protein level assessment using Western blotting
analysis is a powerful tool to determine patient Bcl-2/Mcl-1 profiles, but other methods such

as flow cytometry or quantitative PCR analysis could also evaluate these markers effectively.

In conclusion, ABT-737 is a promising new compound for future treatments of MCL patients.
The unique mechanism of action of ABT-737 offers the opportunity to treat patients with a
targeted therapy based on their Bcl-2/Mcl-1 profile in tumor cells. The present investigation
provides the biological rationale for these future clinical trials to evaluate ABT-263 alone or

in combination with Mcl-1 reducing agents in MCL patients.



REFERENCES

1. Zhou Y, Wang H, Fang W, Romaguer JE, Zhang Y, Delasalle KB, et al. Incidence
trends of mantle cell lymphoma in the United States between 1992 and 2004. Cancer. 2008
Aug 15;113(4):791-8.

2. Herrmann A, Hoster E, Zwingers T, Brittinger G, Engelhard M, Meusers P, et al.
Improvement of overall survival in advanced stage mantle cell lymphoma. J Clin Oncol. 2009
Feb 1;27(4):511-8.

3. Perez-Galan P, Dreyling M, Wiestner A. Mantle cell lymphoma: biology,
pathogenesis, and the molecular basis of treatment in the genomic era. Blood. 2010 Oct 12.
4. Ek S, Hogerkorp CM, Dictor M, Ehinger M, Borrebaeck CA. Mantle cell lymphomas
express a distinct genetic signature affecting lymphocyte trafficking and growth regulation as
compared with subpopulations of normal human B cells. Cancer research. 2002 Aug
1,62(15):4398-405.

5. Hofmann WK, de Vos S, Tsukasaki K, Wachsman W, Pinkus GS, Said JW, et al.
Altered apoptosis pathways in mantle cell lymphoma detected by oligonucleotide microarray.
Blood. 2001 Aug 1;98(3):787-94.

6. Danial NN, Korsmeyer SJ. Cell death: critical control points. Cell. 2004 Jan
23;116(2):205-109.

7. Puthalakath H, Strasser A. Keeping killers on a tight leash: transcriptional and post-
translational control of the pro-apoptotic activity of BH3-only proteins. Cell Death Differ.
2002 May;9(5):505-12.

8. Certo M, Del Gaizo Moore V, Nishino M, Wei G, Korsmeyer S, Armstrong SA, et al.
Mitochondria primed by death signals determine cellular addiction to antiapoptotic BCL-2
family members. Cancer cell. 2006 May;9(5):351-65.

9. Oltersdorf T, EImore SW, Shoemaker AR, Armstrong RC, Augeri DJ, Belli BA, et al.
An inhibitor of Bcl-2 family proteins induces regression of solid tumours. Nature. 2005 Jun
2;435(7042):677-81.

10. Del Gaizo Moore V, Brown JR, Certo M, Love TM, Novina CD, Letai A. Chronic
lymphocytic leukemia requires BCL2 to sequester prodeath BIM, explaining sensitivity to
BCL2 antagonist ABT-737. J Clin Invest. 2007 Jan;117(1):112-21.

11.  Lin X, Morgan-Lappe S, Huang X, Li L, Zakula DM, Vernetti LA, et al. 'Seed'
analysis of off-target sSiRNAs reveals an essential role of Mcl-1 in resistance to the small-
molecule Bcl-2/Bcl-XL inhibitor ABT-737. Oncogene. 2007 Jun 7;26(27):3972-9.

12.  Tahir SK, Wass J, Joseph MK, Devanarayan V, Hessler P, Zhang H, et al.
Identification of expression signatures predictive of sensitivity to the Bcl-2 family member
inhibitor ABT-263 in small cell lung carcinoma and leukemia/lymphoma cell lines. Mol
Cancer Ther. 2010 Mar;9(3):545-57.

13.  van Delft MF, Wei AH, Mason KD, Vandenberg CJ, Chen L, Czabotar PE, et al. The
BH3 mimetic ABT-737 targets selective Bcl-2 proteins and efficiently induces apoptosis via
Bak/Bax if Mcl-1 is neutralized. Cancer cell. 2006 Nov;10(5):389-99.

14. Del Gaizo Moore V, Schlis KD, Sallan SE, Armstrong SA, Letai A. BCL-2
dependence and ABT-737 sensitivity in acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2008 Feb
15;111(4):2300-9.

15. Deng J, Carlson N, Takeyama K, Dal Cin P, Shipp M, Letai A. BH3 profiling
identifies three distinct classes of apoptotic blocks to predict response to ABT-737 and
conventional chemotherapeutic agents. Cancer cell. 2007 Aug;12(2):171-85.



16. Konopleva M, Contractor R, Tsao T, Samudio I, Ruvolo PP, Kitada S, et al.
Mechanisms of apoptosis sensitivity and resistance to the BH3 mimetic ABT-737 in acute
myeloid leukemia. Cancer cell. 2006 Nov;10(5):375-88.

17.  Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H, et al. WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, Fourth Edition. IARC
press. 2008.

18. Lam LT, Pickeral OK, Peng AC, Rosenwald A, Hurt EM, Giltnane JM, et al.
Genomic-scale measurement of mRNA turnover and the mechanisms of action of the anti-
cancer drug flavopiridol. Genome Biol. 2001;2(10):RESEARCHO0041.

19.  Chen R, Keating MJ, Gandhi V, Plunkett W. Transcription inhibition by flavopiridol:
mechanism of chronic lymphocytic leukemia cell death. Blood. 2005 Oct 1;106(7):2513-9.
20.  Gojo I, Zhang B, Fenton RG. The cyclin-dependent kinase inhibitor flavopiridol
induces apoptosis in multiple myeloma cells through transcriptional repression and down-
regulation of Mcl-1. Clin Cancer Res. 2002 Nov;8(11):3527-38.

21.  Chou TC. Drug combination studies and their synergy quantification using the Chou-
Talalay method. Cancer research. 2010 Jan 15;70(2):440-6.

22.  de Guibert S, Jaccard A, Bernard M, Turlure P, Bordessoule D, Lamy T. Rituximab
and DHAP followed by intensive therapy with autologous stem-cell transplantation as first-
line therapy for mantle cell lymphoma. Haematologica. 2006 Mar;91(3):425-6.

23.  Goy A, Bernstein SH, Kahl BS, Djulbegovic B, Robertson MJ, de VVos S, et al.
Bortezomib in patients with relapsed or refractory mantle cell lymphoma: updated time-to-
event analyses of the multicenter phase 2 PINNACLE study. Ann Oncol. 2009
Mar;20(3):520-5.

24.  Gressin R, Caulet-Maugendre S, Deconinck E, Tournilhac O, Gyan E, Moles MP, et
al. Evaluation of the (R)VVAD+C regimen for the treatment of newly diagnosed mantle cell
lymphoma. Combined results of two prospective phase Il trials from the French GOELAMS
group. Haematologica. 2010 Aug;95(8):1350-7.

25.  Perez-Galan P, Roue G, Villamor N, Montserrat E, Campo E, Colomer D. The
proteasome inhibitor bortezomib induces apoptosis in mantle-cell lymphoma through
generation of ROS and Noxa activation independent of p53 status. Blood. 2006 Jan
1;107(1):257-64.

26.  Le Carrour T, Assou S, Tondeur S, Lhermitte L, Lamb N, Reme T, et al. Amazonia!:
An Online Resource to Google and Visualize Public Human whole Genome Expression Data.
The Open Bioinformatics Journal. 2010;4:5-10.

27. Khoury JD, Medeiros LJ, Rassidakis GZ, McDonnell TJ, Abruzzo LV, Lai R.
Expression of Mcl-1 in mantle cell lymphoma is associated with high-grade morphology, a
high proliferative state, and p53 overexpression. The Journal of pathology. 2003
Jan;199(1):90-7.

28. Kline MP, Rajkumar SV, Timm MM, Kimlinger TK, Haug JL, Lust JA, et al. ABT-
737, an inhibitor of Bcl-2 family proteins, is a potent inducer of apoptosis in multiple
myeloma cells. Leukemia. 2007 Jul;21(7):1549-60.

29.  Venkataraman G, Maududi T, Ozpuyan F, Bahar HI, Izban KF, Qin JZ, et al.
Induction of apoptosis and down regulation of cell cycle proteins in mantle cell lymphoma by
flavopiridol treatment. Leuk Res. 2006 Nov;30(11):1377-84.

30.  Kouroukis CT, Belch A, Crump M, Eisenhauer E, Gascoyne RD, Meyer R, et al.
Flavopiridol in untreated or relapsed mantle-cell lymphoma: results of a phase Il study of the
National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group. J Clin Oncol. 2003 May
1;21(9):1740-5.



31. Lin TS, Blum KA, Fischer DB, Mitchell SM, Ruppert AS, Porcu P, et al. Flavopiridol,
fludarabine, and rituximab in mantle cell lymphoma and indolent B-cell lymphoproliferative
disorders. J Clin Oncol. 2010 Jan 20;28(3):418-23.

32.  Lin TS, Ruppert AS, Johnson AJ, Fischer B, Heerema NA, Andritsos LA, et al. Phase
Il study of flavopiridol in relapsed chronic lymphocytic leukemia demonstrating high
response rates in genetically high-risk disease. J Clin Oncol. 2009 Dec 10;27(35):6012-8.

33.  Chen S, Dai Y, Harada H, Dent P, Grant S. Mcl-1 down-regulation potentiates ABT-
737 lethality by cooperatively inducing Bak activation and Bax translocation. Cancer
research. 2007 Jan 15;67(2):782-91.

34.  Hikita H, Takehara T, Shimizu S, Kodama T, Shigekawa M, Iwase K, et al. The Bcl-
xL inhibitor, ABT-737, efficiently induces apoptosis and suppresses growth of hepatoma cells
in combination with sorafenib. Hepatology. 2010 Jul 16.

35.  XuH, Krystal GW. Actinomycin D Decreases Mcl-1 Expression and Acts
Synergistically with ABT-737 against Small Cell Lung Cancer Cell Lines. Clin Cancer Res.
2010 Sep 1;16(17):4392-400.

36.  Geisler CH, Kolstad A, Laurell A, Andersen NS, Pedersen LB, Jerkeman M, et al.
Long-term progression-free survival of mantle cell lymphoma after intensive front-line
immunochemotherapy with in vivo-purged stem cell rescue: a nonrandomized phase 2
multicenter study by the Nordic Lymphoma Group. Blood. 2008 Oct 1;112(7):2687-93.

37.  Lefrere F, Delmer A, Levy V, Delarue R, Varet B, Hermine O. Sequential
chemotherapy regimens followed by high-dose therapy with stem cell transplantation in
mantle cell lymphoma: an update of a prospective study. Haematologica. 2004
Oct;89(10):1275-6.

38.  de Vries JF, Falkenburg JH, Willemze R, Barge RM. The mechanisms of Ara-C-
induced apoptosis of resting B-chronic lymphocytic leukemia cells. Haematologica. 2006
Jul;91(7):912-9.

39.  Chen L, Willis SN, Wei A, Smith BJ, Fletcher JI, Hinds MG, et al. Differential
targeting of prosurvival Bcl-2 proteins by their BH3-only ligands allows complementary
apoptotic function. Mol Cell. 2005 Feb 4;17(3):393-403.

40.  Yecies D, Carlson NE, Deng J, Letai A. Acquired resistance to ABT-737 in lymphoma
cells that up-regulate MCL-1 and BFL-1. Blood. 2010 Apr 22;115(16):3304-13.

41.  Ackler S, Mitten MJ, Foster K, Oleksijew A, Refici M, Tahir SK, et al. The Bcl-2
inhibitor ABT-263 enhances the response of multiple chemotherapeutic regimens in
hematologic tumors in vivo. Cancer Chemother Pharmacol. 2010 Oct;66(5):869-80.

42.  Rudin CM, Oliveira MR, Garon EB, Bonomi P, Camidge R, Nolan C, et al. A phase
Ila study of ABT-263 in patients with relapsed small-cell lung cancer. J Clin Oncol.
2010;28:15s(Abstract 7046).

43.  Tse C, Shoemaker AR, Adickes J, Anderson MG, Chen J, Jin S, et al. ABT-263: a
potent and orally bioavailable Bcl-2 family inhibitor. Cancer research. 2008 May
1,68(9):3421-8.



FIGURE LEGENDS:

Figure 1. ABT-737 induces apoptosis in MCL cell lines via the intrinsic pathway.

A: Sensitivity of MCL cell lines to ABT-737

Cells were cultured for 24 hours with increasing concentrations of ABT-737 (from 20 nM to
20 uM). Cell death was quantified by APO 2.7 staining. The lethal dose 50 (LDso) is indicated

for each cell line.

B: ABT-737 induces rapid apoptosis via the intrinsic pathway in sensitive MCL cell line
MINO

MCL cell line MINO was cultured with 100 nM ABT-737 for different periods of time as
indicated. Immunoblot analysis of MINO lysate (70 pg of protein) reveals the cleavage of

caspase 9 and 3. Actin was used as a loading control.
C: ABT-737 induces apoptosis via Bax activation

MINO was cultured for 24 hours with 100 nM ABT-737. Bax activation was detected by

flow cytometry after Bax staining.

Figure 2. Bcl-2/Mcl-1 profile correlates with ABT-737 sensitivity.

A: Cell lysates were separated by SDS-PAGE and then electrotransferred onto PVDF
membranes. The membranes were probed with the respective antibodies. Actin was included
as a protein loading control. Quantification of Bcl-2 and Mcl-1 bands was determined by
densitometry relative to actin.

B: BCL2 and MCL1 mRNA levels were measured by gRT-PCR at baseline and determined
relative to JEKO-1 mRNA levels.

Figure 3. Sensitivity of MCL patient samples to ABT-737.

A Sensitivity of MCL patient samples to ABT-737



MCL cells from blood samples of 13 patients were cultured for 24 hours with different
concentrations of ABT-737 (20, 80, 300, 1250 nM). Cell death was quantified by FACS
analysis of APO 2.7 and CD19 stained cells.

B Western-blotting analysis of Bcl-2 and Mcl-1 protein expression in MCL patient

samples.

CD19+ purified cell lysates were analyzed by immunoblotting with the respective antibodies.
Actin was included as a protein loading control. Sensitive MCL samples (in grey) present
high levels of Bcl-2 and low levels of Mcl-1, contrary to resistant MCL samples (in black)

which present high levels of Mcl-1.

Figure 4. Flavopiridol induces a rapid down—regulation of Mcl-1 at both the protein and
MRNA level.

A: MCL cell lines resistant to ABT-737 (JEKO-1, REC-1, UPN-1 and JVM-2) were cultured
for 24 hours with or without250 nM flavopiridol. Western blot analysis of Mcl-1, Bcl-2 and

Bcl-x, protein expression is shown.

B: MCL cell line JEKO-1 was cultured for 2, 4, 6 and 24 hours with 500 nM flavopiridol.

Western-blot analysis of Mcl-1 and caspase 3 proteins is shown.

C: The mRNA level of MCL1 was measured by quantitative RT-PCR at baseline and after 2,
4 and 6 hours of treatment with flavopiridol (500 nM) in JEKO-1.

Figure 5. Effect of combining ABT-737 and flavopiridol in ABT-737 resistant cell lines.

A: ABT-737 resistant MCL cell lines (JEKO-1, REC-1, UPN-1 and JVM-2) were cultured for
24 hours in ABT-737 (white bars), flavopiridol (grey bars) or a combination of ABT-737 plus
flavopiridol (black bars). Death was quantified using APO 2.7 staining. Sub-optimal
concentrations of ABT-737 (150 nM) and flavopiridol (250 nM for JEKO-1, REC-1 and
JVM-2, 150 nM for UPN-1) were used. Synergy was confirmed by combination index (ClI)
<1 according to the Chou-Talalay method. B: Cl values of various combinations of
flavopiridol (250 nM) and ABT-737 (25-75-150-300-1500 nM) are shown for JEKO-1 MCL

cells.



Figure 6. ABT-737 synergizes with bortezomib and cytarabine in ABT-737 resistant cell
lines.

ABT-737 resistant MCL cell lines JEKO-1 and JVM-2 were cultured for 24 hours with ABT-
737 (white bars), bortezomib or Ara-C (grey bars) or combinations of ABT-737 plus
bortezomib or AraC (black bars). Sub-optimal concentrations of ABT-737 (150 nM),
bortezomib (10 nM) and Ara-C (20 ng/mL for JEKO-1, 80 nG/mL for Ara-C) were used.
Death was quantified using APO 2.7 staining. Synergy was shown by a combination index

(CI) <1 according to the Chou-Talalay method.

Figure 7. Effect of Ara-C and bortezomib on Mcl-1 expression.

A: JEKO-1 was cultured for 2, 6 and 24 hours with 20 ng/mL Ara-C. Western blot analysis of

Mcl-1 and caspase 3 protein expression is shown.

B: JEKO-1 was cultured for 2, 6 and 24 hours with 10 nM bortezomib. Western-blot analysis

of Mcl-1 and Noxa protein expression is shown.

Table 1. Characteristics of patients' samples.

MNC: mononuclear cells
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Table 1.

Patient | Age Disease Bla_stic MCL cells | % of CQl9+CD5+
status variant source cellsin MNC
Pt1 81 De novo - Blood 75
Pt2 80 Relapse - Blood 70
Pt 3 80 De novo - Blood 30
Pt4 69 Relapse - Blood 50
Pt5 70 De novo - Blood 65
Pt6 73 Relaspe - Blood 90
Pt7 55 Relapse + Ascitis 45
Pt8 89 De novo - Blood 85
Pt9 80 De novo + Blood 80
Pt10 66 De novo - Blood 65
Pt11 53 De novo - Blood 80
Pt12 83 De novo - Blood 95
Pt13 79 De novo - Blood 55
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Ftude des mécanismes moléculaires dans la balance survie/apoptose des
cellules de Myélome Multiple : role de Bik et effet de ’ABT-737

Le Myélome Multiple (MM) est une hémopathie maligne incurable. Malgré les
avancées thérapeutiques, les patients rechutent avec I'apparition de résistances
aux traitements. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes
d’échappement a I'apoptose est nécessaire pour la mise en place de nouveaux
traitements.

Les protéines membres de la famille de Bcl-2 sont des régulateurs clés de
I'apoptose. Les complexes formés entre les membres anti-apoptotiques (Bcl-2,
Mcl-1) et pro-apoptotiques a multidomaine ou a domaine « BH3 seul » (Bik, Bim)
régissent le devenir de la cellule.

L’étude de Bik, dans les lignées de MM (LMM), montre que son expression, qui
correle avec celle de Bcl-2, est finement régulée tant au niveau protéique que
transcriptionnel. De plus, sa surexpression sensibilise ces cellules au stress
oxydatif et son expression ectopique induit la mort via la rupture des complexes
Bcl-2/Bim et Bcl-xL/Bim, soulignant son réle important dans I’apoptose des LMM.
La présence de nombreux complexes Bcl-2/Bik dans les LMM souléve I'intérét des
molécules inhibitrices de Bcl-2, tel que 'ABT-737.

Nous avons montré qu’un groupe de LMM et de cellules primaires est
extrémement sensible a cet agent. Cette sensibilité correle avec un ratio Bcl-
2/Mcl-1 élevé, constituant un facteur prédictif de la réponse a ’ABT-737. Nous
avons également mis en évidence que I"ABT-737 induit la mort tres rapidement
par la rupture des complexes Bcl-2/Bax et Bcl-2/Bik. Enfin, I’analyse d’une base de
donnée de patients atteints de MM montre que les groupes des hyperdiploides et
des CCND1 présentent les ratios Bcl-2/Mcl-1 les plus élevés, suggérant que I’ABT-
737 puisse étre proposé aux patients appartenant a ces deux groupes.

Mots clés :

Myélome Multiple, Apoptose, Bik, BH3 mimétique (ABT-737), Bcl-2, Mcl-1,
t(11;14).
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Study of molecular mechanisms in the balance of survival/apoptosis of multiple
myeloma cells: role of Bik and effect of ABT-737

Multiple Myeloma (MM) is an incurable plasma cell malignancy. Despite
therapeutic advances, patients relapse with emergence of drug resistance. Thus, a
better understanding of apoptosis escape-related mechanisms is needed for the
establishment of new targeted therapies.

Bcl-2 family members are key regulators of apoptosis. Complexes formed
between anti-apoptotic (Bcl-2 and Mcl-1) and multidomain or « BH3 only » (Bik,
Bim) pro-apoptotic members govern cell faith.

The study of Bik, in MM cell lines (MCL), showed that its expression, which
correlates with Bcl-2, is regulated at transcriptional and protein levels. Moreover,
its overexpression sensitized cells to oxidative stress and its ectopic expression
induced cell death via Bcl-2/Bim and Bcl-xL/Bim complexes disruption,
highlighting its important role in MCL apoptosis. The presence of abundant Bcl-
2/Bik complexes in MCL supports the use of Bcl-2 inhibitors, like ABT-737, as
targeted therapies.

We have shown that a group of MCL and primary cells were extremely sensitive at
this agent. Their sensitivity correlated with a high Bcl-2/Mcl-1 ratio, which could
be a predictor of ABT-737 response. We have also shown that ABT-737 induced
cell death rapidly by the disruption of Bcl-2/Bax and Bcl-2/Bik complexes. Finally,
the study of MM patients database showed that hyperdiploid and CCND1 groups
exhibit the highest Bcl-2/Mcl-1 ratio, suggesting that ABT-737 could be used in
patients belonging to these two groups.

Keywords :

Multiple Myeloma, Apoptosis, Bik, BH3 mimétic (ABT-737), Bcl-2, Mcl-1, t(11 ;14).
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