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Résumé : 
 

Malgré les avancées dans le diagnosGc et la prise en charge des cancers au cours des dernières 

années, le carcinome pulmonaire reste la première cause de mortalité par cancer dans le monde, tuant 

chaque année 1,8 millions de malades. Son agressivité est telle que son taux de survie à 5 ans n’excède 

pas les 20%. Représenté à 85% par le sous-type non à peGtes cellules, le cancer du poumon est le plus 

souvent diagnosGqué à des stades localement avancés, rendant la résecGon chirurgicale impossible. 

En dépit de l’essor de nouvelles thérapies puissantes telles que les immunothérapies qui ciblent les 

« immunes checkpoints » et les thérapies ciblées, le recours à des traitements à visées systémiques, 

comme les chimiothérapies cytotoxiques à base de sels de plaGne (cisplaGne) demeure un des 

traitements de référence dans la prise en charge des cancers bronchiques.  Bien que les puissants effets 

anGnéoplasiques du cisplaGne soient reconnus depuis des décennies, de nombreux paGents sont en 

échec thérapeuGque, notamment à cause de résistances primaires ou secondaires.  

MUC1 est une large O-glycoprotéine transmembranaire surexprimée dans 2/3 des cancers, dont le 

cancer du poumon, et est connue comme jouant un rôle dans la progression tumorale et comme étant 

associée à des signatures de la chimiorésistance.  

L’objecGf de ce projet a été de mieux comprendre le rôle de MUC1 (i) sur les propriétés des cellules 

cancéreuses pulmonaires et (ii) dans la chimiorésistance au cisplaGne, (iii) et de tester une stratégie 

oligonucléoGde anGsens afin de définir MUC1 comme nouvelle cible thérapeuGque.  

  

Dans ceNe étude, cinq lignées d’adénocarcinomes pulmonaires ont été uGlisées : quatre lignées 

d’adénocarcinomes pulmonaires invalidées pour l’expression de MUC1 par une stratégie CRISPR/Cas9 

ou ciblées par un oligonucléoGde anGsens de type GapmeR (H1975, A549, HCC827 et H282), ainsi 

qu’une lignée d’adénocarcinome pulmonaire surexprimant de manière stable MUC1 (PC9). Des tests 

MTS, de proliféraGon, de migraGon et d’invasion, des western blot, des essais comètes, des 

immunofluorescences, de la cytométrie en flux et des qPCR ont été uGlisés. 

 

Nos résultats montrent que l'expression de MUC1 (i) est associée à une augmentaGon de la survie, de 

la proliféraGon cellulaire, des capacités migratoires et invasives, mais aussi de la capacité à former des 

colonies, (ii) entraîne une chimiorésistance au cisplaGne, (iii) module l'expression des pompes d’influx 

et d'efflux du cisplaGne, (iv) protège des dommages à l’ADN, d’un arrêt du cycle cellulaire et de 

l’apoptose, et (v) augmente l'expression des marqueurs de cellules souches. L’uGlisaGon d’un GapmeR 

ciblant MUC1 permet de diminuer ces différentes propriétés.  
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En conclusion, nos résultats montrent que MUC1 est une actrice de la progression tumorale et de la 

chimiorésistance au cisplaGne. Nos résultats suggèrent donc que MUC1 représente une cible 

thérapeuGque intéressante afin de limiter la progression des cancers bronchiques non à peGtes 

cellules et d’améliorer la sensibilité aux traitements. 
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Abstract : 
 

Despite advances in cancer diagnosis and treatment, lung cancer remains the leading cause of cancer 

death worldwide, killing 1.8 million paGents each year. Its aggressiveness is such that its 5-year survival 

rate doesn’t exceed 20%. Represented at 85% by the non-small cell subtype (NSCLC), lung cancer is 

ouen diagnosed at locally advanced stages making surgical resecGon impossible. Despites the rise of 

powerful therapies such as immunotherapies targeGng immunes checkpoints and targeted therapies, 

the use of systemically treatments such as plaGnum-based cytotoxic chemotherapy (cisplaGn) remains 

one of the standard treatments in the management of bronchial cancers. Although the powerful 

anGneoplasGc effects of cisplaGn have been recognized for decades, many paGents fail to benefit from 

the drug, notably due to primary or secondary resistance. 

MUC1 is a large transmembrane O-glycoprotein overexpressed in 2/3 of all cancers cases, included 

lung cancer, and is known to be a key player in tumoral progression and to be associated with 

chemoresistance signatures.  

 

In this context, the project aims to beNer understand MUC1 roles (i) on lung cancer cells properGes 

and (ii) chemoresistance to cisplaGn, and (iii) to test an anGsense oligonucleoGde strategy to define 

MUC1 as a new therapeuGc target.  
 

In our project, five adenocarcinoma cell lines are used: H1975, A549, HCC827 and H292 invalidated for 

MUC1 expression by Crispr/Cas9 technology or knock-down by anGsense oligonucleoGdes (ASO) as 

well PC9 stably overexpressing MUC1 (PC9). MTS, proliferaGon assays, migraGon/ invasion assays, 

immunofluorescence, western blot, comet assays and qPCR are used. 

 

Our results show that MUC1 expression (i) is associated with increased cell survival, proliferaGon, 

migratory and invasive capaciGes, as well as the abiliGes to form colonies, (ii) leads to cisplaGn 

chemoresistance, (iii) modulates expression of cisplaGn influx and efflux pumps including ABC family 

efflux pumps, and (iv) protects cells treated with cisplaGn against DNA damages, a proliferaGon stop 

and apoptosis and (v) increases stem cells markers expressions. Moreover, targeGng MUC1 with an 

ASO decreases all these properGes.  

 

In conclusion, in NSCLC, our results show that MUC1 is an actor of tumor progression, by promoGng 

cell survival, proliferaGon, migraGon and invasion and is also involved in cisplaGn chemoresistance. 

Overall, our data suggest that MUC1 may represent a novel therapeuGc approach to limit NSCLC 

progression and improve drug sensiGvity, since using an ASO strategy can reverse these properGes. 
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I. Le cancer du poumon. 

 

1) Le poumon : 

 

Situés de part et d’autre du cœur et protégés par la cage thoracique, les poumons servent à la 

respiraGon, c’est-à-dire à l’inspiraGon et à l’expiraGon, acGve et automaGque, de l’air par contracGon 

du muscle diaphragme. Ils se divisent en un poumon droit et un poumon gauche : le poumon gauche 

se compose de 2 lobes et le poumon droit de 3 lobes.  

L’air inspiré par le nez, arrive dans les poumons après avoir emprunté la trachée. La trachée se divise 

alors, en 2 bronches souches, une droite et une gauche. Ces bronches souches sont ramifiées en 

bronches puis en bronchioles. Les bronchioles se terminent en donnant les alvéoles, lieu d’échange 

gazeux entre l’air et la circulaGon sanguine (Figure 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Anatomie des poumons (Source : Site du Centre de transplanta3on d’organes du CHU de Lausanne). 

 

2) Épidémiologie : 

 

Le cancer du poumon, aussi appelé cancer bronchique ou cancer bronchopulmonaire, est une 

maladie des bronches. En 2022, le cancer du poumon demeure la 1ère cause de mortalité par cancer 

dans le monde (1,8 millions de décès, soit 18,7% des décès par cancer) et est le cancer diagnosGqué le 

plus fréquemment (2,48 millions de nouveaux cas, soit 12,4% des cancers, soit 1 cancer sur 8) (Bray et 

al., 2024).  

Au niveau naGonal, avec 52 777 nouveaux cas de cancer du poumon diagnosGqués en 2022 (33 

438 chez les hommes, 19 339 chez les femmes), il fait parGe des cancers les plus fréquents (2ème chez 
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les hommes, 3ème chez les femmes). L’incidence des cancers bronchiques tend à se stabiliser chez les 

hommes, mais reste en forte augmentaGon chez les femmes, avec une progression neNe de + 4,3% de 

nouveaux cas entre 2010 et 2023. Il reste le cancer le plus meurtrier avec 33 100 décès esGmés en 2018 

et son taux de survie neNe standardisée à 5 ans, n’excède pas 20% (Source : InsGtut NaGonal du Cancer, 

Panorama des Cancers 2023). Des projecGons définissent le cancer du poumon comme la première 

cause de mortalité par cancer chez la femme, devant le cancer du sein, d’ici 2030 (Mar�n-Sánchez et 

al., 2018). 

 

3) Les facteurs de risques : 

 

Certains facteurs comportementaux, environnementaux et généGques ont été mis en 

corrélaGon avec le développement du cancer du poumon.  

 

Le lien entre tabagisme acGf et développement de cancer du poumon a été fait pour la 

première fois dans les années 1950 par des études épidémiologiques (Doll et Hill., 1950 ; Wynder et 

Graham., 1950). En effet, la consommaGon tabagique est le principal facteur de risque du cancer 

bronchique (mulGplie par 20 à 50 fois le risque par rapport à un non-fumeur) (Malhotra et al., 2016) et 

est responsable de 9 cancers du poumon sur 10 (Alduais et al., 2023). De plus, le risque de 

développement d’un cancer du poumon est proporGonnel à la quanGté de cigareNes consommées. La 

fumée produite par la combusGon du tabac conGent environ 7 000 substances chimiques, dont au 

moins 60 sont connues comme étant cancérigènes. Elle permet aussi la producGon de radicaux libres 

pouvant agir comme des parGcules cancérigènes, induisant des adduits à l’ADN. Malgré l’absence de 

données à court et moyen termes, dû à une mise sur le marché récente, les cigareNes dites 

électroniques conGennent des substances aromaGques polycycliques pouvant être considérées comme 

cancérigènes (de Groot et al., 2018). Des études sur des souris exposées aux fumées des cigareNes 

électroniques montrent qu’elles sont plus sujeNes au développement d’adénocarcinomes pulmonaires 

(Tang et al., 2019). 

 

Au-delà des facteurs comportementaux, des facteurs environnementaux sont significaGvement 

associés au développement des cancers bronchiques. L’exposiGon à l’amiante mulGplie par 5 le risque 

de cancer du poumon chez un non-fumeur et par 50 chez un fumeur (de Groot et al., 2018). Les 

rayonnements ionisants sont également un facteur de risques, dont le radon, qui selon les projecGons, 

serait la 2ème cause de cancer du poumon aux États-Unis (Malhotra et al., 2016). Les hydrocarbures 

polycycliques aromaGques, la silice, le cadmium ou encore la polluGon atmosphérique (émission des 
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gaz polluants par les véhicules diésel) sont aussi impliqués dans le développement de cancers 

bronchiques (Source : InsGtut NaGonal du Cancer). 

 

Enfin, des facteurs généGques ont été idenGfiés comme facteurs de risque au cancer du 

poumon. Plusieurs études montrent que les antécédents familiaux de cancer de poumon sont un 

facteur de risques, d’autant plus qu’ils favorisent des appariGons plus précoces de la maladie (Bailey-

Wilson et al., 1993). Des gènes à haute pénétrance ont été idenGfiés comme favorisant l’appariGon de 

cancer du poumon, comme des mutaGons du gènes suppresseur de tumeurs TP53. Des analyses 

génomiques meNent en évidence des polymorphismes généGques associés au développement de 

cancers du poumon. 3 principaux loci ont été idenGfiés : 15q25, 5p15 et 6p21 (Malhotra et al., 2016). 

 

4) Les sous types histologiques : 

 

Le cancer du poumon se divise en 2 grands sous-types histologiques disGncts : le carcinome 

bronchique à peGtes cellules (CBPC) et le carcinome bronchique non à peGtes cellules (CBNPC).  

 

a) Le carcinome bronchique à pe2tes cellules. 

 

Le CBPC représente 15% des cas et est fortement associé à la consommaGon tabagique. Bien 

que son incidence soit en déclin depuis quelques années, son taux de survie à 5 ans n’excède pas les 

7%. Il se caractérise par une forte agressivité : croissance tumorale rapide, disséminaGon métastaGque 

dès les stades précoces et une forte instabilité génomique (Meijer et al., 2022). Les cellules rencontrées 

dans ces tumeurs sont peGtes, rondes ou fusiformes. Le cytoplasme y est peu abondant et la 

chromaGne granuleuse. L’observaGon de nécrose y est fréquente (Nooreldeen et Bach., 2021).  

 

b) Le carcinome bronchique non à pe2tes cellules. 

  

Le CBNPC représente 85% des cas de cancer du poumon. De par sa prépondérance, nous nous 

focaliserons sur ce sous type dans la suite de ce mémoire. Il se divise en 3 principaux sous types 

histologiques : les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoïdes ou squameux et les carcinomes à 

grandes cellules (Duma et al., 2019).  
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i) Les adénocarcinomes. 

 

Les adénocarcinomes sont la forme la plus commune de CBNPC. Ils représentent 

approximaGvement 40% des cancers du poumon (Duma et al., 2019) et 50% des CBNPC (Boolell et al., 

2015). Ils se différencient à parGr de muqueuses glandulaires, comme les cellules alvéolaires situées 

dans l’épithélium des voies respiratoires, ou présentant une producGon de mucus. D’un point de vue 

anatomopathologique et selon la classificaGon de l’OrganisaGon Mondiale de la Santé (OMS), les 

adénocarcinomes sont hétérogènes d’un point de vue histologique. Ils peuvent être : lépidique (Figure 

2A), acineux (Figure 2B), papillaire (Figure 2C), micro-papillaire (Figure 2D), solide (Figure 2E), mucineux 

ou non mucineux (ou encore mixte) … (Zheng et al., 2016). CeNe hétérogénéité influence la survie des 

paGents : les adénocarcinomes lépidiques, acineux et papillaires présentent une meilleure survie que 

les adénocarcinomes solides ou micropapillaires (Eguchi et al., 2015). Ils ont tous un potenGel 

métastaGque accru, et sont plus fréquemment retrouvés chez les fumeurs et les femmes.  

 

 
 
Figure 2 : Coupes histologiques d’adénocarcinomes pulmonaires. A) Adénocarcinome lépidique (HE x200), B) 

Adénocarcinome acineux (HE x200), C) Adénocarcinome papillaire (HE x200), D) Adénocarcinome micropapillaire (HE x200) 

et E) Adénocarcinome solide (HE x100), d’après Zheng et al., 2016. 

 
 
 

ii) Les carcinomes épidermoïdes ou squameux. 

 
Les carcinomes épidermoïdes ou squameux représentent 25 à 30% des CBNPC (Alduais et al., 

2023), bien que leur incidence soit en déclin. Ils se développent majoritairement le long des voies 

respiratoires principales (bronches lobaires ou principales) et peuvent former des cavités lorsqu’ils 

aNeignent des tailles importantes. Ils peuvent être kéraGnisés (Figure 3A) ou non (Figure 3B) (Zheng et 

al., 2016).  
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Figure 3 : Coupes histologiques de carcinomes épidermoïdes ou squameux. A) Carcinome épidermoïdes kéraGnisé 

et B) Carcinome épidermoïde non kéraGnisé, d’après Zheng et al., 2016. 

 

 

iii) Les carcinomes à grandes cellules. 

 

Les carcinomes à grandes cellules sont une forme minoritaire de cancer bronchique, et 

représentent 5 à 10% des CBNPC (Alduais et al., 2023). Il s’agit d’un classement dit « d’exclusion », car 

ils regroupent les tumeurs ne pouvant être associées aux adénocarcinomes, aux carcinomes 

épidermoïdes ou aux carcinomes neuroendocrines. Ils se développent en périphérie, bien qu’ils n’aient 

pas de sites préférenGels dans le poumon. Ils sont très volumineux, présentent une croissance rapide 

et sont d’aspect nécroGque (Zheng et al., 2016).  

 

5) Le diagnos-c : 

 

Malgré les nombreuses avancées dans le diagnosGc des cancers et la découverte de nouveaux 

biomarqueurs, la majorité des cancers du poumon sont diagnosGqués à des stades localement avancés 

ou métastaGques, dû à l’absence de symptômes spécifiques dans les stades précoces. En effet, les 

symptômes les plus fréquents combinent des problèmes respiratoires déjà rencontrés chez les fumeurs 

(toux persistante, expectoraGons sanguinolentes…), des douleurs thoraciques et une altéraGon de l’état 

général (Quanyang et al., 2024). Pourtant le diagnosGc précoce de la pathologie est crucial afin de 

permeNre une prise en charge opGmale, en parGculier dans les populaGons à risques (Nooreldeen et 

Bach., 2021). C’est pourquoi le développement de nouveaux ouGls diagnosGques efficaces suscite 

beaucoup d’intérêt.  

Le diagnosGc d’un cancer bronchique peut être réalisé, de manière fortuite au cours d’un 

examen d’imagerie médical effectué pour une potenGelle autre pathologie. Une fois le cancer détecté, 

le bilan diagnosGc repose sur un examen clinique, le recours à des techniques d’imageries telles que la 

radiographie, le scanner et la tomographie à émission de positons (TEP) et des examens 

B A 
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Gssulaires/biologiques pour confirmaGon histologique (Source : InsGtut NaGonal du Cancer, Les 

traitements du cancer du poumon, 2017).  

Aux États-Unis, afin de permeNre une prise en charge précoce des paGents et d’améliorer le 

taux de survie des paGents, des campagnes de dépistages tests, remboursées, existent et concernent 

les populaGons dites à « Hauts risques ». Ces dépistages précoces ont permis de diminuer de 20% la 

mortalité par cancer du poumon, des personnes dépistées précocement. En France, il n’existe pas de 

systèmes de dépistage similaire pour le cancer du poumon (sauf dans le cas d’exposiGon à des facteurs 

de risques au niveau professionnel) (Alexander et al., 2020 ; Nooreldeen et Bach., 2021). 

 

6) Les différents stades : 

 

La classificaGon TNM permet de rendre compte du stade d’un cancer. CeNe classificaGon 

repose sur 3 paramètres : la taille de la tumeur (T), la propagaGon de la tumeur aux ganglions 

lymphaGques environnants (N) et la présence ou non de métastases (M). La taille des tumeurs est 

classée de T1 à T4 et l’aNeinte des ganglions lymphaGques est classée de N0 à N3. L’absence de 

métastases est notée M0 et la présence de métastases est notée M1 (Nooreldeen et Bach., 2021). Afin 

de permeNre une meilleure prise en charge des paGents, ceNe classificaGon est régulièrement révisée. 

Depuis sa dernière mise à jour, un nouveau paramètre est pris en compte : l’invasion de la couche 

pleurale (classée de PL0 à PL2). En effet, Shimizu et al. montrent que l’invasion de la couche pleurale 

est un marqueur de mauvais pronosGc (Shimizu et al., 2005). Ces paramètres pris en compte 

permeNent de définir le stade de la tumeur, allant du stade I, le moins avancé ou localisé dans le thorax, 

au stade IV, le plus avancé, ou métastaGque (Rami-Porta., 2021). CeNe straGficaGon présente un intérêt 

prognosGque majeur et permeNra d’orienter la ligne thérapeuGque choisie par le praGcien (Tableau 1).  
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Stade Taille tumeur 
(T) 

AYeinte ganglions lympha-ques (N) Métastase 
(M) 

0 T in situ N0 M0 

Ia T1a (≤1cm) 
T1b (>1-2 cm) 
T1c (>2-3cm) 

N0 (pas d’aPeinte ganglionnaire) 
N0 
N0 

M0 
M0 
M0 

Ib T2a (>3-4cm) N0 M0 

IIa T1a, b, c 
 
T2b(>4-5cm) 

N1 (ganglions péribronchiques ou hilaires, intrapleurales) 
 
N0 

M0 
 
M0 

IIb T1a, b, c 
 
 
T2a, b 
 
T3 (>5-7cm) 

N2a (1 ganglion médiasGnal homolatéral ou ganglion sub-
carènaire aPeint) 
 
N1 
 
N0 

M0 
 
 
M0 
 
M0 

IIIa T1a, b, c 
 
 
T2a, b 
 
T3 
 
T4(>7cm) 

N2b (plusieurs ganglions médiasGnaux homolatéraux ou 
ganglions sub-carènaires aPeints) 
 
N1 
 
N1, N2a 
 
N0, N1 

M0 
 
 
M0 
 
M0 
 
M0 

IIIb T1a, b, c 
 
 
T2a, b 
T2a, b 
 
T3 
 
T4 

N3 (aPeintes ganglionnaires médiasGnales ou hilaire 
controlatérales ou scaléniques, sus-claviculaires homo ou 
controlatérales) 
N2b 
N3 
 
N2b 
 
N2a, b 

M0 
 
 
M0 
M0 
 
 
 
M0 

IIIc T3 
T4 

N3 
N3 

M0 
M0 

IVa T1a, b, c 
T2 a, b 
T3 
T4 

TOUT N confondus M1a, b 
(a : 1 métastase dans le lobe 
controlatéral ou dans médiasGn 
b : 1 métastase extra-thoracique dans 
un seul organe) 

IVb T1a, b, c 
T2 a, b 
T3 
T4 

TOUT N confondus M1c1 et M1c2 
(c1 : plusieurs métastases extra-
thoraciques dans un seul organe 
c2 : plusieurs métastases extra-
thoraciques dans plusieurs organes) 

 
Tableau 1 : DéterminaBon des stades des cancers bronchiques non à peBtes cellules selon la 8ème édiBon de la 

classificaBon TNM, d’après Rami-Porta., 2021. 
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II. Les lignes de traitement. 
 

Le cancer du poumon est une maladie hétérogène d’un point de vue clinique, histologique et 

moléculaire. La prise en charge sera cas-spécifique. Le choix et l’ordre des traitements pour les paGents 

aNeints de CBNPC dépend du stade, définit par la classificaGon TNM (Tableau 1) et dépend de sa 

localisaGon. La prise en charge repose sur la chirurgie, la radiothérapie convenGonnelle ou 

stéréotaxique, et sur les traitements médicamenteux (thérapies ciblées, immunothérapies et 

chimiothérapies convenGonnelles) (Duma et al., 2019). Ces différents traitements peuvent être donnés 

seuls ou en combinaison.  

 

1) La chirurgie : 

 

La chirurgie demeure le traitement de référence dans la prise en charge des CBNPCs et le plus 

efficace, car il permet l’exérèse de la tumeur et des éventuels ganglions lymphaGques touchés. La 

chirurgie ne concerne que les stades précoces de la maladie : stade I, II a, b et le stade IIIa, soit 20 à 

25% des paGents (Nagasaka et Gadgeel., 2018). 70% des tumeurs détectées à un stade précoce sont 

résécables chirurgicalement (Zheng et al., 2016). Plusieurs approches chirurgicales peuvent être 

envisagées, selon le type et la localisaGon de la tumeur : la lobectomie qui repose sur l’ablaGon du lobe 

touché, la résecGon parGelle qui consiste à enlever la tumeur et les Gssus sains environnants, la 

segmentectomie qui repose sur le retrait d’une parGe du lobe et la pneumonectomie qui correspond à 

l’ablaGon d’un des deux poumons, lorsque la tumeur est proche du cœur (Alduais et al., 2023). 

Néanmoins, de nombreux paGents opérés sont suscepGbles de développer des métastases à distance 

ou des récidives locales (cas des stades II et IIIa). De manière prévenGve, en post-opératoire, un 

traitement adjuvant tel que la radiothérapie, la chimiothérapie ou une thérapie ciblée est envisagé. 

Majoritairement, les paGents reçoivent une chimiothérapie à base de sels de plaGne afin d’éliminer les 

éventuelles cellules cancéreuses restantes (diminue le risque de mortalité à 5 ans de 5,4%). 

Les tumeurs localement avancées (définit par la classificaGon TNM comme au-delà du stade III) 

sont définies comme non opérables, hors cas excepGonnels. La norme de soins actuelle est une 

chimiothérapie (à base de sels de plaGne) suivie d’une immunothérapie (PD-L1 ≥50%) (Alexander et al., 

2020). De la radiothérapie peut être envisagée suivant l’étendue des lésions. Si des mutaGons 

spécifiques sont idenGfiées, les paGents peuvent se voir proposés des thérapies ciblées (Duma et al., 

2019). 
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2) La radiothérapie : 

 

La radiothérapie est un traitement loco-régional. Elle uGlise des rayons de haute intensité qui 

présentent la capacité d’induire des dommages à l’ADN dans les cellules cancéreuses, entrainant ainsi 

leur mort. Ce type de traitement permet d’inhiber la progression tumorale mais aussi d’éliminer les 

cellules tumorales, dans des parGes spécifiques du corps humain. Il existe différents types de 

radiothérapie mais la radiothérapie conformaGonnelle 3D et la radiothérapie stéréotaxique sont les 

plus couramment uGlisées en rouGne clinique. Le recours à la radiothérapie n’est pas systémaGque 

dans le schéma de prise en charge des CBNPCs (Alduais et al., 2023). La radiothérapie stéréotaxique 

est uGlisée de manière curaGve pour les paGents aNeints de stade précoce (stade I). Elle peut être 

dispensée dans certaines tumeurs de stade IIIa dites opérables et résécables, lorsque la résecGon n’a 

pas été complète. Les stades IIIa et IIIb non résécables et non opérables, sont traités en combinant la 

chimiothérapie et la radiothérapie, suivie d’une immunothérapie si le paGent y est éligible (Goldstraw 

et al., 2011).  

De manière générale, la radiothérapie reste palliaGve : le recours à la radiothérapie concerne 

les paGents présentant des stades précoces de CBNPCs, les paGents insensibles à la chirurgie ou à la 

chimiothérapie et les paGents présentant des tumeurs résécables non éligibles à la chirurgie.  

 

3) Les thérapies ciblées : 

 

 
Figure 4 : RéparBBon des « drivers oncogéniques » idenBfiés dans les différents sous-types de CBNPCs, d’après 

Chan et Hughes., 2015. 
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Le CBNPC est une pathologie hétérogène d’un point de vue généGque : en effet, de nombreuses 

études ont permis de meNre en évidence des mutaGons somaGques devenant ainsi des « drivers 

oncogéniques ». Les gènes les plus fréquemment mutés sont celui de l’EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor) (10-30%), KRAS (V-ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog) (10-30%), MET 

(Mesenchymal-Epithelial TransiOon Receptor) (4%), BRAF (B-raf proto-oncogene) (1-3%) et la fusion des 

gènes EML4-ALK (Anaplasic Lymphoma Kinase) (3%) (Figure 4) (Testa et al., 2018). Ces mutaGons sont 

connues comme étant acGvatrices des gènes de récepteurs aux facteurs de croissance et, par 

conséquent, des voies de transducGon intracellulaires associées. Ainsi de nouvelles thérapies sont 

apparues, cherchant à inhiber la suracGvaGon de ces récepteurs et des voies associées : les inhibiteurs 

de tyrosines kinases (ITK) et les anGcorps monoclonaux. L’avantage des ITK est qu’ils ciblent 

uniquement les cellules cancéreuses, ralenGssant leur progression et leur propagaGon, tout en 

épargnant les cellules saines (Alduais et al., 2023).  Ainsi, la stratégie thérapeuGque ne repose plus 

uniquement sur le stade et l’histologie de la tumeur. L’idenGficaGon de ces « drivers oncogéniques » 

repose sur un diagnosGc moléculaire propre à chaque tumeur.  

 

La surexpression de l’EGFR est fortement retrouvée dans les CBNPCs et dans 15% des 

adénocarcinomes pulmonaires, ce qui en fait une cible intéressante. Cet aNrait a été d’autant plus 

renforcé après la découverte des mutaGons acGvatrices de ce récepteur en 2004 (Gálffy et al., 2024). Il 

apparGent à la famille des récepteurs à tyrosines kinases, qui sont capables d’acGver une vaste gamme 

de voies de signalisaGon impliquées dans la croissance, la proliféraGon et la survie (MAPK, PI3k-AKT, 

RAS-RAF-MEK-ERK) (Chan et Hughes., 2015). Les EGFR mutants peuvent être inhibés par de peGtes 

molécules (ITK) ou par des anGcorps (Cetuximab et Necitumumab). Les ITK existants pour traiter le 

cancer du poumon sont l’ErloGnib et le GefiGnib, l’AfaGnib et DacomiGnib et enfin l’OsimerGnib. Ils sont 

respecGvement classés en 1ère, 2ème et 3ème généraGon d’ITK. L’ErloGnib et le GefiGnib sont des 

inhibiteurs compéGGfs réversibles de l’ATP, pour le domaine tyrosine kinase de l’EGFR, empêchant ainsi 

l’acGvaGon des voies de signalisaGon en aval. L’AfaGnib et le DacomiGnib sont des inhibiteurs plus 

puissants de l’EGFR et de HER2, formant une liaison irréversible. Des études ont montré de bons 

résultats avec les inhibiteurs de 1ère et 2ème généraGon, mais au-delà de 6-12 mois de traitement, des 

phénomènes de résistance surviennent dans 50 à 60% des cas (Duma et al., 2019 ; Gálffy et al., 2024). 

Les ITK de 1ère et 2ème généraGon ont été remplacés par l’OsimerGnib, un inhibiteur de 3ème généraGon, 

qui présente un meilleur taux de survie sans progression (Soria et al., 2018). Le traitement type des 

stades Ib à IIIa avec mutaGon EGFR, ayant subi une résecGon tumorale complète est : chirurgie, 

chimiothérapie adjuvante et OsimerGnib (Gálffy et al., 2024). 
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Les réarrangements dans le gène ALK sont retrouvés dans environ 5 à 7% des adénocarcinomes 

pulmonaires. La fusion des gènes EML4-ALK entraine une acGvaGon consGtuGve d’ALK, connue comme 

jouant un rôle dans la proliféraGon des cellules cancéreuses (Boolell et al., 2015). La détecGon de 

l’oncogène de fusion ALK est d’une grande importance, car les tumeurs ALK posiGves sont très sensibles 

aux inhibiteurs-ALK, ce qui améliore considérablement l’espérance de vie des paGents (Gálffy et al., 

2024). Comme pour les inhibiteurs EGFR, plusieurs généraGons d’inhibiteurs ALK sont disponibles. Le 

CrizoGnib (iniGalement un inhibiteur de c-MET) est un inhibiteur de 1ère généraGon, qui entraine un 

arrêt de la cellule en phase G1/S du cycle cellulaire et induit l’apoptose. L’acquisiGon de résistances a 

entraîné le développement d’inhibiteurs de 2ème généraGon. Parmi ces inhibiteurs de 2ème généraGon, 

on retrouve le CeriGnib qui augmente la survie sans progression de 8,5 mois quand il est uGlisé en 

traitement de 1ère ligne, en comparaison avec une chimiothérapie classique et l’AlecGnib, qui peut être 

donné en 1ère ligne de traitement ou aux paGents ayant présenté une progression sous CrizoGnib (Duma 

et al., 2019 ; Gálffy et al., 2024). LorlaGnib est un inhibiteur de 3ème généraGon qui agit sur toutes les 

mutaGons ALK impliquées dans la résistance. Il est donc desGné aux paGents ayant des tumeurs ALK 

posiGves, qui ont développé des résistances à l’AlecGnib, au CrizoGnib ou au CériGnib. Il est 

recommandé en monothérapie pour les paGents aux tumeurs ALK posiGves n’ayant jamais été traité 

par un inhibiteur ALK (Gálffy et al., 2024).  

 

Des mutaGons de MET, le récepteur à l’HGF (Hepatocyte Growth Factor), sont observables dans 

3 à 4% des adénocarcinomes pulmonaires. La perte de l’exon 14 de MET et l’augmentaGon de la 

signalisaGon de MET sont causées par des perturbaGons au niveau du site d’épissage du  

proto-oncogène de MET. Ces dérégulaGons favorisent la progression tumorale, la survie, l’invasion, la 

résistance à l’apoptose et la formaGon de métastases (Chen et Hughes., 2015). La FDA (Food and Drug 

AdministraGon) a approuvé le CapmaGnib et le TépoGnib comme traitement de première ligne des 

CBNPCs avec un saut de l’exon 14 de MET, mais l’EMA (Agence Européenne du Médicament) ne les a 

approuvés qu’en traitements de deuxième intenGon. Néanmoins, dans le cas de saut de l’exon 14 de 

MET, la chimiothérapie à base de sels de plaGne reste le traitement de référence (Gálffy et al., 2024). 

 

Les mutaGons acGvatrices de KRAS sont retrouvées dans environ 25% des adénocarcinomes 

pulmonaires et sont imputables au tabagisme. Aujourd’hui, l’essenGel des thérapies visant KRAS se 

concentre sur le ciblage de la mutaGon KRAS G12C qui représente plus de 50% des mutaGons de KRAS 

(Rosell et al., 2024). Le Sotorasib est le premier agent cible à recevoir une autorisaGon réglementaire 

pour le traitement de l'adénocarcinome localement avancé ou métastaGque, mutant KRAS G12C chez 

les paGents ayant reçu au moins un traitement systémique antérieur (Gálffy et al., 2024). 
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D’autres mutaGons plus ponctuelles peuvent également être ciblées. On peut citer les 

mutaGons de BRAF, bien qu’elles soient peu communes dans les CBNPCs (1-3% des cas). La mutaGon 

la plus fréquente est BRAF V600E et un traitement combinatoire a été approuvé pour cibler ceNe 

mutaGon (Boolell et al., 2015). Cependant, il ne va concerner que les personnes ayant la mutaGon et 

ayant eu une progression sous chimiothérapie en 1ère intenGon. Il combine le Dabrafénib, un inhibiteur 

sérine/thréonine kinase, et le TraméGnib, un inhibiteur sérine/thréonine kinase et inhibiteur de 

l’acGvité tyrosine kinase (Gálffy et al., 2024). Le Vemurafenib possède une acGvité intéressante dans le 

cancer du poumon avec 45% de réponse en monothérapie (Alduais et al., 2023).  

 

Dans environ 20 à 40% des CBNPCs, aucune mutaGon somaGque notable n’est mise en 

évidence, rendant le recours aux thérapies ciblées inefficaces. De ce fait, il est nécessaire de définir de 

nouvelles cibles et de nouvelles stratégies thérapeuGques. 

 

4) Les immunothérapies : 

 

Le système immunitaire (SI) joue un rôle fondamental dans la surveillance, la reconnaissance 

et la destrucGon des cellules néoplasiques, avant qu’elles ne deviennent cliniquement significaGves. 

Les cellules cancéreuses possèdent la capacité d’échapper à la surveillance immunitaire, leur 

permeNant, ainsi, de prospérer. Les principales voies impliquées sont la voie PD1/PD-L1 (Programmed 

cell Death Protein/ Programmed cell Death Ligand 1) et la voie CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte 

Associated Protein 4) (Duma et al., 2019). Toutes deux sont qualifiées « d’immune checkpoint » (Figure 

5).  

 

L’immunothérapie a pour objecGf de renforcer les défenses immunitaires anG-cancéreuses 

inhérentes au corps humain, par l’uGlisaGon d’anGcorps monoclonaux, ciblant des anGgènes 

spécifiques. Parmi les voies potenGellement blocables, la voie PD1/PD-L1 est parGculièrement étudiée. 

Il est reconnu que les cellules cancéreuses peuvent sur-exprimer PD-L1 à leur surface comme 

mécanisme de défense contre le SI de l’hôte (Boolell et al., 2017 a). PD1 est exprimée à la surface de 

nombreux types cellulaires, mais en parGculier les cellules T cytotoxiques. L’interacGon entre PD1 et 

PD-L1 induit l’inacGvaGon des cellules T, empêchant ainsi la reconnaissance et la destrucGon des 

cellules cancéreuses (Figure 5A). L’objecGf de l’immunothérapie est de bloquer ceNe interacGon, afin 

de restaurer l’acGvité des cellules T effectrices. A ceNe fin, différents anGcorps monoclonaux humanisés 

ont été développés au cours de ceNe dernière décennie et se sont révélés parGculièrement efficaces 

dans les CBNPCs, car ils ralenGssent ou stoppent leur progression (Figure 5B) (Duma et al., 2019 ; 
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Alduais et al., 2023). Parmi les anGcorps développés, trois sont approuvés par la FDA : l’Atezolizumab, 

le Pembrolizumab et le Nivolumab, dont les deux derniers sont des drogues bloquant PD1 (Alduais et 

al., 2023). Dans le traitement des CBNPCs, ces anGcorps peuvent être uGlisés en monothérapie, en 

combinaison d’immunothérapies et en combinaison immunothérapie + chimiothérapie, ou encore plus 

récemment, en combinant plusieurs immunothérapies avec de la chimiothérapie (Reck et al., 2022). Le 

Pembrolizumab est approuvé pour les paGents avec des tumeurs PD-L1 posiGves (> 50%) à stade avancé 

ou non résécables. En monothérapie, des études montrent que le Pembrolizumab, chez les paGents 

avec un score PD-L1 ≥ 50%, induit une meilleure survie globale et une meilleure survie sans progression, 

en comparaison à une chimiothérapie (Duma et al., 2019). Lors d’un traitement par combinaison 

Pembrolizumab et chimiothérapie à base de sels de plaGne, les résultats montrent une augmentaGon 

de l’efficacité du traitement, en comparaison à une chimiothérapie seule, dans des CBNPCs 

métastaGques (Gandhi et al., 2018 ; Paz-Ares et al., 2018). Néanmoins que ça soit en monothérapie ou 

en combinaison, l’éligibilité des paGents reste limitée. De plus, les résultats sont directement corrélés 

à l’expression de PD-L1. Le Nivolimumab est régulièrement uGlisé comme traitement de deuxième 

intenGon chez les paGents aNeints de CBNPCs métastaGques dont l’état s’aggrave pendant ou après 

une chimiothérapie à base de sels de plaGne (Borghaei et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Le ciblage des « Immune Checkpoint » PD-L1 et CTLA4 favorise l’acBvaBon cytotoxique des 

lymphocytes T ainsi que la reconnaissance et la destrucBon des cellules cancéreuses. A) Mode d’ac3on des 

« immune checkpoint » empêchant l’ac3va3on des cellules T effectrices. B) Principe de fonc3onnement des 

immunothérapies développées au cours des dernières années. TCR : T Cell Receptor ; CMH I : Complexe Majeur 

d’Histocompa3bilité ; PD-L1 : Programmed cell Death Ligand 1 ; PD1 : Programmed cell Death 1 ; CTLA4 : Cytotoxic 

T-Lymphocyte Associated Protein 4 ; CD80 : Cluster Differencia3on 80.  
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CTLA4 est un point de contrôle du SI exprimé à la surface des cellules T où il foncGonne comme 

un récepteur. Son acGvaGon envoie un signal inhibiteur qui module l’acGvaGon, la proliféraGon mais 

aussi les foncGons effectrices des cellules T effectrices (Figure 5A) (Duma et al., 2019). L’Ipilimumab, un 

anGcorps monoclonal humanisé, a été développé pour bloquer CTLA4 et empêcher son acGvaGon. Il 

facilite alors l’acGvaGon des cellules T et potenGalise leurs effets anGtumoraux (Figure 5B) (Boolell et 

al, 2015). Aujourd’hui, il est possible de combiner un anG-PDL1 avec un inhibiteur de CTLA4. CeNe 

bithérapie permet d’augmenter l’immunité anGtumorale chez les paGents aNeints de mélanome malin 

(Hellman et al., 2018) mais aussi dans les CBNPCs (Yang et al., 2023). 

 

 

CeNe dernière décennie a été caractérisée par un progrès décisif des immunothérapies dans la 

prise en charge des CBNPCs, contribuant à une amélioraGon non négligeable de la survie. Avant, 

l’immunothérapie en monothérapie était un traitement de 2ème intenGon. Aujourd’hui, les progrès 

récents et les nombreuses études tendent à l’uGlisaGon des approches combinées en traitement de 

1ère ligne, ainsi qu’à l’intégraGon des immunothérapies à des stades plus précoces (Reck et al., 2022). 

Néanmoins, ces thérapies ne vont concerner qu’un faible nombre de paGents, les taux de réponse sont 

de l’ordre de 20 à 40% en monothérapie et des résistances se développeront dans 60% des cas (Memon 

et al., 2024).  

 

5) Les chimiothérapies : 

 

Bien que découvertes par Paul Ehrlich au début du XXème siècle, les chimiothérapies n’ont été 

uGlisées de manière courante dans le traitement du cancer qu’après les années 1960. En effet avant 

1960, l’essenGel des traitements reposaient sur des traitements locaux tels que la chirurgie et la 

radiothérapie. En raison du développement de micro-métastases, les taux de guérisons ne dépassaient 

malheureusement pas 33 %, rendant nécessaire l'émergence de nouvelles thérapies systémiques, dont 

la chimiothérapie adjuvante (DeVita et Chu., 2008).  

Aujourd’hui, malgré le développement et l’essor de nouvelles modalités de traitements 

promeNeuses des cancers (thérapies ciblées et immunothérapies), la chimiothérapie reste le 

traitement de 1ère intenGon de référence dans de nombreux cancer y compris les CBNPCs (Tilsed et al., 

2022). En effet, toutes les études associant des immunothérapies ou thérapies ciblées avec de la 

chimiothérapie montrent de meilleurs résultats (Schmidt et al., 2020). Chez de nombreux paGents, 

aucun « driver oncogénique » ne peut être idenGfié, dans ce cas la chimiothérapie demeure le soin 

standard (notamment celle à base de sels de plaGne) (Boolell et al., 2015). Elle peut être prescrite de 
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manière néoadjuvante, afin de diminuer la taille de la tumeur et permeNre sa résecGon, ou alors de 

manière adjuvante, afin de limiter les rechutes et le développement de métastases à distance. La 

combinaison chirurgie suivie d’une chimiothérapie adjuvante chez les paGents aNeints d’un stade 

précoce diminue de 13% le risque de décès (Goldstraw et al., 2011 ; Duma et al., 2019). Elle est toujours 

définie, en 2024, comme un des traitements de référence, au même Gtre que les immunothérapies, 

des CBNPCs de stade IV, afin de cibler les métastases. La chimiothérapie peut être donnée en 

combinaison avec de la radiothérapie pour obtenir de meilleurs résultats (Tilsed et al., 2022).  

 

La chimiothérapie est un type de médicaGon à visée systémique, qui a pour objecGf de détruire 

les cellules cancéreuses en inhibant la croissance, la division et la proliféraGon de ces dernières. La 

chimiothérapie est aussi qualifiée de « cytotoxique ». Les agents cytotoxiques employés ciblent toutes 

les cellules à proliféraGon rapide dont les cellules cancéreuses, mais aussi certaines cellules saines à 

croissance rapide comme les cellules de la moëlle osseuse, de la paroi intesGnale, des poils et des 

cheveux, engendrant des effets indésirables. Malgré les effets indésirables imputables à la 

chimiothérapie, il a été largement prouvé qu’elle prolongeait la durée de vie et améliorait la qualité de 

vie des paGents aNeints de cancer bronchique, et ceci, quel que soit le stade de la pathologie (Alduais 

et al., 2023).  

 

La chimiothérapie convenGonnelle se divise en plusieurs classes, en foncGon de leur 

mécanisme d’acGon principal : les anGmétabolites, les inhibiteurs de topoisomérases, les poisons 

microtubulaires (les taxanes et les alkaloïdes) et les agents alkylants (Tilsed et al., 2022).  

 

a) Les an2métabolites. 

 

Les anGmétabolites sont uGlisés en chimiothérapie anGcancéreuse, et plus précisément les 

antagonistes foliques, les antagonistes pyrimidiques ou puriques ou analogues des purines. Les 

anGmétabolites sont des analogues structuraux des bases nucléiques, qui s’incorporent à l’ADN à la 

place des bases puriques ou pyrimidiques, ou encore, qui peuvent inhiber les voies de synthèse de ces 

bases. Ils vont donc inhiber la synthèse de l’ADN, de l’ARN et de leurs composants (Tilsed et al., 2022). 

Parmi les anGmétabolites, on retrouve le 5-Fluorouracile, la gemcitabine ou le pemetrexed.  

L’associaGon cisplaGne plus gemcitabine, un anGmétabolite analogue des bases pyrimidiques, 

est le traitement de référence dans la prise en charge des CBNPCs avancés ou métastaGques. De plus, 

les paGents possèdent une meilleure tolérance à ceNe combinaison qu’à l’associaGon 

pemetrexed/carboplaGne (Scaglio� et al., 2023 ; Ryu et al., 2011). Dans certains cas 
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d’adénocarcinomes pulmonaires de stade III, le pemetrexed, un anGmétabolite du folate, est uGlisé 

seul ou en associaGon avec du cisplaGne (Boolell et al., 2015).   

 

b) Les inhibiteurs de topoisomérases. 

 

Les topoisomérases sont des enzymes retrouvées dans le noyau des cellules normales et 

cancéreuses, impliquées dans le relâchement et déroulement de la molécule d’ADN, après inducGon 

transitoires de cassures simples brins (topoisomérase I) et de cassures doubles brins (topoisomérase 

II). Les inhibiteurs de topoisomérases agissent en bloquant ces enzymes. Ceci empêche la ligaGon des 

cassures simples et doubles brins induites, conduit à leur accumulaGon, à l’inhibiGon de la réplicaGon 

et à la mort de la cellule par apoptose.  

Parmi les inhibiteurs de topoisomérases présents sur le marché, on peut citer l’Irinotécan et le 

Topotécan. Tous deux sont des inhibiteurs de la topoisomérase I, empêchant ainsi la ligaGon des 

cassures simple brins. Ils sont tous deux uGlisés en chimiothérapie adjuvante dans les CBNPCs. On peut 

citer également l’étoposide, le téniposide et la doxorubicine, des inhibiteurs de la topoisomérase II, 

dont l’étoposide et la doxorubicine sont uGlisés couramment en chimiothérapie adjuvante dans les 

CBNPCs (Tilsed et al., 2022 ; LiverTox.NIH.gov). 

 

c) Les agents an2microtubulaires. 

  

Les agents anGmicrotubulaires ou poisons du fuseau interfèrent avec les microtubules, des 

filaments du cytosqueleNe indispensables à la formaGon du fuseau mitoGque, permeNant la 

ségrégaGon des chromosomes au cours de la division cellulaire et impliqués dans le trafic intracellulaire 

(Mukhtar et al., 2014). Ces agents anGmicrotubulaires sont de 2 types : les taxanes et les alkaloïdes, et 

vont bloquer l’instabilité dynamique des microtubules.  

 

i) Les taxanes. 

 

Les taxanes sont des dérivés hémi-synthéGques ou naGfs de l’if. Ils empêchent la 

dépolymérisaGon de la tubuline cytoplasmique, en se fixant à la surface des microtubules. Les 

microtubules sont alors rigidifiés et polymérisés, abouGssant à la mort de la cellule pendant la phase 

M (mitose) (Tilsed et al., 2022 et source : Site du Collège NaGonal de la Pharmacologie médicale). Les 

taxanes les plus connus sont le paclitaxel et le docétaxel.  
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Le premier est couramment uGlisé en associaGon avec des sels de plaGne, tel que le cisplaGne, 

dans le CBNPC ne pouvant être traité par chirurgie ou radiothérapie. Selon la Commission de 

Transparence de la Haute Autorité de Santé (HAS), le docétaxel est indiqué dans le traitement des 

CBNPCs localement avancés après l’échec d’une chimiothérapie administrée en 1ère intenGon. Dans le 

cas des CBNPCs non résécables, localement avancés ou métastaGques, la HAS recommande la 

combinaison du docétaxel et du cisplaGne, sans chimiothérapie antérieure (Source : HAS).  

 

ii) Les alcaloïdes. 

 

Les alcaloïdes ou vinca-alcaloïdes, isolés de la feuille de pervenche, sont les plus anciennes 

molécules développées pour perturber les microtubules et sont des inhibiteurs de la polymérisaGon 

de la tubuline (sous unités composant les microtubules). Leurs effets sont doses dépendantes : à hautes 

concentraGons, ils dépolymérisent les microtubules et induisent la destrucGon des fuseaux mitoGques, 

laissant les cellules cancéreuses en division bloquées en mitose avec des chromosomes fortement 

condensés ; à basses concentraGons, ils sont responsables du blocage de la mitose, dû à la suppression 

de la dynamique des microtubules, conduisant à l’apoptose des cellules (Mukhtar et al., 2014). Seule 

la vinorelbine est uGlisée dans le CBNPC, en monothérapie.  

 

d) Les agents alkylants. 

 

Les agents alkylants ont la capacité de former des liaisons covalentes directes avec l’ADN. Ces 

liaisons génèrent un encombrement stérique, empêchant l’accès des polymérases à l’ADN, bloquant 

ainsi la réplicaGon de l’ADN et la transcripGon de l’ARN. Ils peuvent également induire des cassures 

simples ou doubles brins de l’ADN. La mulGplicaGon des cassures conduit à l’accumulaGon d’expression 

de facteurs pro-apoptoGques, pour in fine abouGr à la mort cellulaire par apoptose.  

Les agents alkylants sont de différents types. On peut citer la cyclophosphamide et la 

mitomycine qui induisent des dommages à l’ADN en transférant des groupements alkyles à l’ADN afin 

de générer des cassures simples et doubles brins. On disGngue les anthracyclines qui sont des 

intercalants de l’ADN. Et enfin, on retrouve les agents alkylants dérivés du plaGne tel que le cisplaGne, 

le carboplaGne et l’oxaliplaGne (Tilsed et al., 2022). Dans le CBNPC, plusieurs familles d’agents alkylants 

sont uGlisées en clinique dont majoritairement les dérivés du plaGne, tel que le cisplaGne. Ils sont 

uGlisables quel que soit le stade : pour les stades précoces, la chimiothérapie à base de sels de plaGne 

peut être uGlisée avant ou après la chirurgie ou en traitement de 1ère intenGon dans le cas des tumeurs 
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non résécables, seule ou en associaGon avec d’autres traitements. Pour les stades avancés ou 

métastaGques, elles demeurent le traitement de référence (Alduais et al., 2023).  

 

 Tous ces agents cytotoxiques présentent des acGons principales mais possèdent également des 

mécanismes d’acGon secondaires, renforçant ainsi leurs effets cytotoxiques. Les agents 

anGmicrotubulaires altèrent la signalisaGon cellulaire ainsi que le trafic intracellulaire médié par les 

microtubules. Ils inhibent la migraGon et l’invasion et empêchent la vascularisaGon de la tumeur. Les 

inhibiteurs de topoisomérases produisent des espèces réacGves à l’oxygène (ROS). Le ciblage de la 

topoisomérase II empêche la biogenèse mitochondriale et induit la mort cellulaire des cellules non 

proliférantes. Les agents alkylants affectent l’ARN, les lipides et l’ADN mitochondrial et génèrent des 

ROS.  

 

Aujourd’hui, les nombreuses avancées dans la prise en charge des cancers pulmonaires 

permeNent de proposer des thérapies adaptées à chaque paGent, tendant de plus à plus vers une 

médecine personnalisée. Le choix du traitement est discuté au cours d’une Réunion de ConcertaGon 

Pluridisciplinaire (RCP), qui regroupe au moins 3 médecins de spécialités différentes, en tenant compte 

du stade du cancer selon la classificaGon TNM, de la présence ou non mutaGons somaGques 

spécifiques, de l’expression ou non de protéine parGculière à la surface des cellules cancéreuses 

comme PD-L1, et de données relaGves à l’état de santé du paGent (Voir Annexes 1 à 5, pages 192-194).  

 

Tableau 2 : Arbre décisionnel des CBNPCs de stade IV sans altéraBon ciblable, d’après Couraud et al., 

Référen3els Auvergne Rhône Alpes en oncologie thoracique, 2024. 
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Cependant, malgré toutes les avancées, les immunothérapies et les thérapies ciblées ne 

concernent qu’un nombre restreint de paGents (20 à 40%) et présentent des effets limités dans certains 

sous type de CBNPCs (Sathish et al., 2024). Les traitements locaux tel que la chirurgie et la radiothérapie 

ne sont possibles qu’à des stades précoces de la maladie et concernent une faible proporGon des 

paGents aNeints de CBNPCs (20-25% des tumeurs sont résécables). De plus, ils ne suffisent pas à éviter 

les rechutes ou le développement de métastases. C’est pourquoi, tous ces traitements sont le plus 

souvent donnés en associaGon avec des traitements à visés systémiques. De plus, la majorité des 

CBNPCs sont diagnosGqués à des stades localement avancés ou métastaGques, ce qui rend ces 

traitements impossibles.  

 

La chimiothérapie à base de sels de plaGne tel que le cisplaGne demeure le « gold standard » 

et un des traitements de référence, dans la prise en charge des CBNPCs et ceci quel que soit le stade 

(exemple de l’arbre décisionnel pour les stades IV de CBNPC sans altéraGon ciblable, Tableau 2) ou la 

nature histologique.  
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III. Le cispla:ne. 
 

Les chimiothérapies à base de sels de plaGne, tel que le cisplaGne, restent un des traitements 

de référence dans la prise en charge des CBNPCs (Rossi et Di Maio., 2016).  

 
1) Généralités : 
 

Originairement connu sous le nom de sel de Peyrone, le cisplaGne ou le cis-

diaminedichloroplaGne (II) ou CDDP a été synthéGsé pour la première fois en 1844 par le chimiste 

Michele Peyrone (Peyrone, 1845 ; Fennell et al., 2016). Cependant, ses propriétés anGproliféraGves 

n’ont été découvertes de manières accidentelles que 120 ans plus tard, en 1965, par BarneN Rosenberg 

sur des cultures bactériennes d’Escherichia Coli et quelques années plus tard sur des tumeurs solides 

(Rosenberg, Vancamp et Krigas., 1965 ; Rosenberg et al., 1969). Ces effets anGtumoraux seront 

confirmés dans les années 1970, dans les cancers du tesGcule, des ovaires et dans les CBNPCs (Fennell 

et al., 2016). Il sera le premier composé dérivé du plaGne à être approuvé par la FDA, en 1978, pour 

ses propriétés anG-cancéreuses (Dasari et Tchounwou., 2014). A l’heure actuelle, malgré l’existence de 

nouvelles thérapies puissantes, la chimiothérapie cytotoxique à base de cisplaGne demeure le 

traitement de référence dans la prise en charge des tumeurs solides, et sera prescrite à plus de la moiGé 

des paGents aNeints d’un cancer (Dasari et Tchounwou., 2014 ; Rossi et Di Maio., 2016).  

 

Le cisplaGne est un agent anG-cancéreux de la classe des alkylants, très puissant et présentant 

une très grande réacGvité chimique. En dépit de son efficacité avérée, il est également connu pour ses 

nombreux effets secondaires (neurotoxicité, néphrotoxicité, ototoxicité…) et pour induire de la 

résistance. Afin de limiter ceNe grande réacGvité, sa toxicité et les phénomènes de résistances, des 

dérivés du cisplaGne ont été synthéGsés. Deux ont été approuvés pour leurs propriétés anG-

cancéreuses, par la FDA et ont fait l’objet d’essais cliniques : le carboplaGne en 1989 et l’oxaliplaGne en 

1994 (Rossi et Di Maio., 2016 ; Ciarimboli., 2012) (Figure 6B et C).  

 

2) Structure : 

 

Le cisplaGne est un composé métallique à géométrie plane carrée. Il se compose d’un atome 

de plaGne en posiGon centrale, lié à 2 groupements chlorure et 2 groupements amine (Figure 6A). Les 

liaisons covalentes entre le plaGne et l’azote des groupements amine sont praGquement irréversibles, 

mais les liaisons entre le plaGne et les groupements chlorure sont faibles en milieu aqueux et à certains 

pH. Il se présente sous forme d’une poudre cristalline blanche ou jaune foncée à jaune-orange à 
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température ambiante. Il est généralement soluble dans l’eau (Dasari et Tchounwou., 2014 ; Lugones 

et al., 2022). 

 
Figure 6 : Structures chimiques des principaux dérivés du plaBne. A) Le cispla3ne, B) Le carbopla3ne et C) 

L’oxalipla3ne (D’après Ali et al., 2022).  

 

 

3) Prise en charge par la cellule : 
 

Le cisplaGne est administré par voie intraveineuse, sous forme d’une soluGon saline stérile. La 

concentraGon élevée en ions chlorure dans la circulaGon sanguine [105 mM] permet de maintenir le 

cisplaGne sous forme inacGve (Petrović et Todorović., 2016). Dans le sang, 68 à 98% du cisplaGne se lie 

aux protéines du plasma sanguin, en parGculier à l’albumine sérique humaine. Une molécule 

d’albumine sérique humaine peut fixer jusqu’à 5 molécules de cisplaGne, ce qui contribue également à 

son inacGvaGon (Makovec., 2019). La fracGon libre de cisplaGne entre dans la cellule pour y effectuer 

son acGon cytotoxique (Rancoule et al., 2017). L’entrée dans la cellule du cisplaGne est un processus 

complexe et qui n’est pas encore compris dans sa totalité (Makovec., 2019). Le cisplaGne entre à 

l’intérieur de la cellule soit par diffusion passive, soit par diffusion facilitée, faisant intervenir des 

transporteurs exprimés à la membrane. Les transporteurs impliqués dans ceNe diffusion facilitée sont 

les transporteurs du cuivre : CTR1 (SLC31A1) et CTR2 (SLC31A2) (Cooper Transporter Receptor 1 et 2). 

Certains transporteurs de caGons organiques comme OCT1 et OCT2 (Organic CaGon Transporter 1 et 2) 

parGcipent aussi à l’entrée du cisplaGne dans la cellule (Makovec., 2019 ; Ciarimboli., 2012).  

 

Une fois la membrane plasmique traversée et arrivé dans le cytoplasme, le cisplaGne est acGvé 

par un mécanisme dit « d’aquaGon » ou d’hydrolyse. Ce mécanisme se produit de manière spontanée, 

dû à la très faible concentraGon en ions chlorure [4 mM] dans le cytoplasme (Fennell et al., 2016). La 

subsGtuGon des groupements chlorure par des molécules d’eau génère un produit d’hydrolyse 

fortement électrophile (Figure 7) et très réacGf avec des molécules nucléophiles telles que les 

protéines, les atomes donneurs d’azote des acides nucléiques et les molécules comportant des 

A B C 
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groupements thiols comme le gluthaGon, les méthionines ou les cystéines (Galluzzi et al., 2012 ; Dasari 

et Tchounwou., 2014 ; Lugones et al., 2022). Ces différentes interacGons seront responsables des effets 

cytotoxiques du cisplaGne.  

 
 

Figure 7 : Processus « d’aquaBon » ou d’hydrolyse du cisplaBne, d’après Rocha et al., 2018. Le cispla3ne entre 

dans la cellule par diffusion passive ou facilitée et est ac3vé par mono- ou diaqua3on, le rendant ainsi fortement 

électrophile. 

 
 

4) Mode d’ac-on du cispla-ne : 
 

Le cisplaGne entre dans la cellule et agit dans le cytoplasme, sur les organites et le noyau. Il possède 

différents modes d’acGons : la voie génotoxique ou mécanisme principal et les voies extranucléaires 

(réGculum endoplasmique, mitochondriale et des récepteurs de mort cellulaire).  

 
 

a) La voie génotoxique. 
 
 

Le cisplaGne est un agent alkylant et sa cible principale est l’ADN nucléaire. Il se lie à l’ADN induisant 

des dommages à l’ADN et interfère avec les mécanismes de réparaGon de l’ADN. L’accumulaGon de 

cassures de l’ADN induit un arrêt du cycle cellulaire, abouGssant à la mort cellulaire programmée par 

apoptose (Dasari et Tchounwou., 2014).  

Pour se faire, après acGvaGon, le cisplaGne devient un puissant électrophile et va se lier de manière 

covalente avec l’azote en posiGon 7 des bases puriques de l’ADN (adénine, guanine), formant des 

adduits principalement intra- ou inter- brins (Lugones et al., 2022). Des adduits intermoléculaires entre 

l’ADN et des protéines sont également possibles (Xu et Gewirtz., 2022). La grande majorité des adduits 

générés seront de types intrabrins (80-90%) : 65% sont de type Guanine-PlaGne-Guanine et 25% sont 

de types Adénine-plaGne-Guanine (Figure 8). Les adduits intrabrins, sont considérés comme les plus 

cytotoxiques. Les adduits interbrins sont moins fréquents (environ 5%) (Petrović et Todorović, 2016 ; 

Rocha et al., 2018).  

Cispla:ne 
Cispla:ne 

mono-aquaté 
Cispla:ne  
di-aquaté. 
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Figure 8 : Les différents types d’adduits générés par le cisplaBne et leur proporBon (d’après Rocha et al., 2018). 

 

Ces lésions induisent la distorsion et le déroulement de la double hélice d’ADN, abouGssant à la 

formaGon de dommages simples ou doubles brins, suivant le type d’adduits. Lorsque l’étendue des 

dommages est limitée, les adduits peuvent être reconnus et réparés. En effet, les adduits induisent un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S et G2/M. Cet arrêt facilite le recrutement et le foncGonnement 

de systèmes de réparaGon de l’ADN et prévient des mitoses potenGellement avortées ou anormales. 

Le cisplaGne induit généralement un arrêt en phase G2 par phosphorylaGon des kinases Chk1 et Chk2 

(Checkpoint Kinase 1 et 2) et acGvaGon de CdC25c. Les systèmes de réparaGons mis en jeu sont le plus 

souvent la voie NER (NucleoGde Excision Repair), après acGvaGon de trois kinases que sont ATR (ATM- 

and Rad3related protein), ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated Protein) et DNA-PK (DNA-dependent 

Protein Kinase), et la voie MMR (Mismatch Repair). La voie NER serait la voie la plus importante dans 

l’éliminaGon des adduits générés par le cisplaGne. Lorsque l’étendue des dommages dépasse un certain 

seuil criGque, deux issues sont possibles : l’entrée en sénescence, un état au cours duquel la cellule ne 

se divise plus suite à un stress génotoxique mais ne meurt pas, ou alors la mort cellulaire programmée 

par apoptose (Petrović et Todorović., 2016 ; Galluzzi et al., 2012). L’accumulaGon des dommages à l’ADN 

induit l’acGvaGon de la protéine suppresseur de tumeur p53, gardienne de l’intégrité du génome. Son 

acGvaGon dépend de l’acGvaGon de 2 kinases impliquées dans l’acGvaGon des points de contrôle : ATM 

et ATR. Le cisplaGne acGve préférenGellement ATR. Une fois acGvées, ces kinases vont phosphoryler et 

acGver p53, de sorte à induire l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose (Siddik., 2003).  

Le cisplaGne génère des ROS, tel que des radicaux libres hydroxyles et des anions super-oxydes, 

quand il entre dans la cellule. Ces ROS sont connus pour induire des dommages à l’ADN, renforçant 

ainsi l’effet génotoxique du cisplaGne (Figure 9) (Petrović et Todorović., 2016).  
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Figure 9 : Mode d’acBon principale du cisplaBne : la voie génotoxique, d’après Dasari et Tchounwou., 2016. 

 

Aujourd’hui, il est largement reconnu que les effets cytotoxiques du cisplaGne ne passent pas 

uniquement par la voie génotoxique. En effet, ses effets cytotoxiques font intervenir d’autres voies 

cytoplasmiques (Figure 11).  

 

b) Les voies extranucléaires. 

 

i) La voie mitochondriale.  

 

Des études montrent que seule une faible quanGté du cisplaGne interagit avec l’ADN nucléaire, 

tandis que la grande majorité va interagir avec des protéines et l’ADN mitochondrial (Siddik., 2003). 

L’ADN mitochondrial étant plus sensible aux dommages que l’ADN nucléaire, en raison de la capacité 

limitée de réparaGon de l’ADN mitochondrial, le cisplaGne va y former préférenGellement des adduits. 

Dû à l’échec du processus de réparaGon de l’ADN mitochondrial, l’apoptose est enclenchée, ce qui 

entraine l’acGvaGon des caspases 3 et 7 (Petrović et Todorović., 2016 ; Huang et al., 2022).  

 

De plus en entrant dans le cytoplasme, le cisplaGne génère des ROS à l’origine d’un stress oxydaGf. 

Bien que la cellule dispose de mécanismes de compensaGon de ces ROS tel que le gluthaGon réduit 

(GSH : 𝛾-glutamylcysteinyl glycine) et la superoxyde dismutase (SOD), le cisplaGne de par son aspect 

fortement électrophile va épuiser ces équivalents réduits car ils sont extrêmement nucléophiles, 

renforçant ainsi le stress oxydaGf (Galluzzi et al., 2012). Ces ROS peuvent renforcer les dommages à 
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l’ADN mitochondrial et vont également entrainer la perte des groupements sul�ydryles ou thiols des 

protéines mitochondriales et induire l’absorpGon du calcium intra-cellulaire par la mitochondrie. Cela 

a pour conséquences de diminuer le potenGel de membrane et d’abouGr à la rupture des 

mitochondries, enclenchant l’apoptose (Petrović et Todorović., 2016 ; Huang et al., 2022). La 

producGon importante de ROS par le cisplaGne, induit la translocaGon à la membrane mitochondriale 

externe de protéines pro-apoptoGques, telles que Bax (Bcl2 associated protein) et Bak (Bcl2- 

homologous antagoniste killer). Ceci abouGt à la perméabilisaGon membranaire et à la libéraGon du 

cytochrome c, suivi de la formaGon du complexe apoptosomal, permeNant l’acGvaGon de la caspase 9 

et des autres caspases par celle-ci (Galluzzi et al., 2012 ; Huang et al., 2022).  

 

ii) La voie du ré5culum endoplasmique.  

 

Le réGculum endoplasmique (RE) joue un rôle important dans la synthèse, la transformaGon, le 

repliement et la dégradaGon des protéines. Le cisplaGne affecte la signalisaGon intra-cellulaire en 

bloquant des transporteurs du calcium exprimé au niveau du RE. Ce blocage est responsable de 

l’augmentaGon du calcium intracellulaire, puisque celui-ci ne peut plus s’accumuler dans le RE, ce qui 

provoque l’acGvaGon de la caspase 12 et des lysosomes. Ce mécanisme est connu pour induire la 

dégradaGon des protéines mal repliées et renforce ainsi le stress du RE. Le stress du RE induit 

l’acGvaGon des caspases 12 et 9, suivi de l’acGvaGon des autres caspases (Caspases 3, 6 et 7) menant à 

l’apoptose (Mandic et al., 2003 ; Huang et al., 2022).  

 

iii) Les autres cibles extranucléaires du cispla5ne. 

 

• Des études montrent que les pompes échangeuses de Na+/ H+ liées à la membrane sont une 

des cibles du cisplaGne. En se liant à ces pompes dans les cellules cancéreuses, le milieu intracellulaire 

s’acidifie, les membranes vont se fluidifier par la promoGon de radeaux lipidiques et induire l’apoptose 

par acGvaGon de la voie des récepteurs de mort, abouGssant à la mort cellulaire (Hellberg et al., 2009).  

 

• Le cisplaGne peut interagir avec des facteurs de transcripGon afin de réguler l’expression de 

gènes. Le cisplaGne va progressivement interagir avec l’ion zinc des facteurs de transcripGon, de sorte 

à le remplacer. La structure en doigt de zinc des facteurs de transcripGon est alors modifiée, entrainant 

un blocage de la réplicaGon de l’ADN par les ADN polymérases et produisant la mort cellulaire 

(Makovec., 2019).  
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• Le cisplaGne peut perturber le cytosqueleNe, en ciblant la tubuline, unité fondamentale dans 

l’assemblage/désassemblage des microtubules au cours de la mitose. Le cisplaGne bloque le 

désassemblage de la tubuline des microtubules en se fixant à la guanine du GTP (Guanosine 

Triphosphate) nécessaire à la formaGon des filaments (Makovec, 2019). 

 

 • Enfin, l’ARN est une autre cible du cisplaGne, qui a longtemps été négligée. Pourtant, des 

études ont montré que le cisplaGne se lie 4 à 20 fois plus à l’ARN qu’à l’ADN, générant des cassures 

(HosNeter, Osborn et DeRose., 2012). 

 

c) Mort cellulaire induite par le cispla2ne. 

 

La mort cellulaire induite par le cisplaGne fait intervenir 2 voies : la voie intrinsèque via la 

mitochondrie et la voie extrinsèque via des récepteurs de mort cellulaire (Figure 10) (Xu et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Les voies de signalisaBon de l’apoptose : la voie extrinsèque et la voie intrinsèque, d’après Bock et 

Tait., 2020. FADD : Fas Associated protein with Death Domain ; FAS : Fas cell Surface Death Receptor ; Fas-L : Fac 

cell surface Death Receptor Ligand ; BID : BH3 interac3ng- domain death agoniste ; BCL-2 : B-cell lymphoma 2 

protein ; Bax : Bcl2- associated X protein ; Bak : Bcl2- homologous killer ; MOMP : perméabilisa3on de la 

membrane externe mitochondriale ; Apaf 1 : Apopto3c pep3dase 1 ; Smac : Second mitochondria-derived 

ac3vator of caspase. 
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i) La voie des récepteurs de mort. 

 

Connue aussi sous le nom de voie extrinsèque, son acGvaGon provient de sGmuli extérieurs à 

la cellule. Les ROS générés par le cisplaGne induisent l’acGvaGon de récepteurs de la famille des 

récepteurs au facteur de nécrose tumoral (TNF), dont Fas et récepteur au TNF𝛼	 sont membres. 

L’acGvaGon via le cisplaGne induit la fixaGon de leur ligand respecGfs (FasL et TNF𝛼), et l’acGvaGon des 

domaines de mort associés. Ceci permet le recrutement et l’acGvaGon de la caspase 8. Ce complexe 

apoptoGque acGve, à son tour, les caspases 3 et 7 par clivage, rendant l’apoptose inévitable (Figure 11) 

(Gupta et al., 2012).  

 

ii) La voie mitochondriale. 

 

La voie intrinsèque, induite par le cisplaGne, repose sur le stress oxydaGf et les ROS générés 

par le cisplaGne intracellulaire. Il est vrai que les cellules traitées au cisplaGne accumulent un nombre 

excessif de ROS. Le processus est iniGé par l’inhibiGon de protéines Bcl-2 anG-apoptoGques et permet 

l’acGvaGon de protéines pro-apoptoGque effectrices comme Bax et Bak, induisant leur migraGon vers 

la membrane externe des mitochondries (Kroemer, Galluzzi et Brener., 2007 ; Bock et Tait., 2020). CeNe 

perméabilisaGon permet la libéraGon de protéines intermembranaires tel que le cytochrome c. Après 

libéraGon, le cytochrome c se lie au facteur d’acGvaGon des pepGdases apoptoGques 1 (Apaf-1), 

formant l’apoptosome ou complexe apoptosomal. CeNe structure recrute et acGve la caspase 9, qui à 

son tour clive les caspases 3 et 7 abouGssants à la mort cellulaire par apoptose (Bock et Tait., 2020).  
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Figure 11 : Schéma récapitulaBf des modes d’acBons du cisplaBne d’après Dasari et Tchounwou., 2016 ; Bock et 

Tait., 2020 ; Gupta et al., 2012 ; Huang et al., 2022. FADD : Fas Associated Death Domain ; Apaf1 : Apopto3c 

pep3dase 1 ;  Bax : Bcl2- associated X protein ; Bak : Bcl2- homologous killer ; ROS : Rea3ve Oxygen Species ; Bcl-

xL : B-cell lymphoma-extra-large ; ATM :  Ataxia Telangiectasia Mutated ; ATR : ATM and Rad3-related ; PUMA : 

p53 regulated mediator apoptosis ; PTEN : Phosphatase and TENsin homolog.  

 

5) Les mécanismes associés à la résistance au cispla-ne : 

 

Bien que ses effets anGnéoplasiques soient largement reconnus et que les chimiothérapies à 

base de cisplaGne restent le « gold standard » dans la prise en charge des CBNPCs, le cisplaGne possède 

des limites à son uGlisaGon (Fennell et al., 2016). 50% des paGents traités avec du cisplaGne vont 

développer une résistance intrinsèque ou une résistance mulGdrogues rapidement. La résistance au 

cisplaGne est un phénomène mulGfactoriel, dont certains des mécanismes associés peuvent coexister 

au sein de la cellule. Ces facteurs responsables de la chimiorésistance peuvent être classés en facteurs 

(i) « pré-target », (ii) « on-target », (iii) « post-target » et (iv) « off target » (Siddik et al., 2003 ; Lugones 

et al., 2022).  
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a) Facteurs « pré-target » ou en amont de la cible. 

 

La résistance au cisplaGne repose sur la mise en place de mécanismes en amont de sa cible. Dans 

ce cas, la résistance au cisplaGne se développe par une diminuGon de l’accumulaGon du cisplaGne 

intracellulaire (via l’influx et l’efflux de la drogue) ou via une augmentaGon de la séquestraGon de la 

forme acGve du cisplaGne (Figure 12) (Galluzzi et al., 2012). 

 

i) Diminu5on de l’accumula5on intracellulaire du cispla5ne. 

 

La première barrière à l’accumulaGon intracellulaire du cisplaGne est le microenvironnement 

tumoral entourant la tumeur. Il se compose de cellules cancéreuses mais aussi de cellules normales 

non malignes et de cellules immunitaires. CeNe accumulaGon de cellules forme une barrière physique 

composée d’une matrice extracellulaire dense, qui limite considérablement le taux de diffusion des 

médicaments anG-cancéreux (Kryczka et al., 2021).  

 

Bien qu’on ait longtemps pensé que le cisplaGne entrait uniquement dans la cellule par diffusion 

passive, il est maintenant admis que son entrée dans la cellule se fait principalement par l’intermédiaire 

de transporteurs médiant une diffusion facilitée, tel que CTR1 et 2 (Makovec, 2019). Parmi les 

transporteurs impliqués dans la résistance, CTR1 se disGngue (Ali et al., 2022). En effet, CTR1 (codé par 

le gène SLC31A1) est un transporteur de haute affinité du cuivre, exprimé de manière ubiquitaire. Le 

cisplaGne en interagissant avec CTR1 provoque des changements dans sa conformaGon, conduisant à 

son influx. Mais ceNe interacGon peut conduire à l’internalisaGon puis à la dégradaGon du transporteur, 

diminuant ainsi l’absorpGon du cisplaGne et son accumulaGon intracellulaire (Holzer et Howell., 2006 ; 

Kilari et al., 2016).  

 

La diminuGon d’accumulaGon intracellulaire du cisplaGne peut faire intervenir des transporteurs à 

efflux. ATP7A et ATP7B (Cooper-transporGng P-type ATPase A and B) qui parGcipent à l’homéostasie du 

cuivre en facilitant son efflux après hydrolyse de l’ATP, sont 2 acteurs non négligeables de ceNe 

diminuGon d’accumulaGon du cisplaGne. En effet, ils sont connus pour parGciper à l’efflux des dérivés 

du plaGne, tel que le cisplaGne (Sprowl et al., 2013). D’autres études souGennent ce rôle en montrant 

qu’ils sont sur-exprimés dans des cellules résistantes au cisplaGne (Safaei et al., 2004).  

 

 D’autres transporteurs à efflux interviennent dans la diminuGon de l’accumulaGon 

intracellulaire du cisplaGne. Parmi ces transporteurs, les membres de la famille ABC (ATP Binding 
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CasseNe) sont largement connus pour jouer un rôle dans la chimioprotecGon, notamment grâce à leur 

capacité d’exporter un large spectre de médicaments hors de la cellule (Ali et al., 2022). Les ABCC (ou 

MRP pour MulGdrug Resistance Protein) induisent la résistance au cisplaGne en augmentant l’efflux 

(Galluzzi et al., 2012). ABCC2 ou MRP2 est sur-exprimé dans les lignées cellulaires résistantes au 

cisplaGne (Kool et al., 1997) et permet d’exporter le complexe formé par le cisplaGne et le GSH réduit 

hors de la cellule (Sprowl et al., 2013). ABCC2 est connu comme étant un des acteurs de l’efflux du 

cisplaGne et pourrait donc être un bon indicateur de la réponse au traitement selon différentes études 

(Yamasaki et al., 2011 ; Sprowl et al., 2013). D’autres transporteurs de ceNe famille induisent la 

résistance dont ABCC4 ou MRP4, qui est sur-exprimé dans les lignées cellulaires résistantes au 

cisplaGne et son ciblage par un siRNA permet de diminuer la résistance au cisplaGne (Zhang et al., 

2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Mécanismes impliqués dans la résistance « Pre-target » au cisplaBne, d’après Rocha et al., 2018. 

CTR1 : Cooper Transporter Receptor 1 ; ATP7A et B : Cooper-transpor3ng P-type ATPase A et B ; ABC : ATP Binding 

Cassege ; GSH : 𝛾-glutamylcysteinyl glycine. 

 

ii) Diminu5on de la forme ac5ve du cispla5ne.  

 

 Le dernier facteur intervenant dans la résistance « pre-target » est la diminuGon intracellulaire 

de la forme acGve du cisplaGne. Le cisplaGne acGvé par « aquaGon », devient fortement électrophile 

et avide de substances nucléophiles, comme la GSH réduit, la méthionine, les métallothionéines et 

d’autres protéines riches en cystéines. CeNe interacGon induit une diminuGon du stress oxydant induit 

par le cisplaGne, une diminuGon de la forme acGve du cisplaGne et empêche son acGon cytotoxique et 
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génotoxique du cisplaGne (Galluzzi et al., 2012 ; Lugones et al., 2022). Une augmentaGon d’expression 

des systèmes de détoxificaGon intracellulaire peut également expliquer la résistance au cisplaGne 

(Figure 12) (Rocha et al., 2018).  

 

b) Facteurs « on-target » ou résistance aux dommages à l’ADN. 

 

La reconnaissance des adduits inter- ou intra-brins et la généraGon d’un signal apoptoGque qui en 

découle, sont souvent altérés dans les cellules cancéreuses résistantes au cisplaGne. En effet, les 

cellules résistantes au cisplaGne peuvent survivre en acGvant des mécanismes de réparaGon de l’ADN 

ou en tolérant les dommages non réparés, grâce à des ADN polymérases parGculières (Galluzzi et al., 

2012).   

 

i) Ac5va5on de protéines impliquées dans la répara5on des cassures simples brins. 

 

Répara-on par système NER : 

 

La voie NER est la voie majoritairement impliquée dans la réparaGon de l’ADN, dans les cellules 

cancéreuses résistantes au cisplaGne. En faisant intervenir plus de 20 protéines dans un ordre bien 

précis, ceNe voie de réparaGon permet d’enlever la liaison formée entre le groupement plaGne et l’ADN, 

par excision du nucléoGde lésé, après incision de part et d’autre de celui-ci, suivi d’une synthèse d’ADN 

pour reconsGtuer la séquence et restaurer l’intégrité généGque (Galluzzi et al., 2012 ; Lugones et al., 

2022) (Figure 13). 

 

Des dérégulaGons de ceNe voie de réparaGon sont connues pour être impliquées dans la 

résistance au cisplaGne. Dans le CBNPC, une étude montre une corrélaGon négaGve entre l’expression 

d’ERCC1 (Excision Repair Cross-ComplemenGng group 1) et la survie et la réponse au cisplaGne, in vivo 

mais aussi in vitro (Olaussen et al., 2006). Néanmoins, une augmentaGon de l’expression d’ERCC1 n’est 

pas toujours nécessaire pour expliquer ceNe réparaGon plus accrue des dommages, car une 

augmentaGon de l’efficacité de la voie NER est également associée à la résistance au cisplaGne (Rocha 

et al., 2018 ; Ali et al., 2022).  
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Figure 13 : Mécanisme de réparaBon de l’ADN par la voie NER, d’après Duan et al., 2020. XPA, B, C, D, F et G : 

Xeroderma Pigmentosum A, B, C, D, F et G ; RPA : Replica3on Protein A ; TFIIH : Transcrip3on Factor II H ; ERCC1 : 

Excision Repair Cross-Complemen3ng group 1 ; Pol𝛿/𝜀 : ADN Polymerase 𝛿/𝜀. 

 

Répara-on par système MMR : 

 

 La voie MMR est une voie impliquée dans la réparaGon des mésappariements de bases 

nucléoGdiques survenant au cours de la réplicaGon de l’ADN. Elle intervient à juste Gtre dans la stabilité 

et l’intégrité généGque. Il s’agit d’un système mulG-enzymaGque faisant intervenir les enzymes MSH 

(MutS Homologue), MLH (MutL protein homologue) et PMS 1/2 (PostmeioGc segregaGon increased ½), 

qui vont interagir sous forme d’hétérodimères afin de percevoir et réparer les bases mésappariées 

(Rocha et al., 2018 ; Pećina-Šlaus et al., 2020) (Figure 14). 

 

Dans le cas des cellules résistantes au cisplaGne, une augmentaGon de la tolérance aux 

dommages à l’ADN est possible, provenant d’une perte de foncGon de la voie MMR. Des déficiences de 

la voie MMR sont retrouvés dans 17% des cancers (Rocha et al., 2018). En effet, les lésions induites par 

le cisplaGne peuvent être reconnues par la voie MMR mais pas réparés, ce qui génère un signal pro-

apoptoGque. Les liaisons Guanine-plaGne-Guanine sont reconnues par MSH2 et MLH1. Or dans les 

cellules cancéreuses résistantes au cisplaGne, MSH2 et MLH1 sont généralement mutés ou régulés à la 

baisse (forte hyperméthylaGon du promoteur de MLH1 après un traitement cisplaGne), inhibant la 

reconnaissance des lésions ainsi que la transmission du signal pro-apoptoGque (Galluzzi et al., 2012 ; 

Lugones et al., 2022). Dans le CBNPC, il a été montré que les paGents avec des hauts niveaux 
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d’expressions de MSH2 présentaient de meilleurs taux de réponse au cisplaGne et un meilleur pronosGc 

(Kamal et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Mécanisme de réparaBon de l’ADN via la voie MMR, d’après Pećina-Šlaus et al., 2020. MutS𝛽 : 

hétérodimère MSH2-MSH3 ; MutS𝛼 : hétérodimère MSH2-MSH6 ; PCNA : Prolifera3ng Cell Nuclear An3gen ; 

RFC : Replica3on Factor F ; EXO1 : Exonuclease 1 ; Pol𝛿 : ADN Polymerase 𝛿.  

 

ii) Mécanismes de tolérance des dommages à l’ADN simple brin. 

 

Le cisplaGne en formant des adduits intra-brins, a pour objecGf d’induire l’accumulaGon de 

dommages à l’ADN irréversibles menant à un arrêt réplicaGf et à la mort de la cellule via l’apoptose. 

Néanmoins, les cellules cancéreuses possèdent la machinerie nécessaire pour pallier à ce phénomène. 

La tolérance aux dommages à l’ADN est liée au contournement réplicaGf, par certaines classes d’ADN 

polymérases (PolH, PolI, PolK, Rev 1,3 et 7 qui sont sur-exprimées en condiGon cancéreuse), des lésions 

induites par le cisplaGne (Huang et al., 2021). En effet, des défauts de MLH1 et MSH6 (composants de 

la voie MMR) sont associés à des niveaux accrus de « translésions », phénomènes au cours duquel la 

synthèse de l’ADN n’est pas bloquée, mais se poursuit malgré les adduits formés par le cisplaGne. L’ADN 

polymérase PolH et l’hétérodimère Rev 3- Rev 7 sont impliqués dans le contournement réplicaGf des 

adduits guanine-plaGne-guanine. La surexpression de Rev 3 est corrélée avec la résistance au cisplaGne, 

tandis que l’expression de PolH est corrélée à la survie dans le cancer du poumon (Galluzzi et al., 2012 ; 

Lugones et al., 2022 ; Ali et al., 2022). Autre leur rôle dans la réparaGon des dommages doubles brins 

par recombinaison homologue, BRCA1 et BRCA2 (Breast Cancer 1 et 2) protègent les fourches 

réplicaGves bloquées en empêchant la dégradaGon de l’ADN en cours de synthèse (Huang et al., 2021).  
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iii) Ac5va5on de protéines impliquées dans la répara5on des cassures doubles brins. 

 

Le cisplaGne induit des adduits intercaténaires qui sont normalement réparés par recombinaison 

homologue (HR) en phase S. La signalisaGon de la cassure double brins est iniGée par le recrutement 

du complexe MRN (Mre11, Rad50 et Nbs1) aux extrémités cassées. Ce complexe joue un rôle 

fondamental dans le recrutement et l’acGvaGon des protéines kinases ATM et ATR. Ces kinases vont 

alors coordonner l’acGvaGon de protéines effectrices de la voie de réponse aux dommages à l’ADN, 

dont l’acGvaGon et la stabilisaGon de la protéine p53. L’acGvaGon de p53 induit une augmentaGon 

d’expression de protéines inhibitrices du cycle cellulaire tel que p21, Chk1 et 2. Cet arrêt du cycle 

cellulaire laisse alors le temps aux mécanismes de réparaGon de l’ADN de réparer les dommages 

générés par le cisplaGne, sans induire la mort de celle-ci (Figure 15) (Huang et al., 2021). 

 

L’acGvaGon de ATM ou ATR sera également responsable de la voie de réparaGon des dommages à 

l’ADN par NHEJ (Non Homologous End Joining) ou HR, par recrutement de différentes protéines dont 

BRCA1 et BRCA2 et DNA-PK (Sun et al., 2020). BRCA1 et 2 sont les protéines fondamentales de la voie 

de réparaGon homologue, qui sont fréquemment mutées, ce qui affecte donc les mécanismes de 

réparaGon des cassures doubles brins (Galluzzi et al., 2021). BRCA1 est connue pour médier la 

résistance au cisplaGne et notamment dans les CBNPCs. L’augmentaGon de l’efficacité de la voie HR 

favorise la réparaGon des dommages interbrins et est associée à l’acquisiGon de la résistance au 

cisplaGne (Fennell et al., 2016).  

 
Figure 15 : Mécanismes de réparaBon des dommages à l’ADN double brins, d’après Huang et al., 2021. ATM : 

Ataxia Telangiectasia mutated ; ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein ; CHK1/CHK2 : Checkpoint 

Kinase 1 et 2.  
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c) Les facteurs « post-target » ou altéra2ons des voies de signalisa2on. 

 

La résistance au cisplaGne peut résulter d’un défaut de signalisaGon dans les voies conduisant à la 

mort cellulaire, normalement induite par les dommages à l’ADN. L’altéraGon de ces voies de 

transducGon repose sur des altéraGons généGques et épigénéGques (Galluzzi et al., 2012).  

 

Le principal mécanisme « post-target » repose sur l’inacGvaGon du gène suppresseur de tumeur 

TP53, qui est retrouvée dans plus de 50% des cancers. En condiGon normale, quand les dommages 

n’excèdent pas un certain seuil, la protéine p53 induit un arrêt du cycle cellulaire permeNant la 

réparaGon des dommages à l’ADN. En revanche, lorsque l’accumulaGon des dommages est trop 

importante, p53 intervient dans l’iniGaGon du processus de mort cellulaire par apoptose. CeNe 

inacGvaGon du gène TP53, induit une diminuGon de l’expression de p53, protéine gardienne du 

génome. La diminuGon d’expression de p53 empêche l’acGvaGon de Bax et induit l’inacGvaGon des 

caspases 3, 8 et 9, inhibant le déclenchement du processus apoptoGque (Figure 16) (Lugones et al., 

2022).  

 
Figure 16 : Le devenir de la cellule dépend du niveau d’acBvaBon de p53, d’après Lugones et al., 2022.  

 

Des études pré-cliniques suggèrent que d’autres transducteurs de signaux pro-apoptoGques jouent 

un rôle. Parmi ces transducteurs, on peut citer la voie MAPK (Mitogen AcGvated Protein Kinase). Il a 

été proposé que certaines cellules résistantes au cisplaGne, ne présentaient pas d’acGvaGon de MAPK1 

et de c-JUN. Ceci limiterait donc la signalisaGon par le système Fas/FasL, conférant la cytoprotecGon 

face au cisplaGne (Lugones et al., 2022).  
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Dans le CBNPC, il a été rapporté que la résistance au cisplaGne était corrélée à une augmentaGon 

de l’expression de protéines anG-apoptoGques, telles que Bcl-2, Bcl-xl (Han et al., 2003). Une 

augmentaGon d’expression de la survivine, une protéine inhibitrice de caspases, est un autre moyen 

d’expliquer la résistance au cisplaGne dans le CBNPC (Karczmarek-Borowska., 2005).  

 

d) Les facteurs « off-target ». 

 

La résistance au cisplaGne résulte de l’altéraGon de voies de signalisaGon qui ne sont pas 

directement en lien avec le cisplaGne, mais qui peuvent interférer avec les évènements pro-

apoptoGques induit par celui-ci (Lugones et al., 2022).  

 

i) La surexpression de proto-oncogène. 

 

La surexpression du proto-oncogène ErbB2 codant pour HER2 (Human Epidermal growth factor 

Receptor 2) est une explicaGon de la résistance au cisplaGne. En effet, HER2 joue un rôle fondamental 

dans l’acGvaGon de diverses voies de signalisaGon, qui régulent la survie cellulaire, la croissance et la 

différenciaGon cellulaire. Parmi les voies acGvées en aval de ce récepteur, la voie PI3K/AKT est 

parGculièrement intéressante, car son acGvaGon induit l’expression de p21 (un inhibiteur de cycline). 

L’arrêt du cycle cellulaire induit par l’accumulaGon de p21 exerce des foncGons anG-apoptoGques, 

laissant le temps aux systèmes de réparaGon de l’ADN de réparer les dommages induit par le cisplaGne. 

Les cellules ainsi réparées, reprennent leur division. Dans le CBNPC, la surexpression d’ErbB2 est 

associée à la résistance au cisplaGne (Galluzzi et al., 2012).  

 

ii) La détoxifica5on intracellulaire. 

 

Dans de nombreuses tumeurs solides, y compris les CBNPCs, DYRK1B (Dual-specificity Y-

phosphorylaGon Regulated Kinase 1B) est régulé à la hausse et facilite la survie en induisant 

l’expression de systèmes anG-oxydants (ferroxidase, superoxyde dismutase 2 et 3). Ces systèmes vont 

alors compenser les ROS induits par le cisplaGne et mener à la résistance (Galluzzi et al., 2012 ; Lugones 

et al., 2022). Les cellules résistantes au cisplaGne présentent la capacité de produire plus de GSH et de 

NADH (NicoGnamide Adenine DinucleoGde Hydrogen), des molécules anGoxydantes facilement 

uGlisées par plusieurs enzymes impliquées dans la compensaGon des ROS, telles que les SOD, les 

catalases et les glutathions péroxydases (GPX3, GPX4) (Huang et al., 2021).  
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iii) Acquisi5on du phénotype « cellule souche cancéreuse ».  

 

D’autres mécanismes sont connus pour être impliqués dans la résistance au cisplaGne. En effet, des 

études montrent que la résistance au cisplaGne peut être médiée par des facteurs épigénéGques, qui 

modulent l’expression de gènes importants dans la réponse au cisplaGne.  

 

Il a été montré que ces facteurs favorisent l’expression de gènes impliqués dans l’acquisiGon d’un 

phénotype qualifié de « cellule souche cancéreuse » (CSC), état au cours duquel les cellules vont 

acquérir la pluripotence, impliqué dans la résistance, la rechute et la disséminaGon de la maladie. A 

Gtre d’exemple, dans le CBNPC, la transcripGon de FOXF1 (Forkhead box F1) est favorisée par 

déméthylaGon de sa région régulatrice. Ainsi FOXF1 favorise l’acquisiGon du phénotype cellule souche 

cancéreuse et parGcipe à la résistance au cisplaGne. De même, une régulaGon posiGve de l’expression 

de SOX2 (SRY-Box TranscripGon Factor 2) est impliquée dans l’acquisiGon de ce phénotype (Lugones et 

al., 2022). 

  

iv) L’autophagie. 

 

L’autophagie est une voie catabolique conservée au cours de l’évoluGon. Elle aide à la dégradaGon 

et au recyclage des macromolécules biologiques nocives ou non (protéines mal repliées/ conformées/ 

endommagées, organites endommagés) essenGelles aux cellules, leurs permeNant de s’adapter au 

stress et aux changements dans les environnements intra- et extra-cellulaire (Wang et al., 2022). Les 

protéines et organites cellulaires endommagés sont englouGs par des autophagosomes, qui par la suite 

fusionnent avec des lysosomes. Les lysosomes sont des peGts organites contenant de nombreuses 

enzymes comme des protéases et des lipases. Après fusion avec l’autophagosome, les enzymes 

lysosomales vont dégrader son contenu, afin de permeNre le recyclage des matériaux (acides aminés, 

acides gras) (Wang et al., 2022 ; Circu et al., 2017) (Figure 17). CeNe voie catabolique pourrait être un 

mécanisme associé à la résistance au cisplaGne (Xu et Gewirtz., 2022).   

Dans le CBNPC, une étude montre une augmentaGon progressive de la chimiorésistance au 

cisplaGne lorsque les composants de la voie autophagique sont régulés à la hausse (Ren et al., 2010). 

De plus, des études récentes montrent des mutaGons dérégulatrices dans les gènes d’ATG5, 7, 12 et 14 

(Autophagy related protein 5, 7, 12 and 14), protéines clés de la formaGon des autophagosomes et 

donc de la régulaGon autophagique (Pan, Zhang et Dokudovskaya., 2023).  
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Figure 17 : DégradaBon d’organites ou protéines endommagées via la voie autophagique. Le mécanisme 

autophagique se divise en plusieurs étapes dont 1) l’ini3a3on qui correspond à l’étape de forma3on des 

membranes d’isolement des matériaux à dégrader, 2) la nucléa3on ou expansion des membranes de 

l’autophagosome conduisant à sa fermeture et l’isolement de sa cargaison, 3) la fusion entre l’autophagosome et 

le lysosome 4) la dégrada3on du contenu par les enzymes lysosomales, d’après Parzych et Klionsky., 2014.  

 

v) Le microenvironnement immunitaire tumoral. 

 

Le microenvironnement tumoral se compose de différents types de cellules : de cellules tumorales, 

de cellules normales non malignes mais aussi de cellules immunitaires avec différents phénotypes et 

foncGons, qui peuvent moduler la réponse à la chimiothérapie. C’est le cas des macrophages associés 

à la tumeur (TAM). Les macrophages possèdent la capacité de se différencier en type M2 ou alternaGf. 

En acquérant, le phénotype M2, ils entrainent la libéraGon de TGF-𝛽	(Transforming Growth Factor-𝛽), 

qui déclenche la transiGon épithélio-mésenchymateuse (TEM), un processus important dans 

l’acquisiGon de la résistance au cisplaGne. Au cours de ce processus, les cellules épithéliales immobiles 

et proliférantes sont converGes en cellules mésenchymateuses mobiles et moins proliféraGves, donc 

plus résistante au cisplaGne (Kryczka et al., 2021). 

 

 

 

En conclusion, la résistance au cisplaGne est mulGfactorielle et résulte de l’associaGon de ces 

différents mécanismes : pré-target, on target, off-target et post-target (Figure 18). CeNe résistance est 

un véritable frein pour la prise en charge des paGents aNeints de CBNPCs, car elle est responsable de 

l’échec thérapeuGque et de l’évoluGon de la maladie. C’est pourquoi, il est important d’étudier en 

profondeur les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la résistance, afin de permeNre 

une meilleure prise en charge des paGents.  
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Figure 18 : Schéma récapitulaBf de l’ensemble des mécanismes impliqués dans la résistance au cisplaBne, 

d’après Lugones et al., 2022. CTR1 : Cooper Transporter Receptor 1 ; OCT : Organic Ca3on Transporter ; GSH : 𝛾-

glutamylcysteinyl glycine ; ATP7A/B : Cooper-transpor3ng P-type ATPase A et B ; ABC : ATP Binding Cassege ; 

MMR : MisMatch Repair ; NER : Nucleo3d Excision Repair ; HRR : Homologous Recombinaison Repair ; Bax : Bcl2 

associated protein ; BCL2 : B-cell lymphoma 2 protein ; Bcl-xL : B-cell lymphoma-extra-large ; SOD : Superoxyde 

Dismutase.  

 

 

6) La toxicité du cispla-ne : 

 

Malgré son efficacité reconnue depuis des décennies dans les thérapies anG-cancéreuses et 

son large emploi, le cisplaGne présente de nombreux effets indésirables limitant son uGlisaGon 

(adaptaGon des doses voire arrêt du traitement). Les administraGons répétées en intraveineuse de 

cisplaGne conduisent à son accumulaGon dans des régions spécifiques du corps dont les reins, le foie, 

les neurones et l’oreille interne. CeNe accumulaGon induit de la toxicité à l’intérieur de ces organes et 

cause des dommages parfois irréversibles. On disGngue majoritairement la néphrotoxicité, 

l’ototoxicité, l’hépatotoxicité et la neurotoxicité (Wang et al., 2023).  
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a) La néphrotoxicité. 

 

Le rein est la principale voie d’excréGon du cisplaGne et son accumulaGon y est plus importante 

que dans n’importe quel autre organe du corps. La concentraGon en cisplaGne dans les cellules 

tubulaires rénales est 5 fois plus importante que dans le sérum (Dasari et Tchounwou., 2016 ; Petrović 

et Todorović., 2016). La néphrotoxicité est dose dépendante et présente un effet cumulaGf, ce qui limite 

considérablement les doses de cisplaGne uGlisées chez 30 à 40% des paGents (Zhang et al, 2021). Des 

lésions des cellules tubulaires rénales surviennent dans 1/3 des paGents traités par cisplaGne. 

Aujourd’hui, malgré les mesures de prévenGon mises en place (hyperhydrataGon à base de chlorure de 

sodium en concomitance avec du mannitol, de la furosemide ou du magnésium), la néphrotoxicité reste 

une problémaGque majeure (Zhang et al., 2021).  

 

b) L’ototoxicité. 

 

Le cisplaGne est le médicament le plus ototoxique connu (Petrović et Todorović., 2016). C’est 

pourquoi, l’ototoxicité fait l’objet de la plus grande aNenGon car elle est irréversible. En effet, les cellules 

de l’oreille interne des mammifères n’ont pas la capacité de proliférer et ni de se régénérer. Toute lésion 

est irréversible. 40 à 60 % des paGents traités par chimiothérapie à base de sel de plaGne, comme le 

cisplaGne, présentent des degrés variables d’ototoxicité et 18% d’entre eux présentent des pertes 

d’audiGon sévères. Aujourd’hui, de nombreuses molécules sont en cours de développement pour luNer 

contre l’ototoxicité comme : des pepGdes bloquants les canaux CTR1/OCT2, des dérivés du plaGne 

moins ototoxique, des anGoxydants et même des inhibiteurs de l’apoptose, pour lesquels des effets in 

vitro et in vivo sur souris ont été montrés (Petrović et Todorović., 2016 ; Wang et al., 2023).   

 

c) L’hépatotoxicité. 

 

Le cisplaGne diffuse rapidement après administraGon et s’accumule massivement dans le foie. 

L’hépatotoxicité est dose dépendante et présente un effet cumulaGf, car même les paGents traités à de 

faibles doses de manière répétées vont présenter une toxicité hépaGque massive (Dasari et 

Tchounwou, 2014). L’hépatotoxicité est imputable au stress oxydant généré par le cisplaGne (Petrović 

et Todorović, 2016). Une fois dans les hépatocytes, le cisplaGne est biotransformé par le complexe 

enzymaGque cytochrome P450 (CYP450), dont l’enzyme cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) joue un rôle 

clé dans l’hépatotoxicité. Des études montrent une augmentaGon considérable du stress oxydant dans 

des cellules traitées au cisplaGne et sur-exprimant CYP2E1, contrairement à des cellules ne l’exprimant 
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pas (Lu et Cederbaum, 2006).  Le cisplaGne génère de nombreux radicaux libres, en plus des ROS 

produits par le CYP450. Ils sont donc majoritairement responsables des lésions hépaGques. De plus, un 

épuisement des systèmes de compensaGons de ces ROS est observable dans les hépatocytes. 

L’accumulaGon intracellulaire des ROS conduit à l’inflammaGon et à la producGon de cytokines pro-

inflammatoires, qui acGvent diverses cascades de signalisaGon impliquées dans l’iniGaGon du 

processus apoptoGque (Abd Rashid et al., 2021).  

 

d) La neurotoxicité. 

 

La neurotoxicité est le problème limitant la dose uGlisée de cisplaGne le plus fréquent (Fennell et 

al., 2016). La neuropathie périphérique induite est une neuropathie sensorielle, qui affecte 30 à 50% 

des paGents, dont 10% d’entre eux possèdent des symptômes invalidants. Elle est dose dépendante et 

est associée à des doses cumulaGves supérieures à 300-350 mg/m2. Elle se manifeste par des 

engourdissements, des picotements (paresthésie), des sensaGons de brulures, des douleurs et une 

diminuGon de la sensibilité des doigts et des orteils. Ces symptômes peuvent persister pendant 

plusieurs mois malgré un arrêt du traitement et même s’aggraver au cours du temps (Santos et al., 

2020). Le cisplaGne s’accumule principalement dans les neurones sensoriels du ganglion de la racine 

dorsale, car il n’y a pas de barrière hématoencéphalique, que la quanGté de glutathion détoxifiant est 

réduite et enfin, l’influx du cisplaGne est favorisé par une expression abondante de transporteurs 

caGoniques (OCT). Les ROS générés par le cisplaGne et les dommages à l’ADN nucléaire et 

mitochondriale, entrainent la mort par apoptose des cellules neuronales, perturbant la transmission 

des messagers nerveux et induisant la dégénérescence axonale (Petrović et Todorović, 2016 ; Santos et 

al, 2020).  

A ce jour, malgré quelques traitements uGlisés pour prévenir la neurotoxicité, aucun n’a réellement 

montré d’efficacité. Les paGents souffrent donc souvent de lésions nerveuses progressives, 

persistantes, souvent irréversibles et limitant la dose lors de l'administraGon de médicaments 

anGnéoplasiques (Hu et al., 2019). 
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IV. Généralités sur les mucines. 
 

Les cellules vivent en contact avec le milieu extérieur et sont constamment exposées à des 

agressions (micro-organismes, polluants, ou encore toxines). Au cours de l’évoluGon, des systèmes de 

défenses se sont développés, dont la formaGon d’un gel visco-élasGque appelé mucus. Pendant 

longtemps, peu de choses étaient connues sur ce gel et sa composiGon. Mais l’essor de nouvelles 

techniques a permis d’étudier ses consGtuants principaux : les mucines (Moniaux et al., 2001).  

 

Les mucines sont une famille hétérogène de grandes O-glycoprotéines, à haut poids 

moléculaires (> 200 kDa), exprimées au niveau de nombreux épithélium de l’organisme : voies 

respiratoires, système génito-urinaire, système gastro-intesGnal et système oculo-vesGbulaire. Elles 

sont produites par une grande variété de cellules épithéliales sécrétrices et par les leucocytes (Kasprzak 

et Adamek., 2019). L’expression des mucines est variable dans le temps et dans l’espace : elle dépend 

du type cellulaire mais aussi du stade de développement du Gssu (Dhanisha et al., 2018). Leur rôle 

principal est de formé le gel de mucus : une couche protectrice visco-élasGque à la surface des organes 

en contact avec l’extérieur, afin de créer une barrière physique contre les agents pathogènes, réguler 

le pH et permeNre l’hydrataGon des Gssus sous-jacent. Les mucines possèdent une structure commune 

et caractérisGque : le gène de la mucine est traduit en une chaîne polypepGdique, appelée apomucine, 

décorée par de nombreuses glycosylaGons. La masse moléculaire des mucines est importante et est 

représentée à 70-80% par les résidus oligosaccharidiques (Kasprzak et Adamek., 2019). Ces résidus se 

lient à des acides aminés Proline, Sérine et Thréonine, formant un moGf spécifique appelé PTS, 

conservé dans toutes les mucines. Ces acides aminés PTS sont rassemblés dans des domaines de 

répéGGons en tandem (TR). Cependant, le nombre de répéGGons et la longueur de ces domaines TR 

sont spécifiques à chaque mucine. De plus, pour certaines mucines, le nombre de TR est variable d’un 

individu à l’autre, générant un polymorphisme VNTR (Variable Number Tandem Repeat) (Moniaux et 

al., 2001 ; Dhanisha et al., 2019).   

 

 Chez l’Homme, les gènes de mucine sont représentés par le sigle MUC suivi d’un numéro qui 

reflète l’ordre de découverte du gène. On disGngue 22 gènes codants pour des mucines, allant de MUC1 

à MUC22 (Dhanisha et al., 2018). De par leur structure, leur foncGon et leur localisaGon, les mucines 

sont classées en deux groupes : les mucines sécrétées et les mucines membranaires (Figure 19) 

(Dhanisha et al., 2018). Parfois, une autre classificaGon des mucines est possible, discriminant les 

mucines formant du gel (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 et MUC19) des mucines ne formant pas de 

gel de mucus (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20 et 
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MUC21) et des mucines solubles (MUC7, MUC8, MUC9, MUC14 et MUC22) (Pinzón-Mar�n et al., 

2019).  

 
Figure 19 : ClassificaBon et structure des différentes mucines membranaires et sécrétées, d’après Yonezawa et 

al., 2011. TR : Tandem Repeat ; EGF-like domain : Epidermal Growth Factor like domain ; SEA : Sea Urchin Sperm 

protein enterokinase and agrin domain ; TM : Transmembraine domain ; CT : Cytoplasmic Tail ; C-rich : Cystein 

rich domain.  

 

1) Les mucines sécrétées : 

 

Les mucines sécrétées se divisent en deux sous famille, en foncGon de leur capacité à former 

le gel de mucus : on disGngue les mucines formatrices de gel de mucus ou gélifiantes, des mucines non 

formatrices du gel de mucus ou non gélifiantes.  

 

a) Les mucines gélifiantes. 

 

Les mucines formatrices de gel de mucus regroupent les mucines MUC2, MUC5AC, MUC5B, 

MUC6 et MUC19. Les gènes codant pour MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC6 sont clusterisés au sein 

d’un complexe de 400kb riches en îlots CpG, sur le chromosome 11 en région p15.5 (11p15.5), reflétant 

un ancêtre commun (Moniaux et al., 2001 ; Kasprzak et Adamek., 2019). Ces mucines sécrétées sont 

produites par des cellules épithéliales spécialisées au niveau des différents tractus de l’organisme : 
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respiratoire, digesGf, urinaire, génital, gastro-intesGnal et oculo-vesGbulaire. Elles se caractérisent par 

leur haut poids moléculaire (de 5 à 40MDa), leur taille (600 à 900 nm) et leur proporGon de 

glycosylaGon (50 à 80% du poids moléculaire) (Dhanisha et al., 2019). D’un point de vue structural, ces 

mucines partagent des caractérisGques communes (Figure 20A) : 

• Un core protéique ou apomucine riche en proline, sérine et thréonine regroupés en moGfs PTS 

répétés sur lesquels se greffent les O-glycosylaGons. Ces moGfs PTS sont intercalés par des 

domaines riches en cystéines.  

• Des régions C-terminale et N-terminale ne contenant pas de moGfs PTS répétés, légèrement  

O-glycosylées, et riches en domaines cystéine (CK : Cystein-Knot). Elles portent quelques  

N-glycosylaGons. Ses régions conGennent des domaines D (Von Willebrand-D-like domain) et un 

domaine SEA (Sea urchin Sperm protein enterokinase and Agrin domain) composé d’environ 120 

acides aminés, largement présents dans les protéines O-glycosylées.  

Les différents domaines CK et D, au niveau de l’apomucine et des extrémités distales, servent à 

l’oligomérisaGon des mucines, par formaGon de ponts disulfures au sein du réGculum endoplasmique, 

nécessaire à la formaGon du mucus (Kufe., 2009 ; Jonkheere et al., 2014 ; Pinzón-Mar�n et al., 2019).  

 

b) Les mucines non gélifiantes. 

 

MUC7 (4q13.3), MUC8 (12q24.33) et MUC9 (1p13.2) apparGennent au sous-groupe des mucines 

non formatrices de mucus. Ces peGtes mucines sont sécrétées sous forme de monomères par des 

cellules spécialisées et ne s’oligomérisent pas (Jonkheere et al., 2014 ; Dhanisha et al., 2019). En 

comparaison aux autres mucines, elles possèdent une architecture très simple. Par exemple, le gène 

codant pour MUC7 mesure 10kb et comporte seulement 3 exons. L’ADNc (ADN complémentaire) 

résultant code pour une apomucine de 377 acides aminés, de seulement 39 kDa. MUC7 se compose (i) 

d’un domaine central consGtué de 5 à 6 répéGGons en tandem du moGf PTS, sur lesquels se greffent 

des résidus oligosaccharidiques, (ii) une extrémité N-terminale composée d’un domaine hisGdine-like 

avec un segment leucine-zipper, suivi d’un domaine modérément O-glycosylé, et enfin, (iii) une 

extrémité C-terminale comportant un segment leucine-zipper. Les régions distales N – et C-terminales, 

ne possèdent pas de domaines riches en cystéines. De ce fait, ceNe mucine ne peut pas former de 

mulGmères (Figure 20B) (Moniaux et al., 2001). MUC8 est une mucine majeure des voies respiratoires 

et se compose d’une chaine polypepGdique de 313 acides aminés. CeNe séquence conGent deux types 

de répéGGons consensus riches en proline, sérine et thréonine, mais aussi en alanine et glycine. MUC9 

est une mucine non gélifiante uniquement exprimée dans l’appareil reproducteur féminin. Le gène de 

MUC9 code pour la protéine oviducGne, spécifique de l’oviducte, impliquée dans la protecGon des 
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trompes de Fallope et de l’embryon précoce. Il s’agit d’un polypepGde de 678 acides aminés, 

comportant 4 sites de N-glycosylaGon, 2 sites de N-myristoylaGon et plusieurs sites de phosphorylaGon 

(Dhanisha et al., 2019).  

 

2) Les mucines membranaires : 

 

Les mucines membranaires sont des protéines ancrées à la membrane de grande taille (jusqu’à 

2 000 nm pour MUC4) et largement étendue au-delà du glycocalyx (Hilkens et al., 1992). Elles se 

composent d’une région extracellulaire densément décorée de glycanes, d’un domaine membranaire 

unique hydrophobe, et d’une queue cytoplasmique en posiGon C-terminale. Elles regroupent les 

mucines MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC14, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20, 

MUC21 et MUC22 (Dhanisha et al., 2019). En condiGon pathologique, en foncGon de leur localisaGon 

et de leur structure à la surface de la cellule, elles jouent un rôle dans les interacGons cellule-cellule, 

cellule-MEC (matrice extracellulaire) (Jonkheere et al., 2014) et dans la signalisaGon cellulaire, après 

percepGon de sGmuli externes, engendrant différents types de réponses (proliféraGon, croissance, 

différenciaGon ou apoptose) (Dhanisha et al., 2019). Elles sont synthéGsées sous forme d’un 

polypepGde précurseur qui subit un clivage autoprotéolyGque, générant un domaine N-terminal 

extracellulaire et un domaine C-terminal transmembranaire, unis de manière non covalentes. Elles 

comportent les caractérisGques communes aux mucines, avec des répéGGons du moGfs PTS au niveau 

de leur domaine extracellulaire, bien que le nombre de répéGGons soit variable entre les mucines, mais 

aussi variable d’un individu à l’autre, générant un polymorphisme VNTR. Le domaine extracellulaire des 

mucines membranaires comporte des domaines SEA très conservés ou des domaines EGF-like, 

présentant des homologies de structures avec le facteur de croissance à l’EGF et autres molécules 

apparentées (Kasprzak et Adamek., 2019 ; Dhanisha et al., 2019). La taille des queues cytoplasmiques 

est variable, allant de 22 acides aminés pour MUC4 à 80 acides aminés pour MUC17 (Figure 20C). Des 

différences sont observables dans les queues cytoplasmiques : MUC1 à une longue queue 

cytoplasmique comportant des résidus acides aminés potenGellement phosphorylables (HaNrup et 

Gendler., 2008), alors que MUC3, MUC12 et MUC17 possèdent des moGfs PDZ (Malmberg et al, 2008). 
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Figure 20 : ReprésentaBon schémaBque des différents types de mucines et de leur structure, d’après Pinzón-

Marpn et al., 2019. A) Mucine gélifiante, B) Mucine non gélifiante et C) Mucine membranaire. TR : Tandem 

Repeat ; CK : Cystein Knot ; SEA : Sea urchin Sperm protein enterokinase and Agrin domain ; EGF : Epidermal 

Growth factor. 
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V. Mucine 1 (MUC1). 

 

1) Expression de MUC1 : 

 

MUC1, aussi connue sous le nom d’épisialine, PEM (Polymorphic Epithelial Mucin), EMA 

(Epithelial Membrane AnGgen), HMFG (Human Milk Fat Globule) ou CD227 (Cluster DifferenciaGon 

227) (Dhanisha et al., 2019), est une large O-glycoprotéine transmembranaire de type I, à un seul 

passage membranaire. Elle est exprimée à la surface des cellules épithéliales glandulaires ou luminales, 

de nombreux organes du corps humain : glandes mammaires, œsophage, estomac, duodénum, 

pancréas, utérus, prostate, poumon et dans certaines cellules hématopoïéGques (HaNrup et Gendler., 

2008 ; Gendler., 2001 ; Gendler et Spicer., 1995). Elle possède un large domaine extracellulaire 

hautement O-glycosylé, qui s’étend jusqu’à 200-500 nm, bien au-delà du glycocalyx (10 nm). 

 

2) Structure du gène MUC1 et sa régula-on : 

 

a) Structure du gène de MUC1.  

 

MUC1 est la première mucine à avoir été clonée et est la mieux caractérisée (Gendler et al., 

1987 ; Moniaux et al., 2001). Elle est codée par le gène MUC1 situé dans le bras long (q) du 

chromosome 1 en posiGon 21 (1q21-24) (Dhanisha et al., 2019). Le gène de MUC1 comporte 6 introns 

et 7 exons, réparGs en deux groupes : les exons 1 à 3 codent pour la parGe extracellulaire de MUC1 et 

les exons 4 à 7 codent pour la parGe transmembranaire de MUC1. De manière, plus précise, (i) l’exon 1 

code pour le pepGde signal, (ii) l’exon 2 code pour le domaine central contenant le VNTR, (iii) l’exon 3 

code pour la parGe C-terminale de la parGe extracellulaire de MUC1 et (iv) ensemble, les exons 4 à 7 

codent le domaine transmembranaire de MUC1 et la queue cytoplasmique (Moniaux et al., 2001 ; Nath 

et Mukherjee., 2014) (Figure 21).  

 

Figure 21 : ReprésentaBon schémaBque de la structure du gène de MUC1, d’après Nath et Mukherjee., 2014. 

SP : Signal Pep3de ; DS : Degenerate signal ; VNTR : Variable Number Tandem repeat ; ECD : ExtraCellular Domain 

; TMD : TransMembrane Domain ; CT : Cytoplasmic Tail. 
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MUC1 est exprimée à un niveau basal dans de nombreuses cellules épithéliales. Sa 

transcripGon est donc fortement régulée au niveau génique par de nombreux facteurs. En effet, le 

promoteur de MUC1 conGent des régions riches en GC et comporte des éléments cis-acGvateurs 

omniprésents comme une TATAbox (localisés 25 nucléoGdes en amont du site d’iniGaGon) ou encore 

une CCAAT box (Moniaux et al., 2001). Le promoteur de MUC1 possède de nombreux sites de liaison 

pour des facteurs de transcripGon comme Sp1 (Specificity Protein 1), AP1, 2 et 3 (AcGvator Protein 1, 2 

and 3), NF1 (Nuclear Factor 1), ER (Estrogen receptor), « Milk binding protein factor », NF-𝜅B (Nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of acGvated B cells) et STAT (Signal Transducers and AcGvators of 

TranscripGon) (Nath et Mukherjee., 2014). La région -150/-60 conGent un site pour Sp1 et une E-box, 

cruciale pour observer l’expression de MUC1 dans les Gssus (Jonckheere et Van Seuningen., 2010). La 

région -101/-89 interagit avec 2 facteurs de transcripGons : Sp1 et SpA qui reconnaissent la séquence 

consensus GGGCGG. Dans le sein, des travaux montrent un rôle inhibiteur de SpA dans la transcripGon 

de MUC1, car Sp1 et SpA sont en compéGGon pour un même site de liaison (Kovarik et al, 1996). Le 

promoteur de MUC1 possède des séquences cis-régulatrices, pour des voies de signalisaGon 

inflammatoires, comme l’IFN𝛾	(Interféron 𝛾) et le TNF𝛼. Dans des lignées cancéreuses mammaires, il a 

été montré que le promoteur de MUC1 comporte 4 sites de fixaGons pour les facteurs de transcripGon 

STAT (Gaemers et al., 2001). L’IFN𝛾 et le TNF𝛼 acGvent STAT1 et NF-𝜅B responsables de la surexpression 

de MUC1 (Lagow et Carson., 2002). MUC1 peut être régulée par le TGF-𝛽1 au niveau de deux sites 

d’iniGaGon de la transcripGon en -520 et -130 (Jonckheere et Van Seuningen., 2010).  

 

b) Régula2on d’expression de MUC1. 

 

L’augmentaGon et la diminuGon de l’expression de MUC1 résultent, soit d’une augmentaGon 

ou diminuGon de la transcripGon de son gène, soit d’une perte de sa régulaGon post-transcripGonnelle.  

 

i) Régula5on transcrip5onnelle. 

 

Le gène de MUC1 se caractérise par la présence d’îlots CpG dans une large région de 60pb, 

nécessaire à sa régulaGon transcripGonnelle. Des études montrent que la méthylaGon des histones 

H3K9 et des îlots CpG dans le promoteur de MUC1 interviennent dans la répression de la transcripGon. 

La déméthylaGon et l’acétylaGon de ces régions conduisent à une augmentaGon d’expression de MUC1 

(Yamada et al., 2008). Dans des cellules cancéreuses mammaires, l’expression de MUC1 est largement 

corrélée avec son niveau de méthylaGon : l’hyperméthylaGon diminue drasGquement les niveaux 
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d’expression de MUC1, alors que l’hypométhylaGon est associée à une expression plus importante de 

MUC1 (Zrihan-Licht et al., 1995).  

 

ii) Régula5on post-transcrip5onnelle. 

 

L’expression de MUC1 est régulée post-transcripGonnellement, car l’ARNm de MUC1 comporte 

des séquences dites « d’amorçage » de certains microRNAs, de courtes séquences simple brin d’ARN 

non codant, de 22 nucléoGdes. A Gtre d’exemple, l’ARN de MUC1 comporte un site d’amorçage pour 

miR125b en 3’ UTR de sa séquence. La perte d’expression de miR125b, dans des cellules mammaires, 

contribue à la surexpression de MUC1 (Rajabi et al., 2010). Dans le cancer du poumon, des travaux 

montrent le rôle de miR128 dans la régulaGon à la baisse de l’expression de MUC1 (Koh et al., 2017). 

 

3) Structure et synthèse de MUC1 : 

 

Le gène de MUC1 code pour une chaîne polypepGdique unique. Le squeleNe protéique 

(apomucine) de MUC1 est synthéGsé dans le réGculum endoplasmique rugueux, sous forme d’un 

précurseur ne contenant pas encore de résidus oligosaccharidiques liés (Apostolopoulos et al., 2015). 

MUC1 subit un stress conformaGonnel, conduisant à un clivage autoprotéolyGque, entre la glycine et 

la sérine du moGf GSVVV du domaine SEA. Ce clivage génère 2 sous-unités liées de manière non 

covalente, par des liaisons hydrogènes stables (Kufe., 2022). Les deux sous-unités restent liées pendant 

les modificaGons post-traducGonnelles et jusqu’à l’adressage à la surface cellulaire (Dhanisha et al., 

2019). MUC1 est donc un hétérodimère, comportant un domaine N-terminal extracellulaire (MUC1-N) 

et un domaine C-terminal transmembranaire (MUC1-C) (Figure 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : ReprésentaBon schémaBque de l’hétérodimère MUC1, d’après Kufe., 2022. A) MUC1 est traduite 

sous forme d’une chaine polypep3dique unique. B) Après autoprotéolyse, MUC1 est formée de 2 sous unités 

unies par des liaisons hydrogènes stables : MUC1-N et MUC1-C.  

Autoprotéolyse 
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a) MUC1-N. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : ReprésentaBon schémaBque de la structure de MUC1, d’après Nath et Mukherjee., 2014 ; 

Apostolopoulos et al., 2015. MUC1 se compose de 2 sous-unités : MUC1-N et MUC1-C unis de manière non 

covalente par des liaisons hydrogènes. MUC1-N est par3culièrement étendue au-dessus de la membrane, allant 

au-delà du glycocalyx. Le pep3de signal en posi3on N-terminale est nécessaire à l’adressage à la membrane de 

MUC1. Les O-glycosyla3ons se greffent au niveau du VNTR, au sein de l’appareil de Golgi. Dans sa par3e distale 

ou C-terminale, MUC1-N comporte 5 résidus asparagines, portant des N-glycosyla3ons.  

 

MUC1-N est la sous-unité la plus longue. Elle comporte un domaine N-terminal de 104 acides 

aminés, contenant le pepGde signal en posiGon N-terminale, nécessaire à l’adressage à la membrane 

(Figure 23) (Apostolopoulos et al., 2015 ; Kufe., 2022). Dans sa parGe centrale, MUC1-N comporte le 

domaine VNTR où vont se greffer les O-glycosylaGons. Ce domaine est formé de la répéGGon d’une 

séquence PTS de 20 acides aminés (HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA) (Gendler et al., 1987). En Europe du 

Nord, le nombre de répéGGons de ce moGf est de 20 à 120, mais de manière plus courante, on retrouve 

entre 40 et 80 répéGGons (Figure 23). La glycosylaGon est faite de manière séquenGelle par des 

glycosyltransférases dans l’appareil de Golgi. Des N-acétylgalactosamines transférases greffent un 

premier groupement GalNAc sur l’apomucine. La chaine oligosaccharidique est allongée par l’ajout de 

galactose et de N-acétylglucosamine. La chaine est ensuite terminée par ajout d’un complexe dit Sialyl 

Lewis (Apostolopoulos et al., 2015). Les O-glycosylaGons représentent 50 à 90% du poids moléculaire 

de MUC1 : en effet, le poids moléculaire de MUC1 non glycosylée est de 120 à 225 kDa, alors qu’une 
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fois glycosylée, son poids moléculaire aNeint 250 à 500 kDa. MUC1-N est N-glycosylée sur 5 résidus 

asparagines dans sa parGe distale (Nath et Mukherjee., 2014). Enfin, elle se compose d’un domaine C-

terminal de 170 acides aminés (Apostolopoulos et al., 2015). A la différence des autres mucines, MUC1 

ne possède pas de domaines EGF-like (Gendler et al., 1987). 

 

b) MUC1-C. 

 

MUC1-C est la sous-unité la plus étudiée. CeNe sous-unité est plus courte et se divise en 3 

parGes : un domaine extracellulaire de 58 acides aminés, un domaine transmembranaire hydrophobe 

de 28 acides aminés et une queue cytoplasmique de 72 acides aminés. Sa parGe extracellulaire porte 

une N-glycosylaGon, faisant varier le poids moléculaire de MUC1-C de 17 à 25 kDa. Le domaine 

transmembranaire hydrophobe est nécessaire à l’ancrage de MUC1 à la membrane (Kufe., 2022). La 

queue cytoplasmique est hautement conservée (MUC1-CT). Elle comporte un moGf CQC en posiGon 

juxtamembranaire, nécessaire à son adressage à la surface membranaire (Pemburton et al., 1996) mais 

aussi à son homodimérisaGon et sa translocaGon nucléaire (Figure 24) (Raina et al, 2012). MUC1-CT 

comporte 7 résidus tyrosines, 9 résidus sérine et 6 résidus thréonine, représentant des sites d’ancrages 

potenGel pour des protéines, impliquées dans diverses voies de signalisaGon intracellulaire (Rajabi et 

Kufe., 2017). Ces résidus sont potenGellement phosphorylables par certaines kinases, ce qui permet 

de réguler les interacGons entre MUC1-C et certains effecteurs, tels que p53 (Singh et al., 2008), PI3K 

(Raina et al., 2011), la 𝛽-caténine (Huang et al., 2005), PLC-𝛾 (Phospholipase C- 𝛾)	mais aussi certains 

récepteurs membranaires comme l’EGFR et des membres de la famille des Erb (Figure 24) (Rajabi et 

Kufe., 2017). Suite aux différentes phosphorylaGons, le poids moléculaire de MUC1-C peut aNeindre 

30 kDa. 	

 

Figure 24 : Séquence en acides aminés de la queue cytoplasmique de MUC1 (MUC1-CT) et mise en évidence 

des sites de phosphorylaBons potenBelles et d’interacBons avec diverses protéines, d’après Nath et 

Mukherjee., 2014. Le mo3f CQC est en posi3on juxtamembranaire et est essen3el à la dimérisa3on de MUC1-C. 

En rouge, sont mis en évidence les résidus tyrosines (Y), en bleu les résidus sérine (S) et en vert les résidus 

thréonines (T) poten3ellement phosphorylables. Les acides aminés surlignés représentent les séquences cibles 

des différentes protéines intracellulaires.  



 77 

4) Fonc-ons physiologiques de MUC1 :  

 

Dans le Gssu sain, grâce à son domaine extracellulaire parGculièrement étendu, MUC1 

foncGonne comme une barrière physique pour protéger les cellules épithéliales sous-jacentes. En effet, 

MUC1 forme un maillage serré empêchant les pathogènes, comme les virus et les bactéries, d’aNeindre 

le Gssu sous-jacent (Chen et al., 2021). Les résidus oligosaccharidiques de MUC1-N sont chargés 

négaGvement et étendent MUC1 jusqu’à 500 nm au-dessus de la surface cellulaire. CeNe conformaGon 

confère des propriétés anGadhésives à MUC1, permeNant le mainGen ouvert des lumières canalaires 

par l’intermédiaire de forces répulsives (Moniaux et al., 2001). En fixant des molécules d’eau au niveau 

des résidus oligosaccharidiques, MUC1-N intervient dans la lubrificaGon, l’hydrataGon et la régulaGon 

du pH (Chen et al., 2021).  

 

MUC1-N et MUC1-C forme un complexe en communicaGon constante avec le milieu 

extracellulaire. MUC1 est donc sensible aux sGmuli extérieurs (TNF𝛼 et IFN-𝛾) et à la perte de 

l’homéostasie. La perte de l’homéostasie engendre des forces mécaniques, qui perturbent le complexe 

MUC1-N/MUC1-C, induisant alors son clivage. Ce clivage se fait en 2 étapes précises et successives. Le 

premier clivage est extracellulaire et est réalisé par des sheddases de la famille des métalloprotéases, 

comme MT1-MMP (Membrane Type 1 matrix metalloproteinase), ADAM10 et 17 (A Disintegrin And 

Metalloproteinase 10 and 17) (Nath et Mukherjee., 2014 ; Kufe, 2022). MUC1-N est relarguée dans le 

milieu extracellulaire et contribue à la barrière physique protégeant l’épithélium sous-jacent (Figure 

25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : ReprésentaBon schémaBque de la contribuBon de MUC1 à la formaBon de barrière physique formée 

par le mucus, suite à son clivage par des sheddases de la famille des métalloprotéases, d’après Kufe., 2022. 

MUC1-C : Domaine extracellulaire de MUC1 ; MUC1 : Domaine transmembranaire de MUC1.  
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Suite au premier clivage et au relargage de MUC1-N, MUC1-C est acGvée et elle peut 

s’homodimériser au niveau du moGf CQC. Après homodimérisaGon, la parGe extracellulaire de  

MUC1-C peut interagir avec des récepteurs à acGvité tyrosine kinase (RTK) via la galecGne 3 (GAL3) et 

promouvoir l’acGvaGon des voies de signalisaGon en aval. MUC1-C homodimérisée, peut être clivée en 

intracellulaire, au niveau du moGf CQC en posiGon juxtramembranire, par la 𝛾-sécrétase. Après clivage, 

elle est : soit transloquée au noyau via un mécanisme médié par l’imporGne-𝛽 et le complexe 

nucléoporine 62 (NUP62), soit transportée à la membrane externe de la mitochondrie via HSP70 et 90 

(Heat Shock Protein 70 et 90). Dans le noyau, elle interagit avec de nombreux facteurs de transcripGon, 

tels que NF-𝜅B p65 et ZEB1 (Zinc Finger E-Box Bindind Homeobox 1) induisant ainsi la restauraGon de 

l’homéostasie via la TEM (Figure 26) (Kufe., 2022).  

 

 
Figure 26 : ReprésentaBon schémaBque de l’acBvaBon de MUC1-C après homodimérisaBon, clivage et sa 

translocaBon nucléaire, d’après Rajabi et Kufe., 2017. GAL3 : Galec3n 3 ; RTK : Receptor Tyrosine Kinase ; EGFR2 : 

Epithelial Growth Factor Receptor 2 ; HER2 : Human Epidermal Gowth Factor 2 ; HSP70/90 : Heat Shock Protein 

70/90 ; TF : Transcrip3on Factor.  
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5) MUC1 et pathologies non cancéreuses : 

 

Des altéraGons dans la séquence génique ou protéique de MUC1 et/ou dans la quanGté de 

mucines sont impliquées dans le développement de pathologies non cancéreuses. Ces anomalies 

perturbent la foncGon de barrière du mucus et jouent, ainsi, un rôle dans l’iniGaGon et le mainGen de 

l’inflammaGon.  

C’est notamment le cas de la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire chronique, où 

l’expression de MUC1, anormalement glycosylée, augmente dans l’iléon des personnes malades et est 

corrélée avec la gravité de la maladie. Les glycosylaGons anormales sont reconnues par des cellules 

immunitaires impliquées dans la libéraGon de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-𝛼 et  

l’IL-6. Le TNF-𝛼 en acGvant la voie du NF-𝜅b régule posiGvement l’expression de MUC1, créant une 

boucle posiGve d’expression de MUC1 et renforçant l’inflammaGon déjà créée (Hashash et al., 2021).  

MUC1 joue un rôle dans le développement de la fibrose pulmonaire. En effet, des études 

montrent que son expression est augmentée ainsi que la phosphorylaGon de sa queue cytoplasmique 

par l’intermédiaire du TGF-𝛽. CeNe acGvaGon de MUC1-C permet la formaGon d’un complexe avec la 

𝛽-caténine, acGve les gènes cibles de ceNe dernière, ce qui favorise la transformaGon des cellules 

épithéliales alvéolaires et des fibroblastes en myofibroblastes, ainsi que la proliféraGon des fibroblastes 

(Milara et al., 2020). 

MUC1 est impliquée dans le développement de l’acné néonatale et de l’acné sévère post-

adolescence. Il a été montré que la longueur des domaines TR était corrélée avec le développement 

d’acné sévère (Ando et al., 1998).  

MUC1 joue un rôle dans le développement de pathologies rénales, comme la néphropathie 

tubulointersGGelle (ADTKD : Autosomal Dominant TubulointersGGal Kidney Disease). CeNe pathologie 

résulte de l’accumulaGon cytoplasmique de MUC1 mal conformée, suite à la duplicaGon d’une cystéine 

dans son domaine VNTR. CeNe duplicaGon engendre un décalage du cadre de lecture et l’appariGon 

prématurée d’un codon STOP, entrainant la perte des domaines en C-terminale (Domaine SEA, domaine 

transmembranaire et queue cytoplasmique). La séquence protéique mal conformée synthéGsée n’est 

pas foncGonnelle et ne sera pas glycosylée, ni adressée à la membrane et ni recyclée (Dvela-LeviN et 

al., 2019). 

 

  

 

 

 



 80 

VI. MUC1 et cancer. 

 

MUC1 est sur-exprimée dans 2/3 des cancers confondus, liquides et solides. Les altéraGons de 

MUC1 sont donc une des altéraGons les plus communes dans les cancers humains. CeNe surexpression 

provient de l’amplificaGon du locus de MUC1 et/ou de boucles d’acGvaGon du promoteur de MUC1, 

via NF-𝜅b et d’autres facteurs de transcripGon impliqués dans la réponse à l’inflammaGon (Kufe., 2009).  

 

1) MUC1 associée au cancer : 

 

MUC1 associée au cancer est différente de MUC1 exprimée dans les cellules normales, de par 

ses caractérisGques biochimiques et de par sa distribuGon cellulaire (Nath et Mukherjee., 2014). MUC1 

associée au cancer est hypoglycosylée et présente des chaines oligosaccharidiques plus courtes 

(Apostolopoulos et al., 2015). Provenant d’une perte d’acGvité enzymaGque des glycosyltransferases, 

la glycosylaGon incomplète des chaines oligosaccharidiques affecte sa stabilité mais aussi sa 

localisaGon. Dans le cancer du sein, il a été montré que la 𝛽-glucosaminyltransférase n’était pas 

exprimée. Cela conduit à l’accumulaGon de Core-1 disaccharides, servant de substrats à Gal-specific 

α3-sialyltransferase et à GalNAc-specific β6-sialyltransferases (Hanisch et Müller., 2000). Dans le cancer 

colique, l’enzyme colique normale GalNAc 𝛽3-GlcNAc-transférase (UDP-GlcNAc) n’est pas exprimée 

(Apostolopoulos et al., 2015). Normalement, MUC1 conGent des Core-2 O-glycanes, très ramifiés. 

MUC1 associée au cancer présente des O-glycanes Core 1 dû à une perte d’acGvité de la Core-2 𝛽6-

GlcNAC transférase. MUC1 associée au cancer est hautement sialylée, ce qui conduit à une fin 

d’élongaGon prématurée, générant des sucres tronqués. L’augmentaGon de la sialylaGon provient de 

l’augmentaGon d’expression des 𝛼2,3 et 𝛼2,6 -sialyltransférases dans les cellules cancéreuses (Nath et 

Mukherjee., 2014).  

	

2) MUC1 et progression tumorale : 

	

a) Interac2on cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire. 

 

En condiGon physiologique, MUC1 est exprimée au pôle apical des cellules épithéliales. En réponse 

à un stress, la perte de la polarisaGon cellulaire entraine une redistribuGon transitoire des protéines de 

surface (Gendler et al., 2001). Suite à ceNe redistribuGon, et de par son encombrement stérique, MUC1 

interviendrait dans la perte d’interacGon cellule-cellule et cellule-MEC (Hollingsworth et Swanson., 

2004).  
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De nombreuses études montrent que MUC1 est elle-même impliquée dans le processus 

engendrant la perte de polarité cellulaire. La redistribuGon des protéines de surface permet à MUC1 

d’interagir physiquement avec des protéines, notamment des RTKs comme ERBB2, normalement 

séquestrés au niveau de la membrane basolatérale (Kufe, 2009). MUC1 peut exacerber l’acGvaGon 

d’ERBB2 et contribuer à la perte des joncGons serrées qui régulent la polarité cellulaire, en définissant 

la fronGère entre les membranes dites apicales, des membranes basolatérales. Les joncGons serrées 

empêchent la diffusion intramembranaire des structures membranaires dans les cellules polarisées 

(Wibbe et Ebnet., 2023) (Figure 27).  

 

MUC1 intervient dans la perturbaGon des joncGons adhérentes, nécessaires au mainGen de la 

morphologie épithéliale. Les joncGons adhérentes sont des complexes d’E-cadhérine, qui parGcipent 

aux interacGons entre les cellules. Les cadhérines de surface interagissent avec 𝛼, 𝛽, et 𝛾-caténine, qui 

forment des complexes afin d’interagir avec les filaments d’acGnes du cytosqueleNe (Nelson., 2008). La 

queue cytoplasmique de MUC1 possède la capacité de séquestrer la 𝛽-caténine en se liant à elle et de 

la stabiliser. Ce complexe induit l’acGvaGon des gènes cibles de la voie WNT et inhibe la synthèse de  

l’E-cadhérine, ce qui conduit à la rupture des joncGons adhérentes (Yamamoto et al., 1997 ; Huang et 

al., 2003). Le mainGen de la polarité apico-basale fait également intervenir le complexe Crumbs (CRB). 

Dans le cancer du sein, après acGvaGon, MUC1-C s’associe à ZEB1 et se fixe au promoteur de CRB3, une 

sous unité de CRB, et réprime sa transcripGon. MUC1-C réprime également l’expression de  

l’E-cadhérine, protéine fondamentale des joncGons adhérentes (Figure 27) (Alam et al., 2016).  

Figure 27 : MUC1 contribue à la perte de polarité cellulaire en perturbant les joncBons serrées et adhérentes, 

suite à un stress, d’après Kufe, 2020. Lors d’un stress extérieur, le complexe MUC1-N/C subit un stress 

conforma3onnel conduisant au clivage de MUC1-N. MUC1-C alors ac3vée, s’homodimérise via son mo3f CQC et 

induit l’ac3va3on de voies de signalisa3on impliquées dans la déstabilisa3on des jonc3ons cellule-cellule et dans 

la perte de polarité cellulaire. La perte de polarité induit une redistribu3on des protéines de surface, rendant les 

interac3ons physiques possibles entre MUC1-C et des RTKs.  
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b) Proliféra2on et survie. 

 

En condiGon physiologique, MUC1 est uniquement exprimée à la membrane apicale. Suite à la 

perte de polarité cellulaire et à la redistribuGon des protéines de surface, MUC1 peut interagir avec des 

récepteurs et induire l’acGvaGon des voies de signalisaGon en aval, toutes impliquées dans de 

nombreux processus biologiques comme : la proliféraGon, la survie, la différenciaGon, l’inflammaGon 

et l’oncogenèse. À Gtre d’exemple, MUC1 peut interagir physiquement avec les récepteurs à l’EGF, au 

FGF (Fibroblast Groth Factor), au PDGF (Platelet Derived Growth Factor) ainsi que les récepteurs de la 

famille des Erb (Kufe., 2009 ; Kufe., 2020). Tous les récepteurs à l’EGF sont sur-exprimés dans le cancer 

et sont impliqués dans l’iniGaGon et la progression tumorale. MUC1-C peut interagir avec tous ces 

récepteurs et exacerber leur acGvaGon. Au niveau de sa parGe extracellulaire, MUC1-C porte un résidu 

asparagine porteur de N-glycosylaGon, qui foncGonne comme un site de fixaGon pour la Gal3. La Gal3 

forme, alors, un pont entre MUC1-C et l’EGFR. CeNe interacGon bloque la dégradaGon d’EGFR et induit 

l’acGvaGon des voies de signalisaGon associée à l’EGFR, notamment la voie PI3K/AKT impliquée dans la 

survie et la proliféraGon (Figure 28) (ShariaG et Meric-Bernstam., 2019 ; Raina et al., 2011 ; Kufe., 2013). 

De plus, MUC1-C contribue à réguler à la hausse l’expression de la Gal3, générant une boucle 

d’inducGon d’expression (Merlin et al., 2011 ; Ramasamy et al., 2007). Ensuite, MUC1 médie la 

producGon des facteurs de transcripGon impliqués dans l’acGvaGon de ces récepteurs (CTGF, PDGF A 

et B), ce qui promeut l’acGvaGon des voies PI3K/AKT et MAPK en aval des récepteurs, potenGalisant la 

proliféraGon et la survie des cellules tumorales (HaNrup et Gendler., 2006 ; Behrens et al., 2010 ; Raina 

et al., 2004). La sGmulaGon EGF, permet une associaGon directe entre MUC1-C et l’EGFR. Après clivage 

et translocaGon au noyau, MUC1-C cible directement le gène CCND1 (cycline D1) favorisant la 

proliféraGon cellulaire (Bitler et al., 2010). MUC1-CT comporte différents résidus potenGellement 

phosphorylables, par GSK3𝛽, Src, l’EGFR et PKC𝛾. La phosphorylaGon de MUC1-CT permet de réguler 

son interacGon avec différents effecteurs, dont la 𝛽-caténine, principal effecteur de la voie WNT, 

impliquée dans la proliféraGon et la progression tumorale (Kufe., 2022). Via ceNe phosphorylaGon, 

MUC1-CT se lie directement au domaine SH2 (Silent Hill 2) de PI3K et acGve la voie AKT/mTOR (Kufe., 

2009 ; Kufe., 2013). De la même manière, MUC1-CT acGve la voie MEK/ERK, via la répression de 

RASSF1A (RAS Associated Domain Family Member 1), (Rajabi et al., 2019). 

 

Via son moGf CQC, MUC1-C peut s’homodimériser pour être transloquée au noyau par 

l’intermédiaire de l’imporGne 𝛽 et de NUP62, ce qui lui confère un rôle dans la signalisaGon nucléaire 

et notamment dans l’acGvaGon de la voie WNT/𝛽-caténine, une voie importante dans le 

développement de cancer. CeNe voie contrôle la quanGté cytoplasmique de 𝛽-caténine, composant clé 
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des joncGons adhérentes. MUC1-C possède un domaine riche en sérines, ayant des similitudes avec le 

domaine de liaison à la 𝛽-caténine que l’on retrouve dans l’E-cadhérine. Ceci suggère donc que MUC1 

interagit directement avec la 𝛽-caténine. La stabilisaGon de la 𝛽-caténine par MUC1 (Yamamoto et al., 

1997), permet l’acGvaGon des gènes cibles de la voie WNT, comme celui de la cycline D1 et du facteur 

de transcripGon c-Myc, favorisant la proliféraGon cellulaire et la survie (Li et al., 2011 ; Kufe., 2013). 

D’autres études montrent que la phosphorylaGon de la queue cytoplasmique de MUC1 par GSK3𝛽, Src, 

EGFR et PKC𝛾 sur des sites en amont du domaine de liaison de la 𝛽-caténine, contribue à sa stabilisaGon 

et à l’acGvaGon de la voie WNT/𝛽-caténine (Kufe, 2022). MUC1-C facilite la formaGon du complexe 

MUC1/𝛽-caténine/TCF4 et occupe alors le promoteur CCND1, permeNant son acétylaGon et sa 

transcripGon (Figure 28). Le ciblage de MUC1 par un siRNA inhibe l’interacGon entre MUC1-C et la  

𝛽-caténine, et diminue la transcripGon de CCDN1 (Rajabi et al., 2012). Le même mécanisme est 

retrouvé lors l’acGvaGon du promoteur de MYC par le complexe MUC1/ 𝛽-caténine/ TCF4, dont MUC1 

lui-même fait parGe de ces gènes cibles, générant une boucle d’inducGon posiGve. L’inhibiGon de 

MUC1 par shRNA ou CRISPR/Cas9 diminue l’expression de MYC (Bouillez et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : MUC1 stabilise la 𝛽-catenine et permet l’acBvaBon de ses gènes cibles dont celui de la cycline D1, 

favorisant la proliféraBon cellulaire, d’après Kufe, 2013.  

 

 

Concernant la survie, MUC1 peut interagir avec NF-𝜅b, suite à une sGmulaGon par le TNF𝛼. A l’état 

basale, NF-𝜅b est exprimé dans le cytoplasme avec ses propres protéines inhibitrices de la famille IKB 

(IKK𝛼, IKK𝛽 et IKK𝛾). La phosphorylaGon de I𝜅B𝛼 par le complexe kinase IKB, induit sa dégradaGon et 

la libéraGon de RelA qui, par la suite, est transloqué au noyau. Une fois dans le noyau RelA acGve ses 
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gènes cibles, tous impliqués dans le développement tumoral (inflammaGon, croissance et survie) 

(Hayden et Gosh., 2008). Des études montrent que dans les cellules cancéreuses mammaires,  

MUC1-C s’associe directement avec IKK𝛽 et IKK𝛾, via sa queue cytoplasmique. CeNe associaGon 

favorise la phosphorylaGon de I𝜅B𝛼 et la libéraGon de RelA, conduisant à l’acGvaGon de ces gènes 

cibles, dont MUC1 fait parGe, créant une boucle d’inducGon posiGve d’expression de MUC1. Le ciblage 

de MUC1-CT permet de diminuer ces interacGons et diminue l’acGvaGon des gènes cibles de ceNe voie 

(Thompson et al., 2006 ; Ahmad et al., 2007).  

 

c) L’apoptose. 

 

MUC1 joue un rôle dans le processus apoptoGque, que ce soit au niveau de la voie intrinsèque que 

de la voie extrinsèque.  

 

i) MUC1 et voie mitochondriale ou intrinsèque. 

 

Lors d’un traitement par un agent génotoxique, le cytochrome C est libéré par la mitochondrie dans 

le cytosol, ce qui permet la formaGon du complexe apoptosomal avec Apaf1 et l’acGvaGon des caspases 

(Bock et Tait., 2020). Or, des études montrent que MUC1 bloque le processus apoptoGque en 

interagissant avec ses effecteurs. Dans des lignées cancéreuses coliques, il a été montré que suite à son 

acGvaGon et son homodimérisaGon, MUC1-C peut être clivée puis localisée à la mitochondrie, et plus 

précisément au niveau de la membrane externe. CeNe localisaGon de MUC1-C à la membrane externe 

mitochondriale stabilise le potenGel de membrane mitochondrial et perturbe la transducGon des 

signaux, ce qui a pour conséquence de diminuer l’acGvaGon de la voie intrinsèque. De plus,  

MUC1-C est associée à une diminuGon de la libéraGon de protéines pro-apoptoGques, comme le 

cytochrome C, Smac (Second mitochondria-derived acGvator of caspase, une protéine mitochondriale 

qui potenGalise l’apoptose) et AIF (Apoptosis Inducing Factor), et aNénue l’acGvaGon de la caspase 3, 

suite à un traitement au cisplaGne. Le ciblage de MUC1 par un siRNA favorise l’apoptose (Ren et al., 

2004). Une autre étude montre qu’une interacGon directe entre MUC1 et Bax, une protéine cytosolique 

qui migre à la membrane mitochondriale externe où il s’oligomérise et permet la libéraGon du 

cytochrome C, est possible (Supruniuk et Radziejewska., 2021). En effet, le moGf CQC du domaine 

cytoplasmique de MUC1 conGent deux résidus cystéines. Ces 2 résidus cystéines permeNent la liaison 

de MUC1-C à la cystéine 62 du domaine BH3 de Bax. Suite à ceNe associaGon, Bax ne peut plus 

s’homodimériser, ce qui empêche la libéraGon du cytochrome C et supprime donc l’acGvaGon de la voie 

intrinsèque (Ahmad et al., 2012) (Figure 29). En condiGon cancéreuse, MUC1 possède la capacité 
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d’interagir avec l’EGFR (Raina et al., 2011). CeNe interacGon permet l’acGvaGon de la voie PI3K/AKT 

située en aval et à la signalisaGon du NF-𝜅b (Andjelic et al., 2000). Mais l’acGvaGon de ceNe voie 

présente des effets anG-apoptoGques, en inhibant Bad par exemple (ShariaG et Meric-Bernstam., 

2019). Une autre étude montre que l’interacGon de MUC1 et PI3K/AKT diminue la phosphorylaGon de 

FOXO3a et inhibe la réponse nécroGque des cellules au stress oxydant (Yin et al., 2004). Enfin, MUC1 

inhibe la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN médiée par p53, en se liant directement avec son 

domaine régulateur, ce qui induit une transcripGon accrue des gènes d’arrêts de croissance cellulaire 

comme p21 et des gènes impliqués dans la réparaGon de l’ADN. Cela a pour conséquence de diminuer 

l’apoptose (diminuGon de la transcripGon de Bax) (Wei et al., 2005).  

 

ii) MUC1 et voie des récepteurs de mort ou extrinsèque. 

 

La voie extrinsèque repose sur l’acGvaGon des récepteurs de la mort cellulaire (Fas et TRAIL), par 

leur ligand respecGf. L’acGvaGon de ces récepteurs par leur ligand, permet l’acGvaGon des domaines de 

mort cellulaire associés et l’acGvaGon de la caspase 8. L’acGvaGon de la caspase 8 induit le clivage de la 

procaspase 3 et l’inducGon de l’apoptose. La caspase 8 clive également Bid, une protéine pro-

apoptoGque de la famille Bcl2, et induit la libéraGon dans le cytoplasme de facteurs pro-apoptoGques 

mitochondriaux, comme le cytochrome C (Gupta et al., 2012).  

Des études montrent que MUC1 peut moduler la voie apoptoGque médiée par les récepteurs de 

mort. En effet, MUC1 est capable d’interagir directement avec la caspase 8, via les 20 premiers acides 

aminés composant sa queue cytoplasmique, bloquant ainsi son recrutement par les domaines de mort 

cellulaire et son acGvaGon. MUC1 peut également interagir avec les domaines de mort cellulaire, 

entrant donc en compéGGon avec la caspase 8. En se liant au domaine de mort cellulaire, MUC1 aNenue 

l’acGvaGon de la voie extrinsèque et favorise la survie (Figure 29) (Agata et al., 2008).  Une autre étude 

montre que MUC1 peut se lier à JNK1 (c-Jun N-terminale protein Kinase 1), un membre des protéines 

kinase mitogène de la voie MAPK, via sa queue cytoplasmique. CeNe interacGon induit l’acGvaGon de 

JNK1 et de sa cible c-Jun, après un traitement au cisplaGne, et diminue la réponse apoptoGque 

normalement induite (Chen et al, 2013). Plus récemment, l’expression de MUC1 a été corrélée 

posiGvement à l’expression de Slug, un facteur de transcripGon qui promeut la migraGon et l’invasion 

en inhibant la transcripGon de l’E-cadhérine. Slug réprime également l’expression de PUMA et inhibe 

ses foncGons pro-apoptoGques, favorisant ainsi la survie. Le ciblage de MUC1 par un siRNA a permis 

de diminuer l’expression de Slug et a été associé à l’inducGon de l’apoptose et à l’inhibiGon de la 

proliféraGon cellulaire (Zhang et al, 2019). 
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Figure 29 : ReprésentaBon schémaBque du rôle de MUC1 dans la résistance à l’apoptose, d’après Supruniuk et 

Radziejewska., 2021. MUC1 module la voie apopto3que intrinsèque, en inhibant l’homodimérisa3on de Bax au 

niveau de la membrane mitochondriale externe et la libéra3on de cytochrome C. Elle module la voie intrinsèque 

en interagissant avec p53 via son domaine régulateur, ce qui engendre l’inhibi3on de l’ac3va3on de certaines 

protéines pro-apopto3ques.  MUC1 module également la voie extrinsèque en interagissant soit avec les domaines 

de mort cellulaire, soit avec la caspase 8.  

 

iii) MUC1 et résistance à l’anoïkis.  

 

L’anoïkis est un processus apoptoGque parGculier, nécessaire au mainGen de l’homéostasie 

Gssulaire. Il permet l’éliminaGon des cellules épithéliales ou endothéliales ayant perdues leur adhésion 

à la MEC ou lorsque leur adhésion devient inadéquate. CeNe éliminaGon empêche leur disséminaGon 

et leur implantaGon dans des zones inappropriées (ex : métastase). L’iniGaGon et l’exécuGon de l’anoïkis 

font intervenir les voies apoptoGques intrinsèque, et extrinsèque, après acGvaGon des récepteurs de 

mort. Néanmoins, les cellules cancéreuses ont développé des mécanismes permeNant de résister à 

l’anoïkis (Taddei et al., 2011) et MUC1-N semble jouer un rôle non négligeable dans ceNe résistance 

(Supruniuk et Radziejewska., 2021). MUC1-N bloque l’iniGaGon de l’anoïkis, en générant un 

encombrement stérique dû à ses glycosylaGons et leur grande taille. L’encombrement stérique généré 

permet de masquer les récepteurs de mort cellulaire, empêchant leur acGvaGon (Zaho et al., 2014). 

Dans des lignées cellulaires cancéreuses coliques, le ciblage des glycosyltransférases impliquées dans 
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la O-glycosylaGon de MUC1, permet d’augmenter l’anoïkis et l’acGvaGon de la caspase 8. Ceci met donc 

en évidence le rôle de MUC1-N dans la résistance à l’anoïkis (Piyush et al., 2017).  

 

3) MUC1, TEM et métastases : 

 

L’invasion est une étape précoce, préalable à la disséminaGon métastaGque et à la progression 

tumorale. Il s’agit d’un processus en plusieurs étapes, permeNant aux cellules de se détacher de la 

membrane basale, de dégrader la MEC et d’envahir les Gssus voisins et/ou pénétrer dans la circulaGon 

sanguine. La TEM est donc le processus biologique par lequel les cellules cancéreuses acquièrent leur 

potenGel invasif (MiNal., 2018). La TEM est un processus contrôlé par de nombreux facteurs de 

transcripGon, réversible pendant le développement embryonnaire et la réparaGon des dommages 

cellulaires. En condiGon cancéreuse, une TEM aberrante et prolongée contribue au phénotype malin 

en parGcipant à la plasGcité cellulaire, à l’invasion, à la formaGon de métastases, à l’acquisiGon du 

phénotype cellule souche cancéreuse et à la résistance à l’apoptose. De nombreuses preuves montrent 

que MUC1-C contrôle la TEM, en acGvant de nombreuses voies de signalisaGon associées à la plasGcité 

épithéliale et mésenchymateuse (Rajabi et Kufe., 2017).   

 

Le rôle de MUC1 dans la TEM a été étudié par notre équipe et les résultats obtenus dans des lignées 

cancéreuses rénales, montrent que MUC1-C est une inductrice de la TEM, car elle stabilise l’interacGon 

entre la 𝛽-caténine et le promoteur de Snail (Gnemmi et al., 2014). La 𝛽-caténine stabilisée par MUC1-

C forme un complexe pouvant être transloqué au noyau. Ce complexe réprime l’expression de l’E-

cadhérine, protéine associée au phénotype épithélial et nécessaire au mainGen de la polarité cellulaire 

formant les joncGons adhérentes (Kufe., 2009), et induit l’expression de facteurs de transcripGon 

inducteurs de la TEM : Snail, Slug et Twist (Twist-related protein) (Roy et al., 2011). MUC1-C en formant 

un complexe avec NF-𝜅B p65 induit l’acGvaGon de ses gènes cibles, dont MUC1 lui-même fait parGe et 

ZEB1. La formaGon du complexe MUC1-C/NF-𝜅B p65 permet l’acGvaGon des gènes DNMT1 et DNMT3b 

(DNA methyltransferase 1 et 3b), qui vont hyperméthyler les promoteurs de CDH1 (Cadherine 1), 

(Figure 32) et RASSF1A, induisant la perte d’adhésion et la TEM. En formant un complexe avec NF-𝜅B 

p65 ou MYC, MUC1-C intervient dans l’acGvaGon de PRC1 et 2 (Polycomb Repressive Complex 1 et 2). 

PRC1 est recruté au niveau des sites PRC2, ce qui permet à MUC1 de réguler la répression induite par 

PRC1 et 2 de CDH1, CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), PTEN et BRCA1 (Figure 30) (Rajabi 

et al., 2018).  
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MUC1 peut se lier directement au facteur de transcripGon ZEB1 et promouvoir l’occupaGon du 

promoteur de ses gènes cibles (Rajabi et al., 2014). Les interacGons entre MU1-C et ZEB1 conduisent à 

la perte de polarité cellulaire, répriment l’expression de l’E-cadhérine, et induisent la TEM et l’invasion 

(Rajabi et al., 2014 ; Alam et al., 2016). STAT3 est, aussi, un régulateur clé de la TEM. Il a été montré 

que MUC1 était un régulateur de l’acGvaGon de STAT3 (Figure 30). En effet, MUC1 en formant un 

complexe avec JAK1 et STAT3, va induire l’acGvaGon de STAT3 et l’expression de ses gènes cibles : CCDN1 

et Twist1. De plus, STAT3 peut se fixer sur le promoteur de MUC1, créant une boucle posiGve 

d’inducGon de son expression (Ahmad et al., 2011 ; Bose et al., 2024). Comme pour les autres facteurs 

de transcripGon, MUC1-C se lie directement à TWIST1, un facteur de transcripGon impliqué dans la 

perte d’adhésion cellule-cellule et dans l’acquisiGon du phénotype invasif (Kufe., 2020). 

 

Figure 30 : Schéma récapitulaBf des voies impliquées dans la TEM médiée par MUC1, d’après Jin et al., 2022. 

STAT3 : Signal Transducer and Ac3vator of Transcrip3on3 ; TWIST1 : Twist-related protein 1 ; GSK3𝛽 : Glycogen 

Synthase Kinase 3 – beta ; ZEB1 : Zinc Finger E-box Binding homeobox 1 ; DNMT : DNA MethylTransferase ; PRC1/2 

: Protein Regulator of cytokinesis ½ ; NuRD : Nucleosome Remodeling and deacetylase ; SOX2 : SRY-Box 

Transcrip3on factor 2 ; OCT4 : Octamer-binding Transcrip3on Factor 4 ; TNF𝛼 : Tumor Necrosis Factor 𝛼 ; IFN𝛾 : 

Interferon 𝛾 ; IL-6 : Interleukine 6.  
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Bien que le rôle de MUC1-C dans la TEM et dans la disséminaGon métastaGque soit bien étudié et 

reconnu, MUC1-N intervient également dans ce phénomène. En effet, des études montrent dans le 

cancer du côlon et dans le mélanome, que MUC1 associée au cancer et ses glycosylaGons aberrantes 

favorisent l’invasion, en réduisant les contacts cellule-cellule (Wesseling et al., 1997). De manière 

intéressante, le ciblage des chaines oligosaccharidiques plus courtes dans MUC1 associée au cancer, 

par un anGcorps ciblant spécifiquement ces épitopes, permet de diminuer la TEM et la formaGon des 

métastases dans l’adénocarcinomes pulmonaires (Kato et al., 2021). Les moGfs glycaniques modifiés 

de MUC1 en condiGons cancéreuses, serviraient à la disséminaGon des cellules cancéreuses, en 

facilitant les interacGons avec les molécules d’adhésion des cellules endothéliales (Nath et Mukherjee., 

2014). 

 

4) MUC1 et inflamma-on : 

 

Une inflammaGon chronique suite à une infecGon microbienne, une lésion Gssulaire ou une 

irritaGon par un agent extérieur (exemple : par de la fumée, tabac…), prédispose au développement de 

cancers (Nath et Mukherjee., 2014). MUC1 est un commutateur de la réponse inflammatoire et son 

expression est augmentée suite à l’inflammaGon. En condiGon cancéreuse, le micro-environnement 

conGent des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF𝛼, l’IFN𝛾 et l’IL-6 produites suite à 

l’exposiGon à des agents cancérigènes. Ces cytokines sont responsables de l’inducGon de l’expression 

de MUC1. En se liant à son récepteur, le TNF𝛼 induit l’homodimérisaGon de MUC1-C, l’acGvaGon de la 

voie du NF-𝜅B et de ses gènes cibles dont MUC1 fait parGe. La fixaGon de l’IFN𝛾 et d’IL-6 sur leur 

récepteur respecGf induit l’acGvaGon de la voie JAK/STAT, ayant pour gène cible MUC1 (Lagow et 

Carson., 2002 ; Kufe., 2009). MUC1-C lui-même peut induire l’expression de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-6 et le TNF𝛼, car le complexe formé par MUC1-C et NF-𝜅Bp65 est colocalisé 

sur leurs régions promotrices (Cascio et al., 2011). Ceci génère donc une boucle promotrice de 

l’inflammaGon par la producGon de cytokines pro-inflammatoires par MUC1-C et l’expression de MUC1 

par les voies associées à ces cytokines. L’acGvaGon prolongée des voies MUC1-C→ NF-𝜅B et  

MUC1-C→STAT3 favorisent un état inflammatoire chronique, propice au développement tumoral.  

 

MUC1 est en contact constant avec le milieu extracellulaire, grâce à son domaine extracellulaire. 

Ce milieu extracellulaire se compose d’une diversité de types cellulaires, dont des cellules 

immunitaires. Les O-glycosylaGons de MUC1 associée au cancer favorisent l’inflammaGon, contrôlent 

le recrutement des cellules inflammatoires et forment un paysage immunitaire différent. La sécréGon 

de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 et le TNF𝛼, via l’acGon du complexe MUC1/NF-𝜅Bp65, 
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permet le recrutement de cellules inflammatoires comme les macrophages, les cellules dendriGques 

et les lymphocytes T. Ces cellules recrutées sont donc une source supplémentaire de cytokines 

inflammatoires, renforçant l’inflammaGon (Cascio et Finn., 2016). 

 

5) MUC1 et métabolisme : 

 

Le métabolisme aberrant du glucose est une des caractérisGques du cancer. En effet, le 

métabolisme des cellules normales n’est pas suffisant en condiGon cancéreuse et les cellules doivent 

opérer des changements dans leur métabolisme afin de pouvoir proliférer et survivre. Le 

microenvironnement tumoral est généralement pauvre en nutriments et hypoxique, rendant la 

reprogrammaGon métabolique des cellules cancéreuses nécessaire, en faveur de l’absorpGon du 

glucose et d’une régulaGon à la hausse de l’acGvité glycolyGque aérobie. L’hypoxie rencontrée dans les 

tumeurs stabilise l’acGvité des facteurs inducGbles par hypoxie (HIF). Ces facteurs reprogramment le 

métabolisme des cellules tumorales afin de permeNre leur proliféraGon accrue et leur survie (Chaika 

et al., 2012). HIF1𝛼 est un facteur de transcripGon au rôle fondamental dans la survie en condiGons 

hosGles des cellules cancéreuses, car il médie la voie glycolyGque. MUC1-C est connue pour jouer un 

rôle dans la reprogrammaGon métabolique des cellules cancéreuses, notamment en interagissant et 

en stabilisant HIF1𝛼. MUC1-C stabilise HIF1𝛼 en interagissant avec le co-acGvateur p300 et permet 

l’occupaGon des promoteurs des gènes glycolyGques cibles comme GLUT1 (Glucose Transporter 1), 

PDK1 (3- PhosphoinosiGde-Dependent protein Kinase 1) et PKM2 (Pyruvate Kinase M2). De plus, HIF1𝛼 

peut se lier au promoteur de MUC1 et induire son expression (Aubert et al., 2009 ; Semenza, 2011). 

MUC1-C peut également stabiliser indirectement HIF1𝛼 : MUC1 module le flux métabolique global et 

permet l’hydroxylaGon des prolines de HIF1𝛼 par des prolyl-hydroxylases, ce qui le stabilise (Mehla et 

Singh., 2014).  

 

Outre la stabilisaGon de HIF1𝛼, MUC1 intervient dans la régulaGon de la glycolyse aérobie. En 

interagissant avec des RTKs à la membrane, MUC1-C permet l’acGvaGon de la voie PI3K/AKT/mTOR, 

connue pour engendrer l’expression de transporteurs du glucose et de sGmuler certaines enzymes 

glycolyGques, dont l’hexokinase et la phospho-fructokinase. Via son domaine cytoplasmique, MUC1-C 

interagit directement avec PKM2, l’enzyme catalysant la dernière étape irréversible de la glycolyse, et 

accentue la producGon d’ATP potenGellement uGlisable par la cellule (Kosugi et al., 2011).  

 

Plusieurs équipes montrent que MUC1 promeut aussi la phosphorylaGon oxydaGve en se liant 

directement au domaine régulateur de p53. p53 diminue la glycolyse aérobie, en régulant à la baisse 
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l’expression de certains transporteurs du glucose, et favorise la phosphorylaGon oxydaGve dans les 

cellules cancéreuses, en régulant posiGvement l’expression de SCO2 (Syntesis of cytochrome C oxidase) 

(Madan et al., 2011 ; Mehla et Singh., 2014). 

 

MUC1 régule la voie des pentoses phosphates, une voie générant des riboses et des équivalents 

réduits comme le NADPH (NicoGnamide Adenine DinucleoGde Phosphate Hydrogen), nécessaire à la 

synthèse des nucléoGdes, des acides gras et des stéroles des cellules à proliféraGon rapide. Il a été 

montré dans des cellules cancéreuses pancréaGques que MUC1 augmente l’acGvité de la voie des 

pentoses phosphates (Chaika et al., 2012), en augmentant l’apport en glucose à l’intérieur des cellules 

et en diminuant l’acGvité de PKM2 (Kosugi et al., 2011).  

 

MUC1 intervient dans la régulaGon à la hausse du métabolisme des lipides, composant principaux 

des diverses membranes. Dans des cellules cancéreuses mammaires, il a été mis en évidence une 

corrélaGon posiGve entre l’expression de MUC1 et certains gènes du métabolisme lipidique (Pitroda et 

al., 2009). Ces résultats sont appuyés par une étude réalisée dans le carcinome rénal à cellules claires, 

où la surexpression de MUC1 est corrélée à une accumulaGon intracellulaire de longues chaines 

lipidiques essenGelles (Lucarelli et al., 2022). 

 

 

6) MUC1 et angiogenèse : 

 

Au-delà des adaptaGons métaboliques, les cellules ont développé d’autres mécanismes pour 

survivre et proliférer dans l’environnement pauvre en nutriments et en oxygène qu’est la masse 

tumorale. En effet, les cellules s’adaptent à cet environnement en induisant l’expression de facteurs 

pro-angiogéniques. Ces facteurs pro-angiogéniques favorisent la formaGon et le remodelage de 

vaisseaux sanguins. Sous hypoxie, MUC1 induit l’expression de facteurs pro-angiogéniques comme le 

VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor A), le CTGF (ConnecGve Tissue Growth Factor) ou le  

PDGF-B par acGvaGon de diverses voies de signalisaGon cellulaire dont MAPK, PI3K/AKT/mTOR et 

JAK/STAT (Khodabakhsh et al., 2021). Des études in vitro et in vivo montrent que l’expression de MUC1 

est posiGvement corrélée à l’expression du VEGF (Woo et al., 2012), par acGvaGon de la voie PI3K/AKT, 

de manière dépendante ou non de HIF1𝛼 (Karar et Maity., 2011). L’interacGon de MUC1 avec la 𝛽-

caténine induit l’expression de gènes cibles, dont PDGF-B fait parGe (Woo et al., 2012).  

De manière plus récente, une équipe montre que MUC1 est une inductrice de l’angiogenèse, en 

induisant l’expression de VEGF, de VEGF-R et de neuropiline 1 (NRP1), un corécepteur du VEGF, dans le 
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carcinome canalaire pancréaGque. De plus, les glycosylaGons aberrantes de MUC1 associée au cancer, 

permeNent le démasquage de ces récepteurs. Ceci facilite leur acGvaGon par le VEGF et favorisant le 

remodelage vasculaire et la croissance (Zhou et al., 2016). 

 

 

7) MUC1 et « checkpoints immunitaires » : 

 

Les cellules cancéreuses possèdent la capacité d’échapper à la surveillance immunitaire, 

empêchant ainsi leur reconnaissance et leur destrucGon. Cet échappement est médié par 2 protéines 

de surface : PD-L1 et CTLA4, qui vont modifier le micro-environnement immunitaire tumoral pour 

permeNre la survie et la proliféraGon des cellules tumorales (Figure 5, page 38). En plus de toutes ses 

autres foncGons, MUC1 a la capacité d’interférer dans ceNe modulaGon, favorisant l’échappement des 

cellules cancéreuses à la surveillance immunitaire. Les mécanismes impliqués dans ceNe évasion 

immunitaire médiée par MUC1 sont au cœur des recherches aujourd’hui (Figure 31).  

 

Le rôle de MUC1 dans l’évasion immunitaire a longtemps été étudié et dans différents cancers. En 

effet, en 1999, une équipe montre que MUC1-N, inhibe la proliféraGon des lymphocytes T en les 

bloquant probablement en phase G0/G1 du cycle cellulaire. Ce blocage empêche leur acGvaGon et 

entraine l’inhibiGon de leurs foncGons suppressives (Chan et al., 1999). Les mécanismes associés 

n’ayant pas été compris et il a fallu aNendre 2017 pour que les premiers éléments de réponse soient 

apportés. L’équipe du Dr. Kufe montre dans un modèle de cancer pulmonaire non à peGtes cellules, 

que MUC1-C induit l’expression de PD-L1, en se fixant sur son promoteur en associaGon avec NF-𝜅Bp65. 

Ils montrent également qu’en s’associant avec NF-𝜅Bp65, MUC1-C réprime l’expression de l’IFN𝛾, de 

MCP-1 (Monocyte ChemoaNractant Protein 1) et du GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-

SGmulaGng Factor), des cytokines associées à l’inflammaGon. L’ensemble des résultats suggèrent un 

rôle immunosuppresseur de MUC1 (Bouillez et al., 2017 a). Dans une publicaGon ultérieure de la même 

équipe, le ciblage de MUC1 par le GO-203, un pepGde empêchant l’homodimérisaGon de  

MUC1-C (voir p 103), in vitro et dans un modèle murin syngénique, (i) diminue l’expression de  

PD-L1, (ii) permet de restaurer les foncGons suppressives des lymphocytes T CD8+ (LTCD8+) et (iii) 

permet d’augmenter l’expression du GM-CSF (Bouillez et al., 2017 b). Des résultats allant dans le même 

sens ont été obtenus dans un modèle de cancer du sein triple négaGf, où MUC1-C est impliquée dans 

le recrutement de MYC et de NF-𝜅Bp65, sur le promoteur de PD-L1 augmentant, ainsi, sa transcripGon. 

PD-L1 ainsi exprimé conduit à l’évasion immunitaire et diminue la survie globale. Le ciblage de  

MUC1-C permet d’augmenter l’infiltrat immunitaire au sein de la tumeur et de restaurer l’acGvité 

cytotoxique des LTCD8+ (Maeda et al., 2018). Dans le cancer colique, l’expression de MUC1-C induit 
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une accumulaGon de lymphocytes T régulateurs (Tregs) et de TAMs (Tumor Associated Macrophages). 

L’inhibiGon de MUC1 diminue la proporGon de cellules immunosuppressives et restaure les foncGons 

cytotoxiques des lymphocytes T (Figure 31) (Sheng et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : ReprésentaBon schémaBque du rôle de MUC1 dans l’évasion immunitaire, d’après Bouillez et al., 

2017 a ; Bouillez et al., 2017 b ; Sheng et al., 2022 ; Beatson et al., 2020. MUC1-C clivée, interagit avec le NF-𝜅B, 

induit l’ac3va3on du promoteur de PD-L1 et inhibe l’expression de cytokines inflammatoires (IFN-𝛾, GM-CSF et 

MCP-1), diminuant le recrutement de cellules immunitaires. PD-L1 ainsi exprimé, interagit avec PD-1 des 

lymphocytes T CD8 (LTCD8) et inhibe leur ac3va3on et leur proliféra3on. MUC1-N peut interagir avec les 

macrophages M0 via le mo3f Siglec-9, ce qui induit l’expression de PD-L1 et la conversion des macrophages M0 

en TAMs, producteurs d’IL-10. IL-10 induit le recrutement et l’accumula3on de lymphocytes T régulateurs (Tregs), 

impliqués dans l’évasion immunitaire, en induisant l’anergie des LTCD8. Ils sont eux- mêmes producteurs d’IL-10, 

ce qui renforce l’évasion immunitaire.  

 

D’autres équipes se sont intéressées au rôle de MUC1-N dans l’évasion immunitaire. En effet, en 

condiGon cancéreuse MUC1 présente des glycosylaGons dites aberrantes, générant des extrémités 

pouvant être associées à des anGgènes, reconnus par différents types cellulaires. C’est notamment le 

cas des macrophages M0 qui se lie à MUC1-N via la protéine Siglec-9. CeNe interacGon induit 

l’expression de PD-L1 et la conversion des macrophages M0 en macrophages de type M2 ou TAMs. Ces 
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TAMs inhibent les foncGons des lymphocytes T, permeNent le recrutement de neutrophiles et 

promeuvent un microenvironnement immunosuppresseur (Figure 31) (Beatson et al., 2020). MUC1-N 

et ses glycosylaGons peuvent masquer les anGgènes normalement reconnus par les cellules 

immunitaires, empêchant l’acGvaGon et l’amplificaGon de ces dernières (Apostolopoulos et al., 2015).  

 

Un autre immune checkpoint existe : il s’agit de CTLA4. Peu de choses ont été décrites sur MUC1 

et CTLA4, mais quelques publicaGons montrent que le ciblage de MUC1 permet de diminuer 

l’expression de CTLA4. En uGlisant un vaccin à ARNm dirigé contre MUC1, une équipe montrent que le 

ciblage de MUC1, induit une diminuGon d’expression de CTLA4 ainsi qu’une diminuGon de la 

proporGon de lymphocytes T régulateurs (Tregs) et de TAMs (Lin et al., 2022).  

 

 

8) MUC1 et chimiorésistance : 

 

MUC1 est sur-exprimée dans 2/3 des cancers humains et ceNe surexpression a été associée à 

l’acquisiGon de la résistance aux traitements anG-cancéreux (Kufe., 2009). En 2004, l’analyse de Gssus 

tumoraux de paGents a permis de définir MUC1 comme un biomarqueur de la résistance dans le cancer 

de l’ovaire, où son accumulaGon cytoplasmique était corrélée avec la résistance aux chimiothérapies à 

base de sels de plaGne (Takano et al., 2004). La même année, l’équipe du Dr. Kufe a mis en évidence le 

rôle de MUC1 dans la résistance au cisplaGne in vitro et in vivo, en diminuant la libéraGon de 

cytochrome C et l’acGvaGon de la caspase 3, mais aussi en bloquant les voies de mort intrinsèque et 

extrinsèque induite par le cisplaGne. Le ciblage de MUC1 par un siRNA permet de sensibiliser les 

cellules au cisplaGne (Ren et al., 2004). Depuis, de nombreuses études ont été menées afin d’élucider 

comment MUC1 induit ceNe résistance, non seulement aux chimiothérapies mais aussi aux thérapies 

ciblées. Trois grands mécanismes communs ont été mis en évidence : la diminuGon de l’accumulaGon 

intracellulaire des drogues, le changement du métabolisme et l’évitement de l’apoptose induite par les 

dommages à l’ADN (Jin et al., 2022).  

 

a) Diminu2on de l’accumula2on intracellulaire des drogues. 

 

Dans le cancer du pancréas, la surexpression de MUC1-C est associée à l’augmentaGon de 

l’expression de certains transporteurs de la famille ABC, des transporteurs à efflux à large spectre, dont 

ABCC1 (le plus exprimé), ABCC3, ABCC5 et ABCB1. MUC1-C régule à la hausse l’expression de ABCC1 

de manière dépendante ou non de la voie PI3K/AKT. En effet, elle possède la capacite de s’associer 
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directement avec des facteurs de transcripGon ayant pour cible le promoteur de ABCC1 (Figure 32) 

(Nath et al., 2013). Une autre équipe travaillant sur les cancers de la sphère uro-génitale a mis en 

évidence le rôle de MUC1-C dans la résistance au cisplaGne. MUC1 induit la résistance en cisplaGne en 

interagissant avec la voie PI3K/AKT/mTOR, en favorisant l’expression de ABCB1 via la 𝛽-caténine et en 

augmentant l’efflux du cisplaGne. MUC1-C favorise l’expression de système de compensaGon des ROS 

induit par le cisplaGne, tel que xCT (x-cystéine/glutamate transporter) et le GSH. Le ciblage de MUC1-

C diminue ces phénomènes et permet de luNer contre la résistance (Figure 32) (Shigeta et al., 2020). 

MUC1 induit, également, la résistance au paclitaxel en augmentant l’expression de ABCB1, en induisant 

l’acGvaGon de EGFR et en formant un complexe avec, qui sera transloqué au noyau. Le complexe MUC1-

C/EGFR interagit avec 3 domaines du promoteur ABCB1, induisant sa transcripGon (Figure 32) (Jin et 

al., 2017).  

 

Le rôle de MUC1-C dans la chimiorésistance est prépondérant, mais il ne faut pas négliger 

MUC1-N. En effet, des travaux récents datant de 2022, montrent que MUC1-N joue un rôle dans la 

résistance au paclitaxel, au 5-fluorouracil, au cisplaGne et à la doxorubicine, en modulant la 

perméabilité membranaire. En effet, des études d’absorpGon ont montré une diminuGon de 

l’accumulaGon du paclitaxel, indépendamment d’ABCB1. MUC1-N augmente le volume d’eau adhérant 

aux cellules, formant une couche hydrophile limitant l’entrée de composés liposolubles (Figure 34) 

(Miyazaki et al., 2023).  

 
Figure 32 : ReprésentaBon schémaBque de l’ensemble des mécanismes médiés par MUC1 empêchant 

l’accumulaBon intracellulaire des thérapies anBcancéreuses et induisant la résistance, d’après Nath et al., 2013 ; 

Shigeta et al., 2020 ; Jin et al., 2017 ; Miyazaki et al., 2022. RTK : Récepteur à ac3vité Tyrosine Kinase ; AKT : 

Protein Kinase B ; ABCC1 : ATP Binding Cassege C1 ; ABCB1 : ATP Binding Cassege B1.  
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b) Reprogramma2on du métabolisme.  

 

La reprogrammaGon métabolique permet aux cellules cancéreuses de s’adapter aux condiGons 

adverses du milieu dans lequel elles se trouvent, afin de proliférer de manière accrue mais aussi de 

surmonter le stress induit par la chimiothérapie. Une étude dans l’adénocarcinome pancréaGque, 

montre que l’expression de MUC1 est augmentée en condiGon hypoxique, favorisant l’absorpGon de 

glucose, la voie glycolyGque aérobie, l’acGvaGon de voies pro-survie et de proliféraGon ainsi que 

l’inhibiGon de l’apoptose. Tous ces éléments favorisent alors la résistance à la gemcitabine 

(Gebregiworgis et al., 2017).  

 

c) Évitement de l’apoptose induite ou non par les dommages à l’ADN.  

 

L’évitement de l’apoptose peut se faire selon différents mécanismes. En effet, en se liant avec 

la Gal3 au niveau extracellulaire, MUC1 interagit avec l’EGFR, ce qui induit l’acGvaGon des voies de 

signalisaGon associées dont MAPK et PI3K/AKT, impliquées dans la proliféraGon et l’inhibiGon de 

l’apoptose, et ceci malgré un traitement avec le gefiGnib. Le ciblage de MUC1 avec du GO-203 permet 

de restaurer la sensibilité des cellules au gefiGnib (Kharbanda et al., 2014 a). MUC1 est impliquée dans 

la réparaGon des dommages à l’ADN induit par les composés anGcancéreux, en parGcipant à la 

reprogrammaGon épigénéGque. Dans le cancer du sein triple négaGf, MUC1-C favorise la localisaGon 

nucléaire de BMI1 (b-Lymphoma Mo-MLV inserGon region 1) et EZH2 (Enhancer of Zest Homolog 2), 

deux protéines impliquées dans le remodelage chromaGnien et nécessaire au recrutement des 

protéines de la voie DDR (DNA Damage Response). MUC1-C favorise donc le recrutement des voies de 

réparaGon de l’ADN et empêche l’apoptose normalement induite par les chimiothérapies. Le ciblage 

généGque ou pharmacologique de MUC1 bloque sa localisaGon nucléaire, inhibe le recrutement de 

protéines de la voie DDR, et contrecarre la résistance en favorisant l’accumulaGon des dommages à 

l’ADN (Yamamoto et al., 2019). Enfin, dans le CBNPC, MUC1-C induit la résistance au paclitaxel en 

diminuant l’expression de Bax et l’acGvaGon de la caspase 3, et en augmentant l’expression de protéines 

anG-apoptoGques de la famille Bcl-2. Le ciblage de MUC1-C par un siRNA promeut l’apoptose après un 

traitement paclitaxel (Xu et al., 2020). 
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En conclusion, MUC1 intervient dans les “Hallmarks of the cancer” définit par Hanahan (Figure 

33) (Hanahan, 2022). L’évoluGon a permis de développer des mécanismes de défense des épithéliums 

face aux agressions extérieurs. MUC1 en créant un encombrement stérique et en piégeant les micro-

organismes pathogènes contribue à ceNe protecGon. Elle est également impliquée dans la restauraGon 

de l’homéostasie lorsque celle-ci est perturbée, en induisant la réparaGon de la lésion. Néanmoins, les 

voies acGvées pour réparer ces lésions, comme la TEM (Rajabi et Kufe., 2017), la perte de polarité 

cellulaire (Alam et al., 2016) et la reprogrammaGon épigénéGques (Rajabi et al., 2018), sont détournées 

par les cellules cancéreuses au profit de la proliféraGon et de la disséminaGon. Via ces mécanismes, 

MUC1 favorise la synthèse de facteurs de pluripotence, le remodelage de la chromaGne mais aussi la 

différenciaGon cellulaire (Jin et al., 2022). Ces différentes réponses, si elles sont acGvées de manière 

prolongée, engendrent une inflammaGon chronique favorable à la progression tumorale (Cascio et 

Finn., 2016), à l’évasion immunitaire (Bouillez et al., 2017 a et b) mais aussi à la résistance aux 

différentes thérapies. Compte tenu de tous ces éléments, MUC1 représente donc une cible 

thérapeuGque potenGellement intéressante.  

 

 
Figure 33 : MUC1 interfère avec tous les « Hallmarks of cancer », d’après Kufe, 2020 et Hanahan, 

2022. CSC : Cellule Souche Cancéreuse ; TEM : Transi3on Epithélio-Mésenchymateuse. 
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VII. Les stratégies thérapeu:ques ciblant MUC1. 

 

De par sa localisaGon, ses foncGons dans la progression tumorale et dans la résistance aux 

traitements anG-cancéreux mais aussi sa surexpression dans 2/3 des carcinomes humains, MUC1 a été 

définie comme une cible thérapeuGque très aNracGve, au cours de ces trente dernières années. Selon 

le « NaGonal Cancer InsGtute », MUC1 est la 2ème meilleure cible potenGelle sur 75 anGgènes associés 

aux tumeurs, pour le développement de thérapies contre le cancer. Néanmoins, bien que largement 

étudié, le ciblage de MUC1 reste complexe (Kufe., 2009 ; Tong et al., 2024).   

 

1) MUC1 comme biomarqueur des cancers :  

 

MUC1 est surexprimée dans le cytosol mais aussi à la surface des cellules. Elle se compose de 

2 sous-unités liées de façon non covalente : MUC1-N et MUC1-C. L’acGon de sheddases permet de cliver 

la parGe extracellulaire et de la relarguer dans le micro-environnement (Nath et Mukherjee., 2014). 

MUC1-N ainsi relarguée est donc détectable dans le sérum des paGents via des tests de détecGons 

sérique uGlisant des anGcorps spécifiques (exemple : test sérique CASA). Différents anGcorps 

reconnaissant MUC1 associée au cancer sont commercialisés, dont le CA15.3 qui reconnait l’épitope 

DTRPAP des glycosylaGons aberrantes de MUC1 ou encore le CA19.9 qui reconnait les moGfs 

glycaniques syalylés de MUC1 associée au cancer (Apostolopoulos et al., 2015).  

De par sa surexpression dans de nombreux carcinomes humains, son rôle dans la progression 

tumorale et la résistance aux thérapies ainsi que son accessibilité sérique, MUC1 est définie comme un 

marqueur pronosGc et diagnosGc, dans de nombreux cancers dont le cancer du sein (ANa Manu et al., 

2020), les cancers gastro-intesGnaux et le CBPNC (Xu et al., 2015).  

 

2) Les stratégies an-corps : 

 

a) Les an2corps ciblant MUC1-N. 

 

MUC1 est exprimée à la surface cellulaire, ce qui rend potenGellement ciblable sa parGe 

extracellulaire. En effet, MUC1-N associée au cancer présente des glycosylaGons tronquées 

démasquant des épitopes ciblables. L’une des stratégies de ciblage envisagée est donc le 

développement d’anGcorps monoclonaux dirigés contre des moGfs glycaniques avortés (Tong et al., 

2024). A Gtre d’exemple, PankoMab-Gex, aussi appelé GaGpotuzumab, est un anGcorps humanisé et 
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glyco-opGmisé qui reconnait les épitopes tronqués de MUC1 associée au cancer, comportant un 

anGgène Tn, afin de générer une forte immunogénicité et permeNre la destrucGon de la cible par les 

cellules NK (Natural Killer). Des résultats promeNeurs ont été obtenus lors d’un essai clinique de phase 

I dans le CBNPC, où une acGvité anGtumorale a été induite par le PankoMab-Gex (NCT01222624 sur 

clinicaltrials.gouv) (Figure 34A) (Fiedler et al., 2016). Néanmoins, dans un essai clinique de phase II 

(NCT01899599 sur clinicaltrials.gouv) dans le cancer de l’ovaire, le PankoMab-Gex ne montre pas 

d’amélioraGon dans la prise en charge des paGentes, en comparaison avec un placebo, faisant de lui un 

candidat malheureux (Ledermann et al., 2022). TAB004 est un anGcorps monoclonal qui reconnait 

spécifiquement MUC1-N associée au cancer et ne reconnait pas MUC1-N exprimée par des cellules 

normales. Dans le cancer du pancréas, l’uGlisaGon de cet anGcorps limite la formaGon de colonies et 

inhibe la résistance à l’anoïkis (Figure 34A) (Bose et al., 2023).  

L’uGlisaGon des anGcorps anG-MUC1-N présente une limite de taille. En effet, MUC1-N clivée 

est relarguée dans le milieu extracellulaire après clivage et est détectée dans le sérum des paGents. Ce 

pool de MUC1 représente donc une barrière à la délivrance des anGcorps monoclonaux, car ceci, sont 

généralement administrés par voie intraveineuse. Ils vont, alors, interagir avec MUC1-N sérique, ce qui 

conduit à un épuisement des anGcorps disponibles arrivant à la surface cellulaire, diminuant ainsi 

l’immunogénicité normalement induite (Tong et al., 2024).  

 

b) Les an2corps ciblant MUC1-C. 

 

Après clivage de MUC1-N, MUC1-C reste à la membrane. MUC1-C est largement connue pour 

ses foncGons oncogéniques et représente une cible d’intérêt. Afin de la cibler et d’empêcher son acGon 

au sein du noyau, des anGcorps monoclonaux ciblant la parGe extracellulaire de MUC1-C ont été 

développés. Une équipe coréenne a développé un anGcorps monoclonal appelé anG-hMUC1. En 

ciblant MUC1-C, il inhibe la phosphorylaGon de l’EGFR médiée par MUC1, ainsi que l’expression de 

CCDN1, diminuant la proliféraGon et la progression tumorale dans le cancer du pancréas et du sein 

(Figure 34A) (Wu et al., 2018 a ; Wu et al., 2018 b). 

 

c) Les complexes drogue/an2corps. 

 

Le développement des anGcorps contre MUC1 a permis l’essor de nouvelles techniques de 

ciblage, dont les ADCs (AnGbody-drug conjugate) font parGe. Les ADCs sont des complexes couplant un 

anGcorps ciblant spécifiquement MUC1 et un médicament anGcancéreux, allant du perturbateur des 

microtubules aux agents alkylants. La haute affinité de l’anGcorps permet la reconnaissance spécifique 



 100 

de MUC1 et la drogue sera endocytée (Jin et al., 2022). Un ADC promeNeur est l’ADC mAb3D1-MMAE. 

Il couple un anGcorps humanisé de MUC1 (hzMUC1), qui reconnait spécifiquement MUC1 associée à 

la surface des cellules tumorales, couplé à la MMAE (monométhyl auristaGne E), un agent perturbateur 

des microtubules. Les premières études sur des souris xénogreffées avec des cellules de CBNPC, montre 

une acGvité anG-tumorale (Figure 34A) (Panchamoorthy et al., 2018). A ce jour, en 2024, 13 ADCs ont 

obtenus une approbaGon par la FDA, un essai clinique est en cours dans le CBNPC (NCT04695847 sur 

clinicaltrials.gouv) et les études fondamentales sont en plein essor.   

 

d) Les BiTEs (Bi-specific T-cell engager).  

 

Les BiTEs sont une nouvelle stratégie thérapeuGque émergente depuis quelques années. Ils 

présentent la parGcularité de combiner deux anGcorps monoclonaux ayant respecGvement une 

spécificité chacun : un anGcorps cible spécifiquement un élément conservé du système immunitaire 

(généralement le CD3 des lymphocytes T) et l’autre anGcorps possède une affinité accrue pour une 

cible définie, dans notre cas MUC1. Ils sont produits par fusion chimique de deux anGcorps ou par 

fusion de deux lignées cellulaires productrices d’anGcorps monoclonaux différents (Lampe et al., 2024). 

Plusieurs BiTEs sont actuellement en cours d’essais pré-cliniques afin de cibler les cellules exprimant 

MUC1 associée au cancer. PM-CD3-GEX est un BiTEs couplant PankoMab (anGcorps ciblant 

spécifiquement MUC1 associée au cancer) et CD3, actuellement en phase d’essai pré-clinique dans le 

CBNPC. Il permet le recrutement des lymphocytes T CD3+ cytotoxiques au niveau des cellules posiGves 

pour MUC1, afin d’induire leur destrucGon (Figure 34A) (Lee et al., 2021). Aujourd’hui, des équipes 

tentent même de produire des TriTEs, dans lesquels seront combinés 3 anGcorps (Zarezadeh 

Mehrabadi et al., 2024).  

 

3) Les vaccins : 

 

MUC1 est exprimée à la surface cellulaire. Sa parGe extracellulaire largement étendue  

au-dessus de la surface cellulaire, la rend accessible aux effecteurs de la réponse immunitaire impliquée 

dans les vaccins. Comme MUC1 est exprimée de manière ubiquitaire, les vaccins développés cherchent 

à viser les glycosylaGons aberrantes de MUC1 associée au cancer, afin de ne pas cibler MUC1 des 

cellules normales. A ce jour, 76 essais cliniques portant sur le ciblage de MUC1 par des vaccins sont en 

cours ou terminés. Ces différentes études rapportent que ces vaccins sont capables d’induire une 

réponse immunitaire humorale avec producGon d’anGcorps dirigés contre MUC1 associée au cancer 

suivi d’une réponse immunitaire cellulaire (Kufe., 2020). Les vaccins développés reposent sur 
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différentes stratégies : vaccins à sous unités, vaccin à ARN, vaccin à ADN, vaccin à DC (DendriGc Cell) 

ou encore vaccins à glycopepGdiques (Tong et al., 2024).  

 

a) Les vaccins à sous unités.  

 

Les vaccins à sous unités repose sur l’uGlisaGon d’épitopes du domaine VNTR de MUC1, 

associés à des agonistes immunitaires. C’est le cas du TecemoGde (L-BLP25), où un fragment de 25 aa 

du domaine VNTR est inclus dans un liposome avec un agoniste de TLR4 (Tool Like Receptor 4) (Figure 

34B). Des essais cliniques de phase II montrent que ce vaccin induit une réponse immunitaire humorale 

et cellulaire, et une potenGelle efficacité clinique dans le cancer du sein (Singer et al., 2020).  

 

b) Les vaccins à ARN. 

 

Les vaccins à ARN sont en plein essor car ils présentent de nombreux avantages, dont celui 

d’induire des réponses immunitaires plus fortes que les vaccins à ADN (Kramps et Elbers., 2017). Des 

essais in vitro, couplant un ARNm de MUC1 à des nanoparGcules, engendrent une puissante réponse 

médiée par les lymphocytes T (Liu et al., 2018).  

 

c) Les vaccins à ADN. 

 

Les vaccins à ADN sont largement reconnus pour leur efficacité et leur sécurité. Le TG4010 est 

un vaccin à vecteur viral exprimant MUC1 FL (Full Length) à 5 TR et l’IL-2, uGlisé dans plusieurs types 

de cancer (Figure 34B). Des essais cliniques de phase II montrent que les meilleures réponses ont lieu 

dans le cancer du poumon, en allongeant la durée de vie sans progression, quand il est combiné à de 

la chimiothérapie (Quoix et al., 2016 ; Tosch et al., 2017). L’efficacité des vaccins dépend de leur 

absorpGon par les cellules dendriGques. Ainsi, des vaccins uGlisant les cellules dendriGques comme 

vecteurs sont également en phase d’essais cliniques. Des essais de phase I et II montrent leur capacité 

à induire une réponse immunitaire puissante, leur sécurité et leur efficacité, dans le CBNPC (Ge et al., 

2017). Néanmoins, à ce jour et malgré leur efficacité, ces vaccins ne sont pas encore entrés en essais 

cliniques de phase III.  

 

 

 



 102 

d) Les vaccins à glycopep2des.  

 

La glycosylaGon aberrante de la parGe extracellulaire de MUC1 associée au cancer représente 

une cible aNracGve. Cependant, les glycopepGdes naturels ne sont pas suffisants pour induire la 

différenciaGon des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’anGcorps. C’est la raison pour 

laquelle, différentes équipes cherchent à produire des glycopepGdes de synthèses et à les associer à 

des sGmulants immunitaires (Cai et al., 2013).  

 

4) Les CAR-X cells : 

 

Les avancées en génie généGque et dans la compréhension de l’immunologie fondamentale 

ont permis de développer de nouvelles stratégies pour cibler des anGgènes spécifiques de tumeurs, 

dont MUC1 fait parGe. Parmi ces nouvelles stratégies, on peut citer les CAR-T cells (Chimeric AnGgen 

Receptor-T) et les CAR-NK cells (Chimeric AnGgen Receptor- NK), dont l’objecGf est de reconnaitre les 

cellules cancéreuses exprimant leur cible spécifique et de les détruire directement.  

 

a) Les CAR-T cells.  

 

Ce protocole repose sur la rééducaGon des lymphocytes T d’un paGent. Après avoir été 

collectés à parGr du sang, les lymphocytes T sont « reprogrammés » en laboratoire afin de produire à 

leur surface des récepteurs chimériques de l’anGgène (ou CAR) puis réinjectés au paGent. Une fois 

réinjectés, ils vont conGnuer à proliférer et seront aptes à reconnaitre leur anGgène de prédilecGon 

exprimé par les cellules cancéreuses, dans notre cas MUC1, et tout ceci indépendamment du CMH que 

les cellules cancéreuses sont capables de modifier pour échapper au système immunitaire.  

 Les CAR-T cells se composent de 4 parGes : un domaine extracellulaire de reconnaissance de 

l’anGgène, dérivant d’un anGcorps monoclonal ; un domaine transmembranaire permeNant l’ancrage 

et dérivant de CD8, CD3-𝜁 ou OX40 ; un domaine de signalisaGon intracellulaire comprenant un 

domaine d’acGvaGon unique et des moGfs ITAM (généralement une chaine du complexe TCR) et/ou un 

domaine de cosGmulaGon (CD28, CD27). Après modificaGon et amplificaGon en laboratoire, les CAR-T 

cells réinjectés vont reconnaitre leur anGgène cible associé à la tumeur et permeNre la libéraGon de 

perforine et d’un éventail de cytokines permeNant la mise en place d’une réponse immunitaire 

puissante (Figure 34A). Ces CAR-T cells ont montré leur efficacité dans les cancers du sang exprimant 

CD19 mais aujourd’hui des équipes essaient de les appliquer à d’autres cancers (Srivastava et Riddell., 

2015 ; Mei et al., 2020). Au cours d’étude pré-cliniques, l’équipe du Dr. Zhang a synthéGsé un CAR-T cell 
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reconnaissant MUC1 associée au cancer, capable de libérer de l’IL-22 pour amplifier la réponse 

immunitaire induite. Les résultats obtenus montrent que ce complexe chimérique parGcipe à 

l’immunité anGtumorale en induisant une cytotoxicité accrue, tuant directement les cellules 

cancéreuses exprimant MUC1 (Mei et al., 2020). Plusieurs essais cliniques de phase I et II sont 

actuellement en cours dans le CBNPC, avec des CAR-T cells ciblant les chaines oligosaccharidiques 

tronquées de MUC1 associée au cancer (NCT04025216 et NCT05239143 sur clinicaltrials.gouv).  

 

b) Les CAR-NK cells. 

 

De manière plus récente, des équipes de recherches se sont intéressés au développement de 

CAR-NK cells, car les cellules NK (Natural Killer) sont des bons véhicules pour les récepteurs chimériques 

d’anGgènes. Le principe de foncGonnement est le même : les NK issus du sang du paGent sont modifiés 

en laboratoire pour exprimer un récepteur chimérique de l’anGgène souhaité, puis après amplificaGon 

sont réinjectés au paGent. ONKT-103 est un CAR-NK cell ciblant MUC1, qui a pour parGcularité de 

maximiser la réponse anGtumorale induite, après reconnaissance de l’anGgène, par acGvaGon de la 

voie des récepteurs de mort médiée par TRAIL. Ce CAR-NK est actuellement en phase d’essai pré-

clinique dans différents cancers, dont celui du poumon (Figure 34A) (Lee et al., 2021). L’uGlisaGon de 

CAR-NK cells ciblant les cellules cancéreuses MUC1 + a été testé dans le cancer de la langue. Les CAR-

NK cells générés montrent une forte cytotoxicité face aux cellules exprimant MUC1 dans un modèle 

préclinique murin (Lin et al., 2024). Un essai clinique est actuellement cours dans les cancers solides 

réfractaires aux traitements (NCT02839954 sur clinicaltrials.gouv).   

 

5) Les pep-des inhibiteurs : 

 

La queue cytoplasmique de MUC1 est responsable de l’essenGel de sa foncGon oncogénique 

et représente donc une cible intéressante. L’équipe du Dr. Kufe a caractérisé ceNe queue cytoplasmique 

et a relevé le rôle important du moGf CQC hautement conservé au sein de la séquence CQCRRK, en 

posiGon juxtamembranaire, pour l’homodimérisaGon et la translocaGon nucléaire de MUC1-C. CeNe 

séquence, via ses résidus cystéines, permet la formaGon de ponts disulfures avec d’autres résidus 

cystéines. Ils ont donc défini ceNe séquence comme cible potenGelle et ont développé un pepGde 

suscepGble de former des ponts disulfures avec ces résidus cystéine, appelé GO-203 (Raina et al., 

2015). Le GO-203 conGent la séquence endogène CQCRRKN liée à 9 résidus asparagine en posiGon N-

terminale, ce qui lui confère la capacité de passer la membrane plasmique et de se lier au moGf CQC 

du MUC1-C, bloquant son homodimérisaGon et sa translocaGon nucléaire (Figure 34C). Ce pepGde 
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inhibiteur peut aussi être internalisé dans des nanoparGcules pour faciliter le passage membranaire 

(Hasegawa et al., 2015). Les résultats encourageants obtenus in vitro et in vivo, ont été confirmé au 

cours d’essais cliniques de phase I (NCT02204085 sur clinicaltrials.gouv).  

 

6) Les aptamères : 

 

Introduit pour la première fois dans les années 1990, les aptamères (aussi connus sous le nom 

d’anGcorps chimiques ou synthéGques) sont des composés synthéGques capable de se lier 

spécifiquement à une cible. Ils sont de 2 types et on disGngue les aptamères oligonucléoGdiques, des 

aptamères pepGdiques. Les aptamères oligonucléoGdiques sont de courtes séquences ADN ou ARN de 

20 à 100 paires de bases, capables d’interagir spécifiquement et avec une haute affinité, avec des 

ligands parGculiers. Les aptamères pepGdiques sont de courts pepGdes de 5 à 20 acides aminés 

(Alhamhoom et al., 2022). Les aptamères sont générés via le mécanisme cyclique SELEX (Systemic 

EvoluGon of Ligands by ExponenGal Enrichment), qui se divise en plusieurs étapes clés. La première 

étape permet de lier la cible. Pour cela, la molécule cible est incubée avec une bibliothèque aléatoire 

ou un pool d’oligonucléoGdes. Au cours de la deuxième étape, les séquences liées sont isolées de la 

cible. Ces séquences isolées sont, ensuite, amplifiées par PCR (Polymerase Chain ReacGon), afin de 

générer un pool d’ADN/ARN à ré-uGliser (Nabavinia et al., 2017). Les aptamères présentent de 

nombreux avantages par rapport aux anGcorps « classiques ». Au-delà de leur haute affinité et 

spécificité, comme ce sont des molécules synthéGques, il est facile de les modifier en enlevant ou en 

ajoutant des groupements, afin d’améliorer leur spécificité pour leur cible par exemple. De plus, ils sont 

bon marché et sont rapidement produits. Enfin leur peGte taille représente un atout non négligeable. 

Ils peuvent également être associé à des molécules de chimiothérapie, afin d’induire la mort des 

cellules cancéreuses. Le premier aptamère ayant pour cible MUC1 a été synthéGsé en 2005 et ciblait la 

totalité de MUC1 (Missailidis et al., 2005). L’année suivante, des aptamères ayant pour cible spécifique 

MUC1 associée au cancer ont été développés, de manière à reconnaitre les épitopes hautement 

immunogéniques du VNTR de MUC1 (Ferreira et al., 2006). Depuis ce jour, d’autres aptamères ont été 

mis au point, mais le dernier aptamère développé ayant pour cible le domaine VNTR de MUC1 associé 

au cancer est l’aptamère ADN MA3 (Figure 34C). Testé au sein de deux lignées cancéreuses, les résultats 

obtenus montrent qu’il cible exclusivement les cellules posiGves à MUC1 associée au cancer (Hu et al., 

2012). De ceNe base, ont émergé de nombreux dérivés : conjugaison d’aptamère avec des 

chimiothérapies telle que la doxorubicine (Hu et al., 2012), conjugaison d’aptamère et des 

nanoparGcules en tout genre dont l’acide polylacGque-coglycolique pour améliorer la capacité 

d’administraGon de traitements anGcancéreux (Lee et al., 2022), conjugaison aptamères et de 
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nanocarriers ADN, conjugaison d’aptamère et de nanoparGcules d’oxyde de fer etc… (Nabavinia et al., 

2017).  Les possibilités de conjugaison sont nombreuses et variées, faisant des aptamères une stratégie 

thérapeuGque intéressante. Aujourd’hui, seulement 2 aptamères ont obtenus une approbaGon par la 

FDA et aucun essai clinique n’est en cours dans le cancer (source clinicaltrials.gouv).  

 

 

Figure 34 : Ensemble des stratégies thérapeuBques ciblant MUC1, d’après Lee et al., 2021. A) Le domaine 

extracellulaire de MUC1 est une cible thérapeu3que poten3elle pour les an3corps monoclonaux ciblant  

MUC1-N mais aussi MUC1-C. Les ADCs permegent de délivrer des substances an3-cancéreuses à l’intérieur des 

cellules après reconnaissance spécifique de MUC1. Les BiTEs résultent de l’associa3on de 2 an3corps spécifiques 

et permegent le recrutement des lymphocytes T cytotoxiques CD3, afin d’éliminer les cellules cancéreuses 

exprimant MUC1. Les CAR-T/NK cells, après reconnaissance de MUC1 sur les cellules cancéreuses, induisent leur 

élimina3on directe. B) Les vaccins permegent d’induire une réponse immunitaire face aux cellules exprimant 

MUC1. C) Le pep3de inhibiteur GO-203 empêche l’homodimérisa3on de MUC1 ainsi que sa transloca3on 

nucléaire. Les aptamères sont de nouvelles stratégies promegeuses pour le ciblage de MUC1.  
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VIII. MUC1 et cancer du poumon.  

 

 MUC1 est sur-exprimée dans plus de 80% des adénocarcinomes pulmonaires, le sous type 

histologique majeur des CBNPCs (Tableau 3) (Buyuk et al., 2023). Des analyses histologiques montrent 

que la surexpression de MUC1 est associée à un mauvais pronosGc, induisant une diminuGon de la 

survie globale et une diminuGon de la survie sans progression (Huang et al., 2017). Des analyses 

mulGvariées ont permis de définir MUC1 comme un facteur pronosGc dans les CBNPCs, car son 

expression est posiGvement corrélée au stade de la tumeur (Situ et al., 2011). 

L’exposiGon à des facteurs extérieurs tel que la fumée issue de la combusGon du tabac induit 

l’expression de MUC1 et favorise ainsi le développement d’adénocarcinome. En effet, des études in 

vitro et in vivo, au cours desquelles des cellules d’adénocarcinomes pulmonaires ont été exposées des 

fumées tabagiques, montrent une augmentaGon d’expression de MUC1 (Lappi-Blanco et al., 2016).  

 

 

Tableau 3 : ProporBon de tumeurs posiBves à MUC1 en foncBon des différents sous types d’adénocarcinomes 

pulmonaires, d’après Buyuk et al., 2023. Analyse histologique de 193 3ssus issus de pa3ents, permegant de 

dis3nguer les propor3ons des différents sous types d’adénocarcinomes pulmonaires mais aussi le pourcentage 

de tumeurs posi3ves à l’expression de MUC1. Au total, plus de 80% des tumeurs d’adénocarcinomes étudiées 

sont posi3ve à MUC1 (84,4%).    

 

Différentes études montrent que MUC1 joue un rôle dans la tumorigenèse pulmonaire. MUC1 

intervient dans l’évasion immunitaire, en induisant l’expression de PD-L1 (Bouillez et al., 2017 a et b), 

en modulant le phénotype des macrophages et en favorisant l’accumulaGon de TAMs (Huang et al., 

2016), et en diminuant l’accumulaGon de lymphocytes T cytotoxiques CD8+ dans le 

microenvironnement tumoral (Jiang et al., 2020). MUC1 est impliquée dans la progression tumorale, 

car elle induit la TEM (Kharbanda et al., 2014 b), favorise la proliféraGon cellulaire et inhibe l’apoptose 

(Xu et al., 2017), permet la créaGon d’un micro-environnement inflammatoire prolongé par producGon 

d’IL-6 via les voies NF-𝜅B et MAPK (Xu et al., 2024) et enfin intervient dans la formaGon des métastases 

en induisant l’invasion (Gao et al., 2009). Enfin, MUC1 est une actrice clé de la résistance aux thérapies 

dans le CBNPC. Elle induit la résistance au paclitaxel (Ham et al., 2016), mais aussi la résistance à 

l’erloGnib (Jin et al., 2017) et à l’osimerGnib (Haratake et al., 2024). 
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IX. Objec:f du projet et travaux personnels : 

 

Malgré les avancées dans le diagnosGc et la prise en charge du cancer du poumon, ce dernier 

reste la première cause de mortalité par cancer dans le monde et son pronosGc est sombre. La 

meilleure compréhension des mécanismes oncogéniques, la découverte des « drivers oncogéniques » 

et le développement de nouvelles stratégies thérapeuGques ont révoluGonné la prise en charge des 

cancers bronchiques. Néanmoins, la chimiothérapie cytotoxique à base de sels de plaGne, comme le 

cisplaGne, demeurent un des traitements de référence du CBNPC et ceci quel que soit le stade. En dépit 

de l’efficacité reconnue du cisplaGne dans la prise en charge des cancers, son uGlisaGon reste limitée 

puisqu’il induit des problèmes de résistance. MUC1, une mucine transmembranaire, connue pour ses 

rôles dans la progression tumorale et dans la résistance pour de nombreuses thérapies, représente une 

cible potenGellement intéressante, d’autant plus qu’elle est surexprimée dans de nombreux cancers, 

dont celui du poumon. 

 

Lors d’études préliminaires menées au sein de notre équipe qui travaille sur MUC1 et son rôle 

en pathologie cancéreuse ou non depuis des années, le ciblage de MUC1 par un siRNA dans 3 lignées 

différentes d’adénocarcinomes pulmonaires a permis de sensibiliser les cellules au cisplaGne, révélant 

son potenGel rôle dans l’acquisiGon de la résistance innée au cisplaGne dans le cancer du poumon 

(Figure 35B).   

 

Partant de ces observaGons et sachant que MUC1 est surexprimée dans de nombreuses lignées 

cancéreuses pulmonaires (Figure 35A), les objecGfs de mon projet de thèse sont : 

1) Confirmer le rôle de MUC1 dans la progression tumorale dans le CBNPC. 

2) Confirmer le rôle de MUC1 dans l’acquisi3on de la résistance au cispla3ne dans le CBNPC. 

3) Définir MUC1 comme une nouvelle cible thérapeu3que, en u3lisant une thérapie 

innovante, que sont les ASO (An3sense Oligonucleo3d) de type GapmeR. 
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Figure 35 : Données préliminaires. A) Expression de MUC1-C au sein de différentes lignées d’adénocarcinomes 

pulmonaires, d’après Gao et al., 2009. PC9 est l’une des rares lignées cancéreuses pulmonaires à ne pas exprimer 

MUC1. B) Les cellules HCC827, H1975 et A549 sont 3 lignées d’adénocarcinomes pulmonaires exprimant MUC1, 

qui ont été transfectées soit par un siRNA contrôle (siCtrl) soit pour un siRNA ciblant MUC1 (siMUC1). Par la suite, 

elles ont été traitées avec des doses croissantes de cispla3ne, afin de déterminer l’IC50 au cispla3ne respec3ve à 

chaque lignée.  *p<0,05 ; **p<0,01. 
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X. Résultats : 
 
Par$e 1 : Rôle de MUC1 sur les propriétés des cellules cancéreuses pulmonaires.  
 
 

1) Valida-on des modèles cellulaires.  
 

Dans ce projet, afin de mieux comprendre le rôle de MUC1 dans le CBNPC, cinq lignées 

d’adénocarcinomes pulmonaires sont uGlisées : la lignée cellulaire PC9 qui présente la parGcularité de 

ne pas exprimer MUC1 et les lignées cellulaires H1975, HCC827, H292 et A549 qui expriment toutes 

MUC1. La stratégie employée a été de générer des clones sur-exprimant de manière stable MUC1 

pleine longueur (MUC1-FL) et des clones invalidés pour l’expression de MUC1. Pour cela, les cellules 

PC9 ont été transfectées de manière à surexprimer stablement MUC1-FL et les cellules H1975, HCC827, 

H292 et A549 ont été rendues KO pour l’expression de MUC1 par une technique CRISPR/Cas9. La 

première étape a été de valider nos différents modèles cellulaires, en vérifiant l’expression de  

MUC1 par western blot (Figure 36) mais aussi par immunofluorescence (Figure S1). Le clone PC9 

transfecté avec le vecteur vide (PC9-) ne présente pas d’expression de MUC1, alors que celui transfecté 

avec le plasmide MUC1-FL (PC9+) présente une forte expression de MUC1. A l’inverse, dans les cellules 

H1975, HCC827, H292 et A549, le clone parental exprime MUC1 et celui modifié par CRISPR/Cas9 voit 

son expression de MUC1 fortement diminuée (de 63 à 98% d’inhibiGon suivant la lignée cellulaire) 

(Figure 36). Les résultats obtenus par western blot ont été confirmés par immunofluorescence de 

MUC1 (Figure S1).  

 

Figure 36 : ValidaBon des modèles cellulaires après vérificaBon de l’expression de MUC1.  
L’expression de MUC1-C a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux. La 𝛽-ac3ne a été 
u3lisée comme contrôle de charge ainsi que pour la quan3fica3on, via le logiciel ImageJ. 
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2) Rôle de MUC1 sur les propriétés des cellules cancéreuses pulmonaires.  
 

 
Après validaGon de nos différents modèles cellulaires, le rôle de MUC1 sur les propriétés des 

cellules cancéreuses pulmonaires a été étudié et plus précisément son rôle sur la proliféraGon, la 

survie, la migraGon, l’invasion, la capacité à former des clones et l’apoptose.  

 

 

a) MUC1 et proliféra2on cellulaire.  

 

La proliféraGon a été suivie par l’intermédiaire d’un comptage sur cellule de Malassez toutes les 

24h pendant 4 jours (Figure 37A, B, C), par suivi de la confluence d’un tapis cellulaire via la technologie 

Incucyte® (Figure 37D, E, F), en prenant des photos toutes les 6 heures pendant 4 jours et par un suivi 

du marquage au Ki-67 par immunofluorescence (Figure 38).  

 

 Les résultats obtenus par comptage sur cellule de Malassez montrent que les cellules PC9 

transfectées avec MUC1-FL (PC9+) (en rouge) prolifèrent plus rapidement que les cellules PC9 

transfectées avec le vecteur vide (PC9-) (en noir) (Figure 37A). Les lignées parentales H1975, HCC827, 

H292 et A549 exprimant MUC1 prolifèrent, également, plus rapidement que les lignées invalidées pour 

MUC1 (Figure 37B et C et Figure S2A et B). L’invalidaGon de MUC1 diminue la proliféraGon cellulaire et 

permet de contrecarrer le phénomène. 

 

 Des résultats similaires ont été obtenus lors du suivi de la confluence du tapis cellulaire via la 

technologie Incucyte®. Lorsque les cellules PC9 expriment MUC1-FL (PC9+), la confluence à 50% du 

tapis cellulaire est aNeinte plus précocement (60h post-ensemencement) que pour les cellules PC9 

transfectées avec le vecteur vide (PC9-) (78h post-ensemencement). Après 96h de suivi de la 

confluence, le tapis cellulaire des PC9+ est significaGvement plus confluent que celui des PC9- (80% vs 

60% ; p<0,001) (Figure 37D). Pour toutes les lignées d’adénocarcinome pulmonaire exprimant MUC1, 

la confluence à 50% est aNeinte de manière plus précoce que pour les lignées invalidées pour MUC1. 

En effet, dans les puits ensemencés avec les cellules H1975 exprimant MUC1 (H1975+, en vert), la 

confluence à 50% est aNeinte à 60h contre 72h pour les cellules H1975 KO MUC1 (H1975-, en bleu) 

(p<0,0001). A 96h, la confluence totale du puit est de 80% pour les H1975+ contre 65% pour les cellules 

H1975- (Figure 37E) (p<0,0001). Des résultats similaires sont obtenus pour les cellules A549 : la lignée 

parentale exprimant MUC1 (A549+, en violet) aNeint la confluence à 50% 54h après ensemencement, 

contre 66h pour la lignée A549 KO MUC1 (A549-, en blanc). 96h après ensemencement, la confluence 
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est aNeinte dans le puits contenant les cellules A549+ et n’est que de 78% pour les cellules A549- 

(Figure 37F) (p<0,0001). Pour les cellules HCC827 exprimant MUC1 (HCC827+), la confluence à 50% du 

tapis cellulaire est aNeinte à 72h alors que la confluence n'est que de 22% au même moment pour les 

cellules HCC827 invalidées pour MUC1 (HCC827-). A 96h, la confluence du tapis cellulaire formé par les 

cellules HCC827 est de 78% contre 40% pour les cellules HCC827- (p<0,0001) (Figure S2C). Les cellules 

H292 exprimant MUC1 (H292+) prolifèrent plus rapidement que les cellules H292 invalidées pour 

MUC1 (MUC1-), et ceci de manière significaGve à parGr de 48h après le début du suivi (p<0,001). A 96h, 

la confluence du tapis cellulaire H292+ est de 90% contre 77% pour les cellules H292- (p<0,0001) 

(Figure S2D). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37 : L’expression de MUC1 favorise la proliféraBon cellulaire, au sein des différentes lignées 
d’adénocarcinomes pulmonaires.  
Après ensemencement à hauteur de 150 000 cellules par puits, les cellules PC9 (A), H1975 (B) et A549 (C) 
exprimant ou non MUC1 ont été comptées sur cellule de Malassez toutes les 24h, pendant 4 jours (n=3). Après 
ensemencement à hauteur de 25 000 cellules par puits, la confluence du tapis cellulaire a été suivie par la 
technologie Incucyte® avec prise de photos toutes les 6 heures pendant 4 jours, pour les cellules PC9 (D), H1975 
(E) et A549 (F) (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 
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Un suivi du marquage Ki-67, un marqueur de la proliféraGon parGculièrement uGlisé dans 

l’étude des cellules cancéreuses, par immunofluorescence a été effectué sur les différentes lignées. 

Dans la lignée PC9, la surexpression de MUC1 augmente de manière significaGve, le nombre de cellules 

posiGves au marquage Ki-67 (PC9- : 69,30 ± 3,295 vs PC9+ : 80,75% ± 2,80 ; p<0,05, Figure 38A). 

L’invalidaGon de MUC1 par CRISPR/Cas9 au sein des cellules H1975 diminue le nombre de cellules 

posiGves au marquage Ki-67 (H1975+ : 77,56% ± 2.88 vs H1975- : 67,48% ± 2,615 ; p<0,05, Figure 38B). 

Il n’y a pas de différences significaGves du marquage Ki-67 au sein des cellules A549 (A549+ = 83,37 ± 

1,41 vs A549- = 82,79% ± 1,879 ; p=0,8052, Figure 38C). L’augmentaGon du marquage Ki-67 au sein des 

lignées cellulaires PC9 et H1975 exprimant MUC1 confirme les résultats obtenus par comptage et suivi 

de confluence du tapis cellulaire. Pour les cellules PC9 et H1975, MUC1 favorise la proliféraGon 

cellulaire et son invalidaGon diminue le phénomène. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 : L’expression de MUC1 dans les lignées PC9 et H1975 favorise le marquage au Ki-67.  
Évalua3on du pourcentage de cellules posi3ves au marquage Ki-67, par immunofluorescence sur lame au sein 
des cellules PC9 (A), des cellules H1975 (B) et des cellules A549 (C) (n=3). * p<0,05  
 
 

Par la suite, sachant que MUC1 est impliquée dans l’acGvaGon de diverses voies de signalisaGon 

dont les voies MAPK et PI3K/AKT (Kufe, 2009), l’expression de divers intermédiaires de ces voies a été 

étudiée par western blot (Figure 39). Les résultats obtenus ne montrent pas de différences significaGves 

au niveau de la phosphorylaGon d’AKT et donc de l’acGvaGon de la voie PI3K/AKT. En revanche, 

l’expression de MUC1 au sein des différentes lignées cellulaires est corrélée avec la phosphorylaGon de 

Erk1/2. L’invalidaGon de MUC1 au sein des lignées H1975 et A549 permet de diminuer ceNe 

phosphorylaGon de 60 à 70%. Ces résultats suggèrent que MUC1 induit l’acGvaGon de la voie MAPK et 

confirment les résultats obtenus précédemment, puisque ceNe voie est impliquée dans la proliféraGon 

cellulaire accrue. L’expression de p21, protéine inhibitrice des CDK2 et CDK4 et impliquée dans l’arrêt 

du cycle cellulaire, a été étudiée. Nous montrons que MUC1 diminue l’expression de p21 et que son 

invalidaGon favorise l’accumulaGon de ceNe protéine responsable d’un arrêt du cycle cellulaire. Nous 

confirmons, une nouvelle fois, un rôle de MUC1 dans la proliféraGon cellulaire. 

A C B 
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Figure 39 : L’expression de MUC1 induit la proliféraBon cellulaire, en favorisant la phosphorylaBon de Erk 1/2 
et la diminuBon d’expression de p21.  
L’expression de AKT et Erk 1/2 ainsi que leur phosphoryla3on respec3ve a été déterminée par Western Blot sur 
des extraits protéiques totaux. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge ainsi que pour la 
quan3fica3on, via le logiciel ImageJ. 
 

En conclusion, l’expression de MUC1 au sein des lignées cellulaires d’adénocarcinomes 

pulmonaires favorise la proliféra3on et ac3ve la voie MAPK via la phosphoryla3on de Erk 1/2. Son 

invalida3on diminue la proliféra3on, ainsi que la phosphoryla3on de Erk 1/2.  

 

 

b) MUC1 et viabilité cellulaire.  

 
Dans un second temps, l’impact de l’expression de MUC1 sur la viabilité cellulaire a été mesuré.  

Les résultats obtenus montrent que la surexpression de MUC1 dans la lignée PC9 favorise la viabilité 

cellulaire en comparaison avec la lignée transfectée avec le vecteur vide (PC9-) (Figure 40A). Des 

résultats similaires sont obtenus dans les lignées H1975, A549 (Figure 40B et C), HCC827 et H292 

(Figure S3). En effet, au sein de ces différentes lignées cellulaires, l’expression de MUC1 accroit 

significaGvement la viabilité cellulaire. En revanche, l’invalidaGon de MUC1 par CRISPR/Cas9 diminue 

significaGvement ce phénomène.  
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Figure 40 : L’expression de MUC1 favorise la viabilité cellulaire.  
Tests de viabilité (MTS) réalisés à 24, 48, 72 et 96h après ensemencement sur les cellules (A) PC9, (B) H1975, (C) 
A549 exprimant ou non MUC1 (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001.  
 

 

En conclusion, les cellules exprimant MUC1 présente une viabilité cellulaire favorisée. 

L’invalida3on de MUC1 diminue cepe propriété.  

 
 
 
 

c) Migra2on et Invasion. 
 
 

La migraGon et l’invasion sont deux caractérisGques des cellules cancéreuses, nécessaires et 

préalables à la disséminaGon métastaGque. La migraGon cellulaire correspond au déplacement acGf 

des cellules en réponse à un sGmulus, nécessaire en condiGon physiologique au cours de 

l’embryogenèse et de la réparaGon des lésions. L’invasion cellulaire est un processus lié à la migraGon 

cellulaire, qui permet aux cellules de se détacher de la membrane basale, et de dégrader la matrice 

extracellulaire environnante afin d’envahir les Gssus voisins et/ou la circulaGon sanguine (MiNal., 2018).  

Néanmoins, en condiGon cancéreuse ces mécanismes sont détournés et permeNent la progression 

tumorale ainsi que la disséminaGon métastaGque.  
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i) La migra5on.  

 

Pour mesurer la capacité migratoire des différents modèles exprimant ou non MUC1, des tests de 

réparaGon du tapis cellulaire confluent ont été réalisés. Après un traitement de 2h à la mitomycine C, 

un inhibiteur du cycle cellulaire, des blessures standardisées ont été réalisées sur un tapis cellulaire 

confluent grâce au WoundMaker (Essen Bioscience). Le pourcentage de confluence de la blessure est 

déterminé grâce à la technologie Incucyte®, afin de déterminer la vitesse de migraGon respecGve à 

chacune des lignées cellulaires testées. La fermeture totale de la blessure est rapidement observable 

pour les cellules PC9+ (30h post-blessure), alors qu’au même moment la blessure est refermée à 82% 

pour les cellules PC9- (p<0,001 ; Figure 41A). Les cellules H1975+ migrent plus rapidement que les 

H1975- et cela est observable dès 12h après la blessure (p<0,05). 48h post blessure, celle-ci est 

refermée à 47,41% pour les cellules H1975+ contre 12,78% pour les cellules H1975- (p<0,0001 ; Figure 

41B). La migraGon plus rapide des cellules A549+ est observable 16h après la blessure du tapis 

cellulaire. 72h post-blessure du tapis cellulaire confluent, la blessure est fermée à 87,02% contre 

62,90% pour les cellules A549- (p<0,001 ; Figure 41C). Des résultats similaires sont observables pour 

les lignées HCC827 et H292. En effet, pour les cellules HCC827+ la fermeture de la blessure est 

supérieure à la fermeture de la blessure des cellules HCC827-, dès 4h après la blessure (p<0,05). Après 

40h, la blessure est refermée à 76,78% pour les cellules HCC827+ contre 66% pour les cellules HCC827- 

(p<0,05, Figure S4A). Enfin pour les cellules H292 +, leur migraGon est très rapide et la blessure est 

totalement refermée 16h après (p<0,0001) contre 60,53% de fermeture pour les cellules H292-. 

L’ensemble de ces données montrent que l’expression de MUC1 favorise la fermeture plus rapide des 

blessures, suggérant une migraGon plus rapide des cellules. L’invalidaGon de MUC1 permet de 

contrecarrer ce phénomène : les blessures sont moins refermées suggérant que les cellules 

n’exprimant pas MUC1 migrent moins vite.  

 

Pour aller plus loin et confirmer ces résultats, des tests de migraGon en chambre de Boyden ont 

été réalisés. La surexpression de MUC1 dans la lignée PC9 augmente la migraGon des cellules de 27% 

(p<0,05) (Figure 41D). L’invalidaGon de MUC1 dans les lignées H1975 et A549 diminue la migraGon des 

cellules respecGvement de 20% (p<0,01) et de 23% (p<0,05) (Figure 41E et F). L’invalidaGon de MUC1 

dans les lignées HCC827 et H292 montrent une différence significaGve de migraGon : en effet, les 

cellules HCC827+ et H292+ migrent plus que les cellules HCC827- et H292- et ceci de manière 

significaGve (H292 : p<0,05 ; HCC827 : p<0,001 ; Figure S4C et D).  
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Figure 41 : Mesure des capacités de migratoires des modèles cellulaires : MUC1 favorise la migraBon cellulaire.  
Mesure de la confluence rela3ve de la blessure standardisée réalisée à l’aide du WoundMarker (Essen Bioscience) 
dans les cellules PC9 (A), H1975 (B) et A549 (C), exprimant ou non MUC1 (n=3). Détermina3on des capacités 
migratoires des modèles cellulaires PC9 (D), H1975 (E) et A549 (F) exprimant ou non MUC1, par l’intermédiaire 
de Chambre de Boyden. 24h après l’ensemencement, les cellules ayant migré ont été lysées, colorées et la 
fluorescence émise mesurée. La fluorescence obtenue est propor3onnelle au nombre de cellules ayant migrées. 
Les résultats ont été normalisés par rapport à la lignée parentale contrôle (n=3).  * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001 ; **** p<0,0001. 
 
 

L’ensemble de ces données suggèrent que l’expression de MUC1 favorise la migra3on et 

que son invalida3on diminue cepe propriété. 
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ii) L’invasion.  
 
 Afin d’étudier les capacités invasives des différents modèles cellulaires, exprimant ou non 

MUC1, des chambres de Boyden recouvertes d’ECmatrix®, ont été uGlisées. Les résultats montrent que 

1,9 fois plus de cellules PC9+ ont dégradé et envahi la matrice (PC9+ = 1 455 000 % ± 106 731 vs PC9- 

= 789 272 % ± 64 310). Les cellules PC9+ sont donc plus invasives que les cellules PC9- (p<0,001 ; Figure 

42A). L’invalidaGon de MUC1 dans les cellules H1975, diminue de 31% le nombre de cellules ayant 

dégradé et envahi la matrice (p<0,001 ; Figure 42B). Des résultats similaires sont obtenus pour les 

cellules A549. En effet, l’invalidaGon de MUC1 diminue de 29% l’invasion (p<0,01 ; Figure 42C). Des 

résultats présentant les mêmes allures sont obtenus pour les lignées HCC827 et H292. L’invalidaGon de 

MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 diminue de 45% l’invasion des cellules HCC827 (p<0,001 ; Figure 

S5A) et de 28% l’invasion des cellules H292 (p<0,05 ; Figure S5B). En conclusion, l’expression de MUC1 

induit la capacité invasive, alors que son exGncGon permet de diminuer considérablement l’invasion.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 : L’expression de MUC1 au sein des différents modèles cellulaires favorise les capacités invasives.  
Mesure des capacités invasives des cellules PC9 (A), H9175 (B) et des cellules A549 (C) exprimant ou non MUC1 
par l’intermédiaire de chambre de Boyden recouverte d’ECmatrix®. 24h après ensemencement, les cellules ayant 
envahi la membrane sont colorées et lysées. La fluorescence mesurée est propor3onnelle au nombre de cellules 
ayant dégradé la matrice et ayant migré vers le compar3ment enrichi en SVF. Les résultats ont été normalisés par 
rapport au clone parentale (n=3). ** p<0,01 ; *** p<0,001. 
 
 L’ensemble de nos résultats permet de confirmer le rôle de MUC1 dans la migra3on et dans 

l’invasion des cellules cancéreuses pulmonaires, suggérant son rôle dans la dissémina3on 

métasta3que ainsi que la progression tumorale. L’invalida3on de MUC1 permet de diminuer les 

capacités migratoires et invasives.  
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d) Étude de la forma2on de clones à par2r d’une cellule unique. 

 

Pour déterminer le rôle de MUC1 sur la capacité à former des colonies, un test de clonogénicité a 

été réalisé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 43 : L’expression de MUC1 favorise la clonogénicité des cellules H1975 et A549.  
Test de clonogénicité réalisé sur les cellules H1975 (A) et A549 (B), exprimant ou non MUC1. Les colonies ont été 
colorées avec du crystal violet 14 jours après l’ensemencement. Une quan3fica3on du crystal violet fixé a été 
réalisée, après extrac3on. L’absorbance mesurée à 590 nm est propor3onnelle aux nombres de colonies formées 
(n=3). ** p<0,01.  
 
 

De manière empirique et après coloraGon au crystal violet des différentes condiGons, le 

nombre de colonies formées semblent plus important dans les lignées H1975 et A549 exprimant MUC1 

(Figure 43), mais aussi au sein des lignées HCC827+ et H292+ (Figure S6). L’invalidaGon de MUC1 par 

une stratégie CRISPR/Cas9 semble diminuer considérablement le nombre de colonies formées. La 

mesure de l’absorbance après extracGon du crystal violet fixé confirme ces résultats. L’expression de 

MUC1 favorise significaGvement la clonogénicité dans les différents modèles cellulaires : l’absorbance 

mesurée est mulGpliée par 3,5 dans les cellules H1975+ (p<0,01), par 5 dans les cellules A549+ (p<0,01), 

par 2 dans les cellules HCC827+ (p<0,05) (Figure S6A) et par 3 dans les cellules H292+ (p<0,05) (Figure 

S6B).  
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L’absorbance mesurée étant propor3onnelle aux nombres de colonies formées, nous 

pouvons conclure que l’expression de MUC1 favorise la clonogénicité au sein de nos modèles 

cellulaires. Son invalida3on diminue le pouvoir clonogénique.  

 

 

e) MUC1 et apoptose : 

 

Enfin, le rôle de MUC1 dans l’inducGon de l’apoptose, un processus de mort cellulaire programmée, 

a été étudié par western blot. En effet, MUC1 est connue pour protéger de l’inducGon de l’apoptose 

en pathologie cancéreuse (Ren et al., 2004). Pour cela, les expressions de Parp-1, de Parp1-clivée et de 

la caspase 3 clivée ont été déterminées, à un niveau basal sans aucun traitement, afin de conclure sur 

le rôle de MUC1 dans le processus apoptoGque.  

Parp1 est le dernier intermédiaire clivé, et permet l’enclenchement de la réponse apoptoGque. Les 

résultats obtenus montrent moins de clivage de Parp1, lorsque MUC1 est exprimée dans les cellules 

PC9 et H1975, et plus de clivage de Parp1 dans les lignées n’exprimant pas MUC1. Aucune différence 

n’est observable entre les cellules A549+ et A549-. En revanche, que ce soit avec ou sans l’expression 

de MUC1, et quel que soit la lignée cellulaire, il n’y pas de clivage de la caspase 3 d’observable. Ces 

résultats nous permeNent de dire que MUC1 protège de l’iniGaGon du processus apoptoGque au sein 

des modèles cellulaires PC9 et H1975. Dans les cellules A549 exprimant ou non MUC1, il n’y a pas de 

différence au niveau de l’apoptose basale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : MUC1 protège de l’inducBon de la mort cellulaire par apoptose dans les lignées PC9 et H1975. 
L’expression de Parp-1, de Parp1-clivée et de la caspase 3 clivée a été déterminée par Western Blot sur des extraits 
protéiques totaux. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge.  
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En conclusion, MUC1 est une actrice de la progression tumorale. En effet, l’expression de 

MUC1 au sein de nos différentes lignées cellulaires favorise (i) la proliféra3on, (ii) la viabilité 

cellulaire, (iii) la migra3on, (iv) l’invasion, (v) la capacité à former des colonies après un 

ensemencement à faible densité et (vi) protège de l’ini3a3on du processus apopto3que au niveau 

basal.  
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Par$e 2 : Rôle de MUC1 dans la chimiorésistance au cispla$ne. 

 

Malgré les avancées dans la prise en charge des cancers du poumon et le développement de 

nouvelles stratégies thérapeuGques, la chimiothérapie cytotoxique à base de sels de plaGne demeure 

un des traitements de référence. Le cisplaGne, bien qu’il soit une drogue relaGvement ancienne, reste 

encore largement uGlisé pour ses effets anGnéoplasiques. Néanmoins, son uGlisaGon est limitée car de 

nombreux paGents acquièrent des résistances. Notre objecGf est de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la résistance, afin de permeNre une meilleure 

prise en charge des paGents. 

 

 

1) Expression de MUC1 et traitement au cispla2ne. 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu voir si un traitement au cisplaGne pouvait moduler 

l’expression de MUC1. Pour cela, après une cinéGque de traitement au cisplaGne, l’expression de MUC1 

a été déterminée par western blot.  

Les cellules H1975 + ont été traités pendant 6, 24, 48 et 72h avec 10μM de cisplaGne. La 

condiGon non traitée a été uGlisée comme contrôle. Les résultats obtenus montrent une augmentaGon 

de l’expression de MUC1-C au-delà de 24h de traitement au cisplaGne. L’expression de MUC1 est 

augmentée de 37% après 72h de traitement (Figure 45). L’expression de MUC1 est donc augmentée 

après une exposi3on au cispla3ne.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 45 : Un traitement au cisplaBne augmente l’expression de MUC1 au cours du temps.  
L’expression de MUC1-C a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après traitement 
avec 10μM de cispla3ne pendant 24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge et pour la 
quan3fica3on grâce au logiciel ImageJ (n=3). 
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2) MUC1 et mécanismes de la chimiorésistance au cispla2ne.  

 

Le rôle de MUC1 dans la résistance au cisplaGne a déjà été montré dans les cancers de la sphère 

urogénitale, dans le cancer du pancréas mais aussi dans le cancer du sein triple négaGf. Nous avons 

donc voulu voir si c’était également le cas dans le CBNPC. Les résultats préliminaires obtenus lors d’un 

ciblage de MUC1 par un siRNA (Figure 35B) avait permis de meNre en évidence le rôle de MUC1 dans 

l’acquisiGon de la résistance au cisplaGne dans le CBNPC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 46 : Les cellules exprimant MUC1 sont plus chimiorésistantes au cisplaBne.  
24h après ensemencement, les cellules PC9 (A), H1975 (B) et A549 (C) exprimant ou non MUC1 ont été traitées 
avec des doses croissantes de cispla3ne (0 à 200 μM). 72h après le traitement au cispla3ne, un test MTS a été 
réalisé afin de déterminer les IC50 respec3ves à chacune des lignées (Tableau 4).  ** p<0,01 ; *** p<0,001 
 

Afin de confirmer ces résultats dans nos modèles cellulaires, la concentraGon inhibitrice 50 

(IC50), un paramètre révélateur de la sensibilité des cellules à une drogue donnée, de chacune des 

lignées a été déterminée. Pour cela, les cellules ont été exposées à des doses croissantes de cisplaGne 

(de 0 à 200 μM), pendant 72h, suivi d’un test MTS. Comme aNendu, les cellules PC9 surexprimant 

MUC1 de manière stable sont moins chimiosensibles au cisplaGne, avec une valeur d’IC50 mulGpliée 

par 2 (Tableau 4) (Figure 46A). De manière intéressante, le phénomène inverse est observable dans les 

lignées H1975 (Figure 48B), A549 (Figure 46C), HCC827 et H292 (Figure S7) lorsque MUC1 est invalidée. 

En effet, l’invalidaGon de MUC1 chimiosensibilise de manière significaGve les cellules au cisplaGne 

(Tableau 4). Les cellules exprimant MUC1 présentent une résistance plus importante au cisplaGne et 

A B C 

Tableau 4 : 
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l’invalidaGon de MUC1 permet d’inverser le phénomène, rendant les cellules plus sensibles au 

cisplaGne. 

 

Des tests de clonogénicité sur les cellules H1975, exprimant ou non MUC1, et traités avec des 

doses croissantes de cisplaGne pendant 15 jours ont été réalisés. De manière empiriques, on peut 

observer un nombre plus important de colonies formées pour les cellules H1975+ sans traitement 

cisplaGne. Par la suite, quel que soit la concentraGon de cisplaGne uGlisée, le nombre de colonies est 

plus important quand les cellules H1975 expriment MUC1. L’invalidaGon de MUC1 diminue le nombre 

de colonies formées (Figure 47A et B). Ces résultats ont été confirmés suite à l’extracGon du crystal 

violet et sa quanGficaGon, par mesure de l’absorbance à 590nm. Les résultats obtenus montrent que 

sans traitement au cisplaGne, le nombre de colonies formées par les cellules H1975+ est plus important 

que les cellules H1975-. Par la suite quel que soit la concentraGon en cisplaGne uGlisée, le nombre de 

colonies formées est toujours supérieur dans les cellules H1975 exprimant MUC1, et ceci de manière 

significaGve jusqu’à 10μM (de 3 fois environ) (Figure 47C). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47 : L’expression de MUC1 favorise la clonogénicité malgré un traitement cisplaBne avec des doses 
croissantes.  
Test de clonogénicité réalisés sur les cellules H1975 exprimant ou non MUC1. Les cellules ont été ensemencées 
à faible densité (1000 cellules/puits). Les différentes condi3ons ont été traitées avec du cispla3ne (CDDP) (de 0 à 
25μM) pendant 15 jours. Les colonies ont été colorées avec du crystal violet. Une quan3fica3on du crystal violet 
fixé a été réalisée, après extrac3on. L’absorbance mesurée à 590 nm est propor3onnelle aux nombres de colonies 
formées (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 
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Les cellules exprimant MUC1 sont donc résistantes au cispla3ne et l’invalida3on de MUC1 

permet d’inverser le phénomène, rendant les cellules plus sensibles au cispla3ne. A parGr de ces 

observaGons, nous avons voulu comprendre par quels mécanismes moléculaires et cellulaires, MUC1 

induit la résistance au cisplaGne. Le mode d’acGon du cisplaGne est bien connu dans la liNérature 

(Figure 9) et nous allons procéder étape par étape dans son mode d’acGon, afin de déterminer quels 

sont les mécanismes mis en jeu par MUC1 pour induire la chimiorésistance. Pour la suite des 

expériences, les cellules PC9 et H1975 seront traitées avec 10μM de cisplaGne et les cellules A549 avec 

14 μM de cisplaGne, ce qui correspond à la valeur d’IC50 des lignées KO pour MUC1. 

 

a)  MUC1 et dommages à l’ADN.  

 

Il est admis que le cisplaGne est un agent alkylant, qui par définiGon, va agir en induisant des 

dommages à l’ADN, dont des cassures simples et doubles brins. Ces cassures générées peuvent être 

réparées par les différents mécanismes de réparaGon de l’ADN. Mais lorsque ces cassures deviennent 

trop abondantes et s’accumulent, les mécanismes de réparaGons de l’ADN ne sont plus suffisants et 

l’arrêt du cycle cellulaire survient, pour in fine mener à l’apoptose (Dasari et Tchounwou., 2016).  

L’inducGon des dommages à l’ADN, dont des cassures doubles brins, étant le mode d’acGon principal 

du cisplaGne, nous sommes, dans un premier temps, intéressés aux cassures de l’ADN induites par le 

cisplaGne au sein de nos différents modèles cellulaires exprimant ou non MUC1. Pour cela, l’expression 

de 𝛾H2AX, un variant d’histone H2AX phosphorylé qui permet le recrutement de mécanismes de 

réparaGon de l’ADN (Yamamoto et al., 2019) et de 53BP1, une protéine recrutée au niveau des sites de 

cassures doubles brins de l’ADN afin de permeNre la mise en place du système de réparaGon NHEJ (Rass 

et al., 2022), ont été évalués, par western blot. Les dommages à l’ADN double brin ont également été 

étudiés par immunofluorescence grâce au dénombrement des foci 𝛾H2AX et p-ATM.  

 

Après un traitement au cisplaGne 10μM pendant 24h, les résultats montrent moins de 

phosphorylaGon de H2AX et moins d’expression de 53BP1 dans les cellules PC9+ en comparaison avec 

la lignée PC9 parentale qui n’exprime pas MUC1 (PC9-), indiquant moins de dommages à l’ADN induits 

par le cisplaGne. Dans la lignée H1975+ et A549+, des résultats similaires sont observables. 

L’invalidaGon de MUC1 dans les cellules H1975 et A549, augmente l’expression de 53BP1 ainsi que 

l’accumulaGon du variant 𝛾H2AX, indiquant l’inducGon de plus de cassures doubles brins par le 

cisplaGne (Figure 48A).  
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Ces résultats ont été confirmés par immunofluorescence et dénombrement des foci 𝛾H2AX 

(Figure 48 B, C, D) et p-ATM (Figure S8) induit par un traitement au cisplaGne. La condiGon non traitée 

au cisplaGne pendant 24h a été uGlisée comme contrôle, et nous permet de confirmer que le cisplaGne 

induit des dommages à l’ADN. Après un traitement cisplaGne à 10 μM pour les PC9 et H1975 ou 14 μM 

pour les A549 pendant 24h, l’expression de MUC1 est associée à la diminuGon significaGve du nombre 

de foci 𝛾H2AX. L’invalidaGon de MUC1 au sein des lignées H1975 et A549, mulGplie le nombre de foci 

par 2 dans les cellules H1975 et par 1,5 dans les cellules A549. Concernant les foci p-ATM, les résultats 

suivent la même tendance que pour les foci 𝛾H2AX : l’expression de MUC1 dans les lignées PC9, H1975 

et A549 est corrélée avec une diminuGon significaGve des foci p-ATM, alors que l’invalidaGon de MUC1 

est corrélée à une augmentaGon significaGve des foci p-ATM et donc des dommages à l’ADN 

(respecGvement mulGplié par 1.5, 3 et 2) (Figure S8). 

 

Pour aller plus loin dans ceNe étude, des essais comètes ont été réalisés sur ces différentes 

lignées cellulaires, afin de quanGfier les dommages à l’ADN simples et doubles brins induits par le 

cisplaGne (Figure 48E, F, G). De manière empirique, nous pouvons voir que l’expression de MUC1 est 

associée à des queues de comètes plus courtes. En revanche, la non expression de MUC1 dans les 

cellules PC9 ou l’invalidaGon de MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 dans les cellules H1975 et A549, 

est associée à des queues de comètes plus longues. Après analyse via le logiciel ImageJ, nous avons pu 

déterminer le « tail moment » (Longueur queue x intensité fluorescence totale) respecGf à chaque 

lignée, un paramètre proporGonnel à la quanGté de dommages à l’ADN. Les résultats montrent que les 

« tails moment » sont moins élevés dans les cellules PC9, H1975 et A549 exprimant MUC1. La non 

expression ou l’invalidaGon de MUC1 permet d’augmenter significaGvement le « tail moment » de 

chacunes des lignées (PC9 + = 42,68 ± 1,82 vs PC9- = 66,30 ± 1,45, p<0,0001 ; H1975 + = 40,26 ± 4,05 

vs H1975 - = 51,03 ± 1,85, p<0,01 ; A549+ = 48,05 ± 1,67 vs A549- = 63,42 ± 1,79, p<0,0001) (Figure 48 

H, I, J).  
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Figure 48 : L’expression de MUC1 protège des dommages à l’ADN.  
L’expression de 𝛾H2AX et 53BP1 a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après un 
traitement au cispla3ne de 24h à 10 ou 14 μM de cispla3ne suivant la lignée considérée. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée 
comme contrôle de charge (A). Dénombrement des foci 𝛾H2AX par immunofluorescence sur lame après 
traitement ou non au cispla3ne (CDDP) 10 μM pendant 24h, dans les lignées PC9 (B), H1975 (C) et 14μM pendant 
24h dans les cellules A549 (D) (n=3). Essais comètes réalisés sur les lignées PC9 (E), H1975 (F) et A549 (G) 
exprimant ou non MUC1, après un traitement au cispla3ne de 24h à 10 ou 14 μM de cispla3ne suivant la lignée 
considérée. Le « tail moment » (longueur queue x intensité fluorescence totale) a été déterminé pour chaque 
lignée, PC9 (H), H1975 (I) et A549 (J). Sa valeur est propor3onnelle à la quan3té de dommages à l’ADN générés 
par le traitement au cispla3ne (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 
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Pris en ensemble, ces résultats montrent que MUC1 protège des dommages à l’ADN 

normalement induit par le cispla3ne, en diminuant : (i) la phosphoryla3on de H2AX, (ii) l’expression 

de 53BP1, (iii) le nombre de foci 𝛾H2AX et p-ATM, ainsi que (iv) la longueur des queues des comètes 

et la valeur du « tail moment ». De manière intéressante, l’invalidaGon de MUC1 inverse ces résultats 

et favorise les dommages à l’ADN ainsi que leur accumulaGon. 

 
 
 

b) MUC1, cispla2ne et proliféra2on cellulaire.  

 

Après avoir étudié les dommages à l’ADN, nous nous sommes intéressés à l’étude du cycle 

cellulaire, car le cisplaGne favorise l’accumulaGon de dommages, conduisant à un arrêt du cycle 

cellulaire suivi du déclenchement du processus apoptoGque. Plus précisément, l’expression de p21, 

une protéine inhibitrice du cycle cellulaire, bloquant la transiGon G1/S du cycle cellulaire, a été étudiée. 

Après un traitement au cisplaGne à 10μM pour les cellules PC9 et H1975 ou 14 μM pour les A549 

pendant 24h, une augmentaGon de l’expression de p21 est observable dans la lignée PC9-, n’exprimant 

pas MUC1 (Figure 49A). Des résultats similaires sont obtenus pour les lignées H1975 et A549 exprimant 

ou non MUC1 : l’expression de MUC1 est associée à une faible expression de p21 alors que l’invalidaGon 

de MUC1 conduit à une augmentaGon d’expression de p21 (Figure 49A). Ces résultats montrent qu’un 

traitement au cisplaGne a un effet moindre sur le cycle cellulaire dans les lignées exprimant MUC1. Ces 

résultats suggèrent donc un rôle protecteur de MUC1 dans l’arrêt du cycle cellulaire.  

 

Pour aller plus loin, le caractère proliféraGf a été étudié par un suivi du marquage Ki-67 par 

immunofluorescence, après un traitement cisplaGne 10μM pour les cellules PC9 et H1975 ou 14 μM 

pour les cellules A549, pendant 24h. Dans un premier temps, nous montrons un rôle du cisplaGne dans 

la diminuGon du caractère proliféraGf, avec une diminuGon du marquage au Ki-67 entre les condiGons 

non traitées et traitées. Ensuite, les résultats obtenus montrent un pourcentage de cellules posiGves 

au marquage Ki-67 supérieur dans les cellules PC9+, par rapport aux cellules PC9-, après un traitement 

au cisplaGne (PC9+ CDDP= 70,47% ± 4,01 vs PC9- CDDP = 58,94% ± 2,91 ; p<0,05) (Figure 49B). De 

même pour les cellules H1975 et A549 exprimant MUC1 : malgré un traitement au cisplaGne, il y a plus 

de marquage au Ki-67 dans ces modèles. L’invalidaGon de MUC1, dans ces deux dernières lignées, 

permet de diminuer le nombre de cellules marquées posiGvement au Ki-67 (H1975 + CDDP= 73,18% ± 

1,84 vs H1975- CDDP = 56,62% ± 4,17, p<0,001 ; A549+ CDDP= 74,42% ± 2,51 vs A549- CDDP = 65,46 

% ± 3,25, p<0,05) (Figure 49B et C). Nous montrons donc que l’expression de MUC1 au sein des 

différentes lignées augmente le pourcentage de cellules posiGves au Ki-67, suggérant un rôle de MUC1 
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dans la proliféraGon et ceci, malgré un traitement au cisplaGne. L’invalidaGon de MUC1 permet de 

diminuer le caractère proliféraGf.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49 : L’expression de MUC1 protège d’un arrêt du cycle cellulaire et favorise la proliféraBon, malgré un 
traitement au cisplaBne.  
L’expression de p21 a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux après un traitement au 
cispla3ne pendant 24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge (n=3) (A). Évalua3on du pourcentage 
de cellules posi3ves au marquage Ki-67, après traitement cispla3ne 10μM (CDDP) pour les PC9 et H1975, et  
14 μM pendant 24h pour les cellules A549, par immunofluorescence sur lame dans les cellules PC9 (B), des 
cellules H1975 (C) et des cellules A549 (D) (n=3). La condi3on non traitée est u3lisée comme contrôle. * p<0,05 ; 
** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 
 

Ensemble, ces résultats montrent que l’expression de MUC1 protège d’un arrêt du cycle et 

favorise la proliféra3on, malgré un traitement au cispla3ne.   
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c) MUC1, cispla2ne et apoptose.  

 

Après avoir étudié le rôle de MUC1 sur les dommages à l’ADN et sur le cycle cellulaire, nous 

nous sommes intéressés au processus apoptoGque. Après inducGon et accumulaGon de dommages à 

l’ADN, le cisplaGne a pour objecGf de conduire la cellule cancéreuse vers la mort cellulaire programmée 

ou apoptose. Afin de déterminer si MUC1 module la réponse apoptoGque induite par le cisplaGne, le 

clivage de Parp1 et de la caspase 3 mais aussi l’expression de Bax, une protéine pro-apoptoGque 

mitochondriale dont le recrutement iniGe la réponse apoptoGque intrinsèque, ont été étudiés. 

 

 Par western blot, nous meNons en évidence qu’un traitement à 10μM pour les cellules PC9 et 

H1975 ou 14 μM pour les cellules A549 de cisplaGne pendant 24h, induit une forte expression de la 

forme clivée de la Parp1 dans la lignée PC9 n’exprimant pas MUC1. Lorsque MUC1 est surexprimée de 

manière stable au sein de ceNe même lignée, il y a moins de clivage de Parp1. Les résultats vont dans 

le même sens pour les lignées H1975 et A549, avec une augmentaGon du clivage de Parp1 dans les 

lignées invalidées pour MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 (Figure 50A). Ensuite, le clivage de la 

caspase 3 a été étudié après un traitement au cisplaGne. Nous montrons qu’un traitement au cisplaGne, 

induit le clivage de la caspase 3 dans nos différents modèles exprimant ou non MUC1 (en comparaison 

avec la figure 44 où il n’y avait aucun clivage de la caspase 3, sans traitement au cisplaGne). Nous 

montrons une diminuGon du clivage de la caspase 3 dans les lignées PC9, H1975 et A549 exprimant 

MUC1. De manière intéressante, le clivage de la caspase 3 est augmentée dans ces mêmes lignées 

lorsque MUC1 n’est pas exprimée ou invalidée (Figure 50A). Enfin, toujours après un traitement au 

cisplaGne de 24h, l’expression de Bax a été étudiée. Nous constatons que l’expression de Bax est 

inversement corrélée à celle de MUC1 : quand MUC1 est exprimée, l’expression de Bax est diminuée 

au sein des trois modèles et quand MUC1 n’est pas exprimée, l’expression de Bax est augmentée (Figure 

50A).  

 

Pour aller plus loin, un dosage enzymaGque de l’acGvité des caspases 3 et 7 a été effectué via 

le kit Caspase 3/7 Glo (Promega®). Bien que les résultats obtenus pour la lignée PC9 ne soient pas en 

accord avec ceux obtenus par western blot (Figure 50B), ceux obtenus pour la lignée H1975 confirment 

les résultats précédents. En effet pour les cellules H1975, nous notons une augmentaGon de l’acGvité 

des caspases 3/7, après traitement au cisplaGne, et ceNe augmentaGon est plus importante lorsque 

MUC1 est invalidée (H1975 + CDDP = 1,080 RFU/mg ± 0,05 vs H1975- CDDP = 4,48 RFU/mg ± 0,28, 

p<0,0001) (Figure 50C). Pour les cellules A549, les résultats obtenus semblent présenter la même 



 131 

tendance, avec une forte augmentaGon de l’acGvité des caspases 3/7, lorsque MUC1 est invalidé et les 

cellules traitées au cisplaGne (Figure 50D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 50 : L’expression de MUC1 protège de l’entrée en apoptose, en diminuant le clivage de PARP1, de la 
caspase 3 et l’expression de Bax.  
L’expression de Bax, de Parp1-clivée et de la caspase 3 clivée a été déterminée par Western Blot sur des extraits 
protéiques totaux, après traitement au cispla3ne 10μM pour les H1975 et PC9, et 14μM pour les A549, pendant 
24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge (A). Mesure de l’ac3vité des caspases 3/7 via le Kit 
Caspase 3/7 Glo (Promega®) dans les lignées PC9 (B), H1975 (C) et A549 (D) exprimant ou non MUC1 et traitées 
ou non au cispla3ne 10μM ou 14μM pendant 24h, suivant la lignée. La luminescence mesurée a été rapportée à 
la quan3té de protéine par condi3on (RLU/mg de protéines) (n=4). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** 
p<0,0001 
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L’ensemble de ces résultats montrent que malgré un traitement au cisplaGne, MUC1 protège 

de l’induc3on de l’apoptose en diminuant (i) le clivage de Parp1, (ii) le clivage de la caspase 3, (iii) 

l’expression de protéine pro-apopto3que comme bax et (iv) l’ac3vité des caspases 3/7. L’invalida3on 

de l’expression de MUC1 renverse cela et favorise l’induc3on de l’apoptose.  

 
 

d) Autres mécanismes de la résistance.  
 

i) Les transporteurs à influx spécifique au cispla5ne. 
 

Afin d’effectuer son acGon, le cisplaGne doit entrer dans la cellule pour y être transformé par « di-

aquaGon », et devenir un puissant électrophile. Il a longtemps été suggéré que le cisplaGne entrait dans 

la cellule uniquement par diffusion passive. Or depuis quelques années, il est maintenant largement 

admis que le cisplaGne entre dans la cellule par l’intermédiaire d’une diffusion facilitée, ayant recours 

à des transporteurs spécifiques au cisplaGne (Makovec, 2019). Ces transporteurs peuvent voir leur 

acGvité modulée, et donc être impliqués dans un influx plus ou moins important du cisplaGne, 

conduisant à la résistance aux drogues. L’expression des transporteurs à influx du cisplaGne (CTR1, 

OCT1, OCT2 et OCT3) a été étudiée par RT-qPCR au sein de nos différents modèles exprimant ou non 

MUC1. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 51 : MUC1 module l’expression relaBve de certains transporteurs à influx spécifiques du cisplaBne.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules PC9 (n=3) (A), H1975 (n=3) (B) et A549 (n=3) (C) exprimant ou non MUC1. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
 

En premier lieu, nos différents résultats montrent une distribuGon de ces transporteurs 

spécifique à chaque lignée : OCT2 et 3 ne sont pas exprimés dans les lignées PC9 et H1975. Dans la 

lignée PC9, nous ne montrons pas différence significaGve de l’expression relaGve de CTR1. En revanche, 
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une diminuGon significaGve de l’expression d’OCT1, dans la lignée PC9 surexprimant MUC1 de manière 

stable, est observable (p<0,01) (Figure 51A). Dans la lignée H1975 exprimant MUC1, nous meNons en 

évidence une diminuGon d’expression de CTR1. L’invalidaGon de MUC1 mulGplie par 1,7 l’expression 

de celui-ci. En revanche, nous ne montrons pas de différence significaGve de l’expression d’OCT1, bien 

qu’une diminuGon de l’expression de ce transporteur semble survenir dans la lignée H1975 exprimant 

MUC1 (Figure 51B). L’expression de ces différents transporteurs a été étudiée dans la lignée A549 

exprimant ou non MUC1. En revanche, nous ne montrons pas de différences significaGves dans 

l’expression de ceux-ci (Figure 51C). L’expression de ces transporteurs a été mesurée dans les lignées 

HCC827 et H292. Pour la lignée HCC827, nous ne montrons pas de différences significaGves dans 

l’expression de CTR1, d’OCT1 et d’OCT2, bien que l’expression de MUC1 semble associée à une 

diminuGon d’expression de ces transporteurs. Nos résultats montrent que l’expression de MUC1 

diminue significaGvement l’expression d’OCT3 et que l’invalidaGon de MUC1 mulGplie par 3,5 

l’expression de ce transporteur (p<0,05) (Figure S9A). Par la suite, nos résultats montrent dans la lignée 

H292, une augmentaGon significaGve de l’expression d’OCT1 et 3 (p<0,01 et p<0,0001) lorsque 

l’expression de MUC1 est invalidée par une stratégie CRISPR/Cas9 (Figure S9B).  

 

Ces différents résultats montrent que MUC1 intervient dans la modula3on des transporteurs 

à influx du cispla3ne. En effet, l’expression de MUC1 diminue significaGvement l’expression d’OCT1 

dans la lignée PC9, de CTR1 dans la lignée H1975, d’OCT3 dans la lignée HCC827 et d’OCT1 et 3 dans la 

lignée H292. La diminuGon de l’influx du cisplaGne et la diminuGon de son accumulaGon intracellulaire, 

sont des mécanismes associés à la chimiorésistance. 

 

ii) Les transporteurs à efflux spécifiques au cispla5ne. 

 

Un autre mécanisme pouvant expliquer la diminuGon d’accumulaGon intracellulaire du cisplaGne 

est l’efflux. En effet, le cisplaGne est envoyé hors de la cellule par l’intermédiaire de transporteurs à 

efflux spécifiques au cisplaGne tel que ATP7A et ATP7B. L’expression relaGve de ces deux transporteurs 

a été mesurée par RT-qPCR dans nos différents modèles cellulaires, afin de déterminer si MUC1 module 

l’efflux du cisplaGne. Les résultats obtenus semblent montrer une augmentaGon d’expression d’ATP7A 

et montre une diminuGon d’expression d’ATP7B, dans la lignée PC9 exprimant stablement MUC1 (PC9+) 

(Figure 52A). Ensuite, nous montrons une diminuGon d’expression relaGve d’ATP7A et ATP7B dans la 

lignée H1975 exprimant MUC1 (H1975+) (Figure 52B). A l’inverse dans les lignées A549, HCC827 et 

H292, les résultats montrent une augmentaGon d’expression de ces deux transporteurs. En effet, dans 

la lignée A549+, l’expression d’ATP7A et ATP7B est augmentée de 70% (p<0,01) et de 50% (p<0,05), en 
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comparaison à la lignée A549 KO MUC1 (A549-) (Figure 52C). De même pour la lignée H292, nous 

montrons une corrélaGon posiGve entre l’expression de MUC1 et l’expression de ces transporteurs 

d’efflux : l’expression relaGve d’ATP7A est augmentée de 50% (p<0,05) et l’expression relaGve d’ATP7B 

est augmentée de 35% (p<0,05) dans les cellules H292+ (Figure S10B). Dans la lignée HCC827, les 

résultats semblent suivre les mêmes tendances (Figure S10A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : MUC1 module l’expression relaBve des transports à efflux spécifique au cisplaBne. 
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules PC9 (n=3) (A), H1975 (n=3) (B) et A549 (n=4) (C) exprimant ou non MUC1. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
 

En conclusion, nous montrons que l’expression de certains transporteurs à efflux du 

cispla3ne est corrélée posi3vement avec l’expression de MUC1 (ATP7B dans les cellules PC9 et ATP7A 

et B dans les cellules A549), pouvant ainsi favoriser l’efflux du cispla3ne hors de la cellule et 

poten3ellement diminuer son accumula3on intracellulaire.  

 

iii) Les transporteurs à efflux à large spectre.  

 

Un des mécanismes les plus connus dans l’acquisiGon de la chimiorésistance est la surexpression 

de pompes à efflux de la famille ABC. CeNe famille regroupe un large nombre de protéines 

transmembranaires qui hydrolysent l’ATP en ADP, pour effluer les drogues. De plus, dans le cancer du 

pancréas, il a été montré que MUC1 induit la chimiorésistance à l’étoposide et à la gemcitabine, en 

régulant à la hausse l’expression de certains de ces transporteurs dont ABCB1 (Nath et al., 2013). Dans 

ce contexte, nous avons voulu comparer l’expression de ces transporteurs dans nos lignées exprimant 

ou non MUC1. Nous avons focalisé notre aNenGon sur certains membres de ceNe famille : ABCC1 à 6, 

ainsi qu’ABCB1 (connu sous le nom de glycoprotéine G) et ABCG2 (connu sous le nombre de BRCP).  
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Figure 53 : MUC1 module l’expression relaBve des transporteurs de la famille ABC.  
Expression rela3ve des transporteurs ABCC1 à 6, ABCB1 et ABCG2 mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 
𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans les cellules PC9 (n=3) (A), H1975 (n=3) (B) et A549 (n=3) (C) 
exprimant ou non MUC1. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
 

 

Globalement, dans la lignée cellulaire PC9, nous remarquons que l’expression de ces différents 

transporteurs est augmentée dans le clone exprimant MUC1 (PC9+, en rouge) (Figure 53A). En effet, 

l’expression relaGve d’ABCC1 est augmentée de 30% (p<0,05), ABCC6 de 50% (p<0,01) et ABCB1 de 50% 

(p<0,05). Bien que la tendance soit à la baisse d’expression relaGve d’ABCG2 dans le clone exprimant 

MUC1 (PC9+), aucune différence significaGve n’est mise en évidence. Nous meNons en évidence, une 

diminuGon d’expression relaGve d’ABCC2 et d’ABCC4 et une tendance à la diminuGon d’ABCC5 dans le 

clone PC9+. Dans la lignée H1975, la tendance est également à la hausse d’expression relaGve de ces 

transporteurs dans le clone parental exprimant MUC1 (H1975+, en vert) (Figure 53B). En revanche, 

l’invalidaGon de MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 permet de diminuer l’expression relaGve de ces 

transporteurs (H1975-, en bleu) : l’expression d’ABCC1 est diminuée de 30% (p<0,01), ABCC2 de 80% 
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(p<0,05), ABCC3 de 60% (p<0,05), et ABCB1 de 20% (p<0,05). Aucune différence significaGve 

d’expression n’a été mise en avant pour les pompes ABCC5 et ABCG2. Nous notons une augmentaGon 

d’expression relaGve d’ABCC4 et 6 (respecGvement mulGpliée par 1,5 et par 4) dans le clone invalidé 

pour MUC1 (H1975-). Dans la lignée A549, la tendance globale d’expression de ces transporteurs à 

efflux est aussi à la hausse quand MUC1 est exprimée (A549+, en violet), favorisant ainsi l’efflux. 

L’invalidaGon de MUC1 (A549-, en blanc) diminue l’expression relaGve des transporteurs ABCC2 (50% ; 

p<0,05), ABCC4 (55% ; p<0,05) et ABCC6 (57% ; p<0,05) (Figure 53C). Pour les transporteurs ABCC5, 

ABCB1 et ABCG2, la tendance est à la diminuGon d’expression relaGve dans les clones invalidés pour 

MUC1, bien qu’aucune différence significaGve ne soit mise en évidence. Des résultats similaires ont été 

relevés dans les lignées HCC827 (Figure S11A) et H292 (Figure S11B), avec une tendance globale à la 

hausse d’expression de ces transporteurs quand MUC1 est exprimée et une tendance à la diminuGon 

quand MUC1 est invalidée.  

 

Dans un second temps et pour confirmer ces résultats, nous avons évalué d’un point de vue 

foncGonnel l’acGvité de ces pompes ABC. Pour cela, le kit EFLUXX ID Gold (Enzo®) a été uGlisé. Ce kit 

repose sur une analyse en cytométrie en flux de la fluorescence des cellules traitées avec un composé 

perméable à la membrane. Une fois dans la cellule, ce composé est métabolisé en un composé 

fluorescent, qui est sorG de la cellule via les transporteurs ABC. Ainsi, la fluorescence intracellulaire 

mesurée est inversement proporGonnelle à l’acGvité des pompes : moins il y a de fluorescence 

intracellulaire, plus le composé est efflué ; et inversement. L’auto-fluorescence basale, c’est-à-dire sans 

traitement avec le composé fluorescent, a été mesurée pour chacune des lignées et nous ne noGons 

pas de différences significaGves de fluorescence. Les résultats obtenus montrent pour la lignée PC9, 

une diminuGon de l’intensité de fluorescence intracellulaire mesurée quand MUC1 est surexprimée 

stablement et une augmentaGon de la fluorescence dans le clone n’exprimant pas MUC1 (PC9+ = 12 

320 ± 680 vs PC9- = 18 851 ± 1544 ; p<0,05) (Figure 54A). Dans la lignée A549, les résultats suivent la 

même tendance. L’expression de MUC1 est corrélée avec une diminuGon de l’intensité de fluorescence. 

L’invalidaGon de MUC1 est corrélée avec une augmentaGon de l’intensité de fluorescence (A549+ = 5 

427 ± 108 vs A549-= 6359 ± 185 ; p<0,01) (Figure 54B). L’expression de MUC1 favorise donc l’efflux du 

composé et diminue son accumulaGon intracellulaire. L’invalidaGon de MUC1 diminue l’efflux du 

composé et favorise son accumulaGon intracellulaire.  
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Figure 54 : ÉvaluaBon de l’acBvité des transporteurs à efflux de la famille ABC, par cytométrie en flux, au sein 
des lignées PC9 et A549, exprimant ou non MUC1. 
Mesure de la fluorescence intracellulaire moyenne par cellule, dans les cellules PC9 (A) et A549 (B), exprimant ou 
non MUC1, après un traitement avec le composé fluorescent EFLUXX Gold® (n=3). * p<0,05 et ** p<0,01. 
 
 

Nos différents modèles exprimant ou non MUC1 montrent que MUC1 module l’expression de 

certains transporteurs à efflux du cispla3ne, dont les transporteurs de la famille ABC. L’efflux 

augmenté, dans les différents modèles exprimant MUC1, pourrait diminuer l’accumulaGon 

intracellulaire du cisplaGne et parGciper à la chimiorésistance. De manière intéressante, l’invalidaGon 

de MUC1 permet d’inverser ce phénomène. 

  

 

iv) Acquisi5on du phénotype « cellule souche cancéreuse ».  

 

Au cours des dernières décennies, de nombreuses équipes ont mis en évidence que l’acquisiGon 

du phénotype CSC favorisait la progression tumorale, la récurrence de la maladie mais aussi la 

résistance aux différentes thérapies. Le phénotype CSC est un état au cours duquel les cellules vont 

acquérir la pluripotence, impliqué dans la résistance, la rechute et la disséminaGon de la maladie. Les 

CSC sont retrouvées dans de nombreux types de tumeurs solides dont les tumeurs pulmonaires (Lopez-

Ayllon et al., 2014). Elles sont caractérisées par une expression accrue de certains facteurs de 

transcripGon dont OCT4, Nanog, SOX2 ou encore c-Myc impliqués dans la pluripotence (Huang et al., 

2020). Divers travaux ont permis de faire le lien entre phénotype CSC et résistance au cisplaGne, dont 

ceux de Suresh et al., en 2016. Après avoir rendu des cellules cancéreuses pulmonaires résistantes au 

cisplaGne, ces cellules étaient largement posiGves à des marqueurs de cellules souches tels que CD133, 

ALDH (Aldehyde Dehydrogenase), ABCG2 mais aussi de SOX2 (Suresh et al., 2016 ; Bora-Singhal et al., 

2015). Partant de ces observaGons, nous avons voulu voir si dans nos modèles cellulaires, l’acquisiGon 

du phénotype CSC pouvait être une explicaGon à la chimiorésistance. Pour cela, l’expression de Nanog 
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et SOX2, deux facteurs de transcripGon surexprimés dans ces cellules souches cancéreuses, a été 

mesurée par RT-qPCR.  

 

Les résultats obtenus montrent que l’expression relaGve de SOX2 est mulGpliée par 2,8 (p<0,05) et 

que celle de Nanog est mulGpliée par 3,2 (p<0,01) dans le clone PC9 exprimant MUC1 (PC9+), par 

rapport au clone parental n’exprimant pas MUC1 (PC9-) (Figure 55A). Pour les cellules H1975, les 

résultats suivent la même tendance : l’expression de MUC1 est corrélée avec une augmentaGon 

d’expression relaGve de Nanog et SOX2 (H1975+, en vert). L’invalidaGon de MUC1, permet de diminuer 

l’expression de ces deux facteurs de transcripGon (H1975-, en bleu) (de 30% pour SOX2 ; p<0,01 et de 

46% pour Nanog ; p<0,05) (Figure 55B). Aucune différence significaGve n’est mise en évidence dans les 

clones A549 exprimant ou non MUC1, que ce soit pour Nanog ou SOX2 (Figure 55C). Pour la lignée 

H292, les résultats obtenus sont similaires à ceux obtenus pour les lignées PC9 et H1975 (Figure S12). 

Nous notons également une augmentaGon de 80% d’expression d’ABCG2 dans la lignée H292 + (p<0,05) 

(Figure S11). Néanmoins, dans les lignées PC9, H1975 et A549, aucune différence significaGve de 

l’expression d’ABCG2, un transporteur ABC retrouvé au niveau des cellules souches, n’a été mise en 

évidence (Figure 53). Enfin, nous notons qu’OCT4 n’est pas exprimé au sein de nos différents modèles 

cellulaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 55 : MUC1 régule à la hausse l’expression relaBve de SOX2 et Nanog dans les cellules PC9 et H1975.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules PC9 (n=3) (A), H1975 (n=3) (B) et A549 (n=3) (C) exprimant ou non MUC1. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
 

 

Dans l’ensemble, ces résultats montrent que l’expression de MUC1 est corrélée avec une 

augmenta3on d’expression de Nanog et SOX2 et suggèrent que MUC1 est impliquée dans 

l’acquisi3on du phénotype cellule souche cancéreuse. L’invalida3on de MUC1 diminue l’expression 

de ces deux marqueurs et donc diminue le phénotype cellule souche cancéreuse.  
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Par$e 3 : Ciblage de MUC1 par une stratégie oligonucléo$de an$sens de type 

GapmeR.  

 

 Dans les deux précédentes parGes, nous montrons que MUC1 est une actrice de la progression 

tumorale mais aussi de la chimiorésistance au cisplaGne, dans nos différents modèles cellulaires de 

CBNPC. Nous montrons, que l’invalidaGon de MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 permet d’inverser 

ces phénomènes, en diminuant la progression tumorale et en chimiosensibilisant les cellules au 

cisplaGne. Partant de ces observaGons et sachant que MUC1 est largement impliquée dans la 

cancérogenèse et est définie par le « NaGonal InsGtute of Cancer » comme le 2ème anGgène d’intérêt 

dans le cancer, elle représente donc une cible thérapeuGque aNrayante et potenGelle en cancérologie. 

Différentes stratégies thérapeuGques ont été testées ou sont en cours d’essais pré-cliniques ou 

cliniques, comme des vaccins, des pepGdes inhibiteurs, des CAR-T/CAR-NK cells ou encore des 

anGcorps monoclonaux. Or, aucune de ces stratégies n’est cliniquement uGlisée à l’heure actuelle, 

notamment à cause de nombreux effets secondaires. C’est pourquoi, nous proposons une nouvelle 

approche pour cibler MUC1, différente de celles déjà testées et étudiées : le ciblage par un 

oligonucléoGde anGsens (ASO) de type GapmeR.   

 

1) Généralités sur les GapmeR.  

 

Les GapmeRs sont des ASO modifiés chimiquement. Ce sont des hétéroduplex ADN/ARN, 

composés d’une séquence ADN « Gap » flanquée d’extrémités ARN modifiées (Figure 56). Ils vont 

interagir par complémentarité avec l’ARNm cible et induire sa dégradaGon par recrutement de la  

RNase H, une endonucléase universelle capable de cliver la liaison phosphodiester d’une molécule ARN 

dans le contexte d’un complexe ADN/ARN (Figure 56) (Adachi et al., 2021). Différentes modificaGons 

chimiques sur les nucléoGdes des ASO permeNent d’améliorer leurs propriétés pharmacocinéGques, 

leur affinité pour la cible ou encore leur stabilité. Les modificaGons les plus fréquentes sont l’ajout en 

2’ du ribose de groupements de type 2’-O-méthyl ou 2’-Fluoro ou encore la formaGon de pont 

intracaténaire de type méthylène entre le 2’ et le 4’ du ribose (cas des Locked Nucleic Acid ou LNA). En 

comparaison avec les autres modificaGons, les modificaGons de type LNA permeNent d’augmenter 

l’affinité des ASO pour leur cible (Kurreck et al., 2002). De par leur peGte taille (15 à 30 nucléoGdes), 

leur distribuGon cellulaire peut se faire par gymnosis (GapmeR nu) (Stein et al., 2010) ou via 

l’encapsulaGon dans des corps lipidiques (Adachi et al., 2021). Enfin, les ASO peuvent être conjugués à 

divers molécules biologiques telles que des sucres, des acides nucléiques pepGdiques ou encore des 

acides gras, afin d’améliorer le ciblage de certains organes (Adachi et al., 2021).  
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Figure 56 : Structure et mécanismes d’ac-on du GapmeR.  
Le GapmeR se lie spécifiquement à sa cible. Le recrutement de la RNase H induit le clivage du complexe ADN/ARN 
formé, conduisant à la dégrada3on du transcrit primaire dans le noyau, d’après Adachi et al., 2021. 
 

 

Les ASO sont en plein essor depuis l’approbaGon du Fomivirsen® en 1998 par la FDA. Depuis, 

l’intérêt pour ces molécules s’est renforcé et le nombre de publicaGons sur les ASO est en constante 

augmentaGon. A ce jour, une dizaine d’ASO ont obtenu une approbaGon par la FDA, toutes pour des 

maladies rares et aucune dans le traitement du cancer. 8 essais cliniques sont en cours ou terminés 

selon le site « Clinical trials », aucun dans le cancer du poumon. Pourtant, les rares essais pré-cliniques 

ont montré des résultats plutôt encourageants dans le cancer du poumon (Leech et al., 2000 ; He et 

al., 2021).  

 

 

2) Valida-on de la stratégie ASO de type GapmeR pour cibler MUC1.  

 

La première étape a été de tester différents GapmeRs (16 nucléoGdes de long, Qiagen®) et de 

sélecGonner celui qui inhibe le mieux l’expression de MUC1. Les cellules H1975 exprimant MUC1, ont 

donc été transfectées soit par un GapmeR contrôle (Contrôle A et Contrôle B) soit par un GapmeR dirigé 

contre MUC1 (G1, G2, G3 et G4). L’expression de MUC1-C a été déterminée par western blot et nous 

voyons que le GapmeR permeNant l’inhibiGon la plus importante est le GapmeR G4 (89% d’inhibiGon 

par rapport aux deux GapmeRs contrôles) (Figure 57). CeNe inhibiGon semble aussi forte que celle 

obtenue avec le KO MUC1 (Figure 36). Par la suite, les expériences ont été faites avec ce GapmeR G4.  
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Figure 57 : Choix du GapmeR offrant la meilleure inhibiBon de MUC1.  
L’expression de MUC1-C a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après transfec3on 
des cellules H1975 pendant 72h avec les différents GapmeR à tester. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle 
de charge et pour la quan3fica3on via le logiciel Image J. 
 
 

Après avoir choisi ce GapmeR, toutes nos lignées cellulaires exprimant MUC1 (H1975, A549, 

H292 et HCC827) ont été transfectées avec, afin de confirmer le bon ciblage de MUC1. Par Western 

Blot, les résultats montrent que le GapmeR G4 induit une diminuGon d’expression de MUC1-C au sein 

de nos différents modèles cellulaires, avec une inhibiGon de son expression de 25 à 68% selon les 

lignées (Figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 58 : Le GapmeR G4 cible MUC1 et induit une diminuBon de son expression au sein des différents modèles 
cellulaires de CBNPC.  
L’expression de MUC1-C a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après transfec3on 
des cellules H1975, H292, HCC827 et A549 pendant 72h par le GapmeR contrôle A ou le GapmeR G4 ciblant 
MUC1. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge et pour la quan3fica3on via le logiciel Image J (n=3). 
 

Après validaGon de la stratégie ASO dans nos différents modèles, nous avons voulu voir si le 

ciblage de MUC1 par un ASO permeNait d’infléchir les propriétés cellulaires telles que la proliféraGon, 

la viabilité cellulaire, la migraGon, l’invasion et la clonogénicité, mais aussi les phénomènes de 

chimiorésistance au cisplaGne.  
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3) Ciblage de MUC1 par un ASO et impact sur les propriétés cellulaires. 

 

Les mêmes propriétés ont été étudiés que dans les modèles sur-exprimant MUC1 ou invalidés 

pour MUC1, et via les mêmes méthodes.  

 

a) Impact sur la proliféra2on cellulaire.  

 

Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur la proliféraGon cellulaire, puisque 

précédemment, nous avons montré que l’expression de MUC1 favorisait ceNe propriété.  

 

Suite à un comptage sur cellule de Malassez, les résultats obtenus présentent tous la même 

tendance quel que soit la lignée considérée : le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 permet de diminuer 

la proliféraGon cellulaire (Figure 59A et C et Figure S13 A et B). Les différences les plus importantes sont 

visibles dans la lignée H292 (Figure S13B). 

 

Ces résultats ont été confirmés par suivi de confluence du tapis cellulaire via la technologie 

Incucyte®. La confluence du tapis cellulaire est significaGvement inférieure dans les cellules H1975 

transfectées avec le GapmeR G4 (H1975 G4, en orange) 54h après ensemencement, en comparaison 

avec les cellules H1975 transfectées avec le GapmeR contrôle A (H1975 CA, en bleu clair). Après 96h 

de suivi, la confluence totale de la condiGon H1975 G4 est de 32% contre 63% pour les H1975 CA 

(p<0,0001) (Figure 59B). La même tendance est observable pour les cellules A549 transfectées avec le 

GapmeR ciblant MUC1 (A549 G4, en gris). En effet, 48h après ensemencement, une différence 

significaGve de la confluence du tapis cellulaire est mise en évidence. 96h après ensemencement, la 

confluence du tapis cellulaire est presque divisée par 2 quand MUC1 est ciblée par le GapmeR (84,46% 

pour A549 CA vs 44,39% pour A549 G4 ; p<0,0001) (Figure 59D). Pour les lignées HCC827 et H292, les 

mêmes tendances sont observables, avec une diminuGon de la confluence du tapis cellulaire dans les 

lignées transfectées avec le GapmeR G4 par rapport aux lignées parentales transfectées avec le 

GapmeR contrôle (A 96h, H292 CA = 77,52% de confluence vs H292 G4 = 19,13%, p<0,0001 ; HCC827 

CA= 45,45% de confluence vs HCC827 G4= 30,22%, p<0,0001) (Figure S13B et S13D). 
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Figure 59 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue la proliféraBon cellulaire.  
Après ensemencement à hauteur de 150 000 cellules par puits, les cellules H1975 (A) et A549 (C) ont été 
transfectées soit avec le GapmeR contrôle (CA) soit avec le GapmeR ciblant MUC1 (G4) et ont été comptées sur 
cellule de Malassez toutes les 24h, pendant 4 jours (n=3). Après ensemencement à hauteur de 25 000 cellules 
par puits et transfec3on avec le GapmeR contrôle CA ou le GapmeR ciblant MUC1 G4, la confluence du tapis 
cellulaire a été suivie grâce à la technologie Incucyte® avec prise de photos toutes les 6 heures pendant 4 jours, 
pour les cellules H1975 (B) et A549 (D) (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; **** p<0,0001 
 

 

De plus, un suivi du marquage au Ki-67 par immunofluorescence a été réalisé, suivi d’un 

dénombrement des cellules posiGves à ce marquage. Les résultats obtenus montrent une diminuGon 

du nombre de cellules marquées au Ki-67 de 13%, dans les cellules H1975 G4 en comparaison aux 

cellules H1975 CA (H1975 G4 = 56,07% ± 5,56 vs H1975 CA = 69,05 ± 2,76 ; p<0,05) (Figure 60A). Les 

résultats obtenus pour la lignée A549 sont similaires. Le ciblage de MUC1 par le GapmeR diminue de 

15% le nombre de cellules marquées posiGvement au Ki-67 (A549 CA = 81,76% ± 2,98 vs A549 G4 = 

71,91% ± 3,68 ; p<0,05) (Figure 60B).  
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Figure 60 : Le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 diminue le marquage Ki-67.  
Évalua3on du pourcentage de cellules posi3ves au marquage Ki-67, par immunofluorescence sur lame au sein 
des cellules H1975 (A) et des cellules A549 (B), après transfec3on par un GapmeR contrôle CA ou ciblant MUC1 
G4 (n=3). * p<0,05 
 

Précédemment, nous avons mis en évidence que MUC1 induit l’acGvaGon de différentes voies 

de signalisaGon associées à la proliféraGon et à la survie dont la voie MAPK. Par Western Blot, nous 

avons étudié l’expression de différentes protéines impliquées dans la voie MAPK et la voie PI3K/AKT. 

Les résultats obtenus concernant la phosphorylaGon d’AKT ne montrent pas de différences entre la 

condiGon contrôle CA et le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4. En revanche, le ciblage de MUC1 

diminue de 53% la phosphorylaGon de Erk 1/2, favorable à une diminuGon d’acGvaGon de la voie MAPK 

et une diminuGon de la proliféraGon cellulaire. De plus, l’expression de p21 au sein des cellules H1975 

transfectées par le GapmeR G4 est mulGpliée par deux, en comparaison avec les cellules H1975 

transfectées par le contrôle CA (Figure 61). Le ciblage de MUC1 par le GapmeR favorise, donc, un arrêt 

du cycle cellulaire et diminue l’acGvaGon de voies impliquées dans la proliféraGon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 61 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR favorise un arrêt du cycle cellulaire et diminue la proliféraBon.  
L’expression de AKT et Erk 1/2 ainsi que leur phosphoryla3on respec3ve et p21 a été déterminée par Western 
Blot sur des extraits protéiques totaux. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge ainsi que pour la 
quan3fica3on, via le logiciel ImageJ. 
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En conclusion, le ciblage de MUC1 par un GapmeR favorise un arrêt du cycle cellulaire par 

accumula3on de p21 et diminue la proliféra3on cellulaire en diminuant l’ac3va3on de certaines de 

voies de signalisa3on impliquées dans la proliféra3on et la survie, comme la voie MAPK. De manière 

intéressante, le ciblage de MUC1 reproduit les mêmes résultats que ceux obtenus avec les lignées KO 

MUC1 par CRISRPR/Cas9.   

 

b) Impact sur la viabilité cellulaire.  

 

Dans un second temps, l’impact du ciblage de MUC1 sur la viabilité cellulaire a été étudié, car 

dans la précédente parGe, nous montrons que l’expression de MUC1 favorise la viabilité et ceci dans 

tous nos modèles cellulaires.  

 

Les résultats montrent que, peu importe la lignée, le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 

diminue la viabilité cellulaire. En effet, dans la lignée H1975 G4, la viabilité est globalement diminuée 

et ceci de manière significaGve dès 48h (p<0,01) et jusqu’à la fin de l’expérience à 96h (p<0,05) (Figure 

62A). La même tendance est globalement observable dans la lignée A549, avec une diminuGon 

significaGve de la viabilité à 24h (p<0,01) et à 48h (p<0,05) (Figure 62B). Dans les lignées HCC827 (Figure 

S14A) et H292 (Figure S14B), la viabilité est également diminuée significaGvement quand MUC1 est 

ciblée par le GapmeR G4 et les différences sont neNement plus importantes dans la lignée H292 à 72h 

(p<0,01) et à 96h (p<0,0001).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue la viabilité cellulaire. 
Test de viabilité (MTS) réalisé à 24, 48, 72 et 96h après ensemencement et transfec3on des cellules (A) H1975, et 
(B) A549 (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01.   
 

En conclusion, le ciblage de MUC1 permet de diminuer la viabilité cellulaire. 
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c) Impact sur la migra2on et invasion.  

 

i) La migra5on 

 

Précédemment, nous avons mis en évidence que l’expression de MUC1 favorise les propriétés 

migratoires des cellules cancéreuses pulmonaires. Les mêmes expériences ont été reproduites sur les 

lignées H1975, A549, HCC827 et H292 après transfecGon par le GapmeR contrôle (CA) ou par le 

GapmeR ciblant MUC1 (G4).  

 

Les résultats obtenus lors d’un test de blessure sur tapis cellulaire confluent après un traitement à 

la mitomycine C, montrent que la fermeture de la blessure est moins rapide dans les cellules H1975 G4 

(38% de confluence) que dans les cellules H1975 CA (47% de confluence) et ceci dès 48h (p<0,05). 

Après 72h de suivi, la blessure est refermée à 58% contre 38% quand MUC1 est ciblée par le GapmeR 

G4 (Figure 63A). La même tendance est observable dans la lignée A549. Le ciblage de MUC1 par le 

GapmeR G4 diminue la fermeture de la blessure dès 40h (p<0,05). Après 72h de suivi, ce résultat est 

confirmé : en effet, la blessure est refermée à 84% pour les A549 CA contre 60% pour les A549 G4 

(p<0,01) (Figure 63B). Pour les lignées HCC827 et H292, la même tendance est observable, avec des 

différences plus importantes dans la lignée H292. EffecGvement, une différence dans la vitesse de 

fermeture de la blessure est observable des 4h après la blessure. 12h après le début du suivi, ceNe 

blessure n’est refermée qu’à 45% dans les cellules H292 G4 contre 100% pour les cellules H292 CA 

(p<0,0001) (Figure S15B). Pour les cellules HCC827, la diminuGon de migraGon des cellules HCC827 G4 

est observable significaGvement 22h après le début du suivi et jusqu’à la fin de l’expérience (Figure 

S15A). 

 

Ces résultats ont également été confirmés par des tests de migraGon en chambre de Boyden. Les 

résultats obtenus montrent que le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 diminue les capacités de 

migraGon. En effet, la migraGon est diminuée de 33% pour les cellules H1975 G4 (p<0,05 ; Figure 63C), 

de 29% pour les cellules A549 G4 (p<0,05 ; Figure 63D), de 38% pour les HCC827 G4 (p<0,0001 ; Figure 

S15C) et de 38%, également, pour les cellules H292 transfectées par le GapmeR G4 ciblant MUC1 

(p<0,01 ; Figure S15D).  De plus, ces résultats se rapprochent de ceux obtenus lors de l’invalidaGon de 

MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 (Figure 41 et S4). 
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Figure 63 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue les propriétés migratoires.  
Mesure de la confluence rela3ve de la blessure standardisée réalisée à l’aide du WoundMarker (Essen Bioscience) 
dans les cellules H1975 (A) et A549 (B) après transfec3on par le GapmeR CA ou G4 (n=3). Détermina3on des 
capacités migratoires des H1975 (C) et A549 (D) par l’intermédiaire de chambres de Boyden. 24h après 
l’ensemencement, les cellules ayant migré ont été lysées, colorées et la fluorescence émise mesurée. La 
fluorescence mesurée est propor3onnelle au nombre de cellules ayant migrés. Les résultats ont été normalisés 
par rapport à la lignée parentale transfectées par le GapmeR contrôle CA (n=3).  * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001.  
 
 

Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue les capacités migratoires des cellules 

cancéreuses pulmonaires.  

 

ii) L’invasion.  

 

Nous montrons également dans la parGe précédente que MUC1 favorise l’invasion. C’est pourquoi, 

les capacités invasives ont été déterminées dans les lignées cancéreuses pulmonaires après 

transfecGon par le GapmeR contrôle CA ou le GapmeR ciblant MUC1 G4.  

 

Le ciblage de MUC1 dans la lignée H1975 diminue la capacité invasive des cellules de 34% par 

rapport aux cellules H1975 transfectées par le GapmeR contrôle CA (p<0,05 ; Figure 64A). Des résultats 

A C 

B D 
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similaires sont obtenus pour la lignée A549. En effet, le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 diminue 

l’invasion des cellules de 24% par rapport à la condiGon contrôle A549 CA (p<0,0001 ; Figure 64B). De 

la même manière, le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 dans les lignées HCC827 et H292, diminue 

l’invasion des cellules, respecGvement de 42% (p<0,01 ; Figure S16A) et de 30% (p<0,0001 ; Figure 

S16B), par rapport aux lignées parentales transfectées avec le GapmeR contrôle A.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 64 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue les capacités invasives.  
Mesure des capacités invasives des cellules H1975 (A), et A549 (B) transfectées par un GapmeR contrôle ou 
ciblant MUC1 par l’intermédiaire de chambres de Boyden recouverte de matrigel. 24h après l’ensemencement, 
les cellules ayant envahi la membrane sont colorées et lysées. La fluorescence mesurée est propor3onnelle au 
nombre de cellules ayant dégradés le matrigel et ayant migrés vers le compar3ment enrichi en SVF. Les résultats 
sont normalisés par rapport à la lignée parentale transfectées avec le GapmeR contrôle CA (n=3). * p<0,05 ; **** 
p<0,0001. 
 

 

Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue le caractère invasif des lignées 

cellulaires de CBNPC. 

 
 
 

d) Impact sur la forma2on de colonies.  

 

Après avoir montré que l’expression de MUC1 au sein de nos différents modèles cellulaires 

favorisent la capacité à former des colonies, nous avons voulu déterminer si son ciblage par un ASO 

diminuait ceNe capacité.  
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Figure 65 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue le nombre de colonies formées dans les 
cellules H1975 et A549.  
Test de clonogénicité réalisé sur les cellules H1975 (A) et A549 (B) ensemencées à faible densité (1000 
cellules/puits), après transfec3on par le GapmeR contrôle (CA) ou le GapmeR ciblant MUC1 (G4) à J0 et à J7. Les 
colonies ont été colorées avec du crystal violet 14 jours après l’ensemencement. Une quan3fica3on du crystal 
violet fixé a été réalisée, après extrac3on. L’absorbance mesurée à 590 nm est propor3onnelle aux nombres de 
colonies formées (n=3). *p<0,05 ; ** p<0,01.  
 

De manière empirique, les résultats montrent moins de clones formés lorsque MUC1 est ciblée 

par le GapmeR G4 dans nos différentes lignées. L’extracGon du crystal violet et la mesure de 

l’absorbance confirment ces observaGons. En effet, l’absorbance mesurée est divisée par 2 pour les 

H1975 G4 (p<0,05 ; Figure 65A), par 4 pour les A549 G4 (p<0,01 ; Figure 65B), par 3 pour les HCC827 

G4 (p<0,05 ; Figure S17A) et par 1,5 pour les H292 G4 (p<0,05 ; Figure S17B). L’absorbance mesurée 

étant proporGonnelle au nombre de colonies, nous pouvons conclure que le ciblage de MUC1 par un 

ASO de type GapmeR diminue la capacité à former des clones à par3r d’une cellule unique.  

 

e) Impact sur l’apoptose.  

 

Après avoir montré que l’expression de MUC1 au sein des lignées PC9, H1975 et A549 

protégeait de l’apoptose, nous avons voulu vérifier si son ciblage rendait les cellules sujeNes à 

l’apoptose, d’un point de vu basal en absence de traitement. Par Western Blot, l’expression de Parp1 

et de sa forme clivée ainsi que l’expression de la caspase 3 clivée ont été étudiées dans la lignée H1975.  

Nous montrons une augmentaGon d’expression de la forme clivée de Parp1 dans la lignée H1975 

transfectées par le GapmeR G4 ciblant MUC1. En revanche, aucun clivage de la caspase 3 n’a été mis 

en évidence.  
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Figure 66 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR sensibilise les cellules H1975 à 
l’apoptose.  
L’expression de Parp1, Parp1-c et Caspase 3-c a été déterminée par Western Blot sur des extraits 
protéiques totaux. La 𝛽-acGne a été uGlisée comme contrôle de charge (n=3).  
 

Ces résultats suggèrent qu’en absence d’un traitement inducteur de mort, les cellules ciblées 

par le GapmeR G4 sont plus sujepes à l’apoptose que les cellules transfectées par le GapmeR contrôle 

CA. 

 

 

Bien que MUC1 soit une inductrice de la progression tumorale en favorisant la proliféraGon, la 

viabilité cellulaire, la migraGon et l’invasion, la capacité à former des clones et en protégeant de la mort 

cellulaire, son ciblage par un ASO de type GapmeR diminue de manière importante toutes ces 

propriétés et permet de diminuer la progression tumorale in vitro.  

 

 

4) Ciblage de MUC1 et impact sur la chimiorésistance au cispla-ne.  

 

Dans la parGe précédente, nous montrons que l’expression de MUC1 induit la résistance au 

cisplaGne et ceci dans tous nos modèles cellulaires de CBNPC. Son invalidaGon par CRISPR/Cas9 permet 

de sensibiliser les cellules au cisplaGne. Partant de ces observaGons, nous avons voulu déterminer si le 

ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR permeNait de sensibiliser les cellules au cisplaGne. Pour 

cela, les cellules H1975 et A549 ont été transfectées soit par le GapmeR ciblant MUC1 G4 soit par le 

GapmeR contrôle CA. Après traitement avec des doses croissantes de cisplaGne, allant de 0 jusqu’à 

200μM, les IC50 respecGves à chaque lignée et condiGons ont été déterminées, via des tests MTS.  
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Le ciblage de MUC1 par un ASO permet de sensibiliser les cellules au cisplaGne (H1975 p<0,001 ; A549 

p<0,05). De manière intéressante, les valeurs d’IC50 obtenus pour les lignées H1975 CA et A549 CA 

sont similaires à celles des lignées parentales respecGves (Tableau 4) et celles obtenus pour les 

condiGons H1975 G4 et A549 G4 sont proches de celles des lignées H1975- et A549- (KO MUC1) 

(Tableau 5 et Figure 67).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 67 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR sensibilise les cellules H1975 et A549 au cisplaBne.  
24h après ensemencement et transfec3on, les cellules H1975 (A) et A549 (B) ont été traitées avec des doses 
croissantes de cispla3ne (0 à 200 μM). 72h après traitement au cispla3ne, un test MTS a été réalisé afin de 
déterminer les IC50 respec3ves à chacune des lignées (Tableau 5).  * p<0,05 ; *** p<0,001. 
 

Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR permet de sensibiliser les cellules au 

cispla3ne et les valeurs d’IC50 sont similaires à celles obtenues lors de l’invalida3on de MUC1. 

 

 

Dans la parGe précédente, afin de comprendre quels étaient les mécanismes mis en place par 

MUC1 pour induire la chimiorésistance au cisplaGne, nous avions étudié son impact sur les différentes 

étapes du mode d’acGon du cisplaGne. Nous avons procédé de la même manière dans ceNe parGe, afin 

de meNre en évidence l’impact du ciblage de MUC1 dans le mode d’acGon du cisplaGne.  

 

 

 

 

Tableau 5 : 

A B 
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a) Impact sur les dommages à l’ADN.  

 

Après avoir mis en évidence le rôle de MUC1 dans la résistance au cisplaGne, nous avons 

montré que MUC1 diminuait la quanGté de dommages à l’ADN normalement induits par le cisplaGne. 

Ici, les dommages à l’ADN seront également étudiés par western blot, immunofluorescence et 

par des essais comètes, mais sur les H1975 et A549 transfectées par le GapmeR contrôle ou ciblant 

MUC1.  

 

Par western blot, les expressions de 53BP1 et du variant 𝛾H2AX ont été déterminées, 

uniquement pour la lignée H1975. Nous meNons en évidence, une augmentaGon d’expression 

d’environ 4 fois de ces deux marqueurs de cassures doubles brins, lorsque MUC1 est ciblée par le 

GapmeR G4 (Figure 68A). 

 

Ces résultats ont été confirmés par immunofluorescence et dénombrement des foci 𝛾H2AX 

(Figure 68B et C) et p-ATM (Figure S18) induit par un traitement au cisplaGne. La condiGon non traitée 

au cisplaGne pendant 24h a été uGlisée comme contrôle et nous permet de confirmer que le cisplaGne 

induit des dommages à l’ADN. Après un traitement cisplaGne à 10 μM pour les cellules H1975 et 14 μM 

pour les cellules A549 pendant 24h, le ciblage de MUC1 par le GapmeR G4 induit une augmentaGon 

du nombre de foci 𝛾H2AX dans les 2 lignées étudiées (H1975 CA CDDP = 4,075 foci/cellule ± 0,39 vs 

H1975 G4 CDDP = 6,47 foci/cellule ± 0,48 ; p<0,001 ; A549 CA CDDP = 3,29 foci/cellule ± 0,21 vs A549 

G4 CDDP= 4,01 foci/cellule ± 0,33 ; p<0,05) (Figure 68B et C). Les résultats obtenus pour le 

dénombrement des foci p-ATM montrent des allures similaires, avec une augmentaGon du nombre de 

foci quand MUC1 est ciblée par le GapmeR G4 dans les deux lignées (H1975 CA CDDP = 3,13 foci/cellule 

± 0,17 vs H1975 G4 CDDP = 5,38 foci/cellule ± 0,49 ; p<0,0001 ; A549 CA CDDP = 2,70 foci/cellule ± 0,11 

vs A549 G4 CDDP = 4,78 foci/cellule ± 0,23 ; p<0,0001) (Figure S18). 

  

Enfin, des essais comètes ont été réalisés sur les lignées H1975 et A549 transfectées par le 

GapmeR contrôle CA ou ciblant MUC1 G4, après traitement au cisplaGne. De manière empirique, les 

résultats montrent une augmentaGon de la longueur des queues des comètes lorsque MUC1 est ciblée 

par le GapmeR G4, et ceci dans les deux lignées (Figure 69D et E). La déterminaGon du « tail moment » 

(Longueur queue x intensité fluorescence totale) a permis de confirmer nos observaGons. En effet, les 

cellules H1975 et A549 transfectées par le GapmeR ciblant MUC1 G4 présentent des « tails moments » 

supérieurs aux condiGons H1975 et A549 contrôle CA (H1975 CA= 71, 56 ± 4,05 vs H1975 G4 = 99,01 ± 

3,42 ; p<0,0001 ; A549 CA = 48,25 ± 2,00 vs A549 G4 = 58,33 ± 1,70 ; p<0,001) (Figure 68F et G).  
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Figure 68 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR augmente le nombre de dommages à l’ADN induit 
par le cisplaBne.  
L’expression de 𝛾H2AX et 53BP1 a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après un 
traitement au cispla3ne 10μM pendant 24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge (A). 
Dénombrement des foci 𝛾H2AX par immunofluorescence sur lame après traitement ou non au cispla3ne (CDDP) 
10 μM pendant 24h, dans les lignées H1975 (B) et A549 (C) transfectées par le GapmeR contrôle CA ou ciblant 
MUC1 G4 (n=3). Essais comètes réalisés sur les lignées H1975 (D) et A549 (E) transfectées par le GapmeR contrôle 
CA ou ciblant MUC1 G4 et après un traitement au cispla3ne 10μM pendant 24h. Le tail moment (longueur queue 
x intensité fluorescence totale) a été déterminé pour chaque lignée, H1975 (F) et A549 (G). Sa valeur est 
propor3onnelle à la quan3té de dommages à l’ADN générés par le traitement au cispla3ne (n=3). * p<0,05 ; ** 
p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001. 
 

L’ensemble de ces résultats montrent que le ciblage de MUC1, par un ASO de type GapmeR, 

augmente la quan3té de dommages à l’ADN générés par le cispla3ne au sein de nos différents 

modèles d’adénocarcinomes pulmonaires.  
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b) Impact sur le cycle cellulaire.  

 

En plus de protéger des dommages à l’ADN générés par le cisplaGne, nous montrons que 

l’expression de MUC1, dans nos différents modèles cellulaires, protège d’un arrêt du cycle cellulaire, 

normalement induit par l’accumulaGon des dommages à l’ADN. L’objecGf, dans ceNe parGe, est de 

vérifier si le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR présente un effet sur le cycle cellulaire.  

 

Par western blot, nous montrons que le ciblage de MUC1 par le GapmeR dans la lignée H1975 

après traitement au cisplaGne, augmente de 3 fois l’expression de p21 (Figure 69A). Pour conforter ces 

résultats, la proliféraGon cellulaire a été étudiée par suivi du marquage Ki-67, dans nos différents 

modèles cellulaires avec et sans traitement au cisplaGne. La condiGon non traitée sert de contrôle. Ces 

résultats montrent une diminuGon de 18% du nombre de cellules marquées posiGvement au Ki-67, 

lorsque MUC1 est ciblée par un ASO de type GapmeR, dans la lignée H1975 (H1975 CA CDDP = 67,20% 

± 5,14 vs H1975 G4 CDDP = 49,24% ± 4,72 ; p<0,05) (Figure 69B). Ces observaGons sont valables 

également pour la lignée A549 G4, avec des différences encore plus importantes. En effet, entre la 

condiGon A549 CA et la condiGon A549 G4, le nombre de cellules posiGves au Ki-67 est diminué de 38% 

(A549 CA CDDP = 74,02% ± 4,49 vs A564 G4 CDDP = 46,40% ± 3,21 ; p<0,0001) (Figure 69C). 

 

 

 

 

 

 

	

	

	

	

	
Figure 69 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR favorise l’arrêt du cycle cellulaire et diminue le 
caractère proliféraBf.  
L’expression de p21 a été déterminée par Western Blot sur des extraits protéiques totaux, après traitement au 
cispla3ne 10μM pendant 24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle de charge (n=3) (A). Évalua3on du 
pourcentage de cellules posi3ves au marquage Ki-67, après traitement cispla3ne 10μM (CDDP) pendant 24h, par 
immunofluorescence sur lame dans les cellules H1975 (B) et A549 (C) transfectées par le GapmeR contrôle CA ou 
ciblant MUC1 G4 (n=3). La condi3on non traitée est u3lisée comme contrôle. * p<0,05 ; **** p<0,0001. 
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En conclusion, nous montrons que la stratégie ASO de type GapmeR ciblant MUC1 favorise 

l’arrêt du cycle cellulaire et diminue le caractère proliféra3f, après un traitement au cispla3ne.  

 
 

c) Impact sur le processus apopto2que.  
 

Précédemment, nous montrons que malgré un traitement au cisplaGne, l’expression MUC1 

protège les lignées cellulaires d’adénocarcinomes pulmonaires de l’apoptose. Ici, nous voulons voir 

quel est l’impact sur le processus apoptoGque du ciblage de MUC1 par notre stratégie ASO. Par Western 

Blot, les résultats montrent une augmentaGon d’expression de la forme clivée de Parp1 (20%) et de la 

forme clivée de la caspase 3 (x 3,24). Nous notons également une augmentaGon d’expression de Bax 

de 24%, une protéine pro-apoptoGque (Figure 70A). 

Ces résultats sont confirmés par la mesure de l’acGvité des caspases 3/7. Dans un premier temps, nous 

montrons une augmentaGon de l’acGvité des caspases entre les condiGons non traitées et traitées. 

Puis, nous montrons une acGvité des caspases supérieures dans les condiGons H1975 G4 et A549 G4 

traitées au cisplaGne par rapport à H1975 CA et A549 CA (augmentaGon de 35% de l’acGvité des 

caspases 3/7 pour H1975 G4 ; p<0,001 ; augmentaGon de 50% de l’acGvité des caspases 3/7 pour A549 

G4, p<0,05) (Figure 70B et C). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 70 : Le ciblage de MUC1 favorise la mise en place du processus apoptoBque après un traitement au 
cisplaBne.  
L’expression de Bax, de Parp1-clivée et de la caspase 3 clivée a été déterminée par Western Blot sur des extraits 
protéiques totaux, après traitement au cispla3ne 10μM pendant 24h. La 𝛽-ac3ne a été u3lisée comme contrôle 
de charge mais aussi pour les quan3fica3ons via le logiciel ImageJ (A). Mesure de l’ac3vité des caspases 3/7 via 
le Kit Caspase 3/7 Glo (Promega®) dans les lignées H1975 (B) et A549 (C) transfectées par le GapmeR contrôle CA 
ou ciblant MUC1 G4 et après un traitement au cispla3ne 10μM pendant 24h. La luminescence mesurée a été 
rapportée à la quan3té de protéine par condi3on (RLU/mg de protéines) (n=4). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** 
p<0,001.  
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Après avoir montré le rôle de MUC1 protégeait du processus apoptoGque, nous montrons que 

son ciblage par une stratégie ASO de type GapmeR, inverse le phénomène et favorise l’induc3on de 

l’apoptose après un traitement au cispla3ne. 

 

 

d) Impact sur les autres mécanismes associés à la chimiorésistance.  

 

i) Les transporteurs à influx et efflux du cispla5ne 

 

Dans la parGe 2, nous montrons que l’expression de MUC1 module à la baisse l’expression de 

certains transporteurs à influx spécifiques au cisplaGne, diminuant ainsi son entrée dans la cellule. 

L’invalidaGon de MUC1 permeNait de réguler à la hausse l’expression de certains de ces transporteurs, 

luNant ainsi contre la résistance. Ici, notre objecGf est de voir l’impact du ciblage de MUC1 via la 

stratégie ASO de type GapmeR, sur l’expression relaGve de certains de ces transporteurs. Par RT-qPCR, 

nous montrons une augmentaGon d’expression relaGve de CTR1 (3,5 fois ; p<0,05), d’OCT1 (2,4 fois ; 

p<0,05) et d’OCT3 (2,6 fois : p<0,05) (Figure 71A) lorsque MUC1 est ciblée par le GapmeR G4, dans la 

lignée H1975. Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR favorise l’expression de pompes à influx 

spécifiques au cisplaGne, pouvant augmenter ainsi son entrée dans la cellule et sa potenGelle 

accumulaGon intracellulaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figure 71 : Le ciblage de MUC1 augmente l’expression relaBve de pompes à influx et diminue l’expression des 
pompes à efflux spécifiques au cisplaBne.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules H1975 transfectées par le GapmeR contrôle CA ou GapmeR ciblant MUC1 (G4). (A) Expression rela3ve 
des transporteurs à influx spécifiques au cispla3ne, (B) Expression rela3ve des différents transporteurs à efflux 
spécifiques au cispla3ne. * p<0,05.  
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Dans la parGe précédente, nos résultats meNent en évidence le rôle de MUC1 dans la 

modulaGon de l’expression relaGve de différents transporteurs à efflux du cisplaGne, pouvant diminuer 

son accumulaGon intracellulaire. En ciblant MUC1 avec un ASO, nos résultats ne montrent pas de 

différences significaGves d’expression d’ATP7B, bien qu’une légère tendance à la baisse d’expression 

soit observable (Figure 71B).  

 
 
 

ii) Impact sur les transporteurs à efflux à large spectre.  
 

Les transporteurs à large spectre sont connus dans la liNérature, pour être impliqués dans la mise 

en place de la résistance à différentes drogues. Nous confirmons ces résultats au sein de nos différents 

modèles. En effet, l’expression de MUC1 régule à la hausse l’expression de certains de ces 

transporteurs, favorisant l’efflux du cisplaGne. En ciblant MUC1 avec un ASO de type GapmeR, nous 

montrons une tendance globale à la baisse de l’expression relaGve de chacun de ces transporteurs. Le 

ciblage de MUC1 dans la lignée H1975 (en orange) diminue de 50% l’expression relaGve d’ABCC1 

(p<0,05), de 52% l’expression relaGve d’ABCC2, de 60% l’expression relaGvement d’ABCC3 (p<0,05), de 

80% l’expression relaGve d’ABCC4 et de 55% l’expression relaGve d’ABCC6 (p<0,05) (Figure 72). Aucune 

différence significaGve dans l’expression d’ABCC5 et d’ABCG2 n’est mise en évidence. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
Figure 72 : Le ciblage de MUC1 régule, globalement, à la baisse l’expression des transporteurs à efflux de la 
famille ABC.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules H1975 transfectées par le GapmeR contrôle (CA) ou GapmeR ciblant MUC1 (G4). * p<0,05 

 

Globalement, nous montrons que le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR G4 régule à la 

baisse l’expression des transporteurs à efflux de la famille ABC, ce qui permeprait l’accumula3on 

intracellulaire du cispla3ne. 
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iii) Impact sur l’acquisi5on du caractère « cellule souche cancéreuse ».  

 

MUC1 est une actrice de l’acquisiGon du phénotype CSC. En effet, nous montrons que son 

expression est corrélée posiGvement avec celle de facteurs de transcripGon impliqués dans  

l’auto-renouvellement et dans la différenciaGon cellulaire, comme SOX2 et Nanog. L’invalidaGon de 

MUC1 permet de diminuer l’expression de ces 2 facteurs de transcripGon et de diminuer l’acquisiGon 

de ce phénotype. Par RT-qPCR, nous montrons une tendance à la baisse de l’expression de SOX2 et une 

diminuGon d’expression relaGve de Nanog, d’environ 50% (p<0,05) (Figure 73). Aucune différence 

significaGve n’a été mise en évidence dans l’expression d’ABCG2, un transporteur ABC retrouvé au 

niveau des cellules souches cancéreuses (Figure 72). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 73 : Le ciblage de MUC1 diminue l’expression relaBve de marqueurs associés au phénotype cellule 
souche cancéreuse.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules H1975 transfectées par le GapmeR contrôle (CA) ou GapmeR ciblant MUC1 (G4). ** p<0,01 
 

Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent que le ciblage de MUC1 par un ASO de type de 

GapmeR diminue l’expression des facteurs de transcrip3on associée au phénotype CSC et diminue 

l’acquisi3on de ce phénotype, connu pour induire la résistance face aux thérapies an3cancéreuses.  
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XI. Discussion des résultats : 
 

En France, le cancer du poumon est le cancer le plus fréquent chez l’homme et le 3ème plus 

fréquent chez la femme. Néanmoins, les projecGons à 2030, esGment que le cancer du poumon 

deviendra le cancer le plus fréquent chez la femme, devant le cancer du sein (Mar�n-Sánchez et al., 

2018). En dépit des avancées non négligeables au cours des dernières décennies dans le diagnosGc et 

dans la prise en charge des cancers, le cancer bronchique, majoritairement représenté par le sous type 

non à peGtes cellules (CBNPC), demeure la première cause de mortalité par cancer, tuant chaque 

année 33 100 malades en France (InsGtut NaGonal du Cancer, 2021) et 1,8 millions de malades dans le 

monde (Bray et al., 2024). Malgré les progrès dans le diagnosGc des cancers bronchiques, ceux-ci sont 

généralement diagnosGqués à des stades localement avancés, rendant la résecGon chirurgicale 

impossible, ou sont inopérables. Au cours des dernières décennies, la découverte et l’essor de 

nouvelles thérapies puissantes offrent un large panel de thérapies personnalisées et adaptées à 

chaque paGent. Cependant, les chimiothérapies cytotoxiques à bases de sels de plaGne, tel que le 

cisplaGne (Goldstraw et al., 2011 ; Boollel et al., 2015) restent largement uGlisées et sont définies 

comme un des traitements de référence des CBNPCs (Alduais et al., 2023). Néanmoins, près de la 

moiGé des paGents traités présentent des résistances primaires ou secondaires au cisplaGne (Boollel 

et al., 2015). Il est donc nécessaire de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans la chimiorésistance. De nombreux travaux ont mis en évidence que MUC1, une large 

O-glycoprotéine transmembranaire, est surexprimée dans 2/3 des cancers, dont 60-80% des 

adénocarcinomes pulmonaires, le sous type majoritaire des CBNPCs. Diverses études montrent que 

MUC1 joue un rôle dans l’acGvaGon de voies de signalisaGon intracellulaire (Nath et Mukherjee, 2014), 

dans la protecGon contre le réponse apoptoGque (Raina et al., 2004), dans la progression tumorale 

(Rajabi et Kufe., 2018), dans la promoGon de la TEM (Gnemmi et al., 2014) mais aussi dans la promoGon 

de l’immunosuppression, notamment en induisant l’expression de PD-L1 (Bouillez et al., 2017 a). En 

outre, MUC1 est impliquée dans la chimiorésistance à différentes drogues telles que l’étoposide et la 

gemcitabine dans le cancer du pancréas (Nath et al., 2013), au cisplaGne dans le cancer urogénital 

(Shigeta et al., 2020) et dans le cancer du sein triple négaGf (Yamamoto et al., 2019), au paclitaxel et à 

l’osimerGnib dans le cancer du poumon (Jin et al., 2017 ; Haratake et al., 2024). Mieux comprendre 

comment MUC1 induit la progression tumorale et la chimiorésistance permeNrait de proposer une 

meilleure prise en charge des paGents aNeints de CBNPC et de définir MUC1 comme une cible 

thérapeuGque potenGelle.  

 
C’est dans ce contexte que se sont inscrits mes travaux de thèse, au cours desquels j’ai pu 

étudier le rôle de MUC1 sur (i) les propriétés des cellules cancéreuses pulmonaires ainsi que sur (ii) les 
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phénomènes de chimiorésistance au cisplaGne, afin de proposer (iii) une stratégie thérapeuGque 

innovante pour cibler MUC1, via un ASO de type GapmeR. Pour ce projet, cinq lignées de CBNPCs 

présentant des « drivers oncogéniques » différents ont été uGlisées, afin de voir si le rôle de MUC1 sur 

les propriétés cellulaires et la chimiorésistance au cisplaGne, est indépendant de chacune de ces 

mutaGons.  

 

1) Étude du rôle de MUC1 sur les propriétés des cellules cancéreuses pulmonaires.  

 

Dans ceNe première parGe, après avoir généré des clones PC9 exprimant stablement MUC1 et 

des clones H1975, A549, HCC827 et H292 invalidés pour l’expression de MUC1 par une stratégie 

CRISPR/Cas9, l’objecGf était de conforter les différents résultats issus de la liNérature démontrant un 

rôle de MUC1 dans la progression tumorale et dans l’agressivité, sur nos modèles cellulaires exprimant 

ou non MUC1. Nous montrons que l’expression de MUC1 induit (i) une proliféraGon cellulaire plus 

rapide associée à une augmentaGon de la phosphorylaGon de Erk 1/2, (ii) une capacité à former des 

clones à parGr d’une cellule unique accrue et (iii) une meilleure viabilité cellulaire. L’invalidaGon de 

MUC1 diminue la proliféraGon ainsi que la phosphorylaGon de Erk1/2, le caractère clonogénique et la 

viabilité cellulaire. Ces résultats sont observables dans toutes les lignées, et ceci quel que soit le 

« driver oncogénique ». De plus, ces résultats sont en accord avec ceux observés dans le CBNPC par Xu 

et al., où le ciblage de MUC1 par un siRNA permet de diminuer la proliféraGon cellulaire, en diminuant 

la phosphorylaGon de Erk et d’AKT, mais permet aussi de diminuer la viabilité cellulaire, en augmentant 

l’apoptose (Xu et al., 2017). Ces résultats s’expliquent par le fait que MUC1-C, en condiGon cancéreuse, 

peut interagir physiquement avec le récepteur à l’EGF via la Gal3, favorisant la phosphorylaGon et 

l’acGvaGon des voies de signalisaGon sous-jacentes, telle que la voie PI3K/AKT, impliquée dans la 

proliféraGon et la survie cellulaire (Kufe., 2013). De plus, les résultats sont en accord avec ceux 

observés dans le cancer du sein, par Bitler et al., où il a été mis en évidence que MUC1-C interagit 

directement avec le récepteur à l’EGF, provoquant sa translocaGon nucléaire et son interacGon avec 

la chromaGne. L’EGFR en interagissant avec la chromaGne, induit l’acGvaGon du promoteur du gène 

codant pour la cycline D1, favorisant ainsi la proliféraGon cellulaire (Bitler et al., 2010). Pour aller plus 

loin dans l’étude de la proliféraGon cellulaire, de la cytométrie en flux peut être envisagée afin de 

déterminer dans quelles phases du cycle cellulaire se trouvent les cellules. De même pour la viabilité 

cellulaire, des marquages à l’iodure de propidium et à l’annexine V pourront être réalisés.  

 

La migraGon et l’invasion sont deux propriétés essenGelles d’un point de vue physiologique 

détournées par les cellules cancéreuses, leur permeNant d’acquérir leur potenGel invasif (MiNal., 

2018). En effet, la percepGon de signaux inflammatoires ou d’un stress par les cellules cancéreuses, 
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engendrent le processus de TEM, un processus clé dans la perte d’adhésion cellulaire préalable et 

nécessaire à la migraGon et l’invasion (Kufe., 2009), mais aussi dans la reprogrammaGon cellulaire, en 

induisant l’acGvaGon de facteurs de transcripGon pro-invasifs comme TWIST1 (Kufe., 2020). 

Différentes études montrent que MUC1 favorise la migraGon et l’invasion cellulaire ainsi que la 

formaGon de métastases (Wang et al., 2015). Afin d’étudier la migraGon, un suivi de la fermeture de 

blessures standardisées après un traitement à la mitomycine C ainsi que des tests en chambre de 

Boyden ont été réalisés. Les résultats obtenus montrent des temps de fermeture de la blessure plus 

ou moins rapide suivant le type cellulaire et que les blessures des tapis cellulaires exprimant MUC1 se 

referment plus rapidement. Ces résultats ont été confirmés par les tests en chambre de Boyden où les 

cellules exprimant MUC1 migrent plus que les cellules ne l’exprimant pas. Selon notre protocole, le 

milieu n’étant pas changé au cours de l’expérience, ceci peut être une explicaGon à l’absence totale de 

fermeture des blessures chez certaines lignées (Bouillez et al., 2014). Les cellules exprimant MUC1 

migrent plus que les cellules KO MUC1. Les capacités invasives des différents modèles cellulaires 

exprimant ou non MUC1 ont été étudiées par l’intermédiaire de chambres de Boyden recouvertes 

d’ECmatrix®. L’expression de MUC1 favorise la dégradaGon de la matrice et l’invasion. L’invalidaGon 

de MUC1 diminue le nombre de cellules ayant dégradé la matrice et envahi la membrane, confirmant 

ainsi les résultats obtenus par Zhao et al, 2021, où le ciblage de MUC1 par le GO-203 diminue le 

caractère invasif (Zhao et al., 2021).  

Pour conclure, la première parGe de mes travaux de thèse confirme le rôle de MUC1 dans la 

progression tumorale mais aussi dans l’agressivité dans le CBNPC et ceci quel que soit le « driver 

oncogénique » considéré. De plus, MUC1 représente une cible thérapeuGque potenGellement 

intéressante, puisque son invalidaGon par une stratégie CRISPR/Cas9 diminue considérablement 

l’ensemble des propriétés étudiées. Néanmoins, il serait intéressant de confirmer ces résultats in vivo.  

 

2) Étude du rôle de MUC1 sur les phénomènes de chimiorésistance au cispla3ne.  

 

L’analyse de Gssus tumoraux a permis de définir MUC1 comme une des signatures moléculaires 

de la résistance (Zhang et al., 2013 ; Sinn et al., 2013). MUC1 est impliquée dans la résistance à 

différentes drogues dans le cancer bronchique, que ce soit des thérapies ciblées (OsimerGnib : Haratake 

et al., 2023 ; ErloGnib : Jin et al., 2017) ou bien des chimiothérapies convenGonnelles (Paclitaxel : Ham 

et al., 2016 ; Xu et al., 2020). Le rôle de MUC1 dans la résistance au cisplaGne a été étudié dans 

différents cancers dont le carcinome urothélial (Shigeta et al., 2020) et le carcinome squameux de 

l’œsophage (Zhao et al., 2021). En revanche, peu de travaux se sont intéressés au rôle de MUC1 dans 

la résistance au cisplaGne, dans le cancer du poumon. L’objecGf de ma deuxième parGe de thèse a été 

d’étudier le rôle de MUC1 sur les phénomènes de résistance au cisplaGne, dans des cellules de CBNPC.  
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Dans un premier temps, nous montrons qu’un traitement au cisplaGne accroit l’expression de 

MUC1 dans la lignée H1975, au cours du temps. En effet, le cisplaGne pourrait générer un stress 

conformaGonnel au niveau de MUC1. Ce stress conformaGonnel induirait l’homodimérisaGon et le 

double clivage de MUC1-C, en parGe extracellulaire et au niveau de son moGf CQC en posiGon 

juxtamembranaire. Ainsi clivée, MUC1 serait transloquée au noyau via l’imporGne 𝛽 où elle pourrait 

interagir avec différents facteurs de transcripGon dont NF-𝜅B, qui a pour cible le promoteur de MUC1 

et induirait sa transcripGon (Kufe., 2022). De plus, l’expression accrue de MUC1 associée au cancer va 

renforcer l’inflammaGon, favorisant ainsi la libéraGon de cytokines inflammatoires, comme le TNF𝛼 et 

l’IL-6 dans le micro-environnement tumoral par des cellules du système immunitaire. En interagissant 

avec leur récepteur, ces cytokines vont générer une boucle de régulaGon posiGve de l’expression de 

MUC1 (Lagow et Carson., 2002 ; Kufe., 2009). Dans un second temps, l’IC50 respecGve à chacun de nos 

modèles cellulaires a été déterminée. Les valeurs d’IC50 obtenues sont supérieures (environ 2 fois) 

dans les lignées cellulaires exprimant MUC1. L’invalidaGon de MUC1 diminue les valeurs d’IC50. Des 

résultats similaires ont été obtenus par l’équipe de Shigeta et al., sur deux lignées cancéreuses de 

l’appareil urogénital : en traitant ces lignées avec des doses croissantes de cisplaGne, ils ont observé 

une mulGplicaGon par 3,8 de l’IC50 des lignées exprimant MUC1 (Shigeta et al., 2020). Nous meNons 

en évidence que l’expression de MUC1 diminue la sensibilité des cellules au cisplaGne et que son 

invalidaGon les sensibilise. Les travaux de Levina et al., dans le CBNPC, confortent nos résultats, 

puisqu’eux-mêmes ont réussi à rendre résistantes des cellules au cisplaGne après un seul traitement 

et indique que la résistance au cisplaGne peut être induite chez le paGent dès le premier cycle de 

traitement (Levina et al., 2008). De manière complémentaire, un test de clonogénicité couplé à un 

traitement avec différentes concentraGons de cisplaGne, montre une capacité à former des clones à 

parGr d’une cellule unique plus importante dans la lignée H1975+. Ce résultat confirme que les cellules 

exprimant MUC1 sont résistantes au traitement, tout comme Zhao et al., avait pu le montrer dans un 

modèle de carcinome squameux de l’œsophage (Zhao et al., 2021). L’expression de MUC1 favorise donc 

la résistance au cisplaGne et son invalidaGon sensibilise les cellules au cisplaGne. Par la suite, l’objecGf 

a été de comprendre quels étaient les mécanismes impliqués dans la résistance au cisplaGne. Le mode 

d’acGon du cisplaGne étant bien décrit dans la liNérature (Figure 9), chaque étape a été étudiée afin de 

déterminer les mécanismes associés à la résistance. On parle alors de résistance « On-target ». 

 

Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur l’étude des dommages à l’ADN. Tous 

les résultats obtenus convergent vers la même conclusion : l’expression de MUC1 au sein des lignées 

PC9, H1975 et A549 diminue l’expression des marqueurs des cassures doubles brins, tel que 𝛾H2AX, et 

diminue la quanGté de dommages à l’ADN induits par le cisplaGne. En revanche, l’invalidaGon de MUC1 

par une technique CRISPR/Cas9, augmente l’expression des marqueurs des cassures doubles brins et 
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la quanGté de dommages à l’ADN induits. L’expression de MUC1 protège, donc, des dommages et son 

invalidaGon favorise l’accumulaGon de dommages. Nos résultats sont donc en accord avec ceux 

obtenus dans un modèle de cancer du sein triple négaGf par Shigeta et al., où ils montrent une 

augmentaGon de la phosphorylaGon du variant d’histone H2AX, lorsque l’homodimérisaGon et le 

clivage de MUC1-C sont inhibés par le GO-203 (Shigeta et al., 2020).  

 

L’objecGf d’un traitement au cisplaGne est d’induire des dommages à l’ADN qui in fine, vont 

abouGr à un arrêt du cycle cellulaire (Dasari et Tchounwou., 2016). De ce fait, le cycle cellulaire et la 

proliféraGon ont été étudiés après un traitement au cisplaGne. Nous montrons que l’expression de 

MUC1 protège d’un arrêt du cycle cellulaire, en diminuant l’accumulaGon de la protéine p21, et favorise 

la proliféraGon cellulaire, en augmentant la proporGon de cellules marquées posiGvement au Ki-67. 

L’invalidaGon de MUC1 par une technique CRISPR/Cas9 favorise l’accumulaGon de p21 et donc l’arrêt 

du cycle cellulaire, et diminue la proliféraGon cellulaire. Malgré un traitement au cisplaGne, l’expression 

de MUC1 protège d’un arrêt du cycle. L’étude du cycle cellulaire devra être complétée par des études 

en cytométrie en flux, notamment à l’aide d’un marquage à l’iodure de propidium et à l’annexine V.   

 

L’arrêt du cycle cellulaire induit par le cisplaGne, peut mener à la mort cellulaire par apoptose 

(Dasari et Tchounwou., 2016). Après un traitement au cisplaGne, nous montrons que l’expression de 

MUC1 diminue le clivage de Parp1 et de la caspase 3, ainsi que l’expression de Bax, une protéine pro-

apoptoGque. En revanche, l’invalidaGon de MUC1 augmente le clivage de Parp1 et de la caspase 3, 

ainsi que l’expression de la protéine Bax. Des tests foncGonnels confirment ces résultats, et montrent 

moins d’acGvité des caspases 3 et 7, après un traitement au cisplaGne, dans les modèles cellulaires 

exprimant MUC1. Cependant, une augmentaGon de l’acGvité des caspases 3 et 7 dans les lignées 

invalidées pour MUC1 après un traitement au cisplaGne, est observable. En 2021, Zhao et al., avait 

déjà montré un rôle protecteur de MUC1 face à l’apoptose dans un modèle de carcinome squameux 

de l’œsophage, en diminuant l’expression de Bax et en augmentant l’expression de Bcl-2. En ciblant 

MUC1-C avec du GO-203, les cellules devenaient plus apoptoGques après un traitement au cisplaGne 

(Zhao et al., 2021). L’expression de MUC1 protège donc du processus apoptoGque normalement induit 

par le cisplaGne.  

La résistance fait intervenir des éléments indépendants du mode d’action du cisplatine, 

comme les transporteurs à influx et efflux, qui vont limiter l’accumulation intracellulaire du cisplatine. 

Différentes équipes montrent que des transporteurs à efflux sont associés à la chimiorésistance. On 

parle alors d’effets en amont de la cible ou d’effets « pré-target ». C’est notamment le cas des 

transporteurs à large spectre de la famille ABC, des transporteurs à efflux ATP-dépendant. De plus, le 
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rôle de MUC1 sur la modulation de l’expression de ces transporteurs a fait l’objet de différentes 

publications. Dans le cancer du pancréas, MUC1 induit la résistance à l’étoposide et à la gemcitabine, 

en régulant à la hausse l’expression des transporteurs ABCC1, 3, 5 ainsi qu’ABCB1 (Nath et al., 2013). 

Dans ce contexte et en absence de traitement au cisplatine, nous avons donc voulu comparer 

l’expression relative basale de ces transporteurs entre nos clones KO MUC1 et nos clones exprimant 

MUC1. Nous montrons que l’expression de MUC1 est corrélée à l’augmentation de l’expression de 

certaines de ces pompes, dont on peut citer ABCC1 et ABCB1 (MDR1), deux transporteurs impliqués 

dans la résistance multidrogues et ABCC2 impliqué dans la résistance au cisplatine.  Il est important de 

noter, que toutes les pompes ne sont pas surexprimées dans nos modèles cellulaires exprimant MUC1, 

potentiellement parce que chaque pompe possède une distribution tissu-spécifique (Dauchy et al., 

2008). Afin de pouvoir conclure sur l’activité à proprement parlé de ces pompes, un test fonctionnel, 

par suivi de fluorescence en cytométrie en flux a été réalisé. Ce test repose sur l’incubation de nos 

modèles cellulaires exprimant ou non MUC1 avec un composé fluorescent qui entre dans la cellule par 

diffusion passive et est efflué spécifiquement par les transporteurs de la famille ABC. La fluorescence 

mesurée est donc inversement proportionnelle à l’activité des pompes. Nous montrons, une 

diminution de la fluorescence mesurée dans les modèles PC9 et A549 exprimant MUC1, dû à une forte 

activité des pompes à efflux. L’invalidation de MUC1 augmente la fluorescence mesurée, reflétant 

moins d’activité des pompes et donc moins d’efflux. Nous ne nous sommes pas penchés sur la 

mécanistique mise en place dans la régulation d’expression de ces transporteurs par MUC1. 

Néanmoins, des travaux antérieurs tentent d’apporter des éléments de réponse. En effet, Nath et al. 

en 2013, ont émis deux explications possibles : (i) MUC1 en interagissant avec la voie PI3K/AKT induit 

l’activation de celle-ci et de ces gènes cibles dont ABCC1 fait partie et (ii) qu’après son clivage, MUC1 

possède la capacité de stabiliser certains facteurs de transcription au niveau nucléaire, sur le 

promoteur du gène ABCC1 par exemple (Nath et al., 2013). Dans un modèle de cellules HeLa 

résistantes au paclitaxel, MUC1 est retrouvée au niveau du promoteur d’ABCB1, grâce à une 

interaction avec l’EGFR (Jin et al., 2017).  

La résistance au cisplatine passe également par la surexpression de transporteurs à efflux qui 

sont spécifiques au cisplatine (Sprowl et al., 2013), comme ATP7A et B. En 2004, une étude montre 

que la surexpression de ces transporteurs est une explication à la résistance au cisplatine (Safaei et al., 

2004). Ici, nous mettons en évidence que MUC1 régule l’expression d’ATP7A à la hausse dans les 

lignées PC9 et A549. MUC1 régule positivement l’expression d’ATP7B dans la lignée A549. 

L’invalidation de MUC1 régule négativement ces différents transporteurs, favorisant l’accumulation du 

cisplatine intracellulaire. En favorisant l’efflux, l’expression de MUC1 pourrait diminuer l’accumulation 

intracellulaire du cisplatine, limitant ainsi sa disponibilité et conduisant à la résistance. Un autre frein 
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à l’accumulation intracellulaire du cisplatine est la régulation à la baisse des transporteurs à influx 

spécifiques au cisplatine, tels que CTR1, et les transporteurs OCT (Holzer et Howell., 2006 ; Kilari et al., 

2016). Par RT-qPCR, nous montrons que l’expression de CTR1 dans la lignée cellulaire H1975 exprimant 

MUC1 est diminuée, tout comme l’expression d’OCT1 dans les lignées PC9 et H1975 exprimant MUC1. 

L’invalidation de MUC1 par une stratégie CRISPR/Cas9 augmente l’expression de ces deux 

transporteurs. Ainsi, nous mettons en évidence le rôle de MUC1 dans la modulation d’expression de 

ces transporteurs à influx, limitant potentiellement l’accumulation intracellulaire de la drogue et 

induisant la chimiorésistance.  

Enfin, un dernier mécanisme impliqué dans la résistance et pour lequel la communauté 

scientifique a eu un fort intérêt ces dernières années, est l’acquisition du phénotype CSC. Nous 

montrons que l’expression de MUC1 régule à la hausse l’expression relative de Nanog et de SOX2, deux 

facteurs de transcription impliqués dans la pluripotence et dans la reprogrammation cellulaire, dans 

les lignées PC9, H1975 et H292. L’invalidation de MUC1 diminue l’expression de ces deux facteurs de 

transcription. Ces résultats suggèrent que l’expression de MUC1 favoriserait l’acquisition du 

phénotype CSC. D’un point de vue mécanistique, il a été clairement étudié que MUC1, en induisant la 

TEM, était une actrice clé de l’acquisition du phénotype CSC, notamment en stabilisant des facteurs 

de transcription tel que la 𝛽-caténine ou NF-𝜅B qui vont alors induire l’activation de certains 

promoteurs de gènes, mais aussi en induisant des reprogrammations épigénétiques, triméthylant ou 

déméthylant le promoteur de certains gènes (Ponnusamy et al., 2013 ; Kufe, 2022).  

En conclusion de cette deuxième partie, l’ensemble de nos résultats montrent que MUC1 est 

une actrice de la chimiorésistance au cisplatine (i) en protégeant des dommages à l’ADN, (ii) en 

empêchant un arrêt du cycle cellulaire, (iii) en diminuant l’initiation du processus apoptotique, (iv) en 

modulant l’expression de transporteurs à influx et efflux et (v) en induisant l’acquisition du phénotype 

cellule souche cancéreuse. De manière intéressante, l’invalidation de l’expression de MUC1 sensibilise 

les cellules au cisplatine et renverse tous les résultats obtenus. MUC1 représente donc une cible 

thérapeutique intéressante dans la lutte contre la résistance aux chimiothérapies cytotoxiques à base 

de sels de platine, comme le cisplatine.   

3) Ciblage de MUC1 avec une stratégie oligonucléotide antisens de type GapmeR. 

Comme vu précédemment, MUC1 représente une cible thérapeutique potentielle, car elle 

intervient dans la progression tumorale, mais aussi dans la chimiorésistance au cisplatine. De plus, 

MUC1 est définie comme la 2ème meilleure cible potentielle sur 75 antigènes associés au cancer, pour 

le développement de thérapies anti-cancéreuses. Dans ce projet, nous avons ciblé MUC1 avec une 
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stratégie innovante : un ASO de type GapmeR. Cette stratégie est déjà utilisée in vivo dans des modèles 

de fibroses hépatiques (données non publiées) et pulmonaires (Savary et al., 2019), au sein du 

laboratoire. L’avantage de cette stratégie est que les ASO empêchent l’expression de MUC1 pleine 

longueur, à l’inverse du traitement GO-203, l’inhibiteur de MUC1 le plus décrit, qui cible 

l’homodimérisation intracellulaire de MUC1-C. Cette stratégie est d’autant plus attrayante que des 

études montrent que MUC1-N peut aussi jouer un rôle dans la chimiorésistance (Miyazaki et al., 2023) 

et que son ciblage pourrait être un moyen de lutter contre celle-ci.  

Après avoir testé plusieurs GapmeR et choisi celui qui offre la meilleure inhibition de MUC1, 

nous avons étudié son impact sur la progression tumorale mais aussi sur l’agressivité. A l’aide des 

mêmes tests mis en place dans la partie 1, nous montrons que le ciblage de MUC1 par un GapmeR 

diminue le caractère prolifératif, la viabilité cellulaire, la capacité à former des clones à partir d’une 

cellule unique, ainsi que les caractères migratoires et invasifs. De manière intéressante, les résultats 

sont similaires à ceux obtenus dans les lignées invalidées pour l’expression de MUC1 par une stratégie 

CRISPR/Cas9. Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue donc la progression tumorale 

et l’agressivité.  

Fort de ces résultats, nous avons voulu voir si le ciblage de MUC1 par le GapmeR permettait 

de lutter contre la résistance au cisplatine. La détermination de l’IC50 des lignées transfectées par le 

GapmeR G4 montre que la diminution d’expression de MUC1 sensibilise les cellules au cisplatine. De 

manière intéressante, les valeurs d’IC50 obtenues sont identiques à celles des lignées KO MUC1. A 

partir de ces résultats, les mêmes tests que dans la partie 2 ont été réalisés. Le ciblage de MUC1 par 

un GapmeR dans les lignées d’adénocarcinomes pulmonaires H1975 et A549 sensibilise les cellules au 

cisplatine (i) en favorisant les dommages à l’ADN induits par le cisplatine, (ii) en induisant un arrêt du 

cycle cellulaire par accumulation de p21, (iii) en diminuant la prolifération cellulaire, (iv) en favorisant 

l’initiation du processus apoptotique en diminuant l’expression de Bax, en augmentant le clivage et 

l’activité des caspases 3 et 7 et en augmentant le clivage de Parp1, (v) en diminuant l’expression de 

certaines pompes à efflux de la famille ABC et de certaines pompes spécifiques au cisplatine, (vi) en 

augmentant l’expression de pompes à influx du cisplatine comme CTR1 et OCT1 et enfin (vii) en 

diminuant l’expression de Nanog et de SOX2, deux facteurs de transcription impliqués dans 

l’acquisition du phénotype CSC. 

En conclusion, la stratégie développée et mise en place au sein de cette troisième partie 

présente des résultats plutôt encourageants, d’autant plus qu’ils sont très proches de ceux obtenus 

dans les lignées KO MUC1. Néanmoins, la limite de notre modèle est qu’il s’agit d’un modèle classique 
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de culture cellulaire en 2D. Afin d’aller plus loin et de conforter les résultats, il serait judicieux de tester 

le GapmeR dans un modèle murin.   
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XII. Perspec:ves : 
 

1) Explorations complémentaires, in vitro, du rôle de MUC1 dans la résistance au 

cisplatine.  

Bien que les résultats obtenus au cours de ma thèse confirment le rôle de MUC1 dans la 

progression tumorale, l’agressivité et la chimiorésistance au cisplatine, des expériences 

complémentaires devront être menées pour conforter nos résultats. Après avoir étudié les dommages 

à l’ADN, le cycle cellulaire et l’apoptose, il pourrait être intéressant d’étudier le stress oxydatif induit 

par le cisplatine, en dosant les systèmes de compensation des ROS comme le GSH (réduit), le GSSG 

(oxydé) et les systèmes de détoxification cellulaire comme la métallothionéine, d’autant plus que ces 

différents systèmes sont connus comme impliqués dans la résistance au cisplatine (Galluzzi et al., 

2012). Après avoir montré par RT-qPCR que l’expression de MUC1 au sein des lignées 

d’adénocarcinomes pulmonaires module l’expression de transporteurs à influx et efflux du cisplatine, 

il pourrait être intéressant d’étudier l’expression protéique de chacun de ces transporteurs et de doser 

le cisplatine intracellulaire par une technique de spectrométrie d’absorption atomique, comme il a été 

fait dans l’étude de Dewaeles et al., afin de confirmer le rôle de MUC1 dans la diminution de 

l’accumulation du cisplatine intracellulaire (Dewaeles et al., 2022). Pour aller plus loin dans la 

compréhension des mécanismes associés à la résistance au cisplatine médiée par MUC1, d’autres 

mécanismes restent à élucider. En effet, il est largement admis que la TEM est un des mécanismes de 

la résistance au cisplatine. La TEM est un processus biologique que les cellules cancéreuses détournent 

afin d’acquérir leur potentiel invasif (migration, invasion préalable à la formation des métastases), mais 

aussi l’état de CSC, un phénotype impliqué dans la résistance aux thérapies mais aussi dans la 

recrudescence de la maladie. Une étude de Kryczka et al., en 2021, montre que la production de  

TGF-𝛽 par les macrophages de type 2 du microenvironnement immunitaire, enclenche la TEM, 

transformant les cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses mobiles et moins prolifératives, 

ce qui les rend résistantes au cisplatine (Kryczka et al., 2021). De plus, des travaux antérieurs de notre 

équipe ont permis de montrer que la surexpression de MUC1 dans des lignées cancéreuses rénales, 

induit la TEM en stabilisant la 𝛽-caténine sur le promoteur de Snail (Gnemmi et al., 2014). D’autres 

études vont également dans ce sens, et suggèrent que le complexe formé entre MUC1 et la 𝛽-caténine 

réprime l’expression de l’E-cadhérine, une protéine nécessaire à la formation des jonctions 

adhérentes, et induit l’expression d’autres facteurs de transcription inducteurs de la TEM (Kufe., 2009 ; 

Roy et al., 2011). Conformément à la définition de la TEM et après avoir montré que l’expression de 

MUC1 favorise l’acquisition du potentiel invasif en augmentant les propriétés de migration et 
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d’invasion, il pourrait être intéressant de déterminer si l’expression de MUC1, dans nos modèles 

cellulaires d’adénocarcinomes pulmonaires, est associée à la TEM. Pour investiguer cela, les niveaux 

d’expression de marqueurs épithéliaux (E-cadhérine, CK8/18) et mésenchymateux (vimentine, 

fibronectine, snail, N-cadhérine) pourront être déterminés par western blot et immunofluorescence.  

Le phénotype CSC devra aussi être étudié plus précisément. Pour confirmer nos résultats préliminaires, 

il faudrait regarder en cytométrie en flux l’expression de marqueurs de surface associés au phénotype 

souche comme CD133, CD90 ou CD44. En s’appuyant sur les données publiées en 2016 par Ham et al., 

nos différents modèles cellulaires exprimant ou non MUC1 pourront être ensemencés sur une matrice 

d’agar, de manière à déterminer leur potentiel à former des sphères en culture, ainsi que le potentiel 

d’auto-renouvellement de ces sphères (Ham et al., 2016).  

Dans ce projet de thèse, nous avons décidé d’utiliser le cisplatine, une chimiothérapie cytotoxique 

largement utilisée dans le traitement des cancers bronchiques. Néanmoins, il est admis que le cancer 

du poumon peut être traité de différentes manières et notamment à l’aide de thérapies ciblées. De 

plus, les lignées cellulaires de CBNPCs que nous avons utilisées, présentent des « drivers 

oncogéniques » pour lesquels il existe des thérapies ciblées. Dans la littérature, il a été montré que 

MUC1 pouvait induire la résistance à certaines thérapies ciblées dans d’autres modèles cellulaires. De 

ce fait, il pourrait être intéressant de voir si MUC1 intervient également dans la résistance aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase au sein de nos modèles cellulaires, tels que l’osimertinib, l’erlotinib, le 

capmatinib ou encore le sotorasib. L’impact du ciblage de MUC1 par le GapmeR sur la réponse aux ITKs 

pourra également être évalué.  

 

2) Confirmation des résultats sur un modèle murin de xénogreffe hétérotopique. 

Afin de conforter nos résultats obtenus in vitro, il est nécessaire de mettre en place un modèle in 

vivo. Pour cela, un modèle murin xénogreffé avec des cellules H1975 exprimant ou non MUC1 est 

envisagé.  

a) Confirmation du rôle de MUC1 dans la progression tumorale, in vivo. 

Dans un premier temps, ce modèle permettra de suivre le développement des masses tumorales, 

et de confirmer le rôle de MUC1 dans la progression tumorale. Des cellules H1975 exprimant ou non 

MUC1 seront injectées, à raison de 5 000 000 de cellules, par voie sous-cutanée à des lots de souris 

femelles immunodéficientes (NOD SCID), de 8 semaines. Le développement des masses tumorales sera 
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suivi entre 6 et 8 semaines après l’injection, par mesure de la taille de la tumeur à l’aide d’un pied à 

coulisse, deux à trois fois par semaine (sauf si atteinte des points limites : perte de poids supérieure à 

20%, taille de la tumeur supérieure à 17mm de diamètre, ulcération/infection au niveau du site de la 

tumeur…). A la fin de l’expérience, les souris seront sacrifiées et les tumeurs récupérées. Les tumeurs 

seront coupées en deux pour être, soit congelées pour extraction d’ARN et de protéines, soit incluses 

en paraffine pour analyse immunohistochimiques. Par immunohistochimie, l’angiogenèse (CD31), la 

lymphogenèse (LYVE-1, D2-40), la présence de CAF (𝛼-SMA), l’apoptose (TUNEL, caspase 3 et PARP 

clivés), la nécrose ainsi que l’expression de marqueurs relatifs à la TEM (E-cadhérine, vimentine, N-

cadhérine...) serons étudiés. Ces paramètres seront également étudiés par Western Blot et par qPCR. 

b) Confirmation du rôle de MUC1 dans la chimiorésistance au cisplatine, in vivo.  

Dans un second temps, ce modèle permeNra de confirmer les résultats obtenus concernant la 

résistance au cisplaGne induite par MUC1. Les mêmes condiGons expérimentales seront uGlisées que 

précédemment. Dès lors que les masses tumorales seront de taille suffisante, autour de 400-500mm3 

(autour de J28 selon la liNérature) (He et al., 2021 ; Lu et al., 2020) les souris seront traitées ou non au 

cisplaGne à raison de 3mg/kg par voie intrapéritonéale pendant 6 jours. Au cours de l’expérience, l’état 

des souris sera vérifié quoGdiennement. La taille des tumeurs sera mesurée à l’aide d’un pied à coulisse 

deux à trois fois par semaine. A la fin de l’expérience, les souris seront sacrifiées, les tumeurs 

récupérées et les expériences précédemment citées seront réalisées.  

c) MUC1 cible thérapeu2que : effet sur la progression tumorale, in vivo.  

Après avoir confirmé les rôles de MUC1 sur la progression tumorale et définie celle-ci comme une 

cible thérapeutique potentielle, la stratégie ASO de type GapmeR développée in vitro sera testée sur 

ces mêmes modèles. Après injection de 5 000 000 de cellules H1975 MUC1+ en sous cutanée et 

développement de la masse tumorale pendant 28 jours jusqu’à atteindre 400-500mm3, le GapmeR 

ciblant MUC1 et le GapmeR contrôle seront injectés en intra-tumorale à raison de 10mg/kg tous les 4 

jours (2 fois par semaine). Le développement des masses tumorales sera suivi entre 6 et 8 semaines 

après l’injection des cellules, par mesure de la taille de la tumeur à l’aide d’un pied à coulisse, deux à 

trois fois par semaine (sauf si atteinte des points limites : perte de poids supérieure à 20%, taille de la 

tumeur supérieure à 17mm de diamètre, ulcération/infection au niveau du site de la tumeur…). Au 

bout de la cinétique, les souris seront sacrifiées, les tumeurs récupérées et soit congelées pour 

extraction d’ARN et de protéines, soit incluses en paraffine pour analyse immunohistochimiques afin 

de réaliser les mêmes expériences que décrites auparavant. 
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d) MUC1 cible thérapeutique : effet sur la chimiorésistance au cisplatine, in vivo.  

La stratégie ASO testée in vitro, sera évaluée in vivo, afin de voir si le ciblage de MUC1 

chimiosensibilise les cellules tumorales au cisplatine. A l’aide du même modèle d’injection sous 

cutanée sur des souris SCID NOD femelles, le GapmeR ciblant MUC1 et le GapmeR contrôle seront 

injectés en intra-tumorale à raison de 10mg/kg une semaine et 3 jours avant les injections de cisplatine, 

à partir du moment où la taille des tumeurs aura atteint un volume de 400 à 500 mm3, soit environ 28 

jours après injection des cellules. En parallèle, le cisplatine sera injecté ou non à hauteur de 3mg/kg 

pendant 6 jours par voie intra-péritonéale. L’état des souris ainsi que leur poids sera mesurée 

quotidiennement. La taille des tumeurs sera également mesurée. A la fin de l’expérience, les souris 

seront sacrifiées et les tissus récupérés afin d’effectuer les expériences précédemment décrites.  

 

3) MUC1 : actrice de la modula-on du microenvironnement immunitaire tumoral ? 

 

En 2017, Bouillez et al., ont montré, in vitro, dans le CBNPC et dans un modèle murin, que 

l’expression de MUC1 (i) était corrélée à l’expression de PD-L1 et (ii) réprimait l’expression de certaines 

cytokines pro-inflammatoires telles que le MCP-1, le GM-CSF et l’IFN𝛾, impliquées dans le recrutement 

des cellules immunitaires, (iii) affectait les foncGons effectrices des lymphocytes TCD8+ infiltrants la 

tumeur et (iv) empêchait l’éliminaGon des cellules tumorales MUC1+, conférant un rôle 

immunosuppresseur à MUC1 (Bouillez et al., 2017 a et b). MUC1 peut également moduler les foncGons 

des macrophages infiltrants la tumeur (TAMs) et favoriser leur conversion en macrophages de type 2, 

producteur d’IL-10 et associés à l’immunosuppression en inhibant les foncGons effectrices des LT CD8 

et des cellules NK (Pan et al., 2020). Une étude de 2023 montre que MUC1 module l’acGvité des cellules 

NK, des cellules de l’immunité innée capables d’éliminer les cellules tumorales, en réprimant 

l’expression de MICA/MICB, les ligands acGvateurs de celles-ci (Morimoto et al., 2023). Grâce à ces 

données, il nous a paru intéressant de voir si MUC1 modulait l’expression de PD-L1 et de certaines 

cytokines (IL-4, IL-13 et IL-10) associées à la conversion des macrophages M0 en macrophages M2. Des 

résultats préliminaires obtenus par RT-qPCR, montrent que MUC1 induit l’expression de PD-L1, et 

augmente l’expression de ces cytokines dans les lignées H1975 et PC9 (sauf IL-10) (Figure 74 A et B). 

Ces résultats sont également observables sur Gssus de paGents, où l’expression de MUC1 est corrélée 

avec un score PD-L1 élevé (p=0,035) (CollaboraGon avec le Dr. Jean-BapGste Gibier, CBP, CHU de Lille) 

(Figure 74D). Ces résultats suggèrent, une nouvelle fois, le rôle de MUC1 dans l’immunosuppression. 

De manière intéressante, nous montrons par RT-qPCR que le ciblage de MUC1 par le GapmeR dans la 
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lignée H1975, diminue l’expression relaGve de PD-L1 de 75% (p<0,01), d’IL-4 de 38% (p<0,05), d’IL-10 

de 60% (p<0,05) et d’IL-13 de 35% (p<0,05) (Figure 74 C). Ces résultats suggèrent que le ciblage de 

MUC1 par un ASO permet de diminuer l’expression de PD-L1 ainsi que celle de cytokines impliquées 

dans la conversion des macrophages M0 en macrophages M2, associés à l’immunosuppression et 

permeNrait de restaurer l’immunocompétence du microenvironnement tumoral.  

 

Ces différentes cytokines devront être dosées par une technique ELISA afin de vérifier que celles-

ci sont sécrétées. Par la suite, des systèmes de co-culture entre les cellules exprimant ou non MUC1 et 

des macrophages M0 sont envisagés, ainsi que l’exposiGon de macrophages M0 avec des milieux de 

culture condiGonnés par des cellules exprimant ou non MUC1, suivi d’une analyse en cytométrie en 

flux pour déterminer la proporGon de macrophages M1 (CD38, CD80) et M2 (CD206, CD00R). Des 

données publiées montrent que MUC1 module l’acGvité des cellules NK. Afin de conforter ces résultats, 

la co-culture des cellules NK avec des cellules de CBNPC exprimant ou non MUC1 sera envisagée et 

l’acGvité cytotoxique des NK, par un test Cell Titer Glo® (Promega) sera déterminée.  Enfin, le rôle de 

MUC1 sur l’acGvité cytotoxique des LT pourra être évaluée en co-culGvant des LTCD8+ et des cellules 

cancéreuses pulmonaires exprimant ou non MUC1. L’acGvité cytotoxique des LT sera évaluée par 

cytométrie en flux et par un test Cell Titer Glo® (Promega). Pour aller plus loin dans l’étude du rôle de 

MUC1 sur le microenvironnement immunitaire tumoral, le recours à un modèle murin pré-clinique 

immunocompétent du type SFTPC-CRE ; k-RAS-G12D développant des adénocarcinomes pulmonaires 

après inducGon au tamoxifène, est envisagé. La stratégie ASO de type GapmeR sera également 

développée dans ceNe étude, afin de voir si le ciblage de MUC1 permet de restaurer un 

microenvironnement immunitaire tumoral compétent.  
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Figure 74 : MUC1 régule posiBvement l’expression de PD-L1, in vitro et in vivo, et de cytokines associées à 
l’immunosuppression, in vitro.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules PC9 exprimant ou non MUC1 (n=3) (A), H1975 exprimant ou non MUC1 (n=3) (B) et H1975 transfectées 
avec le GapmeR contrôle CA ou ciblant MUC1 G4 (n=3) (C).  
D) A) Représenta3on graphique de la distribu3on (en pourcentage) des cas de MUC1 faible et élevé dans les 
sous-groupes PD-L1 (néga3f ou posi3f). L'expression élevée de MUC1 était significa3vement associée à un score 
PDL1 élevé (p : 0,035) 
*Le score PDL1 était considéré comme néga3f lorsque moins de 50% des cellules étaient posi3ves quelle que soit 
l'intensité de la colora3on (B). Il était considéré comme posi3f dans le cas contraire (C) 
*MUC1 a été considéré comme faible lorsque la colora3on était absente ou lorsque l'intensité de la colora3on 
était faible dans la plupart des cellules tumorales (D, E). Dans le cas contraire, il a été considéré comme posi3f 
(F)* p<0,05 ; ** p<0,01. 

A B 

C 

D       
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XIII. Conclusion Générale :  
 

En conclusion, MUC1 est une actrice de la progression tumorale, de la chimiorésistance au 

cisplaGne et semble favoriser la mise en place d’un microenvironnement tumoral immunosuppresseur 

dans le CBNPC. L’objecGf de notre équipe est de démontrer que MUC1 est une cible thérapeuGque 

potenGelle. Son ciblage par une stratégie innovante de type GapmeR, dans les cellules cancéreuses 

pulmonaires, (i) diminue la progression tumorale ainsi que (ii) la chimiorésistance au cisplaGne induite 

par MUC1 et (iii) semble instaurer un microenvironnement tumoral immunocompétent. Après 

consolidaGon de nos résultats, ceNe stratégie promeNeuse pourrait être applicable dans d’autres 

cancers puisque MUC1 est sur-exprimée dans 2/3 des cancers et représenter une nouvelle stratégie 

thérapeuGque dans la luNe contre l’agressivité cancéreuse et contre la résistance aux chimiothérapies 

et aux thérapies ciblées. 
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Figures supplémentaires : 
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Figure S1 : ValidaBon des modèles cellulaires, par immunofluorescence de MUC1 (x40).  
Suivi de l’expression de MUC1 par immunofluorescence au sein des lignées A) PC9, B) H1975, C) HCC827, D) H292 
et E) A549. Les images ont été prises via l’Apoptome et les images analysées par le logiciel associé au microscope. 
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Figure S2 : L’expression de MUC1 favorise la proliféraBon cellulaire, au sein des différentes lignées 
d’adénocarcinomes pulmonaires HCC827 et H292.  
Après ensemencement à hauteur de 150 000 cellules par puits, les cellules HCC827 (A) et les cellules H292 (B) 
exprimant ou non MUC1 ont été comptées sur cellule de Malassez toutes les 24h, pendant 4 jours (n=3).  
Après ensemencement à hauteur de 25 000 cellules par puits, la confluence des tapis cellulaires des HCC827 
exprimant ou non MUC1 a été suivie par la technologie Incucyte® avec prise de photos toutes les 6 heures 
pendant 4 jours, (n=3). Les images ont ensuite été analysées via le logiciel associé à l’appareil.   * p<0,05 ; ** 
p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3 : L’expression de MUC1 favorise la viabilité cellulaire des cellules HCC827 et H292.  
Test de viabilité (MTS) réalisé à 24, 48, 72 et 96h après ensemencement sur les cellules (A) HCC827 exprimant ou 
non MUC1 et (B) H292 exprimant ou non MUC1 (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001.  
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Figure S4 : L’expression de MUC1 favorise la migraBon des cellules HCC827 et H292.   
Mesure de la confluence rela3ve de la blessure standardisée réalisée à l’aide du WoundMarker (Essen Bioscience) 
sur les cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1 (n=3). Détermina3on des capacités migratoires 
des modèles cellulaires exprimant ou non MUC1, par l’intermédiaire de Chambre de Boyden. 24h après 
ensemencement, les cellules ayant migré ont été lysées, colorées et la fluorescence émise mesurée. La 
fluorescence obtenue est propor3onnelle au nombre de cellules ayant migrés. Les résultats ont été normalisés 
par rapport à la lignée parentale contrôle (n=3).  * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001. 
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Figure S5 : L’expression de MUC1 au sein des différents modèles cellulaires favorise les capacités invasives.  
Mesure des capacités invasives des cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1, par l’intermédiaire 
de chambre de Boyden recouverte d’ECmatrix. 24h après l’ensemencement, les cellules sont colorées, lysées et 
la fluorescence émise est mesurée. La fluorescence mesurée est propor3onnelle au nombre de cellules ayant 
dégradés l’ECmatrix et ayant migrés vers le compar3ment enrichi en SVF. Les résultats ont été normalisés par 
rapport au clone parentale contrôle (n=3). * p<0,05 ; *** p<0,001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S6 : L’expression de MUC1 favorise la clonogénicité des cellules HCC827 et H292.  
Test de clonogénicité réalisé sur les cellules HCC827 (A) et H292 (B), exprimant ou non MUC1. Les colonies ont 
été colorées avec du crystal violet 14 jours après l’ensemencement. Une quan3fica3on du crystal violet fixé a été 
réalisée, après extrac3on. L’absorbance mesurée à 590 nm est propor3onnelle aux nombres de colonies formées 
(n=3). ** p<0,01.  
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Figure S7 : Les cellules HCC827 et H292 exprimant MUC1 sont plus chimiorésistantes au cisplaBne.  
24h après ensemencement, les cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1 ont été traitées avec des 
doses croissantes de cispla3ne (0 à 200 μM). 72h après traitement au cispla3ne, un test MTS a été réalisé afin de 
déterminer les IC50 respec3ves à chacune des lignées (Tableau 4). *** p<0,001 ; **** p<0,0001 
 
 
 

 
 
Figure S8 : L’expression de MUC1 diminue le nombre de foci p-ATM par cellule et protège des dommages à 
l’ADN.  
Dénombrement des foci p-ATM par immunofluorescence sur lâme après traitement ou non au cispla3ne (CDDP) 
10 μM pendant 24h, dans les lignées PC9 (B), H1975 (C) et 14 μM pendant 24h dans la lignée A549 (D) (n=3).  
* p<0,05 ; **** p<0,0001 
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Figure S9 : MUC1 module l’expression de certains transporteurs à influx spécifique du cisplaBne, dans les 
cellules HCC827 et H292.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1 (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ****p<0,0001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S10 : MUC1 module l’expression relaBve des transports à efflux spécifique au cisplaBne, dans les cellules 
HCC827 et H292. 
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1 (n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ****p<0,0001. 
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Figure S11 : MUC1 module l’expression des transporteurs à efflux de la famille ABC, dans les cellules HCC827 
et H292.  
Expression rela3ve des transporteurs ABCC1 à 6, ABCB1 et ABCG2 mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 
𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans les cellules HCC827 (A) et H292 (B) exprimant ou non MUC1 
(n=3). * p<0,05 ; ** p<0,01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S12 : MUC1 régule à la hausse l’expression relaBve de SOX2 et Nanog dans les cellules H292.  
Expression rela3ve mesurée par RT-qPCR selon la méthode des 𝛥𝛥CT (2- 𝛥𝛥CT) et calculée par rapport à Ppia, dans 
les cellules H292 (n=3) exprimant ou non MUC1. * p<0,05 ; ** p<0,01. 
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Figure S13 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue la proliféraBon cellulaire dans les lignées HCC827 et 
H292.  
Après ensemencement à hauteur de 150 000 cellules par puits, les cellules HCC827 (A) et H292 (B) ont été 
transfectées soit avec le GapmeR contrôle (CA) soit avec le GapmeR ciblant MUC1 (G4) et ont été comptées sur 
cellules de Malassez toutes les 24h, pendant 4 jours (n=3). Après ensemencement à hauteur de 25 000 cellules 
par puits et transfec3on avec le GapmeR contrôle CA ou le GapmeR ciblant MUC1 G4, la confluence du tapis 
cellulaire a été suivie par Incucyte® avec prise de photos toutes les 6 heures pendant 4 jours, pour les cellules 
HCC827 (C) et H292 (D) (n=3). L’analyse a été réalisée via le logiciel associé à l’Incucyte®. *p<0,05 ; ** p<0,01 ; 
**** p<0,0001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S14 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue la viabilité cellulaire des cellules H292 et HCC827. 
Test de viabilité (MTS) réalisé à 24, 48, 72 et 96h après ensemencement et transfec3on des cellules (A) HCC827, 
et (B) H292 (n=3). ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001. 
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Figure S15 : Le ciblage de MUC1 par un GapmeR diminue les propriétés migratoires, des cellules HCC827 et 
H292.  
Mesure de la confluence rela3ve de la blessure standardisée réalisée à l’aide du WoundMarker (Essen Bioscience) 
dans les cellules HCC827 (A) et H292 (B) après transfec3on par le GapmeR CA ou G4 (n=3). Détermina3on des 
capacités migratoires des HCC827 (C) et H292 (D) par l’intermédiaire de chambres de Boyden comportant une 
membrane poreuse. 24h après l’ensemencement, les cellules ayant migrés ont été lysées, colorées et la 
fluorescence émise mesurée. La fluorescence mesurée est propor3onnelle au nombre de cellules ayant migrés 
(n=3).  * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001.  
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Figure S16 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue les capacités invasives, des cellules 
HCC827 et H292.  
Mesure des capacités invasives des cellules HCC827 (A), et H292 (B) transfectées par un GapmeR contrôle ou 
ciblant MUC1 par l’intermédiaire de chambre de Boyden recouverte d’ECmatrix. Les cellules ayant envahi la 
membrane sont colorées et lysées. La fluorescence mesurée est propor3onnelle au nombre de cellules ayant 
dégradés l’ECmatrix et ayant migrés vers le compar3ment enrichi en SVF (n=3). ** p<0,01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S17 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR diminue le nombre de colonies formées dans les 
cellules HCC827 et H292.  
Test de clonogénicité réalisé sur les cellules HCC827 (A) et H292 (B), après transfec3on par le GapmeR contrôle 
(CA) ou le GapmeR ciblant MUC1 (G4). Les colonies ont été colorées avec du crystal violet 14 jours après 
l’ensemencement. Une quan3fica3on du crystal violet fixé a été réalisée, après extrac3on. L’absorbance mesurée 
à 590 nm est propor3onnelle aux nombres de colonies formées (n=3). * p<0,05.  
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Figure S18 : Le ciblage de MUC1 par un ASO de type GapmeR augmente le nombre de foci p-ATM par cellule et 
donc les dommages à l’ADN induit par le cisplaBne.   
Dénombrement des foci p-ATM par immunofluorescence sur lâme après traitement ou non au cispla3ne (CDDP) 
10 μM pendant 24h, dans les lignées H1975 (A) et A549 (B) transfectées par le GapmeR contrôle CA ou ciblant 
MUC1 G4 (n=3). **** p<0,0001. 
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Annexe 1 : Arbre décisionnel pour les CBNPCs de stade I (d’après Couraud et al., Référen3els Auvergne Rhône 
Alpes en oncologie thoracique, 2024). 

 
 
 

 
 

Annexe 2 : Arbre décisionnel pour les CBNPCs de stade IIc et IIIb résécables et opérables (d’après Couraud et 
al., Référen3els Auvergne Rhône Alpes en oncologie thoracique, 2024). 
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Annexe 3 : Arbre décisionnel pour les CBNPCs de stade IIIa et IIIb non éligibles à la chirurgie et IIIc (d’après 
Couraud et al., Référen3els Auvergne Rhône Alpes en oncologie thoracique, 2024). 
 

 
 
 

 
Annexe 4 : Arbre décisionnel pour les CBNPCs de stade IVc sans altéraBon ciblable (d’après Couraud et al., 
Référen3els Auvergne Rhône Alpes en oncologie thoracique, 2024). 
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Annexe 5 : Arbre décisionnel pour les CBNPCs de stade métastaBque avec mutaBon acBvatrice de l’EGFR 
(d’après Couraud et al., Référen3els Auvergne Rhône Alpes en oncologie thoracique, 2024). 
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XIV. Matériel et Méthodes : 
 
 

1) Culture cellulaire :  
 

a) Modèles cellulaires. 

 

L’ensemble des études ont été réalisées sur cinq lignées cellulaires de CBNPC, représentant un panel 

de « drivers oncogéniques » retrouvés dans les cancers du poumon non à peGtes cellules : 

 

• PC9 (MUC1-) : lignée provenant d’un paGent masculin aNeint d’un adénocarcinome pulmonaire 

(1989). CeNe lignée est mutée pour l’EGFR et est une des rares lignées cancéreuses pulmonaires à ne 

pas exprimer MUC1. Ces cellules sont culGvées dans du milieu DMEM (Gibco™), complémenté de 10% 

de SVF (Gibco™), 1% de L-glutamine (Gibco™), et 1% de pénicilline et streptomycine (Gibco™).  

 

• H1975 (MUC1+) : lignée d’adénocarcinome exprimant MUC1 et provenant d’une femme non 

fumeuse, mutée pour l’EGFR et TP53. Ces cellules sont culGvées dans du milieu DMEM (Gibco™), 

complémenté de 10% de SVF, 1% de L-glutamine et 1% de pénicilline et streptomycine.  

 

• A549 (MUC1+) : lignée d’adénocarcinome pulmonaire exprimant MUC1, provenant d’un homme 

caucasien de 58 ans et mutée K-ras. Ces cellules sont culGvées dans du milieu DMEM (Gibco™), 

complémenté de 10% de SVF, 1% de L-glutamine et 1% de pénicilline et streptomycine. 

 

• HCC827 (MUC1+) : lignée adénocarcinome pulmonaire exprimant MUC1 et connue pour être mutée 

pour l’EGFR, provenant d’une femme caucasienne de 39 ans. CeNe lignée est culGvée dans du milieu 

RPMI (Gibco™), complémenté de 10% de SVF, 1% de L-glutamine, 1% de pénicilline et streptomycine.  

 

• H292 (MUC1+) : lignée cancéreuse pulmonaire muco-épidermoïde exprimant MUC1 et provenant 

d’une femme de 32 ans. CeNe lignée est culGvée dans du milieu RPMI (Gibco™), complémenté de 10% 

de SVF, 1% de L-glutamine, 1% de pénicilline et streptomycine. 
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b) Méthodes de culture. 
 
Les cellules sont culGvées en milieu stérile, sous un poste de sécurité microbiologique à flux laminaire 

verGcal. Les lignées sont contenues dans des flasques à bouchons venGlés. L’atmosphère de 

l’incubateur est humidifiée et chauffée à 37°C avec 5% de CO2 et 95% d’air. Le milieu de culture est 

changé 3 fois par semaine et les cellules sont repiquées une fois par semaine. Après rinçage au PBS 1X, 

les cellules sont détachées de leur support grâce à une soluGon de trypsine-EDTA 0,05% (Gibco™), puis 

reprises dans un volume suffisant de milieu de culture. Elles sont, ensuite, centrifugées pendant 5 min 

à 1000 rpm à température ambiante. Le surnageant est aspiré et les culots cellulaires sont 

homogénéisés dans du milieu neuf. Les cellules sont comptées sur cellule de Malassez en présence de 

bleu Trypan 0,4% (15250-061, Gibco™), puis ensemencées à hauteur de 0,5 x 106 cellules pour une 

flasque T25 cm2 et 1,5 x 106 cellules pour une flasque T75 cm2. 

 
2) Transfection : 

 
a) Surexpression et invalidation de MUC1. 

 
Les transfecGons ont été réalisées selon les recommandaGons du kit « Lipofectamine® LTX & Plus 

Reagent » (Invitrogen™). Pour les cellules PC9, la transfecGon stable a été réalisée avec un plasmide 

codant pour MUC1 pleine longueur (MUC1FL) obtenu auprès du Dr S. Gendler (Mayo Clinic). Les 

cellules contrôles ont été obtenues par transfecGon du vecteur vide correspondant (EV). La sélecGon 

des clones d’intérêts a été faite avec du G418 (6 μL/mL) et grâce à une diluGon limite. Pour les cellules 

H1975, A549, HCC827 et H292, la stratégie CRISPR/Cas9 a été mise en place grâce au kit « EMA (MUC1) 

Human Gene Knockout Kit » (Origene). Les cellules ont été transfectées avec un plasmide donneur 

(EF1a-GFP-P2A-Puro), et soit un plasmide scramble (cellules contrôles), soit un plasmide guide dirigé 

contre MUC1 (cellules MUC1KO). La sélecGon a été faite par traitement à la puromycine (2 μg/mL) et 

diluGon limite.  

 

b) Transfection des GapmeRs. 

Les cellules H1975, A549, HCC827 et H292 sont transfectées avec 25 nM de GapmeRs ciblant MUC1 ou 

de GapmeRs contrôles négaGfs (QIAGEN®) (Tableau 6) à l’aide de la Lipofectamine ® RNAimax reagent 
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(ThermoFisher) suivant les recommandaGons du fournisseur. Les analyses ont été réalisées 48 h après 

la transfecGon.  

Tableau 6 : Séquences des oligonucléotides antisens de type GapmeR testés.  

 

3) Étude de la prolifération cellulaire : 

a) Comptage sur cellules de Malassez.  

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits à hauteur de 150 000 cellules par puits, dans un 

volume final de 2mL. Les cellules sont comptées sur cellules de Malassez après coloraGon au Bleu 

Trypan 0,4% (15250-061, Gibco™), 24h, 48h, 72h et 96h après l’ensemencement.  

b) Suivi de la confluence du tapis cellulaire.   

Un suivi de la proliféraGon a été effectué par suivi de la confluence du tapis cellulaire via la technologie 

Incucyte®. Les cellules sont ensemencées à hauteur de 25 000 cellules par puits, en plaque 24 puits, 

dans un volume final de 1mL. La transfecGon des GapmeR contrôle A et GapmeR ciblant MUC1 est 

réalisée au moment de l’ensemencement. Une fois la plaque placée dans l’appareil, une photographie 

de chaque puit est prise toutes les 6 heures pendant 4 jours. Les données sont exportées et analysées 

par le logiciel associé à l’appareil.  

4) Étude de la viabilité cellulaire :  

La viabilité cellulaire a été déterminée par un test MTS. 
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J0 : Les cellules de chaque lignée MUC1 + et MUC1- ont été ensemencées à hauteur de 5 000 cellules 

pour 200 µL de milieu par puit, dans une plaque 96 puits. La transfecGon des GapmeR contrôle A et 

GapmeR ciblant MUC1 G4 est réalisée au moment de l’ensemencement. Une couronne de PBS a été 

faite au préalable dans les puits extérieurs, afin de limiter l’évaporaGon. Les plaques sont incubées à 

37°C, 5% CO2 pendant 24h. 

 

DéterminaOon des IC50 : 

 

J1 : Les cellules sont traitées avec des concentraOons croissantes de cisplaOne (Pharmacie centrale du 

CHRU de Lille), de 0 à 200 µM.  

 

J4 : 20 µL de réacGf MTS (CellTiter 96 AQueous One SoluGon Cell ProliféraGon Assay, Promega ®) sont 

ajoutés aux 200 µL de milieu. Après incubaGon d’une heure à 37°C, 5% CO2 et à l’obscurité 

l’absorbance à 492nm avec le SPECTRAMAX i3 (Molecular Devices) est mesurée. L’IC50 a, ensuite, été 

calculée à l’aide du logiciel GraphPad Prism®. La mesure de l’absorbance pour chaque concentraGon 

permet d’établir une courbe dose/ réponse, et ainsi de calculer l’IC50. 

 

5) Étude des propriétés de migration : 

 

a) Suivi de fermeture de blessure.  

 

Les propriétés de migraGon ont été étudiées via la technologie Incucyte®. Pour cela, des plaques 96 

puits ont été ensemencées à hauteur de 25 000 cellules par puits dans un volume final de 100 µL. Les 

plaques sont incubées dans des condiGons normales de culture pendant 72h, jusqu’à confluence 

cellulaire dans les puits. Deux heures avant de faire la blessure, les cellules sont traitées à la Mitomycine 

C 10μg/mL (M4287-2MG, Sigma) de sorte à inhiber la proliféraGon cellulaire. Une blessure 

standardisée est réalisée dans chacun des puits à l’aide du Woundmaker (Essen Bioscience). Un rinçage 

au PBS 1X est réalisé afin d’éliminer les cellules décollées, ainsi que les éventuels débris cellulaires, puis 

du milieu neuf est ajouté dans chaque puits. La plaque est placée dans le système Incucyte®, où des 

photos de chaque puit sont prises toutes les 2 heures, afin de suivre la fermeture de la blessure, 

pendant 72h. Les données obtenues sont exportées et analysées par le logiciel associé à l’appareil.  
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b) Chambre de Boyden 

 

La migraGon cellulaire a, également, été évaluée à l’aide du kit QCM™ 24-well Cell MigraGon Assay 

Fluorometric (Merk Millipore) conformément aux recommandaGons du fournisseur. Ce test est réalisé 

en chambres de Boyden contenant une membrane présentant des pores de 8μM. Les cellules sont 

ensemencées à hauteur de 50 000 cellules dans du milieu (DMEM ou RPMI Gibco™, complémenté de 

1% de L-glutamine Gibco™ et de 1% de pénicilline et streptomycine Gibco™) appauvri en sérum SVF 

(1%). De l’autre côté de la membrane poreuse, un milieu complet riche en sérum (10%) a été ajouté, 

de manière à favoriser la migraGon des cellules à travers la membrane poreuse, par chimioaNracGon. 

Après 24h d’incubaGon à 37°C et 5% CO2, les chambres sont reGrées et les cellules n’ayant pas 

traversées la membrane sont éliminées. Les cellules ayant traversées sont dissociées de la membrane 

par incubaGon dans un tampon de détachement cellulaire puis lysées par ajout d’un tampon de lyse et 

colorées par le CyQuant GR Dye®. La fluorescence émise est mesurée par le SPECTRAMAX I3 (Molecular 

Devices), à l’aide des filtres 480/520 nm et est proporGonnelle à la quanGté de cellules ayant migré.  

6) Étude des propriétés invasives : 

L’invasion cellulaire a été évaluée à l’aide du kit QCM™ 24-well Cell Invasion Assay Fluorometric (Merk 

Millipore) conformément aux recommandaGons du fournisseur. Ce test est réalisé en chambres de 

Boyden contenant une membrane présentant des pores de 8μM et recouverte d’ECmatrix®, immitant 

la membrane basale. Les cellules sont ensemencées à hauteur de 50 000 cellules dans du milieu 

(DMEM ou RPMI Gibco™, complémenté de 1% de L-glutamine Gibco™ et de 1% de pénicilline et 

streptomycine Gibco™) appauvri en sérum SVF (1%). De l’autre côté de la membrane poreuse, un milieu 

complet riche en sérum (10%) a été ajouté, afin de favoriser la dégradaGon de la matrice et le 

mouvement des cellules à travers la membrane poreuse, par chimioaNracGon. Après 24h d’incubaGon 

à 37°C et 5% CO2, les chambres sont reGrées et les cellules n’ayant pas traversées la membrane sont 

éliminées. Les cellules ayant traversées sont dissociées de la membrane par incubaGon dans un tampon 

de détachement cellulaire puis sont lysées par ajout d’un tampon de lyse et colorées par le CyQuant 

GR Dye® (ThermFisher ScienGfic). La fluorescence émise est mesurée par le SPECTRAMAX i3 (Molecular 

Devices), à l’aide des filtres 480/520 nm et est proporGonnelle à la quanGté de cellules ayant dégradé 

la matrice et envahi la membrane. 

7) Étude de la clonogénicité : 

Les cellules sont ensemencées à hauteur de 500 cellules par puits dans une plaque 6 puits. Après 15 

jours, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% (sc-281692, Santa Cruz Biotechnology) et 
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colorées avec 0,5% de crystal violet. Après incubaGon avec de l’acide acéGque 10%, le crystal violet est 

extrait et l’absorbance à 590nm est mesurée par le SPEXTRAMAX I3 (Molecular Devices). Pour les tests 

effectués sur les cellules transfectées par les GapmeR CA et G4, les cellules sont transfectées au 

moment de l’ensemencement et 7 jours plus tard. 

 

8) Immunofluorescence : 

 

Les cellules sont ensemencées à raison de 50 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits sur une 

lamelle en verre. Les cellules sont transfectées par les différents GapmeR au moment de 

l’ensemencement des puits. 24h plus tard, les cellules sont traitées ou non au cisplaGne pendant 24h 

à 10μM ou 14 μM suivant la lignée considérée. Par la suite, les cellules sont fixées avec du 

paraformaldéhyde 4% pendant 15 min (sc-281692, Santa Cruz), puis perméabilisées grâce à une 

soluGon de Triton X100 à 0,1% (EuroMedex) pendant 10 min. Afin de saturer les sites non spécifiques, 

les cellules sont incubées avec une soluGon de BSA à 3% (Bovine Serum Albumin, Euromedex) pendant 

30 min à température ambiante. Les échanGllons fixés, perméabilisés et saturés, sont incubés sur la 

nuit à 4°C avec un anGcorps primaire dirigé contre MUC1 (ab109185, Abcam, diluGon 1/500e) ou 𝛾H2AX 

(Ser139, 05636, Merck Millipore, diluGon 1/500e) ou p-ATM (05-740, Merck Millipore, diluGon 1/500e 

) ou Ki67 (Cell signaling #9129, diluGon 1/1000e) puis avec un anGcorps secondaire fluorescent pendant 

45min à température ambiante (AlexaFluor™ 568 goat anG-mouse A11004, Invitrogen™, diluGon 

1/1000e ; AlexaFluor™ 555 goat anG-rabbit A21429, Invitrogen™, diluGon 1/500e). Les noyaux sont 

colorés au DAPI (4’, 6-Diamidino-2-Phenylindol) (D9542, Sigma, diluGon 1/10 000
e
) pendant 5min à 

température ambiante. Les lames sont montées avec une soluGon de montage (Glycergel MounGng 

Medium, Dako) et conservées à 4°C, à l’obscurité. L’Apotome (ZEISS Apotome.2) est uGlisé́ pour 

collecter des images, qui sont analysées via le logiciel Image J.  

 

9) Étude de l’expression protéique :  
 
a) Extraction protéique. 
 
 Les cellules ont été ensemencées et traitées ou non 48h après avec du cisplaGne (PC9/H1975 : 

10µM ; A549 : 14 µM) pendant 24h. Par la suite, les cellules sont récupérées : le milieu est aspiré et le 

tapis cellulaire est rincé au PBS 1X. Les cellules sont graNées manuellement dans du PBS 1X, 

centrifugées à 1000 rpm pendant 5 min et les culots cellulaires obtenus sont lysés dans 150 µL de 

tampon RIPA (25 mM Tris-Hcl pH 7,6 ; 150 nM NaCl ; 1% NP40 ; 1% Sodium desoxycholate et 0,1% SDS) 

supplémenté en inhibiteurs de protéases et phosphatases (Complete Minitablet, Roche). Les 



 202 

échanGllons sont conservés à -20°C. La lyse a été suivie d’une centrifugaGon à 4°C à 14 000rpm pendant 

8 min. Le surnageant est récupéré et conservé à -20°C. 

 
b) Dosage protéique. 
 
 Le dosage des protéines totales a été réalisé selon la technique BCA (acide bicinchoninique) 

selon les recommandaGons du fournisseur (Pierce). L’absorbance est mesurée à 570 nm par le 

MulGskan FC (Thermo ScienGfic). 

 

c) Western Blot. 
 
 Après le dosage de la concentraGon en protéines, 10µg de protéines ont été ajoutées dans un 

mélange réacGonnel contenant 2µL de SRA 10X (Sample Reducing Agent, Invitrogen™), 5µL de LDS 4X 

(Lithium Dodecyl Sulfate, Invitrogen™) et une quanGté suffisante d’eau pour aNeindre un volume final 

de 20µL. La dénaturaGon a été faite pendant 5 min à 95°C. Les échanGllons préparés ont été déposés 

sur un gel de polyacrylamide 4-12% (NuPage, Invitrogen™). Pour repérer la taille des protéines, des 

marqueurs de poids moléculaires sont uGlisés (Novex 3µL et Magic mark 3µL, Invitrogen™). La 

migraGon a été faite pendant 1h à 150V, dans un tampon MOPS 1X (SDS Running buffer, Invitrogen™).

  

 Le transfert sur membrane de nitrocellulose (Premium 0.2 µm NC, Amersham™Protan™) a été 

réalisé grâce au Trans-Blot®Turbo™ Transfer System (Bio-rad™), en milieu humide contenant 20ml 

Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfert buffer, 20ml d’éthanol absolue et 60ml d’eau. L’efficacité du transfert 

a été visualisée par une coloraGon au Rouge Ponceau. La membrane de nitrocellulose a ensuite été 

saturée sur la nuit, par une soluGon de lait écrémé dilué à 5% dans du TBS-T (Tris Buffer Saline - Tween 

20 0,05%). Après 3 lavages au TBS-T, la membrane a été incubée avec les diluGons d’anGcorps primaires 

décrites dans le Tableau 7, sur la nuit à 4°C sous agitaGon. Après 3 nouveaux lavages au TBS-T, la 

membrane a été incubée 45 min à température ambiante, avec une diluGon d’anGcorps secondaire au 

1/10 000e dans du TBS-T. La révélaGon a été réalisée grâce au kit SuperSignal (Pierce) et Clarity Max™ 

Western ECL (Bio-rad™) puis l’acquisiGon a été faite grâce au Fusion FX (Vilber). 
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Tableau 7 : Références des anticorps utilisés en western blot.  

 

10) RT-qPCR : 
 
a) Extraction ARN totaux à partir de culture cellulaire. 
 
 Les ARN totaux ont été extraits grâce au kit « NucleoSpin® miRNA » (Macherey-Nagel) et dosés 

par spectrophotométrie (Nanodrop).  

 
b) RT-qPCR. 

 

La rétro-transcripGon des ARN en ADNc a été réalisée selon les recommandaGons du kit « High capacity 

cDNA Reverse TranscripGon kit » (Invitrogen™) Le programme suivant est uGlisé́ sur le thermocycleur 

MJ MiniTM Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad™) : dénaturaGon iniGale à 90 °C pendant 10 min suivie 

d’une hybridaGon à 37 °C pendant 120 min, puis une élongaGon pendant 5 min à 85 °C.  

Ensuite, la technologie TaqMan® est uGlisée suivant les recommandaGons du fournisseur dans un 

thermocycleur couplé à un lecteur opGque (StepOne Plus, Thermo Fisher ScienGfic). Le programme 

suivant est uGlisé́ : 2 min à 50 °C, 10 min à 95 °C, suivi de 39 cycles de 15 sec à 95 °C et 60 sec à 60 °C. 

Les différentes sondes uGlisées sont présentées dans le tableau 8. L’expression relaGve des ARNm est 

calculée d’après la méthode de 𝛥𝛥CT et normalisée par PPIA. Le facteur d’expression relaGve est donné 

par la relaGon mathémaGque 2-𝝙𝝙CT. 
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Tableau 8 : Référence des sondes TaqMan® utilisées. 

 

11) Essais Comètes : 
 
Les cellules PC9 et H1975 traitées au cisplaGne 10μM et A549 traitées au cisplaGne 14μM pendant 24h, 

ont été suspendues (60 000 cellules/mL) dans de l'agarose à faible fusion (1613111, Bio-Rad™) à 0,5% 

dans du PBS. La suspension a ensuite été immédiatement étalée sur une lame pour essai comète  

(4250-200-03, R&D Systems). L'agarose contenant les cellules a été mis à refroidir pendant 20 minutes 

à 4°C et à l’obscurité. Ensuite, les membranes cellulaires ont été perméabilisées avec une soluGon de 

lyse (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 1% Triton X-100 [pH 10]) à 4°C pendant 1 heure et à 

l’obscurité. Les lames ont ensuite été équilibrées dans un tampon d'électrophorèse (pH 12,3 : 2 mM 

EDTA, pH ajusté à 12,3 avec NaOH) pendant 20 min à 4°C et à l’obscurité. Ensuite, les lames ont été 

soumises à un champ d'électrophorèse de 2,06 V/cm (98 V et environ 150 mA dans un système 

d'électrophorèse où les électrodes sont distantes de 47,5 cm) pendant 5 minutes à 4°C (toujours à 

l’obscurité). La migraGon électrophoréGque a été stoppée en neutralisant le pH dans un bain d'eau 

froide pendant 10 minutes. L'ADN a été coloré avec du SYBR Green (S7563, Invitrogen™, Thermo Fisher 

ScienGfic) pendant 20 minutes à température ambiante et à l’obscurité, selon les recommandaGons du 

fabricant. Après coloraGon, les lames sont observées et photographiées grâce au microscope Apotome 

(Zeiss). Les images ont été analysées grâce au logiciel ImageJ, où la tête (le noyau) et la queue (ADN 

ayant migré) de chaque comète ont été délimités pour obtenir l’intensité de fluorescence de la tête, 

l’intensité de fluorescence de la queue et la longueur de celle-ci. Ces données ont permis de déterminer 

le « Tail moment », proporGonnel à la quanGté de dommages à l’ADN, à l’aide de la formule suivante : 
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(longueur queue comète x intensité de fluorescence queue comète) / intensité totale de fluorescence 

(tête + queue).  

 
12) Détermination Activité des Caspases 3/7 

 
 

a) Caspase 3/7 Glo® Assay. 
 

Les cellules sont ensemencées à hauteur de 15 000 cellules par puits en plaque 96 puits blanche à fond 

transparent, dans un volume final de 100 μL. La transfecGon des cellules avec le GapmeR contrôle ou 

ciblant MUC1 est réalisée au moment de l’ensemencement. 24h après, les cellules « assays » sont 

traitées au cisplaGne pour une durée de 24h. Par la suite, le traitement au cisplaGne est stoppé en 

laissant la plaque s’équilibrer à température ambiante. Le réacGf caspase 3/7 Glo® (Promega) 

reconsGtué, selon les recommandaGons du fournisseur, est ajouté dans chaque puit. La plaque est 

centrifugée à 300/500 rpm pendant 30s, puis elle est incubée, à l’obscurité, pendant 1h à température 

ambiante. La luminescence émise est mesurée au SPECTRAMAX i3 (Molecular Devices). 

 

b) Détermination de la concentration protéique. 

 

La concentraGon protéique de chaque puit a été déterminé à l’aide du kit CyQuant GR Dye 

(ThermoFisher ScienGfic). Les cellules sont ensemencées à hauteur de 15 000 cellules par puits en 

plaque blanche 96 puits à fond transparent, dans un volume final de 100 μL. La transfecGon des cellules 

avec le GapmeR contrôle ou ciblant MUC1 est réalisée au moment de l’ensemencement. 24h après, les 

cellules « assays » sont traitées au cisplaGne pour une durée de 24h. Le milieu est ensuite aspiré et les 

réacGfs du kit ajouté dans chaque puit selon les recommandaGons du fournisseur. La plaque est 

incubée 15min à température ambiante et à l’obscurité. La fluorescence émise est alors mesurée au 

SPECTRAMAX i3 (Molecular Devices) à l’aide d’un jeu de filtres 480/520 nm.  

 

13) Évaluation de l’activité des pompes à efflux : 

 

L’acGvité des pompes à efflux à large spectre de la famille ABC a été évaluée en cytométrie en flux à 

l’aide du kit EFLUXX-ID Gold (ENZO Technologies) selon les recommandaGons du fournisseur. Le 

composé EFFLUX-ID Gold® est un composé fluorescent qui entre dans la cellule par diffusion passive et 

qui sera efflué de la cellule spécifiquement par les pompes de la famille ABC. Les cellules sont culGvées 

dans des condiGons de culture standards et le milieu doit être changé 24h avant le dosage. Les cellules 

sont rincées au PBS 1X, trypsinisées puis décollées. Après centrifugaGon à 1000 rpm pendant 5 min, le 
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culot cellulaire est repris dans du milieu complet sans rouge phénol à hauteur de  

2 000 000 cellules/mL. Le composé EFFLUX-ID Gold® est ajouté à la suspension cellulaire et les tubes 

sont incubés 30 min à 37°C. Juste avant le passage dans le cytomètre, 5μL d’iodure de propidium sont 

ajoutés. Les analyses sont réalisées sur le cytomètre CytoFLEX (Beckman Coulter). La fluorescence 

mesurée est inversement proporGonnelle à l’acGvité des pompes de la famille ABC : plus la 

fluorescence mesurée est élevée, moins les pompes sont acGves et plus la fluorescence mesurée est 

faible, plus les pompes sont acGves.  

 

14) Analyses sta-s-ques :  

 

Les analyses staGsGques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 8®. La significaGvité des 

résultats a été mesurée à l’aide de tests staGsGques de Student où les variances ont été considérées 

comme égales. Le seuil de significaGvité a été fixé à p = 0,05. Dans ce projet, les résultats sont présentés 

sous la forme moyenne ± SEM (Standar Error of the Mean). Les degrés de significaGvité sont notés de 

la manière suivante : *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 et ****p<0,0001. 
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Résumé et contexte : 
 
 

Le carcinome rénal à cellules claires (CRCC), le sous type histologique majeur du cancer du rein, 

a fait l’objet de plusieurs études au sein de notre équipe. Dans ces différents travaux, il a été mis en 

évidence que miR-21, un ARN non codant, voyait son expression régulée à la hausse, in vitro et in vivo, 

dans le CRCC, et que ceNe surexpression est associée à la progression tumorale, à la résistance aux 

traitements mais également à l’accumulaGon anormale de lipides au sein des cellules. En effet, miR-21 

possède la capacité de réguler l’expression du récepteur acGvé par le proliférateur de peroxysomes-α 

(PPAR-α), élément clé dans la régulaGon du métabolisme lipidique. Partant de ces données 

préliminaires, j’ai donc pu parGciper à l’étude du rôle de miR-21, sur la régulaGon de PPAR-α dans le 

CRCC, à l’analyse des données et à la rédacGon du manuscrit, au cours de mes premiers mois de thèse.  

 

Sur une cohorte de 52 échanGllons de CRCC, nous montrons que la surexpression de miR-21 

est corrélée significaGvement à une diminuGon de l’expression de PPAR-α. Des études in vitro, par RT-

qPCR, par immunoprécipitaGon de la chromaGne, et par western blo�ng sur deux lignées cellulaires 

de carcinome rénal à cellules claires (ACHN et 786-O) ont été menées. Nous montrons que la 

surexpression de PPAR-α (i) diminue l’expression de miR-21, en diminuant l’acGvité transcripGonnelle 

d’AP-1 et NF-κB ainsi que leur liaison avec le promoteur de miR-21 et (ii) augmente l’expression de PTEN 

et de PDCD4 (Programmed cell death protein 4), deux intermédiaires protéiques favorisant l’apoptose 

et la dégradaGon protéique. Lorsque nos deux modèles cellulaires ont été transfectés avec un  

pre-miR-21, la surexpression de miR-21 induit une diminuGon de l’expression de PPAR-α ainsi que de 

l’acGvité transcripGonnelle médiée par PPAR-α. A contrario, lorsque les deux modèles cellulaires ont 

été transfectés avec un anG-miR-21 (LNA-21), l’expression de PPAR-α a été augmentée ainsi que celle 

de ses différentes cibles impliquées dans l’oxydaGon des acides gras.  

 

Au final, dans ceNe étude, nous avons pu montrer une boucle de rétrocontrôle négaGve entre miR-21 

et PPAR-α. Compte tenu de nos résultats, le ciblage thérapeuGque de miR-21 représente une stratégie 

potenGellement intéressante pour restaurer les foncGons de PPAR-α afin de limiter l’accumulaGon 

intracellulaire d’acide gras et d’inhiber les événements oncogènes médiés par le métabolisme lipidique 

aberrant du CRCC.  
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Simple Summary: Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the main histotype of kidney cancer,
which is typically highly resistant to conventional systemic therapies and also known for abnormal
lipid accumulation. Identifying the actors and deciphering the molecular mechanisms that lead to
tumor progression is an important step in the development of new therapeutic strategies to cure
ccRCC. In this context, we focused our attention on miR-21, an oncogenic miRNA upregulated in
many solid tumors, and peroxysome proliferator-activated receptor-α (PPAR- α), the master regulator
of lipid metabolism and one target of miR-21. In this study, our data show a double-negative feedback
interaction between PPAR-α and miR-21. Thus, miR-21 silencing could be therapeutically exploited
to restore PPAR-α expression and consequently inhibit the oncogenic events mediated by the aberrant
lipid metabolism of ccRCC.

Abstract: Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the main histotype of kidney cancer, which is
typically highly resistant to conventional therapies and known for abnormal lipid accumulation. In
this context, we focused our attention on miR-21, an oncogenic miRNA overexpressed in ccRCC, and
peroxysome proliferator-activated receptor-α (PPAR- α), one master regulator of lipid metabolism
targeted by miR-21. First, in a cohort of 52 primary ccRCC samples, using RT-qPCR and immunohis-
tochemistry, we showed that miR-21 overexpression was correlated with PPAR-α downregulation.
Then, in ACHN and 786-O cells, using RT-qPCR, the luciferase reporter gene, chromatin immuno-
precipitation, and Western blotting, we showed that PPAR-α overexpression (i) decreased miR-21
expression, AP-1 and NF-κB transcriptional activity, and the binding of AP-1 and NF-κB to the miR-21
promoter and (ii) increased PTEN and PDCD4 expressions. In contrast, using pre-miR-21 transfection,
miR-21 overexpression decreased PPAR-α expression and transcriptional activity mediated by PPAR-
α, whereas the anti-miR-21 (LNA-21) strategy increased PPAR-α expression, but also the expression
of its targets involved in fatty acid oxidation. In this study, we showed a double-negative feedback
interaction between miR-21 and PPAR-α. In ccRCC, miR-21 silencing could be therapeutically ex-
ploited to restore PPAR-α expression and consequently inhibit the oncogenic events mediated by the
aberrant lipid metabolism of ccRCC.

Keywords: miR-21; PPAR-α; renal cancer; ccRCC; lipid; NF-κB; AP-1; transcriptional regulation
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1. Introduction

An aberrant metabolism is a hallmark of tumors [1], and alterations in lipid metabolism
represent one of the most important features of renal cell carcinoma (RCC), especially the
clear cell type (ccRCC), which accounts for 70–85% of all RCC cases [2]. Renal neoplastic
cells harness lipid metabolism to sustain uncontrolled proliferation, avoid cell death, and
seed in secondary organs. Although ccRCC is known for abnormal lipid accumulation
of cholesterol, cholesterol esters, and neutral lipids (triglycerides) [3], the underlying
molecular mechanisms remain unclear. Furthermore, most patients with ccRCCs harbor
chromosomal 3p loss and genomic mutations in the Von Hippel–Lindau Tumor Suppressor
(VHL) allele, followed by the secondary loss of multiple tumor suppressor genes including
PBRM1, SETD2, PTEN, and/or TP53 [4–7]. ccRCCs are also known to be highly resistant
to conventional cytotoxic, radiation, and hormone therapies, and nephrectomy is the only
therapeutic option used to cure early and local ccRCCs. At diagnosis, 25% of patients
present a metastatic disease, and one third develop metastasis after surgery. The current
treatment options offered to metastatic patients include inhibitors of (i) tyrosine kinases,
(ii) mTORC signaling, and (iii) immune control checkpoints. Despite the initial response,
most metastatic ccRCC patients will develop resistance to these targeted therapies [4–7].
Therefore, deciphering the molecular mechanisms underlying renal tumor progression is
urgently needed to develop new therapeutic strategies to cure ccRCC.

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding RNAs of 19–22 nucleotides
in length that repress translation and/or induce degradation of target genes, typically by
binding to their 3′-UTR. miRNAs are major regulators of gene expression and are involved
in a variety of biological processes such as differentiation, proliferation, metabolism, and
apoptosis [8,9]. Furthermore, the aberrant expression of miRNAs has been shown to play a
causative role in many human diseases, and specific miRNA expression patterns have been
associated with the initiation and progression of various complex diseases including cancer.

miR-21, one of the earliest miRNAs identified as an “OncomiR” [10], is the most
commonly upregulated miRNA in both solid and hematological malignancies [11]. In our
previous works, we provided evidence that miR-21 represents an attractive therapeutic
target in renal cancer given its multifaceted and central role in the molecular and cellular
events associated with renal cancer progression and drug resistance [12]. Nevertheless,
whether miR-21 also contributes to the dysregulation of lipid metabolism in cancer cells is
currently poorly understood.

Peroxysome proliferator-activated receptor-α (PPAR- α), the master regulator of lipid
metabolism, is a nuclear receptor that acts as a ligand-activated transcription factor. PPAR-
α activates numerous enzymatic pathways involved in fatty acid (FA) uptake, intracellular
transport, FA activation and β-oxidation, and lipoprotein/cholesterol metabolism [13,14].
PPAR-α regulates the expression level of its targets in a transcriptional manner through
heterodimerization with the retinoid X receptor (RXR). Once activated by a ligand, this com-
plex binds to the peroxisome proliferator response element (PPRE) located in the promoter
region of the target genes and modulates their transcription. PPAR-α can also negatively
regulate transcription mediated by AP-1 and NF-κB by protein–protein interactions. In-
terestingly, PPAR-α is an established target of miR-21 [15–17], and AP-1 and NF-κB have
been shown to be involved in the transcriptional control of miR-21 [18,19], thus suggesting
a negative regulatory loop between miR-21 and PPAR-α. Herein, we provide evidence
for this regulatory mechanism by showing (i) the concomitant altered expression of both
PPAR-α and miR-21 in a cohort of 52 primary ccRCCs, (ii)the transcriptional regulation of
miR-21 by PPAR-α through decreased binding of AP-1 and NF-κB to the miR-21 promoter,
and (iii) the increased transcriptional activity and expression of PPAR-α and key enzymes
involved in FA oxidation (FAO) following miR-21 silencing.
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2. Material and Methods
2.1. Clinical Specimen

A total of 52 primary ccRCC samples with healthy tissues were collected after surgery
and stored in the Tumor Bank and Tissue Collection of the Department of Pathology of
Lille Hospital. A written consent form was obtained from each patient, and the study was
approved by the scientific committee of the institute Tumorothèque du CHRU de Lille
(approval number: CSTMT078). The cohort has been previously described in [12]. All
the procedures performed in the studies involving human participants were carried out
in accordance with the ethical standards of the institutional research committee and the
Declaration of Helsinski 1964 and its later amendments or comparable ethical standards.

2.2. Immunohistochemistry

The immunochemistry protocol for PPAR-α (clone ab8934, abcam, Paris, France; 1/200)
was performed as previously described [20,21]. An IgG control antibody was used for
immunohistochemical analysis and did not show specific staining.

2.3. Cell Lines and Culture Conditions

The HK-2 human proximal tubule epithelial cell line, ACHN, and 786-O human re-
nal cancer cell lines were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA). The RCC10 and RCC4 human renal cancer cell lines were a gift from
Dr. D. Bernard (Inserm U1052—CNRS UMR5286, Centre de Recherche en Cancérologie
de Lyon, Lyon, France) [22]. The ACHN, 786-O, and RCC10/RCC4 cells were cultured,
respectively, with MEM, DMEM, and RPMI-1640 medium, supplemented with 10% heat-
inactivated FBS, 1% L-glutamine, and 1% penicillin/streptomycin, while the HK2 cells
were cultured with Keratinocyte Serum-Free Medium supplied with 0.05 mg/mL Bovine
Pituitary Extract, 5 ng/mL human recombinant epidermal growth factor, and 1% peni-
cillin/streptomycin. The cells were treated with 400 nM or 1 mM of GW7647, a highly
selective agonist of PPAR-α (Merck, Darmstadt, Germany).

2.4. Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from the tissue and cell samples with the RecoverAll Total
Nucleic Acid isolation kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France)
and the miRNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), respectively.

2.4.1. Mature miRNA Expression

Retrotranscription was performed on 5 ng of total RNA with a TaqMan probe (hsa-miR-
21: 000397; RNU6B: 001093; RNU48: 001006 (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystem,
Illkirch-Graffenstaden, France) according to TaqMan microRNA Reverse Transcription Kit
protocol (Applied Biosystem). The qPCR reaction was performed using the TaqMan Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystem) following the manufacturer’s protocol using
the CFX96 Real-Time PCR system (Bio-Rad, Marnes La Coquette, France). The miRNA
expression data were normalized to the expression of RNU6B for the tissue samples and to
the expression of RNU48 for the cell samples. The expression levels of mature miR-21 were
calculated based on the comparative threshold cycle method (2−∆∆CT) [23].

2.4.2. Gene Expression

Retrotranscription was performed on 1 µg of total RNA with the High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystem, Illkirch-
Graffenstaden, France). The expression levels of PPAR-α, ACOX1, CPT1, and SLC22A5
were analyzed using the TaqMan Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France). The qPCR reaction was performed using the TaqMan Gene Ex-
pression Master Mix (Applied Biosystem) following the manufacturer’s protocol using the
CFX96 Real-Time PCR system (Bio-Rad). The mRNA expression data were normalized
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to the expression of PPIA (cyclophilin A). The expression levels of mature miR-21 were
calculated based on the comparative threshold cycle method (2−∆∆CT) [23].

2.5. Western Blotting

Total cellular extracts and Western blotting were performed as previously described [24]
using specific primary antibodies: PPAR-α (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), PTEN
(Cell Signaling), PDCD4 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA); β-Actin (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France). Peroxydase-conjugated secondary antibodies (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) were used, and immunoreactive bands were
visualized using the West Pico chemoluminescent substrate (Thermo Scientific, Pierce,
Illkirch-Graffenstaden, France). Chemo-luminescence was visualized using an LAS4000
apparatus (Fujifilm, Courbevoie, France). The original Western Blotting data is shown in
Supplementary Materials (Figure S1).

2.6. Transient Transfections

Transient transfections and co-transfections were performed with Lipofectamine LTX
(Invitrogen) as previously described [16]. The plasmids used in this study were: pSG5-
EV (empty vector), pSG5-PPAR-α (a gift from Professor B. Staels, Inserm U1011, CHU
de Lille, Institut Pasteur de Lille, Lille, France), pGL3-miR-21-Luc (−1656/+24) miR-21
promoter, [18], κB-Luc, AP1-Luc, and J6-PPRE-TK-Luc (a gift from Professor B. Staels). To
determine the promoter activity, 24 or 48 h after transfection, the cell lysates were deter-
mined for firefly and Renilla luciferase activities with the Secrete-PairTM Dual Luminescence
Assay Kit (Promega, Charbonnières-Les-Bains, France). The results were expressed as rela-
tive luciferase units normalized to Renilla luciferase [25].

2.7. Chromatin Immunoprecipitation

The 786-O and ACHN cells (1.0 × 106) were fixed for 10 min at room temperature in 1%
(v/v) formaldehyde and processed for ChIP analysis as previously described [26]. The specific an-
tibodies used were: anti-c-jun (D) and anti-NF-κB p65 (H-286) (Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany). qPCR was performed using the SsoFast EvaGreen supermix (Bio-Rad) and the
following primers: AP-1 Forward: 5′-TAAGGATGACGCACAGATTGTC-3′; AP-1 Reverse: 5′-
TCAGAAGTCCCACATTTATCACC-3′; NF-κB Forward: 5′-GGAGTGGATGGGTTCTGCCTTA-
3′; and NF-κB Reverse: 5′-CAAGGTGGATTGCATCGAGG-3′.

2.8. Modulating miR-21 Expression in Renal Cancer Cells

In order to upregulate miR-21 expression and downregulate miR-21 expression in
renal cancer cells, premiR hsa-miR-21-5p (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France) and miRCURY LNA Inhibitor hsa-miR-21-5p (Exiqon, Vedbaek,
Denmark) were transfected, respectively. The control cells were transfected with premiR
miRNA Precursor Molecules-Negative Control #2 (Ambion) or with miRCURY LNA Power
Inhibitor Control (Exiqon) [12]. Reverse transfection was performed with Lipofectamine
RNAiMAX Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France)
according to the manufacturer’s instruction.

2.9. Statistical Analysis

The data are presented as means ± SEM (standard error mean). The statistical anal-
yses were performed with GraphPad Prism software (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Differences between multiple groups were assessed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s multiple comparison test. Statistical differ-
ences between each two groups were determined by the Student’s t-test. Differences were
considered significant when p < 0.05.
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3. Results
3.1. miR-21 Overexpression Is Correlated with the Downregulation of PPAR-α Expression in Clear
Renal Cell Carcinoma

First, using RT-qPCR, we examined miR-21 and PPAR-α expression in 52 paired ccRCC
tumor tissues and matched adjacent non-tumor tissues. miR-21 expression was signifi-
cantly upregulated in ccRCC tissues compared to the normal renal tissues (14.48 ± 2.6 vs.
0.97 ± 0.1, respectively; p < 0.001; Figure 1A), whereas PPAR-α expression was significantly
decreased (0.16 ± 0.03 vs. 1.03 ± 0.12, respectively; p < 0.001; Figure 1B). Then, we showed
that miR-21 overexpression was correlated with PPAR-α downregulation in ccRCC (Spear-
man’s test: r = −0.32; p = 0.0208; Figure 1C). The immunohistochemistry analyses showed
very low expression of PPAR-α in neoplastic cells except in a few ccRCC low-grade tumors
(nucleolar grade 1–2 as described by the World Health Organization/International Society
of Urological Pathology (WHO/ISUP)) (Figure 1D). Furthermore, in a few ccRCC high-
grade tumors (nucleolar grade 3–4), a nuclear expression of PPAR-α was observed, mainly
restricted to tumor-infiltrated inflammatory cells, in particular lymphocytes (Figure 1D).
Overall, cancer cells in ccRCC exhibited high levels of miR-21, and the expression of
PPAR-α was nearly undetectable.

Figure 1. miR-21 is significantly upregulated and PPAR-α downregulated in ccRCC human tissues
compared to the paired healthy tissues. (A) miR-21 and (B) PPAR-α expressions in the tumor and
adjacent healthy renal tissues of a cohort of 52 cRCC patients were determined by qRT-PCR. RNU6B
and PPIA were used as internal controls, respectively. The average expression of miR-21 and PPAR-α
in ccRCC is shown in relation to the value obtained for normal kidney tissue (*** p < 0.001). (C) The
correlation between miR-21 and PPAR-α expressions in ccRCC was analyzed with Spearman’s test.
(D) The immunohistochemistry study preformed using an anti-PPAR-α antibody (magnification: ×200).
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3.2. miR-21 and PPAR-α Expressions in Renal Cellular Models

To further investigate the relationship between miR-21 and PPAR-α, we first assessed
the expression level of miR-21 and PPAR-α in human proximal tubule epithelial cell line
HK-2 and in four human ccRCC cell lines. Using RT-qPCR, we showed that miR-21
expression was significantly upregulated before confluence in the 786-O, ACHN, RCC10,
and RCC4 cancer cell lines compared to HK-2 cells (p < 0.05 and p < 0.001; Figure 2A). The
ACHN cells expressed high level of miR-21 (21-fold, p < 0.001), whereas 786-O expressed
lower levels (1.7-fold, p < 0.05) compared to HK-2 cells. Two days after the cells reached
confluence, miR-21 expression decreased in all the cancer cell lines; however, the Western
blot analysis revealed induction of PPAR-α (Figure 2B). Therefore, variation in miR-21
expression directly impacts PPAR-α levels only in ccRCC cell models.

Figure 2. miR-21 and PPAR-α expressions in HK-2 and renal cancer cell lines before confluence (BC)
and two days after confluence (C + 2). (A) Using RT-qPCR, miR-21 expression was determined in the
786-O, ACHN, RCC10, and RCC4 renal cancer cells as compared to normal HK-2 renal epithelial cells.
RNU48 was used as an internal control. The values are means ± SEM and represent at least three
separate experiments (* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001). (B) Western blotting was performed on
whole cell extracts. Antibodies against PPAR-α and β-actin were used.

3.3. PPAR-α Expression and/or Activation Decreases the Expression of miR-21

To investigate whether the modulation of PPAR-α activity can modulate the expression
of miR-21, ccRCC cell models were exposed to GW7647, a highly selective PPAR-α agonist,
and also transiently transfected by the pSG5-PPAR-α expression vector containing PPAR-α
cDNA without a putative miR-21 binding site in its 3′-UTR. In ACHN cells that expressed
a high level of miR-21, PPAR-α activation by GW7647 had no effect on miR-21 expression,
whereas PPAR-α overexpression significantly decreased miR-21 levels (32–41% inhibition,
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p < 0.05; Figure 3A). In 786-O cells that expressed a very low level of miR-21, GW7647
alone was sufficient to significantly decrease miR-21 expression (42–48% inhibition, p < 0.05
and p < 0.01; Figure 3A). Similarly, the forced expression of PPAR-α also decreased miR-21
expression by 39% (p < 0.01), but no additive effect was observed when the cells were
treated with the PPAR-α agonist. In conclusion, variation in PPAR-α expression and/or
activity is able to decrease miR-21 expression in renal cancer cells.

Figure 3. PPAR-α expression and/or activation decreases miR-21 expression and transcription.
(A) ACHN and 786-O cells were transfected with pSG5-EV (empty vector) or pSG5-PPAR-α expression
vectors. At 24 h after transfection, the cells were incubated with 0, 400 nM, or 1 µM of GW7647.
At 48 h after transfection, miR-21 expression was determined by qPCR. RNU48 was used as an
internal control. (B) ACHN and 786-O cells were co-transfected with miR-21-Luc promoter and
pSG5-EV (empty vector) or pSG5-PPAR-α expression vectors. At 24 h after transfection, the cells were
incubated with 0 or 400 nM of GW7647. At 48 h after transfection, luciferase activity was determined.
The values obtained with the empty vector were referred to as 1. The values are means ± SEM and
represent at least four separate experiments (* p < 0.05 and ** p < 0.01).

3.4. PPAR-α Expression and/or Activation Decreases the Expression of miR-21 at the
Transcriptional Level

To further define how PPAR-α downregulates miR-21, we cloned the −1656/+24
miR-21 promoter described by Fujita et al. [18] in a pGL3 basic luciferase reporter vector.
The co-transfection experiments performed in the ACHN and 786-O cells showed that



Cancers 2022, 14, 795 8 of 16

PPAR-α overexpression decreased miR-21 promoter transcriptional activity (18% and 40%
inhibition, respectively; Figure 3B). This inhibition increased significantly after the GW7647
treatment only in the 786-O cells (65% inhibition). Thus, PPAR-α overexpression decreases
miR-21 promoter transcriptional activity in renal cancer cells.

3.5. PPAR-α Expression and/or Activation Decreases AP-1 and NF-κB Transcriptional Activity
and Binding to miR-21 Promoter

Then, we focused our attention on the AP-1 and NF-κB transcription factors that
(i) regulate miR-21 transcriptional activity [18,19], (ii) interact with those whose transcrip-
tional activity is inhibited by PPAR-α via a transrepressive mechanism [8], and (iii) are
overexpressed and activated in renal carcinogenesis [27,28]. To determine AP-1 and NF-κB
activities in our cellular models, we investigated AP-1- and NF-κB-dependent transcription
directly using AP1-Luc and κB-Luc reporter assays. In the ACHN cells, PPAR-α overexpres-
sion significantly decreased transcriptional activity mediated by AP-1 and NF-κB (≈20%
inhibition, p < 0.05; Figure 4A), but GW7647 had no effect. In the 786-O cells, PPAR-α over-
expression significantly decreased transcriptional activity mediated by AP-1 and NF-κB
(32 and 55% inhibition, respectively, p < 0.001; Figure 4A). The treatment with the PPAR-α
agonist increased transcriptional activity mediated by AP-1 (62% inhibition, p < 0.001).
Then, we determined whether PPAR-α overexpression influenced the binding of AP-1
and NF-κB on the miR-21 promoter. In the control conditions (pSG5-EV), the ChIP assays
showed that, in the ACHN and 786-O cells, AP-1 interacted with the miR-21 promoter
when we compared the chromatin enrichment in anti-c-jun and IgG conditions (7.2 ± 1.9
and 3.2 ± 0.8, respectively; p < 0.01). These interactions ceased when PPAR-α was over-
expressed (pSG5-PPAR-α). The same results were obtained with the NF-κB transcription
factor: in the ACHN and 786-O cells transfected with pSG5-EV, chromatin enrichment
was observed in anti-NF-κB p65 vs. IgG conditions (4.1 ± 1.6 (p < 0.05) and 6.09 ± 1.5
(p < 0.01), respectively), whereas no significant enrichment was observed when the cells
were transfected with the pSG5-PPAR-α expression vector. In conclusion, PPAR-α expres-
sion decreases AP-1 and NF-κB transcriptional activity and binding to miR-21 promoter.

3.6. PPAR-α Expression and/or Activation Increases the Expression of Two miR-21 Targets:
PDCD4 and PTEN

After showing that PPAR-α decreased miR-21 expression directly at the transcriptional
level, we evaluated the impact of PPAR-α overexpression and activation on the expression
levels of two known miR-21 targets: PDCD4 and PTEN. In the ACHN and 786-O cells,
PPAR-α overexpression increased PDCD4 (2.5-fold (Figure 5A) and 2.2-fold (Figure 5B))
and PTEN (2.5-fold (Figure 5A) and 2.9-fold (Figure 5B)) expression levels. Similar results
were obtained when the cells were exposed to GW7647. Altogether, these results suggest
that PPAR-α positively regulates PDCD4 and PTEN expressions.

3.7. Inhibition of miR-21 Expression Increases PPAR-α and PPAR-α Target Gene Expression

To further define how miR-21 downregulates PPAR-α, anti-miR-21 (LNA-21) or pre-
miR-21 was transfected in the 786-O cells to either inhibit or overexpress miR-21, re-
spectively [7]. Using RT-qPCR, PPAR-α expression was not affected when miR-21 was
overexpressed or downregulated (data not shown). However, using Western blotting
(Figure 6A), we showed that miR-21 downregulation using an LNA-21 strategy increases
PPAR-α expression (1.3-fold), whereas miR-21 overexpression by transfection of pre-miR-
21 decreases its expression (55% inhibition). Then, we evaluated the impact of miR-21
expression on PPAR-α signaling. First, we used the J6-PPRE-TK-Luc reporter plasmid
in which the luciferase gene was under the control of the thymidine kinase promoter
containing three PPRE elements. When the J6-PPRE-TK-Luc construct was co-transfected
with LNA-21, luciferase activity was increased by 1.9-fold (p < 0.05) compared to LNA-C
(Figure 6B). In both co-transfection conditions, the treatment with GW7647 significantly
increased luciferase activities (3.8-fold and 4.2-fold, respectively; p < 0,001). By contrast,
when the cells were co-transfected with J6-PPRE-TK-Luc and pre-miR-21, GW7647 had
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no effect on transcriptional activity mediated by PPAR-α. Then, to confirm that miR-21
plays a role in transcriptional activity mediated by PPAR-α, we evaluated the expression
of three PPAR-α target genes involved in lipid metabolism: SLC22A5, CPT1, and ACOX1.
When miR-21 was inhibited by LNA-21, their expression levels significantly increased (2.8-,
2.1-, and 2.9-fold, respectively; p < 0.01) (Figure 6D). In conclusion, miR-21 overexpression
decreases PPAR-α expression and transcriptional activity mediated by PPAR-α.

Figure 4. PPAR-α expression and/or activation decreases AP-1 and NF-κB transcriptional activity
and binding to miR-21 promoter. (A) ACHN and 786-O cells were co-transfected with pSG5-EV
(empty vector) or pSG5-PPAR-α expression vectors and κB-Luc or AP1-Luc synthetic promoters. At
24 h after transfection, the cells were incubated with 0 or 400 nM of GW7647. At 48 h after transfection,
luciferase activity was measured. Luciferase activity in cells transfected with pSG5-EV was set as 1.
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(B,C) Soluble chromatin from the ACHN and 786-O cells transfected with pSG5-EV or pSG5-PPAR-α
expression vectors was immunoprecipitated with control immunoglobulin G (IgG) and anti-c-jun
(B) or anti-NF-κB p65 antibodies (C). The precipitated DNA samples were amplified by PCR with pairs
of primers flanking the binding site regions for AP-1 and NF-κB. The results were expressed as the
percentage of input. The values obtained with the empty vector were referred to as 1. The values are
means ± SEM and represent at least three separate experiments (* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001).

Figure 5. PPAR-α expression and/or activation increases the expression of two miR-21 targets:
PDCD4 and PTEN in ACHN (A) and 786-O cells (B). Western blot performed on cell extracts obtained
from ACHN and 786-O transfected with pSG5-EV (empty vector) or pSG5-PPAR-α expression vectors
and treated for 24h after transfection with 0, 400 nM, or 1 µM of GW7647. The intensities of the
signal were determined by densitometric scanning, expressed as the relative signal PDCP4/Actin and
PTEN/Actin ratios and represented as histograms. Expression in the “pSG5-EV with no treatment”
condition was arbitrarily set to 1.
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Figure 6. Inhibition of miR-21 expression increases PPAR-α and PPAR-α target gene expressions in
786-O cells. (A) Western blot performed on cell extracts obtained from 786-O cells transfected for 24h
with 10 nM of LNA-C, LNA-anti-miR-21 (LNA-21), pre-miR-neg, or pre-miR-21. (B) The 786-O cells
were co-transfected with J6-PPRE-TK-Luc reporter plasmid and 10 nM of LNA-C or LNA-anti-miR-21
(LNA-21). At 48 h after transfection, luciferase activity was measured. Luciferase activity in the cells
co-transfected with J6-PPRE-TK-Luc and LNA-C was set as 1. (C) The 786-O cells were co-transfected
with J6-PPRE-TK-Luc reporter plasmid and 10 nM of pre-miR-neg or pre-miR-21. At 48 h after
transfection, luciferase activity was measured. Luciferase activity in the cells co-transfected with
J6-PPRE-TK-Luc and pre-miR-neg was set as 1. (D) The 786-O cells were transfected with 10 nM
of LNA-C or LNA-anti-miR-21 (LNA-21). At 48 h after transfection, SLC22A5, CPT1, and ACOX1
expressions were determined by RT-qPCR. PPIA was used as an internal control. The values are
means ± SEM and represent at least three separate experiments (* p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001).
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4. Discussion

Studies over the last decade have led to the concept that ccRCC, the most common
and deadly type of cancer affecting the kidney, is a metabolic disease histologically charac-
terized by large intracellular lipid deposits [3]. As ccRCC is typically highly resistant to
conventional systemic therapies [2,5–7], the identification of new molecular mechanisms
driving tumor progression is essential for the rational design of new therapeutic strate-
gies to cure ccRCC. In this context, we focused our attention on miR-21, an established
oncogenic miRNA commonly upregulated in many solid tumors such as breast, lung, and
stomach cancers and hematological malignancies [10,11]. Mechanistically, miR-21 has been
shown to influence cancer by targeting essential tumor-suppressive genes such as PTEN,
BCL2, or PDCD4, thereby promoting tumor development by regulating many distinct
carcinogenic pathways including those related to proliferation, apoptosis, angiogenesis,
and metastasis [29]. For example, we previously showed that miR-21 is not only upregu-
lated in ccRCC but is also involved in cancer progression (proliferation, migration, and
invasion) and resistance to chemotherapy by controlling the expression of genes associated
with multi-drug resistance and the apoptotic pathway [12]. Nevertheless, whether miR-21
also participates in the metabolic alterations characterizing ccRCC remains incompletely
understood and is of particular interest, especially as this miRNA has been previously
shown to target PPAR-α, the master regulator of lipid metabolism [15–17]. Furthermore,
during kidney fibrosis, miR-21 overexpression contributes to fibrosis and epithelial injury
by downregulating PPAR-α expression and increasing lipid accumulation [15,30–32]. In
this study, based on our cohort of 52 paired ccRCC tumor tissues and matched adjacent
non-tumor tissues, we showed the overexpression of miR-21 in ccRCC as well as an inverse
correlation between miR-21 and PPAR-α expression. Consistent with Kim et al. [33], we
also showed that the PPAR-α protein level was barely detectable in most ccRCC clinical
samples, suggesting that miR-21 may influence PPAR-α expression and consequently its
activity. As PPAR-α is a bona fide target of miR-21, we performed a series of experiments
aiming to better characterize the regulatory mechanism shared by miR-21, PPAR-α, and
lipid metabolism in ccRCC.

PPAR-α, the master regulator of lipid metabolism, typically modulates gene expression
by binding to specific DNA response elements located in the promoter region of the target
genes as heterodimers with retinoid X receptors (RXRs) [13]. This usually enables PPAR-α to
positively regulate gene networks involved in the control of lipid metabolism, in particular
the transcriptional control of genes involved in peroxymal and mitochondrial FAO, fatty
acid uptake, and triglyceride catabolism. PPAR-α is also directly involved in the negative
regulation of proinflammatory genes in a ligand-dependent manner by antagonizing the
activities of several transcription factors such as NF-κB and AP-1 by a less understood
mechanism termed transrepression [13,34]. Here, we showed that PPAR-α negatively
regulates miR-21 expression by a mechanism of transrepression involving AP-1 and NF-κB.
Indeed, our results demonstrate that PPAR-α represses miR-21 expression by decreasing
AP-1 and NF-κB transcriptional activity on the miR-21 promoter. This is consistent with
previous studies that showed the overexpression and increased activity of AP-1 and NF-κB
in ccRCC [27,28], as well as their ability to increase miR-21 transcription [18,19].

Finally, we showed that silencing miR-21 is sufficient to increase PPAR-α expression
and activity. To further confirm the impact of miR-21 silencing on the metabolic changes
induced by PPAR-α activation, we also assessed the expression level of three transcriptional
targets of PPAR-α involved in lipid metabolism: SLC22A5, the carnitine transporter; CPT1,
carnitine palmitoyltransferase 1, which transports FA to the mitochondria and ACOX1;
and acyl-CoA oxidase 1, which is the first and rate-limiting enzyme in FAO [13,14]. Of
particular interest, the inhibition of miR-21 expression significantly increased the expression
of these genes, suggesting that miR-21 could contribute to lipid accumulation characterizing
ccRCC. A study on more than 400 renal tumor samples showed the aberrant activation
of PI3K/AKT and the expression of two top proteins correlated with worse survival:
reduced AMP-activated kinase (AMPK) and increased acetyl-CoA carboxylase (ACC).
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Together, the downregulation of AMPK and the upregulation of ACC activity contribute
to a metabolic shift towards increased FA synthesis [35]. Thus, ccRCC is characterized by
a lipid storage phenotype. CPT1 is repressed by the hypoxia-inducible factor, the main
signaling pathway involved in renal carcinogenesis, and reducing FAO. A lower expression
of CPT1 is associated with poor patient outcomes [36]. Altering lipid metabolism may
be a new therapeutic avenue for ccRCC [37–39]. In line with these studies, the miR-21-
silencing strategy is of potential interest in ccRCC treatment since PTEN, a potent inhibitor
of the PI3K/AKT pathway, and PPAR-α are direct targets of miR-21. Furthermore, the
re-expression of PPAR-α and treatment with an agonist such as fenofibrate could increase
PTEN and PDCD4 expressions and also induce FAO by increasing the expression of
SLC22A5, CPT1, and ACOX1. In diabetic nephropathy, K-877, a novel PPAR-α agonist,
accelerates FAO and inhibits FA synthesis by modulating the AMPK/ACC pathway [40].

Previous studies have shown that transcriptional regulation mediated by transcription
factors and the post-transcriptional control exerted by miRNAs are often highly coordi-
nated [41–43]. In particular, the interplay between miRNAs and transcriptional regulators
has been shown to regulate key developmental events or cell-fate decisions [41–43]. In
particular, one well-described network motif, the double-negative feedback loop, is thought
to regulate many binary cell-fate decisions [42–44]. This regulatory mechanism implies
that one miRNA targets a transcriptional regulator, which in turn controls the expression
of this miRNA and usually acts as a switch between two alternative cell states [42–45]. In
this study, we propose that, in ccRCC, miR-21 and PPAR-α function in a double-negative
feedback loop, where miR-21 and PPAR-α mutually repress each other to control lipid
metabolism (Figure 7). In line with this, we showed that in vitro modulation of miR-21
likely induces metabolic changes by impacting PPAR-α expression and activity.

Figure 7. A double-negative feedback interaction between miR-21 and PPAR-α in clear renal cell
carcinoma.

Many studies have linked miR-21 to poor prognosis and survival [29]. Previous
studies have shown that the development of antisense oligonucleotides designed against
miR-21 holds great promise for cancer therapy, and one anti-miR-21 drug candidate (RG-
012) is already in the pipeline for clinical trials. In line with this, our data suggest that
the proposed double-negative feedback interaction between PPAR-α and miR-21 could
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be therapeutically exploited to restore PPAR-α expression and consequently inhibit the
oncogenic events mediated by the aberrant lipid metabolism of ccRCC.

There were a few limitations in our study: (i) we did not perform in vivo experiments
to support our in vitro results, and (ii) the measurement of FAO activity and lipid storage
would further support the potential metabolic shift induced by miR-21 silencing and/or
PPAR-α activation in ccRCC.

5. Conclusions

In this study, we propose that the lipid metabolic reprogramming of ccRCC occurs
at least in part through a double-negative feedback loop between miR-21 and PPAR-α
(Figure 7). miR-21 seems to be involved in the metabolic shift observed in renal cancer by
targeting PPAR-α, which is one of the master regulators of lipid metabolism. In ccRCC,
miR-21 silencing seems a promising strategy (i) to improve chemotherapy efficacy, (ii) to
inhibit survival and anti-apoptotic pathways, and (iii) to reverse the metabolic shift toward
FAO. This kind of strategy will open new therapeutic options to clinicians to ameliorate
patient’s care.
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