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Le cancer du sein est le premier cancer féminin de la communauté européenne avec
pres de 210 000 nouveaux cas par an. Face aux limites des thérapies classiques, la découverte
de nouvelles molécules anti-tumorales et des approches combinant plusieurs agents anti-
cancéreux font I’objet de nombreuses recherches. Dans ce cadre, le butyrate de sodium (NaB)
a été proposé en tant qu’agent anticancéreux potentiel.

Nos résultats montrent que le NaB inhibe la croissance des cellules cancéreuses de
sein. Cette inhibition est due a un blocage du cycle cellulaire et a une induction de 1’apoptose.
Ces deux phénomenes dépendent de I’inhibiteur de CDK (Cyclin Dependent Kinase) p21v!
et non du suppresseur de tumeurs P53. De plus, I’induction de 1’apoptose par le NaB

afl .
Y tandis

impliquerait I’interaction de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) avec P21
que ’inhibition de la prolifération serait le résultat de 1’inhibition des CDKs. Par ailleurs, des
ligands de la superfamille du récepteur du TNF-alpha (Tumor Necrosis Factor alpha) tels que
TNF-alpha, TRAIL (TNF-alpha Related Apoptosis Inducing Ligand) et Fas L potentialisent
I’apoptose induite par le NaB. Ce phénomene est observé a la fois sur des lignées cancéreuses
de sein hormono-sensibles (MCF-7, T47-D) et des lignées hormono-résistantes (BT-20). Cette
induction synergique de 1’apoptose est associée a une augmentation de plusieurs protéines
clefs impliquées dans la voie de signalisation des récepteurs de mort telles que les récepteurs
de mort, I’adaptateur FADD, les caspases 8 et 9, Bid le membre pro-apoptotique de la famille
Bcl-2, et le cytochrome c cytosolique. La transfection transitoire d’un plasmide p21W‘4“cl
antisens ou déficient pour son interaction avec PCNA diminue fortement I’induction
synergique de I’apoptose. Cette inhibition est associée a 1’absence de relargage du cytochrome
¢ de la mitochondrie vers le cytosol. De maniere intéressante, les cellules épithéliales
mammaires normales ne sont pas induites en apoptose par les cotraitements.

L’ensemble de ces travaux montrent que le NaB, seul ou en combinaison avec des
ligands des récepteurs de mort, induit 1’apoptose des cellules cancéreuses de sein. Cette

apoptose est sous le controle P21%!

et non de P53. Ces résultats sont d’autant plus
intéressants que 30 a 50% des tumeurs mammaires présentent des mutations de P53.
Cependant, une meilleure compréhension du mécanisme d’action du NaB, ainsi que le test in
vivo de 1’efficacité des cotraitements dans 1’inhibition du développement tumoral devraient

contribuer a ouvrir de nouvelles perspectives dans la lutte contre le cancer du sein.
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I Développement normal et
tumoral de la glande mammaire
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I Développement normal et tumoral de la glande mammaire

I.A Développement normal de la glande mammaire

I.A.1 Anatomie et histologie

La glande mammaire est une glande cutanée au méme titre que les glandes sudoripares
et sébacées. Cette glande, incluse entierement dans le tissu adipeux sous-cutané, est rattachée
a la peau par ses seuls canaux excréteurs. C’est une glande tubulo-acineuse, de type composé,
formée de 15 a 20 unités glandulaires indépendantes nommées lobes mammaires. La glande

mammaire est une glande exocrine dont la fonction est la sécrétion lactée (Figure 1).

Graisse sous cutanée

Fascia superficel - ;
-Espace graisseux

Peau réfro-mammaire

Mamelon —

Ligament de Cooper—
(tissu de soutien)

e ]
o= -

Figure 1: Anatomie et structure de la glande mammaire. Adapté de
http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.

Chacun des lobes s’organise autour d’un canal excréteur (canal galactophore) qui
conduit le lait au niveau de I’extrémité mamelonnaire par un orifice propre. Juste avant de
s’ouvrir au niveau du mamelon, le canal galactophore forme une dilatation nommée sinus
lactifere. A 1autre extrémité, le canal galactophore se divise en plusieurs canaux dits
lobulaires. Chaque canal lobulaire se ramifie en canaux alvéolaires autour desquels se

réunissent de facon tres dense les acini. L’ensemble, acini, canaux alvéolaires et canaux
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lobulaires constitue un lobule. L’ensemble des lobules drainés par un canal galactophorique se

nomme un lobe (Figure 2).

Canal galactophore
Pore /
mamelonaire f
\\é |
2‘; TRt S i o s
Sinus Unité ductulo-lobulaire: pd

- canalicule extra~lobulaire
< canalicule wta-lobulawe —"

- BEATTIS - i
x s s WMMM
- s comjonctif

Figure 2 : Organisation générale d’un lobe mammaire. Chaque lobe est constitué¢ de
plusieurs lobules connectés a un méme canal galactophorique. Adapté de
http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm.

La glande mammaire est composée de plusieurs types cellulaires distincts. Le systeme
lobulo-canalaire est constitué d’une assise continue de cellules épithéliales, doublée d’une
couche externe discontinue de cellules myoépithéliales. Ces deux couches cellulaires reposent
sur une lame basale recouverte d’un manchon fibroblastique plus ou moins développé. Les
acini ou alvéoles sont composés de cellules épithéliales et de cellules myoépithéliales. Celles
ci sont entourées d’une lame basale et d’un tissu mésenchymateux (tissu palléal), composé de
fibroblastes et d’adipocytes, fortement irrigué par les vaisseaux sanguins. Les cellules
épithéliales ont plutdt une forme cylindrique, elles synthétisent et sécretent le lait. Les cellules
myoépithéliales ont une forme plus allongée et permettent par leur contraction I’évacuation du

lait (Figure 3).
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o

Figure 3 : Histologie de la glande mammaire normale. A, Lobule mammaire : CI canal
intralobulaire ; EC extrémités canalaires ; TI tissu de soutien intralobulaire ; TE tissu de
soutien extralobulaire. B, Canal terminal intralobulaire : C couche interne de I’épithélium
présentant un aspect cubique, M couche externe constituée de cellules myoépithéliales, S
canal sécrétoire. Adapté de Stevens and Lowe, 1992.

1.A.2 Développement

La période de croissance de la glande mammaire débute au cours de la vie fcetale et se
poursuit lentement tout au long de 1’existence. Ce développement s’effectue en plusieurs

étapes et ne s’acheve réellement que pendant la gestation et la lactation (Figure 4).

avéoks

v celiules sécrétrices)
o f e
¥ sloppement des canaux
e _ e ot du tissu sécréteur)
Grossesse

e W e o Y o »
\ Sotodermne S {développement des
M {oroissance | canaux et des tissus
voie feotale isométrique) annexes) A
naissance pubené » M
sevrage /
{disparition des rg S
soliles %«G!@%&’Mﬁw o
& -} - - |
prénatale enfance pubertaire gestation/ lactation

Figure 4 : Différentes étapes de la croissance et du fonctionnement de la glande
mammaire. Adapté de Espie and Gorins, 1995.
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a) Etape prénatale

Au cours de la 4™ semaine du développement de la vie embryonnaire apparait une
paire symétrique de bourgeons mammaires primitifs le long de la créte mammaire (ligne

lactéale), ces bourgeons correspondent a un épaississement de 1’ectoderme (Figure 5). Dés la
eéme . P . . A . . R
6~ semaine, la créte mammaire disparait et seul les bourgeons mammaires subsistent, c’est

eme 5™ mois, les

la fin du développement embryonnaire (environ 7 semaine). Au cours du
bourgeons mammaires vont émettre dans le mésoderme sous-jacent 10 a 20 prolongements
cylindriques. Ces derniers vont se ramifier, se dilater et se creuser pour former une lumiére

éme_8éme

(futurs canaux galactophores), et ce vers les 7 mois. A la naissance, la glande
mammaire est donc réduite a un systeme de tubules tres courts dont 15 a 20 canaux (futurs
canaux galactophoriques) s’ouvrant au sommet de 1’ébauche du futur mamelon. Lors de cette
période, le mamelon fait saillie et 1’auréole se pigmente légérement. L’ébauche de la glande

mammaire masculine est similaire a celle de la femme et s’arréte a ce moment 1a.

Créte Bourgeon Mamelon
marmmaite secondaire Cupute ombilique

Ectaderme

Bourgean
primgirg Masadermne
Futur canal
galactophors
& semaines 4 mois 8 mois Naissance

Figure 5 : Développement prénatal de la glande mammaire. Adapté de Espie and Gorins,
1995.

b) Etape pubertaire

De la naissance a la puberté, la croissance de la glande mammaire est minime et
isométrique. A la puberté, la croissance s’accélere et des modifications morphologiques
comme une augmentation de volume se produisent. Ceci est notamment dii a I’augmentation
des adipocytes et le développement des canaux galactophoriques. D’autres modifications sont

observées telles que la saillie du mamelon, et la pigmentation et la saillie de I’auréole. Les
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lobules ne se forment que lors de la premiére ovulation (vers 14-15 ans) et le sein prend alors

sa forme de nullipare.

c) Gestation et lactation

L’extension des canaux galactophores et la différenciation des acini glandulaires
s’effectuent au cours de la gestation. La glande mammaire n’achéve son développement
qu’avec la lactation, période pendant laquelle les acini sont parfaitement différenciés et

produisent alors le lait.

1.A.3 Contréle du développement

Le tissu sécréteur mammaire n’a qu’une existence transitoire et cyclique. La glande
mammaire connait donc des phases successives de prolifération et d’involution ce qui
explique que cet organe soit hautement contrdlé a la fois par des facteurs de croissance et des

hormones.

Les facteurs de croissance sont des polypeptides de faible poids moléculaire se liant a
des récepteurs transmembranaires de haute affinité sur des cellules cibles. Cette liaison
entraine, au niveau intracellulaire, une cascade de transduction permettant la transcription de
génes impliqués notamment dans la prolifération. Il est maintenant bien établi que chaque
organe synthétise une grande partie des facteurs de croissance dont il a besoin. Ces facteurs
agissent alors de maniere paracrine et autocrine et non plus endocrine. Dans ce cadre, le sein
synthétise un certain nombre de facteurs de croissance tels que I’EGF (Epidermal Growth
Factor), I'IGF-I (Insulin-like Growth Factor), les TGF-alpha et -beta (Transforming Growth
Factor alpha et beta), les FGF (Fibroblaste Growth factors), MDGF-1 (Mammary Derived
Growth Factor-1), les IGFBP (Insulin-like Growth Factor Binding Proteins). Ces facteurs
stimulant ou inhibant la prolifération des cellules épithéliales mammaires normales, leur
expression permet de réguler finement la prolifération de ces cellules et donc ’homéostasie

des tissus normaux (Tableau 1).
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Effet sur la prolifération | Facteur de croissance Cellule productrice
EGF Epithéliale
IGF-I Epithéliale et myoépithéliale

Stimulateur TGF-alpha Epithéliale

FGF Epithéliale, myoépithéliale, fibroblaste
MDGF-1 Epithéliale
TGF-beta Epithéliale
Inhibiteur IGFBP Epithéliale

Tableau 1: Facteurs impliqués dans la régulation de la prolifération des cellules
épithéliales mammaires normales. Les IGFBP ne sont pas & proprement parler des facteurs
de croissance mais permettent principalement la capture des IGF, modulant ainsi de fagon
négative la prolifération.

La croissance de la glande mammaire est également sous le contrdle d’hormones qui
agissent de maniere endocrine sur les cellules cibles et participent a I’homéostasie tissulaire
du sein. Parmi ces hormones, il est possible de citer les oestrogenes et la progestérone mais
également la prolactine et 1’insuline. Oestrogenes et progestérone sont des hormones d’origine
ovarienne jouant un role clef dans le contrdle de la croissance. En effet, a la puberté et durant
la grossesse, les oestrogenes stimulent la croissance des canaux et augmentent le taux de
récepteurs a la progestérone, tandis que la progestérone stimule plutdt le développement des
acini (Hansen and Bissell, 2000). Les oestrogénes agissent de diverses manieres sur la
prolifération des cellules. Ainsi, le traitement de cellules par I’cestradiol permet une synthese
précoce d’ADN mais également I’activation de genes cibles tels que fos, jun, myc et myb.
L’cestradiol régule également 1’expression de genes codant : (1) des facteurs de croissance tels
que I’EGF, les TGF-alpha, et -beta, I'IGF-II, le FGF-I, et leurs récepteurs (El Yazidi et al.,
1998) ; (2) des récepteurs des hormones stéroidiennes tels que les récepteurs aux oestrogenes ;
(3) des composants des voies de transduction des facteurs de croissance tels que Fos et la
Cycline D1 (May and Westley, 1995). De méme que pour les facteurs de croissance, le
contrdle de la prolifération par les oestrogénes est finement régulé. Ainsi, la stimulation de la
production de facteurs de croissance par les oestrogenes s’accompagne de possibles
mécanismes de rétrorégulation négative permettant a la cellule d’éviter de proliférer de
manicre incontrdlée. Par ailleurs, les oestrogénes stimulent la synthése de protéases (uPA,
Cathepsine D) qui, en dégradant la matrice extracellulaire, vont contribuer indirectement a la

multiplication des cellules (Rochefort et al., 2001).
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Enfin, la matrice extracellulaire joue également un rdle essentiel dans le controle de
I’homéostasie de cet organe. La croissance normale du sein dépend donc d’une balance
complexe entre facteurs inhibiteurs et activateurs de la croissance. Cette balance met en jeu a
la fois des interactions directes cellules/cellules, cellules/matrice extracellulaire et des

interactions indirectes via les hormones et/ou les facteurs de croissance.

L.B Développement tumoral de la glande mammaire

1.B.1 Différents types de cancer du sein

Le cancer du sein est le premier cancer féminin de la communauté européenne avec
environ 210 000 nouveaux cas par an et 73 000 déces annuels. Les études statistiques
permettent d’estimer que 1 femme sur 10 développera un cancer du sein au cours de sa vie.
C’est une maladie grave représentant la premiere cause de mortalité chez les femmes de 35 a
55 ans des pays développés. La survie globale tous stades confondus (avec bien entendu des
écarts importants selon les stades) est d’environ 65 % a 5 ans et de 50 % a 10 ans. Cependant,
cette pathologie est une maladie a évolution lente caractérisée par 1’apparition de métastases.
Ainsi, 6 a 8 ans sont nécessaires pour qu’a partir d’une cellule apparaisse une tumeur d’un
volume de 2 cm’. Pendant cette phase infra-clinique (période de non détection de la tumeur) ,
il existe des phénomenes d’invasion microscopique de la membrane basale faisant passer la
tumeur d’un état de carcinome in situ (non invasif) a un état de carcinome invasif. Les cellules
néoplasiques essaiment de la tumeur primitive par voie lymphatique ou sanguine. De ce fait,
les premiers relais ganglionnaires atteints sont les ganglions axillaires (inférieur puis moyen
puis supérieur), viennent ensuite les chaines mammaires internes, et enfin les ganglions sus-
claviculaires en cas de tumeur externe. Cet envahissement ganglionnaire est un reflet du
potentiel métastatique et sa présence est corrélée a la taille de la tumeur et au grade
histologique. Le cancer du sein peut également donner des métastases a distance notamment

au niveau des os, du foie, des poumons, de la plevre, de la peau et du cerveau.
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Les cancers du sein peuvent se classer en 2 catégories :

- Les carcinomes primitifs du sein (adénocarcinomes). Ils représentent 99 % des

cancers et correspondent a des tumeurs épithéliales a différenciation glandulaire.

- Les autres tumeurs malignes du sein. Ces dernieres représentent un groupe de Iésions
disparates comportant des sarcomes, des lymphomes non hodgkiniens et des métastases
mammaires témoignant d’un cancer primitif de nature variable. Vue leur rareté, ces tumeurs

ne seront pas évoquées ultérieurement.

Parmi les adénocarcinomes sont distingués (Figure 6) :

- Les carcinomes in situ (non infiltrants.). Ces carcinomes sont soit canalaires
(CCIS) soit lobulaires (CLIS). Les carcinomes canalaires sont définis comme «des
carcinomes des galactopores n’infiltrant pas le tissu conjonctif ». Il existe 4 types
architecturaux différents. Ces carcinomes ne franchissent pas la lame basale et sont de bon
pronostic. Les carcinomes lobulaires sont «des carcinomes intéressant les canalicules
intralobulaires qui sont comblés et distendus par une prolifération de cellules peu jointives
sans envahissement du tissu conjonctif voisin ». Ces carcinomes sont souvent bilatéraux et

évoluent dans 20 % des cas vers une forme infiltrante.

- Les carcinomes infiltrants. Ces carcinomes sont souvent canalaires (85 % des cas
de cancers), ou lobulaires (10 %). 1l existe des formes plus rares (1 %) qui sont les

carcinomes médullaires, tubuleux, bulbaires, cylindromes et colloides.
- La maladie de Paget du mamelon (2 %). Cette lésion correspond a une

extériorisation au niveau du mamelon d’un carcinome mammaire sous-jacent de nature

canalaire et parfois infiltrant.
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A- Distribition des carcinomes primitifs du sein

1% 2% 2%

Carcinome canalaire infiltrant
10 %

Carcinome lobulaire infiltrant
O carcinome de forme particuliere infiltrant

O Maladie de Paget du mamelon

85 %

Carcinome in situ

B- Histologie des carcinomes

Carcinome in situ Carcinome invasif

Carcinome
canalaire

Carcinome
lobulaire

Figure 6: Différents types de carcinomes primitifs de sein. A, Distribution des
adénocarcinomes primitifs du sein. B, Immuno-histologie de cancers in situ ou invasifs.

Adapté de http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/TUTORIAL/BREAST/BREAST.html

1.B.2 Cancérogenése mammaire

La cancérogenese mammaire est un phénomene complexe résultant de la combinaison
d’une multitude de facteurs, que cela soit dans les cas de cancers héréditaires (anomalies
génétiques constitutives germinales) et/ou les cas sporadiques de cancer (anomalies
génétiques acquises somatiques). L’acquisition de ce polymorphisme de mutations de genes
de susceptibilit¢ au cancer dépend d’agents environnementaux, du comportement et de

facteurs locaux et systémique. Schématiquement, la carcinogen¢se mammaire est le résultat
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d’une succession d’étapes contribuant a 1’évolution d’une cellule normale en une cellule

cancéreuse (Sidransky, 2002) (Figure 7).

Ce processus est du a 1’altération progressive de l’expression de genes favorisant
(oncogenes) ou au contraire empéchant (suppresseurs de tumeurs) le développement
cancéreux (Macleod, 2000). Ces altérations permettent a la cellule de :

- se répliquer de facon infinie (immortalisation des cellules)

- croitre en I’absence de stimulation externe

- étre insensible au rétrocontrdle modérant la prolifération cellulaire

- échapper a la mort par apoptose

- favoriser I’angiogenese

- envabhir les tissus adjacents et métastaser

La transmission de ces acquis par mitose favorise donc la croissance clonale des
cellules. Les modifications les plus fréquemment observées dans le cas du cancer du sein sont
des pertes d’hétérozygotie concernant un chromosome ou un bras de chromosome, des

amplifications d’oncogenes et des mutations ou délétions de genes suppresseurs de tumeur.

Acquisition 1% Acquisistion 2°™ Acquisition 3™ TUMEUR
mutation (%) mutation mutation (&) HETEROGENE

Changements génétiques somatiques

&

Style de vie —V } t \ Facteurs locaux
(comportement) (cellules environnantes,

Agents Facteurs systémiques matrice extra-cel.lulalre,
environnementaux (hormones, facteurs de facteurs autocrine et
( radiations, agents croissance, systéme paracrine)
chimiques) immunitaire)

Figure 7 : Facteurs influencant la cancérogenese mammaire. La cancérogénese est un
processus d’accumulations d’altérations génétiques. Ces mutations peuvent €tre induites par
une multitude des facteurs différents.
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Mutations héritées (germinales)

Les mutations héritées sont responsables de 5 a 10 % des cancers du sein. Le nombre
de membres de la famille atteints et 1’age de déclaration de la pathologie sont corrélés a la
pénétrance des altérations génétiques héritées. Deux de ces genes ont été€ identifiés sur la base
d’analyses de liaison dans des familles atteintes. Il s’agit des genes bcral et bera2 codant des
protéines nucléaires contribuant a la recombinaison homologue, a la réparation de ’ADN et a
I’expression de certains genes (Rosen et al., 2003 ; Daniel, 2002). La mutation d’un de ces
geénes contribue grandement a augmenter le risque de développer un cancer du sein. Il existe
d’autres genes associ€s a cette pathologie, ces derniers présentent toutefois une pénétrance
moins grande que celle de beral et bera2. Ainsi, le syndrome de Cowden (tumeurs du sein et
de la thyroide) présente des mutations dans la lignée germinale du gene suppresseur de
tumeur PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Protein) (Longy, 2001). Le syndrome de Li-
Fraumeni (forme héréditaire de cancers touchant I'enfant et 1'adulte jeune, caractérisé par un
large spectre tumoral incluant les sarcomes des tissus mous, les ostéosarcomes, les tumeurs
cérébrales, les corticosurrénalomes et les cancers du sein préménopausiques) est associé a des
mutations dans la lignée germinale du gene p53 (Varley, 2003). Dans d’autres cas plus rares,
rad 53 (également connu sous le nom de chk2 pour chekpoint kinase 2) est impliqué dans les
cas de leucémies, de tumeurs du sein, du cerveau (Ingvarsson et al., 2002). A 1’exception de
PTEN, les geénes impliqués dans la prédisposition génétique au cancer du sein codent des
protéines associées a la réponse aux dommages a I’ADN, suggérant une connection encore
non expliquée entre la maintenance de I'intégrité du génome et une tumorigénese spécifique

de I’organe.

Mutations acquises (somatiques)

La majorité des cancers du sein ne paraissent pas dépendre d’une histoire familiale et
les bases moléculaires de ces cancers sporadiques ne sont pas encore bien définies. Parmi les
oncogenes, la sur-expression et/ou 1’amplification génique de c-myc (facteur de transcription
impliqué dans la prolifération, la différenciation et 1’apoptose), de ccnd (gene codant la
Cycline D contrdlant le cycle cellulaire par régulation de kinases cyline-dépendantes) et de
erb-B2 (récepteur de type I de facteurs de croissance s’hétérodimérisant avec d’autres
récepteurs de cette famille) est fréquemment reportée. Parmi les genes suppresseurs de
tumeurs, des altérations de I’expression de p53, de rb, de p16™~*, de p27"" et de bera sont

souvent décrites. Ainsi, des mutations de p53 sont décrites dans 30 a 50 % des tumeurs
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primitives du sein (Hill and Sommer, 2002). P53 est un facteur de transcription participant au
maintien de I'intégrité du génome par arrét du cycle cellulaire en G1 voire en G2. 1l permet
également la transcription de génes impliqués dans 1’apoptose (récepteurs de mort et membres
de la famille bcl-2) et la survie (IGF-1, IGF-R1) (Gasco et al., 2002). Le géne rb est quant a
lui le premier gene suppresseur de tumeur découvert. Il code une protéine impliquée dans le
controle de la croissance et du cycle cellulaire s’associant notamment au facteur de
transcription E2F et a la Cycline D. Des anomalies de structure de ce gene sont constatées
dans 20 % des cas de cancer du sein, et dans 30 % des cas il y a une absence d’expression de

INK4 KIP1
6 7

la protéine. Les genes pl et p2 codent des inhibiteurs de kinases cyline-dépendantes

et sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Dans environ 46 % des lignées

6™ ou de p27K]Pl sont constatées (Tsihlias, 1999). Toutes ces

étudiées, des délétions de pl
altérations sont d’ordre génétique, cependant il ne faut pas oublier que d’autres altérations
dites épigénétiques telles que 1’acétylation ou la méthylation de ’ADN peuvent jouer
également un rdle dans le processus de cancérogénese. Schématiquement, 1’acétylation des
histones permettrait un décompactage de la chromatine favorisant ainsi 1’acces de facteurs de
transcription au niveau de I’ADN et donc la transcription des genes. Au contraire, la
méthylation des cytosines regroupées sous forme d’ilots CpG inhiberait la transcription des
genes, ce qui contribuerait au processus de cancérogénese (Widschwendter and Jones, 2002).

Ainsi, dans certains cas de cancers du sein, une inactivation de bcral due a

I’hyperméthylation de son promoteur a été constatée (Lu et al., 2001).
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IT Apoptose : mécanismes
moléculaires et implication dans
le développement tumoral
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II Apoptose : mécanismes moléculaires et implication dans le

développement tumoral

I1I.A Définition et description

L’apoptose est un processus physiologique permettant le contr6le du nombre de
cellules et jouant un rdle critique a la fois dans le développement et le maintien de
I’homéostasie tissulaire. Il était déja connu des le milieu du XIX siecle que la disparition
d’une cellule n’était pas simplement le résultat de 1’'usure du temps ou des agressions de
I’environnement, mais était plutot due a une capacité de s’autodétruire (Vogt C, 1842).
Néanmoins, ce n’est que depuis une trentaine d’années que 1’apoptose a €té considérée
comme une fonction a part enticre, provoquant un essor soudain et considérable de ce
domaine de recherche. Le terme apoptose est issu du grec et signifie « chute des feuilles en
automne ». Il a été introduit pour la premicre fois en 1972 par Kerr et désigne a la base une
séquence d’altérations morphologiques dont la condensation du cytoplasme, la fragmentation
de I’ADN et une perte de 1’asymétrie membranaire (Kerr et al., 1972). Ces réarrangements
morphologiques sont accompagnés d’évenements biochimiques et dépendent de I’existence
d’un programme moléculaire permettant aux cellules de déclencher leur suicide. Cependant,
la définition de 1’apoptose reposant uniquement sur une description morphologique, il est
apparu depuis 3 a 4 ans que ce terme était trop restrictif pour définir I’ensemble des morts
cellulaires programmées (certaines ne s’accompagnant pas forcément de tous les criteres
décrits initialement) (Wyllie and Golstein, 2001 ; Leist and Jaattela, 2001). Ainsi, le concept
de mort programmeée s’est élargi et 1’apoptose est maintenant considérée comme une forme de

mort cellulaire programmée parmi d’autres.

L’apoptose peut étre décrite comme une succession de plusieurs étapes qui se
chevauchent plus ou moins dans le temps. Au niveau morphologique, les mitochondries se
condensent et les organites intracellulaires s’agreégent en se localisant autour du noyau. La
chromatine est condensée en amas péri-nucléaires puis le noyau se fragmente (Figure 8). Les
cellules initialement adhérentes perdent leur faculté d’adhésion et deviennent rondes. Le
cytoplasme se rétracte et la cellule se fragmente en corps apoptotiques qui sont rapidement

phagocytés sans induire de réponse inflammatoire (Keer et al., 1972). Au niveau biochimique,
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I’ADN est clivé entre les nucléosomes donnant naissance a des fragments multiples de 180 a
200 paires de bases visibles en gel d’agarose sous forme « d’échelle d’ADN ». La membrane
cytoplasmique subit des remaniements avec la translocation des phosphatidyl-sérines vers le
feuillet externe. Enfin, un certain nombre de substrats intracellulaires tels que la PARP (Poly
ADP Ribose Polymerase) sont clivés (Cohen et al., 1994 ; Martin et al., 1995 ; Martin and
Green, 1995).

Situation
normale

Corps APOPTOSE

apoptotiques

NECROSE

Figure 8 : Morphologie des cellules apoptotiques. Lors de I’apoptose les cellules diminuent
de volume, la chromatine se condense et se fragmente, le cytoplasme se divise sans perte de
I’intégrité membranaire en corps apoptotiques qui seront par la suite phagocytés. Lors de la
nécrose, les cellules augmentent de volume et la membrane est endommagée entrainant la
libération du cytosol dans 1’espace extracellulaire. Adapté de Saikumar (Saikumar et al.,
1999.)
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I1.B Mécanismes moléculaires

I1.B.1 Les caspases : acteurs principaux de I’exécution de I’apoptose

a) Activation des caspases

L’induction de 1’apoptose requiert dans la grande majorité des cas 1’activation de
protéases a cystéine, appelées caspases (cysteinyl aspartate-specific proteinases). C’est une
famille tres conservée au cours de 1’évolution et des analogues des caspases sont trouvés chez
les hydres, les insectes et les nématodes. L’ensemble des membres de cette famille possede un
site catalytique comprenant un résidu cystéine localisé dans un motif QACXG (GIn-Ala-Cys-

X-Gly) (Figure 9).

1% clivage
QACXG
. Grande Petite Pro-caspas‘e
Pro-domaine sous-unité p20 A sous-unité p10 (forme zymogene)

Enzyme partiellement

2° clivage clivée
QACXG QACXG
+ Homodimérisation
QACXG
e Caspase
Y mature et active
QACXG

Figure 9 : Activation des caspases. Les formes inactives des caspases sont constituées d’un
pro-domaine, d’une grande sous-unité portant le site catalytique (p20) et d’une petite sous-
unité (p10). Leur clivage en deux étapes successives, libérant d’abord la petite sous-unité puis
la grande, aboutit a la formation de la forme active de 1’enzyme. Adapté de Couzinet
(Couzinet et al., 2002).

Le résidu X peut étre R (Arg), Q (Gln) ou G (Gly) et le résidu cystéine est directement
impliqué dans le site catalytique. Ces enzymes reconnaissent puis clivent des chaines
polypeptidiques aprés un résidu aspartique situé au niveau de 1’extrémité carboxyle. La
spécificité des caspases pour leur substrat est fonction de la nature du résidu situé en

quatriéme position du site de reconnaissance/clivage. Ces enzymes existent sous une forme
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inactive (zymogene ou pro-caspase) dans le cytoplasme. Leur protéolyse, par d’autres
caspases ou par elle méme (grace a leur activité autocatalytique), induit la formation d’une
forme active de I’enzyme. La caspase ainsi formée est composée de 2 hétérodimeres. Chacun
de ces dimeres est constitué de 1’association de 2 sous-unités et comprend 1 site catalytique
(Budihardjo et al.,, 1999). La caspase possede donc en tout deux sites catalytiques

potentiellement actifs.

Toutes les caspases possedent en position amino-terminale un pro-domaine dont la

taille est variable et a permis une classification de ces enzymes (Tableau 2).

Largeur du pro-domaine Nom de la caspase Poids (kD)

Caspase 13 43

Casapase5 48

Caspase 4 43

Caspase 1 45

Pro-domain long Caspase 8 55
(Caspase initiatrice) Caspase 10 i
Caspase 2 51

Caspase 9 46

Caspase 7 3

Pro-domain court Caspase 3 32
(Caspase effectrice) Caspase 6 34
Caspase 14 30

Tableau 2 : Classifications des caspases.

Les caspases « initiatrices » sont situées en amont de la cascade du signal pro-
apoptotique et présentent un long pro-domaine. Elles contiennent des motifs d’interactions
protéine-protéine impliqués dans la transduction du signal tels que les DED (Death Effector
Domain) pour les caspases 8 et 10 ou CARD (Caspase Recruitment Domain) pour les
caspases 1, 2, 4, et 9. Les caspases 8 ou 10 seraient activées par auto-clivage résultant de la
concentration importante de pro-caspases recrutées au niveau d’ un complexe de signalisation
de la mort ou DISC (Death Inducing Signaling Complex). Ce complexe comprend des
récepteurs membranaires, la protéine adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) et les
procaspases 8 ou 10. Cette hypothese supposerait la présence dans les pro-caspases initiatrices
d’une activité de clivage intrinseque suffisante pour leur auto-activation. La caspase 9 est

intégrée quant a elle au sein d’un complexe multiprotéique nommé « apoptosome » et

nécessite la présence d’autres protéines telles qu’Apaf-1 et le cytochrome c pour étre active.
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Les caspases « exécutrices » sont situées plus en aval et présentent un pro-domaine
plus court. Il s’agit des caspases 3,6,7 et 14. Elles sont activées suite a leur clivage par
d’autres caspases. Le clivage de ces caspases induit I’activation et I’amplification d’une

cascade de caspases se clivant les unes les autres, aboutissant a la dégradation de substrats.

b) Substrats des caspases

Le clivage de substrats par les caspases « effectrices » est a ’origine de la plupart des
événements biochimiques et morphologiques de 1’apoptose (Thornberry and Lazbenik, 1998).
Les cibles des caspases peuvent étre classées en deux groupes : (1) des protéines régulatrices,
(2) des protéines de structure et de « ménage ». Le clivage des protéines régulatrices renforce
I’activité pro-apoptotique tandis que celui des protéines du second groupe induit la
désorganisation de la cellule.

Le premier groupe inclut plusieurs kinases telles que MEKK1 (MAPK/ERK Kinase
Kinase 1), PAK-2 (P21-Activated protein Kinase 2) et Mst-1. Le clivage de ces kinases par
les caspases provoque une rétro-régulation positive de JNK (Jun N-terminal Kinase) et de
SAPK (Stress Activated Protein Kinase) contrOlant certaines voies apoptotiques. Le clivage
par les caspases peut également inactiver des régulateurs négatifs de 1’apoptose tels que FAK
(Focal Adhesion Kinase), PI-3 Kinase (Phosphatidyl Inositol-3 Kinase), Akt (également
appelée PKB pour Protein Kinase B), des inhibiteurs endogenes des caspases tels que les IAP,
et des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Un autre exemple est le clivage de
ICAD. En effet, la fragmentation de I’ADN est due a 1’action de la caspase 3 sur un complexe
comprenant une nucléase (CAD : Caspase dependent DNAse), un facteur de fragmentation de
I’ADN (DFF40 : DNA Fragmentation Factor 40), et I’inhibiteur de CAD (ICAD) (Enari et al.,
1998). Dans les cellules non-apoptotiques, CAD est présent dans un complexe inactif avec
son inhibiteur ICAD. Lors de I’apoptose, la caspase 3 clive I’inhibiteur ICAD permettant a la
nucléase de cliver la chromatine. L’autre groupe cible des caspases inclut des protéines de
structure (lamines nucléaires, actine, gelsoline, fodrine, spectrine) et des protéines impliquées
dans la réparation de I’ADN dont PARP et MCM-3. Ces protéolyses induisent a terme une
dissociation de la membrane plasmique du cytosquelette et la formation des corps
apoptotiques. La translocation des phosphatidyl-sérines sur le feuillet externe de la membrane

cytoplasmique lors de I’induction de I’apoptose est généralement dépendante des caspases.
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c) Inhibiteurs des caspases

Les cellules contiennent des inhibiteurs naturels des caspases nommées IAP
(Inhibitors of Apoptosis Proteins). Ces IAP, initialement découverts dans les baculovirus,
furent par la suite trouvés dans les cellules humaines et présentent une activité anti-
apoptotique en culture. Cette famille comporte a ce jour 8 membres: XIAP (X-linked
Inhibitors of Apoptosis Proteins), c-IAP1, c-IAP2, NIAP (neuronal IAP), BRUCE, ML-IAP,
KIAP et la survivine (Richter and Duckett, 2000). Les IAP se lient aux caspases par
I’intermédiaire de un a trois domaines BIR (baculovirus IAP repeats). Ces mémes motifs BIR
inhibent I’activation des caspases. XIAP a été décrit comme inhibant notamment la caspase
initiatrice 9 et les caspases effectrices 3 et 7. Certains IAP possedent en plus un domaine
RING agissant comme une ubiquitine ligase et permettant la dégradation du complexe
IAP/Caspase. A proximité du domaine RING se trouve parfois un domaine CARD, ce qui
suggere que les IAP pourraient également réguler 1’activation des caspases via des
interactions des domaines CARD. Ainsi, les IAP inhibent 1’apoptose soit par liaison et
blocage du site actif de la caspase, soit par induction de la dégradation des caspases par le
protéasome (Yang and Li, 2000). Néanmoins, les IAP sont également capables d’activer la
kinase IKK2 (I Kappa B Kinase) qui phosphoryle IKB (Inhibitor of NF Kappa B). Cette
phosphorylation induit la libération de NF Kappa B (Nuclear Factor of Kappa B) qui passe
alors dans le noyau et exerce son role de facteur de transcription (Hofer-Warbinek et al.,
2000). Les IAP et particuliecrement XIAP ont été également décrits comme inhibant
I’apoptose a travers leur activation par la voie PI-3K/Akt (Gagnon et al., 2003 ; Carter et al.,
2003). Enfin, I’activité des IAP peut étre modulée par des inhibiteurs tels que XIAF1 (Xiap-
Associated Factor 1), Smac/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/
Direct IAP Binding protein with Low Pi) et HtrA2/Omi (High Temperature Requirement A)
(Holcik et al., 2001).
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I1.B.2 Voies biochimiques de I’apoptose

L’activation de caspases en cascade permet |’amplification du signal initial.
Actuellement, deux voies principales conduisant a D’activation des caspases et donc a
I’induction de 1’apoptose ont été décrites :

- lavoie « intrinseque » dépendant de la participation de la mitochondrie

- la voie «extrinseque » impliquant des récepteurs membranaires dits « récepteurs

de mort » tels que le récepteur du TNF (Tumor Necrosis Factor).

a) Voie intrinseque mitochondriale

La mitochondrie, bien que depuis longtemps connue pour étre indispensable a la
production d’ATP, a été récemment découverte comme étant impliquée dans 1’apoptose.
Ainsi, I’induction de dommages a I’ADN, des défauts dans le cycle cellulaire, des conditions
d’hypoxie, la perte de facteurs de croissance ou d’autres stress cellulaires induisent des
modifications mitochondriales aboutissant au relargage de facteurs contenus dans I’espace

intermembranaire vers le cytoplasme.

Conséquences de la libération de facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux

Les protéines ainsi libérées possedent des propriétés pro-apoptotiques et sont
regroupées sous le nom de SIMP (Soluble Inter-membrane Mitochondrial Proteins). Les
SIMP comprennent notamment des facteurs tels que le cytochrome c, la pro-caspase 9, Apaf-
1, Smac/Diablo, AIF (Apoptosis-Inducing Factor) et I’endonucléase G.

Une fois libéré dans le cytoplasme, le cytochrome ¢ en présence d’ATP interagit avec
Apaf-1. Ce complexe recrute alors notamment la pro-caspase 9 et forme une structure
multiprotéique nommée apoptosome. La forme active de la caspase 9 ainsi obtenue ne résulte
pas d’un simple clivage mais apparait étre nécessairement liée a Apaf-1. L’apoptosome active
alors a son tour d’autres caspases effectrices telles que les caspases 3 et 7 (Zou et al., 1999).
La protéine Smac/Diablo, quant a elle, permet 1’activation des caspases par inactivation des
inhibiteurs de caspases, les IAPs. AIF agit différemment, c’est une protéine SIMP qui induit
une apoptose indépendante des caspases. Une fois relargué de la mitochondrie, AIF se localise

dans le noyau et provoque une condensation de la chromatine et une fragmentation de I’ADN.
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De méme, Endo G est une endonucléase responsable de la dégradation de I’ADN, et ce de

maniére indépendante des caspases (Candé et al., 2002 ; Van Loo et al., 2002) (Figure 10).
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Figure 10 : Induction de I’apoptose par la voie mitochondriale. Adapté de Zimmermann
(Zimmermann et al., 2001).

Controle de la libération des facteurs pro-apoptotiques par la famille Bcl-2

Le relargage des facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie vers le cytoplasme est
sous le contrdle des protéines membres de la famille Bel-2. Bcel-2 a été identifié initialement
comme proto-oncogene dans les lymphomes folliculaires B. Jusqu’a présent, 19 membres de
la famille Bcl-2 ont été identifiés dans les cellules de mammiféres. Ces membres possedent
tous de 1 a 4 motifs nommés BH pour Bcl-2 homology domains (BH1 & BH4). La famille
Bcl-2 peut se subdiviser en trois catégories suivant leur fonction et leur structure. (1) Les
membres anti-apoptotiques tels que Bcl-2, Bel-X1, Bel-W, Mcl-1, Al (Bfl-1), NR-13 et Boo

(Diva) inhibent 1’apoptose et contiennent au moins les domaines BH1, BH2 et BH4. Des

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Valérie Chopin, Lille 1, 2003

26

membres d’origine virale tels que ORF16, BHRF1, E1B-19K et LMWS5-HL peuvent
également se classer dans cette catégorie. (2) Les membres pro-apoptotiques tels que Bax,
Bak, Bok (Mtd) possedent les domaines BH1, BH2 et BH3. (3) Les membres pro-
apoptotiques « BH3 only » tels que Bid, Bad, Bim, Bik, Blk, Hrk (DP5), Bnip3, Bim;, Noxa
et Puma présentent seulement un domaine BH3 central (Antonsson et Martinou, 2000)

(Figure 11).

Dimérisation
| ]
Régulation Formation Ancrage dans la
_ d’'un pore membrane
Anti-apoptotique 1 1 I"““""“'i

Bel-2, Bel-X, ,Bel-w

Pro-apoptotique
Bax, Bak, Bok

Pro-apoptotique (BH3 seul)

Bik, Blk, Hrk,
Bim, Bnip3

Bid, Bad

Figure 11 : Membres de la famille Bcl-2. Trois sous-groupes sont indiqués, les membres
anti-apoptotiques permettent la survie tandis que les membres pro-apoptotiques induisent
I’apoptose. Plusieurs domaines fonctionnels sont représentés et le domaine d’ancrage a la
membrane (TM) n’est pas présent dans tous les membres de la famille. Adapté de
Zimmermann (Zimmermann et al., 2001).

Des études de localisation intracellulaire ont montré que les membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 se trouvent déja insé€rés principalement au niveau des
membranes intracellulaires (noyau, reticulum endoplasmique, mitochondrie), et ce
contrairement aux membres pro-apoptotiques qui sont plutdt cytoplasmiques. Lors de
I’induction de 1’apoptose, les membres pro-apoptotiques sont relocalisés notamment au niveau

de la membrane externe de la mitochondrie. Les mécanismes aboutissant a la relocalisation de
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ces protéines sont plus ou moins bien décrits et plusieurs mécanismes tels que la
déphosphorylation, le clivage ou des changements conformationnels semblent entrer en jeu.
Ainsi, Bad est initialement séquestré dans le cytoplasme sous une forme phosphorylée par la
protéine 14-3-3 (Datta et al., 2000). Lors de 1’apoptose, la protéine 14-3-3 se dissocie de Bad
qui est alors déphosphorylé (Chiang et al., 2001). Bad est alors relocalisé dans la membrane
de la mitochondrie. D’autre part, la caspase 8 clive Bid, aboutissant a la formation d’une
forme tronquée de cette protéine nommée tBid. tBid est alors capable de s’insérer dans la
membrane de la mitochondrie (Luo et al., 1998). Cependant, le role exact des membres de la
famille Bcl-2 dans le mécanisme a 1’origine de la libération des SIMP n’est pas encore
totalement élucidé. Ainsi, la translocation de membres pro-apoptotiques au niveau de la
membrane externe mitochondriale induirait soit la formation d’un pore dans la membrane
externe mitochondriale soit la modification de canaux existants tel que le PTPC (Permeability

Transition Pore Complex).

b) Voie extrinséque des récepteurs de mort

Différents récepteurs de mort et leur ligand

Les récepteurs de mort sont une sous-famille de protéines transmembranaires
appartenant a la famille du récepteur du TNF. Ils sont caractérisés par la présence de 2 a 5
domaines extracellulaires riches en cystéine. Ces récepteurs possedent également au niveau
intracellulaire des motifs nommés « domaines de mort » ou DD (Death Domain) nécessaires a
la transduction du signal apoptotique. Jusqu’a présent, 8 récepteurs de mort ont été répertoriés
(Figure 12) :

- Fas (ou CD95, Apol)

- TNF-R1 (ou CD120a, pSSTNF-R)

- DR-3 (Death Receptor 3) (ou WSL-1/Apo3/ TRAMP/LARD)

- TRAIL-R1 (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor 1) (ou DR-4)

- TRAIL-R2 (ou DR-5/Apo2/TRICK-2/KILLER)

- DR-6

- EDA-R (syntenic EctoDysplasin A Receptor)

- p75"™® / NGF-R (p75 Nerve Growth Factor Recepteur).
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Figure 12 : Membres de la famille du récepteur du TNF et leurs ligands. Les ligands sont
représentés en haut, les récepteurs en bas. Récepteurs de mort et leurs ligands sont encadrés.
Adapté de Igney and Krammer, 2002.

Voie commune de la signalisation des récepteurs de mort

Initialement, il avait été supposé que les récepteurs de mort étaient activés par la
liaison de leur ligand respectif. La liaison des ligands sur les récepteurs induisait alors la
trimérisation des récepteurs, entrainant le recrutement au niveau intracellulaire de protéines
adaptatrices. Néanmoins, des travaux plus récents démontrent que Fas et TNF-R1 possedent
en fait la propriété de s’associer sous forme de trimeres indépendamment de la liaison de leur
ligand (Chan et al., 2000 ; Siegel et al., 2000). La zone nécessaire a cette trimérisation est
nommée PLAD (PreLigand Assembly Domain) et est située dans la région N-terminale de la
partie extracellulaire du récepteur. PLAD est physiquement distinct de la zone de liaison du
ligand mais est essentiel pour la liaison du ligand et pour la fonction du récepteur.
Actuellement, il est admis que les membres de la famille des récepteurs de mort se présentent
sous forme de complexes trimériques indépendamment de la présence du ligand. Ces
récepteurs, préalablement trimérisés, sont activés par la liaison de leurs ligands respectifs

également sous forme de trimeres.

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Valérie Chopin, Lille 1, 2003

29

Suite a la liaison du ligand sur 1’assemblage trimérique des récepteurs, un changement
de conformation induit l’agrégation de protéines adaptatrices au niveau de la partie
cytoplasmique du récepteur. Fas, TRAIL-R1 et TRAIL-R2 interagissent avec la protéine
adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain également nommée MORT1) tandis que
TNF-R1 et DR-3 interagissent initialement avec 1’adaptateur TRADD (TNF-R Associated
Death Domain). TRADD peut alors par la suite lier un certain nombre de protéines dont
FADD. Dans un second temps, FADD recrute au niveau de sa partie amino-terminale des pro-
caspases. L’ensemble multiprotéique constitué du récepteur de mort, de FADD et des pro-
caspases est nommé DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Au niveau du DISC,
I’agrégation de deux molécules voire plus de pro-caspases, telles que les pro-caspases 8 et 10,
induit leur activation (Figure 13) (Kischkel et al., 1995). Ces caspases en retour clivent et

activent un certain nombre de caspases effectrices telles que les caspases 3, 6 et 7 impliquées

dans le clivage de substrats et conduisant a I’apoptose.

FAS DA4 DRS g}%m?m %mﬁs

Pro-caspase-8
Pro-caspase-10

Figure 13 : Transduction du signal par I’intermédiaire des récepteurs de mort. Apres la
liaison du ligand sur le récepteur, FADD est recruté au niveau cytoplasmique soit directement
soit indirectement par 1’intermédiaire de TRADD et permet alors 1’activation des pro-caspases
8 et/ou 10 en caspases actives. Adapté de Ashkenazi, 2002.
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Dans certaines cellules dites de type I, la quantité de caspase 8 active formée au niveau
du DISC est suffisante pour initier I’apoptose par clivage direct des pro-caspases 3, 6 et 7, et
ce sans implication de la mitochondrie. Dans ce type de cellules, la surexpression de Bcl-2 ou
de Bcl-xp ne peut pas inhiber 1’induction de 1’apoptose. En effet, bien que ces protéines
inhibent le relargage de facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie, leur action reste sans
effet puisque que 1’apoptose induite par les récepteurs de mort dans ce type de cellules est

indépendante de la mitochondrie.

Dans d’autres cellules, nommées cellules de type II, le DISC ne se forme pas de fagon
efficace. La quantité de caspase 8 active est insuffisante pour activer directement la caspase 3
(revue dans Barnhart et al., 2003). La petite quantité de caspase 8 activée au niveau du DISC
étant tout de méme suffisante pour cliver Bid, la mitochondrie est alors utilisée comme
« amplificateur » du signal apoptotique. La forme tronquée de Bid (tBid) est alors transloquée
au niveau de la membrane mitochondriale. L’interaction de tBid avec d’autres membres pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2 tels que Bax et Bak permet le relargage de facteurs pro-
apoptotiques de la mitochondrie vers le cytoplasme (Scaffidi et al., 1998). Ainsi, dans ce type
de cellules, 1’apoptose induite par les récepteurs de mort dépend de la mitochondrie (Figure

14) et la surexpression de Bcl-2 et de Bcl-xL est capable d’inhiber I’induction de I’apoptose.

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Valérie Chopin, Lille 1, 2003

31

de type Il
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Figure 14 : Description des cellules de type I et II lors de I’induction de I’apoptose par
les récepteurs de mort. Les récepteurs de mort peuvent activer la voie mitochondriale suite

au clivage d’un membre de la famille Bcl-2 nommé Bid par la caspase 8. Adapté de
Ashkenazi, 2002.

Signalisation des différents récepteurs de morts

Par soucis de clarté, nous décrirons préférentiellement les étapes principales menant a
I’induction de I’apoptose. Nous évoquerons brievement les voies NF-Kappa B (Nuclear
Factor Kappa B) et JNK (c-Jun N terminal Kinase) qui sont notamment impliquées dans la

modulation du processus apoptotique.

Signalisation de TNF-R1
La signalisation principale du TNF-R1 conduisant a la mort par apoptose des cellules
se décompose en deux étapes. Initialement, la fixation du TNF sur TNF-RI induit le

recrutement, au niveau cytoplasmique du récepteur, de la protéine adaptatrice TRADD et de
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RIP (Receptor Interacting Protein) via le motif DD. Ce complexe de signalisation est requis
pour la liaison de protéines telles que TRAF-2 (TNF-R-Associated Factor 2) voire la liaison
d’inhibiteur de I’apoptose tels que c-IAP1. L’ensemble comprenant le récepteur lui-méme,
TRADD, RIP, TRAF-2, c-IAP1 et peut étre d’autres protéines encore non identifiées est
nommé complexe 1. Il ne comprend ni FADD ni les pro-caspases 8 et 10.

Le complexe I initialement formé se dissocie du récepteur et se retrouve au niveau du
cytosol. Le DD de TRADD et de RIP initialement engagé dans une interaction avec le DD de
TNF-R1 est libre d’interagir avec d’autres protéines contenant également un DD. TRADD
recrute alors FADD. Bien qu’une interaction entre RIP et FADD ait été également décrite,
cette derniere semble moins importante que la liaison de TRADD et de FADD puisqu’une
apoptose induite par TNF-R1 est observée dans des cellules Jurkat déficiente en RIP. FADD
recrute a son tour les pro-caspases 8 et 10, ces caspases sont activées probablement par auto-
clivage du fait de la proximité d’'un grand nombre de caspases. Le complexe cytosolique
constitué de TRAF2, RIP, TRADD, FADD et des pro-caspases 8 et 10 est nommé complexe
II (Micheau and Tschopp, 2003 ; Barnhart and Peter, 2003). Une fois les caspases 8 et 10

activées, I’apoptose est induite (Figure 15).

La formation du complexe I au niveau de TNF-R1 peut également activer les voies
NF-Kappa B et JNK. L’activation de la voie NF Kappa B dépend de RIP et de TRAF2 (Devin
et al, 2000). NF Kappa B induit la transcription de genes anti-apoptotiques tels que des
inhibiteurs endogenes de 1’apoptose (IAP), des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
(Bcl-2, Bel-xp, Bfl-1) et des molécules leurres entrant en compétition avec des molécules
participant a la transduction du signal apoptotique (FLIP, TRAIL-R3). Ces dernieres protéines
seront définies par la suite. Ces données suggerent que la voie NF Kappa B interviendrait
comme une « boucle » retro régulant négativement le processus apoptotique (Chen and
Goeddel, 2002). Néanmoins, il existe d’autres genes cibles de NF-Kappa B dont des geénes
pro-apoptotiques tels que Fas, Fas L, TRAIL-R1 et -R2. Ainsi, selon les stimuli et le contexte
cellulaire, NF-Kappa B pourrait également agir comme un « amplificateur» de la cascade de
caspases. Enfin, il semble que NF Kappa B puisse également réguler négativement la voie
JNK. L’activation de la voie JNK dépend de TRAF2. Ainsi, la délétion de TRAF2 induit une
incapacité de I’activation de la voie JNK suite a I’activation de TNF-R1. TRAF2 a été reporté
comme activant MEKK1 (MAPK/ERK Kinase Kinase 1) et ASK1 (Apoptosis Signal-
regulating Kinase 1). Ces kinases activent alors JNK qui phosphoryle a son tour c-Jun. Suite a

I’activation de TNF-R1, la voie JNK semble plutdét impliquée dans le processus anti-
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apoptotique et la réponse inflammatoire. Cependant, certaines données suggerent que cette
voie posséderait également une action pro-apoptotique, ainsi c-Jun augmente la transcription
de genes pro-apoptotiques tels que Fas L (Yang et al., 1997). JNK peut également
phosphoryler P53 ou Bcl-2. Cette phosphorylation induit une apoptose P53-dépendante et
inhibe I’effet anti-apoptotique de Bcl-2 (Basu et Kolesnick, 1998).

," IAP, Bcl-2, Bel-X, \
/ FLIP, TRAIL-R3 ‘:
1
1

/
/

Fas, Fas L \ v J

TRAIL-RI et -R2 . .
;. Inflammation/Survie
K
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—» Voie majeure .~ Phosphorylation

de Bcl-2 et P53
----- ¥ Voie mineure

Figure 15 : Voies de transduction du TNF.

Signalisation de Fas

Fas est une protéine membranaire dont le ligand est Fas L. Il existe également une
forme soluble de Fas, sFas, issue d’un épissage alternatif. sFas est capable d’entrer en
compétition avec Fas et agit donc en tant que dominant négatif. Le fait qu’une augmentation
de sFas soit observée dans plusieurs cancers (cancer du sein, lymphomes et leucémies), et soit
associée a un faible pronostic, suggere que les cellules cancéreuses elles-mémes
surexprimeraient sFas dans le but de se protéger de 1’apoptose induite par Fas (Takayuki et
al., 1999). Fas L est une protéine de surface ancrée dans la membrane plasmique de la cellule.
Il existe également des formes solubles de Fas L, qui bien que se liant a Fas, présentent une
activité apoptotique plus faible (Schneider et al., 1998). Fas est exprimé dans de nombreux

types cellulaires (lymphocytes activés, macrophages, thymus, foie, rate, poumon, cceur,
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intestin, cerveau, testicules et ovaires) et son expression peut €tre augmentée par diverses
cytokines telles que 1’interferon-gamma, et le TNF-alpha. En revanche, 1’expression de Fas L
est plus étroitement controlée et souvent induite dans des conditions spécifiques. L’expression
de Fas L est retrouvée dans des cellules immunitaires (lymphocytes, macrophages, cellules

Natural Killer) et des cellules non-immunitaires (testicule, rein, intestin et oeil).

La liaison de Fas L sur son récepteur Fas induit la formation d’un DISC constitué du
récepteur lui-méme, de 1’adaptateur FADD et des pro-caspases 8 et 10 conduisant a
I’induction de I’apoptose. Néanmoins, Fas peut induire 1’apoptose indépendamment de sa
liaison avec FADD en fixant d’autres protéines telles que Daxx (Fas death-domain associated
protein) et RIP (Figure 16). Daxx est capable de se lier au DD de Fas et recrute ASK1. ASK1
active une MAP-kinase-kinase qui phosphoryle JNK (Chang et al., 1998). Daxx, bien
qu’initialement identifiée comme une molécule se liant au DD de Fas, a été découverte par la
suite comme une protéine nucléaire capable d’interagir au sein de complexes multiprotéiques
et d’inhiber la transcription. De maniere intéressante, la présence de Daxx dans ces complexes
semble étre un pré-requis a l’apoptose induite par Fas (Zhong et al., 2000). RIP peut
également se lier au DD de Fas et recruter la protéine adaptatrice RAIDD (RIP Associated
ICHI1/CED3 homologous protein with a Death Domain). RAIDD a son tour recrute la pro-
caspase 2 par interaction au niveau de domaine CARD. Le clivage et I’activation de la
caspase 2 contribue alors a I’activation de la voie apoptotique passant par Fas (Droin et al.,
2001). Cependant, les expériences d’invalidation génique suggerent que les protéines Daxx et
RIP ne jouent pas un rdle central dans 1’apoptose induite par Fas L, et ce contrairement a

FADD (Villunger et al., 2000).

De méme que pour TNF-R1, la liaison de Fas L sur Fas induit I’activation de la voie
NF-Kappa B (Marusawa et al., 2001 ; Russo et al., 2002). Dans ce cadre, NF-Kappa B
jouerait un role plutot anti-apoptotique. La voie JNK est quant a elle a plutdt été étudié dans le
cadre de son activité pro-apoptotique, elle serait activée via Daxx et/ou via 1’activation de
MEKKT par la caspase 3 (Deak et al., 1998). Néanmoins, I’implication exacte de ces voies

dans le processus apoptotique reste complexe et ne sera pas détaillée dans ce manuscrit.

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Valérie Chopin, Lille 1, 2003

35

Fas est capable d’activer également la sphingomyélinase acide (aSMase) et la
sphingomyélinase neutre (nSMase) (Malisan et Testi, 1999), ce qui induit alors la syntheése de
céramides. L’implication des céramides dans 1’apoptose induite par Fas est encore sujet a
controverse. Ainsi, les céramides ont été décrits comme activant la voie mitochondriale en
provoquant le relargage d’AIF et du cytochrome ¢ (de Maria et al., 1997). IlIs peuvent
également se comporter comme un second messager activant la kinase Raf, des protéines
phosphatases spécifiques de sérines et thréonines, et la cathepsine D (Pettus et al., 2002). Par
ailleurs, il a ét€ montré que 1’activation initiale d’un petit nombre de récepteurs Fas par Fas L
est insuffisante pour induire 1’apoptose mais suffisante pour induire 1’activation de la aSMase
au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique. Localisée au sein de zones riches en
sphingolipides et en cholestérol nommées radeaux, la aSMase induirait la production de
céramides permettant de former des structures dans lesquelles s’agrégerait un plus grand

nombre de récepteurs Fas ce qui favoriserait I’apoptose (Grassmé et al., 2001a et b).

, ifavorlsem‘ Fas Fas L
I'agrégation de Fas

o « .
Céramides
\ Daxx

ASK1 N

Tnflammation/Survie |
»

-

—» Voie majeure

----- ¥ Voie mineure

Figure 16 : Voies de transduction de Fas
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Signalisation de TRAIL-R

TRAIL-R1 et -R2 sont des récepteurs qui possedent également un domaine de mort
intracytoplasmique trés similaire a celui de TNF-R1 et permettant la transduction du signal
apoptotique. Le ligand de ces récepteurs est TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand) (MacFarlane, 2003). Ce ligand présente deux caractéristiques essentielles : d’une part
TRAIL est capable d’induire 1’apoptose dans les cellules cancéreuses et transformées mais
pas dans les cellules normales, d’autre part ’ARNm de TRAIL est exprimé de maniere
constitutive dans un grand nombre de tissus (Wiley et al., 1995), et ce contrairement aux
autres membres de la famille du TNF qui sont exprimés de facon tres controlée et de maniere
transitoire dans les cellules activées. TRAIL étant exprimé dans de nombreux tissus, ses
récepteurs présentent bien évidemment une expression plus controlée dépendant de conditions
physiologiques particuliéres.

De méme que pour les autres membres de la famille du récepteur du TNF, la fixation
de TRAIL sur TRAIL-R1 ou -R2 induit la formation du DISC comprenant I’adaptateur FADD
et les caspases 8 et 10 (Kischkel et al., 2000) La présence de 1’adaptateur TRADD a été
également reportée (Schneider et al., 1997), TRADD recrutant TRAF2 et/ou RIP, ces données
contribuent a expliquer 1’activation des voies NF Kappa B et JNK observée lors de la fixation
de TRAIL sur ses récepteurs (Hu et al., 1999). Plus récemment, I’apoptose induite par TRAIL
a été démontrée résultant de 1’activation de la voie JNK de maniere dépendante des caspases

(MacFarlane et al., 2000).

Inhibition des voies de signalisation des récepteurs de mort

La signalisation des récepteurs de mort peut étre inhibée a plusieurs niveaux : soit au
niveau des récepteurs par la présence de récepteurs de leurre, soit au niveau du recrutement
des pro-caspases 8 et 10 par la substitution de FADD. Nous ne citerons pas dans ce chapitre

les inhibiteurs endogenes de caspases IAP déja évoqués précédemment.

En effet, il existe des membres de la famille du récepteur au TNF qui ne présentent pas
au niveau cytoplasmique de DD. Ces récepteurs nommés €galement « decoy receptors » sont
incapables de transduire un signal et agissent en tant que « récepteurs de leurre » en entrant en

compétition avec les récepteurs de mort. Cinq récepteurs de leurre ont été décrits a ce jour :
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- I’OPG (osteoprotegerine). Il s’agit d’un récepteur soluble dont le ligand principal est
RANKL, une cytokine jouant un rdle au niveau immunitaire. Néanmoins, OPG peut
également lier avec une affinité plus faible TRAIL.

- TRAIL-R3 (DcR1) et TRAIL-R4 (DcR2). Ces récepteurs lient tous deux TRAIL.
TRAIL-R3 est attaché a la membrane plasmique par I’intermédiaire d’un motif
glycophosphatidylinisitol tandis que TRAIL-R4 est une protéine transmembranaire présentant
un DD tronqué inactif dans le cytoplasme.

- DcR3 et sFas. DcR3 est une protéine soluble se liant & Fas L ainsi qu’a d’autres
ligands tels que LIGHT et TL1A. LIGHT et TL1A sont des cytokines appartenant également
a la superfamille du TNF et régulant des aspects spécifiques de I'immunité. sFas est la forme

soluble du récepteur Fas et ne se lie qu’a Fas.

Par ailleurs, plusieurs régulateurs peuvent intervenir au niveau de la formation du
DISC, les plus connus sont les FLIP (FADD-like ICE inhibitory proteins) (Krueger et al.,
2001). Le gene c-FLIP également nommé FLAME-1, I-FLICE, Casper, CASH, RIT, CLARP
et usurpine donne naissance a de multiples variants issus de 1’épissage alternatif. Cependant,
seuls 2 variants désignés sous le nom de c-FLIP; et c-FLIPs sont détectables au niveau
protéique. Ces protéines sont en fait des analogues de la caspase 8 (Figure 17). c-FLIPL
contient des DED en tandem et un domaine homologue a celui de la pro-caspase 8. Toutefois
il ne possede pas les acides aminés responsables de I’activité protéolytique des caspases dont
la cystéine présente au niveau du site catalytique. c-FLIPs ressemble a I’homologue viral de c-
FLIP nommé v-FLIP et présente 2 DED (Death Effector Domain) ainsi qu’une courte

extrémité carboxylique différente de c-FLIPy.
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Figure 17 : Similarités structurales entre la pro-caspase 8 et FLIP. Adapté de Krueger
(Krueger et al., 2001).
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Les protéines c-FLIP;, et c-FLIPs peuvent étre recrutées au niveau du DISC lors de
I’activation des récepteurs de mort. Ces protéines agissent alors en tant qu’inhibiteurs
compétitifs empéchant la fixation de la pro-caspase 8 au niveau du DISC donc prévenant
I’activation de cette caspase. En présence de c-FLIPs, le recrutement et le clivage de la
caspase 8 sont totalement inhibés. En présence de c-FLIPy, la situation est plus complexe.
Ainsi, I’induction ectopique de grandes quantités de c-FLIPy, a été démontrée comme inhibant
le processus apoptotique. A l'inverse, les travaux de Chang prouvent que l’expression
ectopique de quantités physiologiques de c-FLIPy induit I’apoptose a travers 1’activation de la
caspase 8 (Chang et al., 2002). Ainsi, de grandes quantités de c-FLIPy (dépourvu d’activité
catalytique) satureraient le DISC en empéchant le recrutement de la pro-caspase 8. Au
contraire, de petites quantités de c-FLIP. permettraient toujours le recrutement et le clivage de
la caspase 8 au niveau du DISC. Ces résultats suggerent notamment que 1’étape initiale du

clivage de la caspase 8 résulte d’un procédé auto-catalytique (Figure 18).

A B Cc
¢-FLIP, high c-FLIPg high

active Casp-8 p10-Casp-8/
pl12-c-FLIP_

Figure 18: Modélisation de I’inhibition de I’apoptose par FLIP au niveau du DISC.
Suivant le ratio de pro-caspase 8 et de protéines c-FLIP au niveau du DISC, plusieurs produits
peuvent étre formés suite a 1’activation du récepteur. A, de petites quantités de c-FLIP
permettent le clivage normal et donc 1’activation de la caspase 8. B, en présence de quantités
élevées de c-FLIPy, la pro-caspase 8 peut tout de méme étre recrutée au niveau du DISC mais
son clivage est incorrect et ne géneére pas de caspase 8 active. C, en présence de quantités

élevées de c-FLIPs la pro-caspase 8 est recrutée mais ne peut étre clivée. Adapté de Krueger
(Krueger et al., 2001).
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I1.C Défauts d’apoptose et implication dans le développement tumoral

Le développement tumoral est lié entre autres a une diminution de 1’apoptose induite
par des mécanismes interférant a différents niveaux de la signalisation apoptotique. Cette
diminution résulte de ’expression de genes anti-apoptotiques, de I’inactivation de genes pro-
apoptotiques, d’altérations de P53 voire d’activation constitutive des signaux de survie.

Un des exemples les plus connus de 1’expression de genes anti-apoptotiques est trouvé
dans les lymphomes folliculaires de type B ou la translocation chromosomique t(14 ;18)
couple le gene de bcl-2 au locus des chaines lourdes d’immunoglobulines, ce qui induit une
surexpression de Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1985). D’autre part, certains mélanomes humains et
lymphomes de type B murins présentent des niveaux élevés d’expression de FLIP (Krueger et
al., 2001 ; Mueller and Scott, 2000). La surexpression de récepteurs de leurres tels que DcR3
est observée dans des adénocarcinomes, des gliomes et des glioblastomes (Roth et al., 2001).
L’expression de membres de la famille des IAP contribue également au développement d’un
phénotype tumoral. Par exemple, la survivine est trouvée dans la plupart des tumeurs
humaines et non dans les tissus adultes normaux (Ambrosini et al., 1997) ; et cIAP2 présente
une translocation t(11;18) (q21 ;q21) observée dans 50 % des lymphomes de type MALT
(Mucosa-Associated Lymphoid Tissu) (Dierlamm et al., 1999). Par ailleurs, le développement
tumoral peut étre également dii a I’inactivation de geénes pro-apoptotiques. Ainsi, Bax, un
membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, est muté dans certains types de cancer. De plus,
son expression réduite est associée a une faible efficacité du traitement chimiothérapeutique
ainsi qu’a une faible survie (Krajewski et al., 1995). Dans le cas des mélanomes malins,
I’absence d’expression d’Apaf-1 est responsable d’un défaut d’apoptose (Soengas et al.,
2001). Une méthylation de la caspase 8 associée a le perte d’expression de ce gene a été
également décrite dans certains cancers de I’enfant (Harada et al., 2002). Par ailleurs, les
récepteurs de mort sont sous-exprimés voire inactivés dans de nombreuses tumeurs. C’est le
cas de Fas qui est inactivé dans certaines leucémies et des carcinomes du colon et du foie
(Butler et al., 1998 ; Muschen et al., 2002). De méme, TRAIL-R1 et-R2 sont sous-exprimés

dans des cancers de la peau (Bachmann et al., 2001).
D’autres mécanismes peuvent étre aussi a 1’origine de 1’échappement tumoral. Un des

éléments clefs dans I’apoptose est la protéine P53 (Ryan et al., 2001). La rapide induction des

fonctions de P53 suite au stress est due a des mécanismes post-traductionnels. P53 peut étre
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stabilisée et activée grace a l’inactivation de son inhibiteur MDM2 par ARF ou par
phosphorylation directe de MDM2. De plus, 1’activité transcriptionnelle de P53 est augmentée
en réponse au stress par de nombreuses modifications telles que la phosphorylation,
I’acétylation et la sumoylation. Cette activité transcriptionnelle joue un role important dans
I’induction de D’apoptose. En effet, P53 peut induire l’expression de membres pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2 tels que Bax, Noxa, Puma et donc activer la voie
mitochondriale de 1’apoptose. P53 induit également I’expression de Fas, TRAIL-R1 et -R2 et,
par la méme, active la voie des récepteurs de mort. Enfin, certains des effets pro-apoptotiques
de P53 sont indépendants de son activité transcriptionnelle. Il s’agit d’interactions protéines-
protéines, d’effets directs sur la mitochondrie ou de la relocalisation de récepteurs de mort a la
surface de la cellule (Caelles et al., 1994 ; Soengas et al., 1999 ; Bennett et al., 1998). P53
jouant un rdle important dans 1’apoptose, I’inactivation de ce gene par mutations directes ou
par dérégulation de protéines régulatrices de P53 inhibe le processus apoptotique dans les
tumeurs. P53 est mutée dans de nombreuses tumeurs (Lowe et al., 1994). Dans le cas des
cancers du sein, pres de 30 a 50% des tumeurs primaires présentent des mutations de p53
(Ziyaie et al., 2000). De plus, les cancers du sein exprimant normalement P53 présentent
souvent des altérations de I’expression des protéines ASPP (Apoptosis Stimulating Protein of
P53), ces protéines interagissent avec P53 et augmentent ses capacités de liaison a I’ADN et
de transactivation des genes pro-apoptotiques (Samuels-Lev et al., 2001 ; Slee and Lu, 2003).
Il est a noter que méme si P53 est intacte, souvent des geénes cibles de ce facteur de

transcription sont alors mutés rendant inactive la voie de transduction du signal apoptotique.

Enfin, il existe au sein de la cellule des voies de survie telles que la voie de la PI-3K
(Phosphatidyl Inositol-3 Kinase). L’activation de cette voie permet d’interférer avec la
machinerie apoptotique, soit par phosphorylation et donc inhibition de la protéine Bad (Datta
et al., 1997), soit par modulation de la transcription de genes pro-apoptotiques sous controle
de NF Kappa B (Hatano and Brenner, 2001). La plupart des tumeurs présentent des altérations
de cette voie aboutissant a une activation constitutive des signaux de survie et donc
augmentant la résistance des tumeurs face a un stimulus apoptotique (Paez and Sellers, 2003).
Ainsi, des oncogenes tels que ras et ber-abl peuvent augmenter I’activité de la PI-3K, de plus
la sous-unité catalytique de la PI-3K est amplifiée dans des cancers des ovaires. Par ailleurs,
PTEN, une phosphatase inhibant 1’activité de la PI-3K, est mutée dans plusieurs types de

cancers et fréquemment délétée dans les tumeurs les plus avancées (Simpson and Parsons,

2001).
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ITI Traitements actuels et
développement de nouvelles
stratégies contre
le cancer du sein
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IIT Traitements actuels et développement de nouvelles stratégies

contre le cancer du sein

III.A Traitements actuels

Le cancer du sein est considéré comme une maladie hétérogene a la fois locale et
générale. En raison de la présence fréquente de micro-métastases des le stade de tumeur
localisée et de I'impossibilité de guérir le cancer du sein au stade de dissémination
métastatique, le traitement doit avoir pour but :

- le controle loco-régional de la pathologie (chirurgie et radiothérapie)

- la prévention ou le traitement des métastases (chimiothérapie, hormonothérapie,

traitements biologiques)
II1.A.1 Traitement loco-régional
a) Chirurgie

Le traitement chirurgical est le plus ancien traitement utilisé pour lutter contre le
cancer. Il a trois objectifs : (1) la confirmation du diagnostic avec un examen histologique de
la piece de tumorectomie, (2) le recueil des principaux éléments du pronostic, (3) le traitement
loco-régional proprement dit. Dans le passé, la mammectomie radicale (comprenant le sein, le
muscle environnant et les chaines ganglionnaires) était le seul traitement possible.
Actuellement, peu de patients subissent une mammectomie radicale et d’autres alternatives
chirurgicales moins agressives sont disponibles. Il s’agit d’actes chirurgicaux concernant le
sein (mammectomie simple) ou une partie du sein (chirurgie limitée) associés si nécessaire a

un curage ganglionnaire axillaire homolatéral.

b) Radiothérapie

La chirurgie est associée a une irradiation externe de 5 a 6 semaines utilisant des
photons de haute énergie. Cette irradiation inclut la totalité de la glande mammaire et/ou la

paroi thoracique ainsi que les aires ganglionnaires. Dans le cas d’un traitement conservateur,
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le «lit tumoral » est susceptible de recevoir un complément soit par radiothérapie externe

localisée, soit par I'implantation locale de fils d’iridium (curiethérapie).

III.A.2 Traitement général

Le rdle du traitement général est d’éradiquer la maladie micro-métastatique
infraclinique potentiellement présente au moment du diagnostic. Ce traitement, nommé
également traitement adjuvant, est appliqué apres l’acte chirurgical chez des patients
sélectionnés comme étant a risque métastatique (facteurs pronostiques). Il est quelquefois
appliqué avant la chirurgie afin de réduire la taille de la tumeur, le traitement est alors qualifié
de néo-adjuvant. L’utilisation de ce traitement est controversé chez les femmes présentant des
stades précoces sans atteinte ganglionnaire de cancer du sein, la sévérité des effets
secondaires pouvant en effet surpasser les effets bénéfiques pour ces patients dont les cancers
ne paraissent pas agressifs. L’explosion des connaissances en maticre de biologie de la cellule
cancéreuse se traduit par 1’introduction en clinique de thérapies moléculaires plus ciblées
exercant a la fois une activité anti-tumorale propre et une synergie d’action avec les
traitements hormonaux ou cytotoxiques. Le traitement médical repose actuellement sur 3
approches différentes pouvant se combiner entre elles: I’hormonothérapie et la
chimiothérapie, utilisées depuis un quart de siecle, et les traitements biologiques plus récents

et amenés a prendre un essor plus important.

a) Hormonothérapie

Les oestrogenes stimulent la prolifération, favorisant 1’expansion du tissu tumoral (60
% des cancers du sein expriment les récepteurs aux oestrogenes) (Lucchi-Angellier, 2001).
Les anti-oestrogenes sont utilisés soit chez les femmes ménopausées soit chez les femmes
non-ménopausées ; dans ce dernier cas ils sont associés a une castration chimique (analogues
de la LH-RH), chirurgicale (ovariectomie) ou radiothérapique (irradiation des ovaires).
Actuellement trois types de drogues présentent des effets anti-oestrogéniques: des
antagonistes d’oestrogenes, des inhibiteurs de la synthése des oestrogenes et des inhibiteurs
d’aromatase.

- Les antagonistes d’oestrogénes. Ces molécules se fixent aux récepteurs des
oestrogenes et provoquent une inhibition compétitive de la liaison de 1’oestradiol sur son

récepteur bloquant ainsi ’action des oestrogenes. Le plus utilisé est le Tamoxiféne, cependant
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le Tamoxiféne a des effets variables selon la dose utilisée et 1’organe considéré. C’est un anti-
oestrogene mixte présentant un effet antagoniste pour les tissus mammaires et osseux (risque
d’inhibition de la résorption osseuse post-ménopausique) et un effet agoniste sur la muqueuse
endométriale (risque accru de cancers de 1’endometre). Ces graves effets secondaires ont
amené au développement de nouveaux anti-oestrogenes mixtes dont le Toremifene
(commercialisé en France en 2000), ou purs dont le RU 58668, I’EM 800 et le Fulvestrant.
Ces molécules ne présentent pas d’effets agonistes et sont en cours d’évaluation clinique, le
Fulvestrant présente notamment une affinité pour le récepteur des oestrogénes 100 fois
supérieure a celle du Tamoxifene.

- Les inhibiteurs de la synthése des oestrogénes. Ces molécules suppriment la
synthese d’oestrogénes dans les ovaires de femmes non-ménopausées en inhibant la LH-RH
(Luteinizing Hormone-Releasing Hormone) au niveau de I’hypothalamus. La LH-RH stimule
la glande pituitaire a fabriquer et relarguer la LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Follicule
Stimulating Hormone), qui toutes deux induisent la production d’oestrogenes. Les drogues
telles que la Leuprolide (Lupron) ou la Gosereline (Zoladex) possedent une structure
chimique similaire a la LH-RH. Elles induisent le systéeme endocrine a agir comme s’il y avait
assez de LH-RH et a en inhiber la synthese.

- Les inhibiteurs d’aromatase. L.’ aromatase est une enzyme contribuant a la formation
de petites quantités d’oestrogénes dans différents tissus incluant le tissu tumoral. Chez la
femme ménopausée les oestrogenes proviennent principalement de la conversion des
androgenes via D’aromatase. Les inhibiteurs d’aromatase stéroidiens (Formestane,
Exemestane) sont utilis€és chez la femme ménopausée. Les inhibiteurs d’aromatase non

stéroidiens (Letrozole, Anastrozole, Vorozole) sont actuellement en étude pré-clinique.

b) Chimiothérapie

La chimiothérapie vise a diminuer la fréquence des métastases chez les femmes ayant
des facteurs pronostics défavorables. Elle est utilisée en thérapie adjuvante apres le traitement
loco-régional a la fois chez les femmes préménopausées et postménopausées. La
chimiothérapie peut étre également utilisée en thérapie néo-adjuvante afin d’obtenir une
réduction tumorale et d’effectuer éventuellement un traitement conservateur. Les agents
anticancéreux les plus utilisés dans le cadre du cancer du sein sont les intercalants avec les
anthracyclines (doxorubicine), les alkylants (cyclophosphamide), les anti-métabolites

(méthotrexate, 5-fluoro-uracile), et surtout les «poisons du fuseau » dont les taxanes
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(paclitaxel, docétaxel). Ces agents apparaissent plus efficaces lorsqu’ils sont utilisés en
premiere ligne de traitement plutdt qu’en complément d’un protocole traditionnel déja
effectué. Néanmoins, ils induisent de graves effets secondaires et ne peuvent €tre appliqués
que dans les cas de cancers du sein déja avancés, 1a ou le bénéfice du traitement surpasse les

risques dus aux effets secondaires.

c) « Agents biologiques »

L’amélioration de nos connaissances de la biologie de la cellule cancéreuse a permis
de mettre en évidence des nouvelles protéines qui deviennent autant de cibles potentielles
permettant de ralentir voire d’inhiber la croissance tumorale. Le chef de file de ces nouveaux
agents est I’Herceptine (Trastuzumab). Commercialisé en 2000 en Europe, cet agent cible le
récepteur ErbB2. Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs de facteurs de croissance
de PEGF a activité tyrosine kinase et induit, en se dimérisant, une cascade de phosphorylation
impliquant des protéines telles que Ras et Raf. ErbB2 est surexprimé par amplification
génique dans 25 a 30 % des cancers du sein et il a été identifié comme facteur de mauvais
pronostic. Les tumeurs présentant une surexpression du gene (méthode de FISH) ou de la
protéine (Immunohistochimie) sont susceptibles de répondre a ’herceptine. L’ herceptine est
en fait un anticorps monoclonal murin humanisé a 95 % présentant une tres grande affinité
pour le domaine extracellulaire du récepteur ErbB2. Ce traitement, dont le rapport
bénéfice/risque demande a étre défini avec soin compte tenu de la cardiotoxicité potentielle de
I’herceptine, est administré apres des thérapies adjuvantes classiques et éventuellement en
parallele avec une hormonothérapie. Toutefois, il est a noter que 60 % des femmes recevant
I’herceptine en premiere ligne de traitement métastatique ne répondent pas de novo a ce
traitement ciblé. De plus, parmi celles qui bénéficient d’une réponse positive a ce traitement,
une résistance a ’herceptine s’installe souvent au bout de 9 a 10 mois. Ainsi, les mécanismes
de résistance a 1’herceptine font actuellement 1’objet d’études tres actives. D’autres thérapies
moléculaires ciblées (anticorps ou petites molécules) dirigées contre le récepteur ErbB1
(récepteur de I’EGF) sont actuellement testées dans des études cliniques de phase I et II. C’est

le cas du Cetuximab et de I’'Iressa.
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II1.B Développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a induire

spécifiquement I’apoptose des cellules cancéreuses

Ces dernicres années, la découverte et la compréhension des mécanismes de
I’induction de 1’apoptose et de la résistance tumorale face aux différents traitements nous
permet d’espérer développer de nouvelles stratégies dans la lutte contre le cancer. Les
challenges actuels consistent a transposer ces connaissances dans des applications cliniques
directes. La sensibilisation des tumeurs a 1’apoptose peut €tre envisagée soit par inhibition de

genes anti-apoptotiques soit par induction ou introduction de génes pro-apoptotiques.

I11.B.1 Modulation de génes anti- ou pro-apoptotiques

a) Inhibition de génes anti-apoptotiques

Une des stratégies envisagées pour induire [’apoptose a été d’utiliser des
oligonucléotides antisens bcl-2 ou bel-Xi. L application d’oligonucléotides antisens de bcl-2
dans des souris porteuses de tumeurs réduit de maniere importante la croissance tumorale
(Jansen et al., 1998 et 2000), et des études cliniques sont actuellement menées (Waters et al.,
2000). Par ailleurs, la double inhibition spécifique de bcl-2 et de bcl-Xy. dans des cellules
cancéreuses de colon augmente notablement 1’apoptose induite par des drogues anti-
cancéreuses (Zangermeister-Wittke et al., 2000). Le ciblage de la protéine IAP survivine a
également permis la restauration de 1’apoptose spontanée des cellules cancéreuses de sein, de
poumon et de colon in vitro. De plus, 1'utilisation d’un adénovirus mutant de survivine
augmente 1’action de drogues telles que le paclitaxel et la doxorubicine sur des xénogreffes de

cellules cancéreuses de sein in vivo (Mesri et al., 2001).

b) Activation de génes pro-apoptotiques

L’introduction du gene bax dans des cellules cancéreuses ovariennes et gastriques in
vitro et in vivo, ou celle de bcl-Xs dans des cellules cancéreuses de sein in vitro a permis de
sensibiliser ces cellules a I’action d’agents anti-cancéreux et ce par induction de 1’apoptose.
D’autres exemples tels que I’introduction de la caspase 3 dans des cellules cancéreuses de

sein MCF-7 permet de restaurer une voie de I’apoptose dépendante de la caspase 3. Il est a
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noter que les cellules MCF-7 ne possedent pas de caspase 3, néanmoins ces cellules sont
sensibles a 1’apoptose induite par des agents anti-cancéreux notamment par I’intermédiaire
des caspases 6 et 7. L’utilisation d’un adénovirus porteur d’un gene p53 a également permis
d’induire 1’apoptose et d’inhiber la croissance tumorale dans des souris nude (Asgari et al.,

1997).

I11.B.2 Utilisation de ligands des récepteurs de mort

L’activation des récepteurs de mort induit la mort des cellules cancéreuses par
apoptose. Par conséquent, les ligands des récepteurs de mort tels que TNF, Fas L et TRAIL
sont les candidats potentiels de thérapies anti-cancéreuses (French and Tschopp, 2003 ;
Ashkenazi, 2002). Le TNF présente une forte activité anti-tumorale in vitro et a été
initialement considéré comme un agent anti-cancéreux largement applicable dans
I’organisme. Cependant, 1’application systémique de TNF chez I’homme a été compromise
par Dapparition de graves effets secondaires allant de symptomes d’influenza au
développement d’états de chocs mettant en danger la vie des patients (Mannel and
Echtenacher, 2000). Les travaux se sont donc reportés sur Fas L et TRAIL, bien que les effets

de Fas L apparaissent beaucoup moins sélectifs des cellules cancéreuses que TRAIL.

a) FasL

En 1989, Trauth et al. démontraient pour la premiere fois que ’utilisation d’un
anticorps monoclonal agoniste de Fas mimant donc I’action de Fas L était applicable dans le
cadre d’une thérapie anti-cancéreuse. Ainsi, I’injection intra-veineuse d’un anticorps anti-Fas
humain dans des souris nude présentant une transplantation d’un lymphome B humain induit
rapidement la régression de la tumeur. Cependant, une telle approche réalisée dans des souris
avec un anticorps anti-Fas murin provoque une mort rapide des souris 6 h apres ’injection
(Ogasawara et al., 1993). Ceci est le résultat de 1’induction de 1’apoptose dans les tissus
normaux présentant le récepteur Fas et particulierement dans le foie. Ces résultats rendent
actuellement impossible [’utilisation systémique d’anticorps anti-Fas ou de molécules
recombinantes Fas L et des recherches plus prometteuses s’orientent sur des mesures
permettant un ciblage plus spécifique de la tumeur. Dans ce cadre, I’injection locale de Fas
par voie intra-péritonéale induit 1’apoptose de cellules de lymphome murin implantées dans la

cavité péritonéale des souris sans présenter de toxicité systémique (Rensing-Ehla et al., 1995).
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b) TRAIL

L’utilisation d’une forme recombinante soluble de TRAIL sur des souris
immunodéficientes portant diverses tumeurs telles que des myélomes, des gliomes, des
tumeurs de sein et de colon inhibe le développement tumoral en induisant 1’apoptose (Pollack
et al., 2001 ; Mitsiades et al., 2001 ; Ashkenazi et al., 1999). De plus, I'utilisation combinée
de TRAIL et de drogues anti-cancéreuses ou de radiations diminue de facon drastique la taille
des tumeurs dans des modeles murins. Enfin, des anticorps monoclonaux dirigés contre
TRAIL-RI1 et -R2, les récepteurs de mort de TRAIL, ont prouvé leur efficacité en inhibant la
croissance tumorale in vivo (Chuntharapai et al., 2001 ; Ichikawa et al., 2001). De maniere
intéressante, les travaux effectués in vivo utilisant 1’anticorps anti-TRAIL-R2 ont montré une
activité anti-tumorale élevée sans toxicité hépatique, ce qui confirme I'intérét de cette

approche thérapeutique.

En dépit de tous les efforts menés, avant qu’une thérapie restaurant une sensibilité
normale a D’apoptose dans les cellules cancéreuses puisse étre développée, plusieurs
problemes doivent étre résolus. Un des principes de la cancérologie est que la tumeur est issue
initialement d’une seule cellule qui évolue de facon clonale. Néanmoins, les tumeurs
macroscopiques sont hétérogenes et les différentes cellules qui les composent possédent par
conséquent différents mécanismes de résistance face a 1’apoptose. Par ailleurs, de multiples
mécanismes de résistance peuvent également se développer au sein d’une seule cellule
tumorale. Ainsi, un traitement combiné de plusieurs stratégies thérapeutiques semble Etre
actuellement la meilleure alternative pour lutter contre ces phénomenes de résistance. TRAIL
parait tout particulierement intéressant puisqu’il semble moduler la sensibilité des cellules
tumorales sans affecter celle des cellules normales. Enfin, notre connaissance accrue des
effets anti-tumoraux des drogues au niveau moléculaire suggere la possibilité d’une
individualisation des chimiothérapies qui sera alors fonction des particularités présentes chez

le patient.
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III.C Les inhibiteurs de HDAC : agents anti-cancéreux potentiels

I11.C.1 Réle des inhibiteurs d’histone déacétylases

a) Histone acétyltransférases et histone déacétylases

Dans les cellules eucaryotes, le génome est empaqueté dans une configuration
hautement compacte et organisée qui est la chromatine. De maniere a permettre la
transcription des geénes, cette chromatine doit €tre remodelée pour rendre I’ADN accessible a
I’action des facteurs de transcription. La chromatine est composée de la double hélice d’ADN
qui interagit de maniere €lectrostatique avec des protéines dites histones (protéines basiques
contenant de multiples résidus de lysine et d’arginine). L’unité structurale fondamentale
constituant la chromatine est le nucléosome, il sert de base a la compaction de la chromatine
ce qui permet de réguler 1’accessibilité et donc la transcription des genes. Un nucléosome est
formé d’un noyau constitué¢ d’un octamere d’histones, comprenant 2 copies de chaque types
d’histones (H2A, H2B, H3 et H4), autour duquel est enroulé 146 paires de bases d’ADN.
Chaque histone présente 2 domaines : un domaine central interne qui maintient I’ADN et aide
a la compaction du nucléosome, un domaine flexible externe comprenant la partie N-
terminale. L’ architecture de la chromatine peut étre modifiée par plusieurs processus dont un
des mieux caractérisés est 1’acétylation des histones, notamment des histones H3 et H4, sur
des résidus lysines au niveau N-terminal. Cette modification réversible est sous le contrdle de
deux classes d’enzymes : les histones acétyltransférases (HAT), et les histones déacétylases
(HDAC). L’acétylation des histones altere les interactions électrostatiques entre ADN et
histones et contribue a la présence d’un effet stérique avec le placement d’un groupement
acétyl hydrophobe. Au niveau de la régulation de ’expression des geénes, cette acétylation est
associée a D’activation de la transcription tandis que la déacétylation est corrélée a une

répression de la transcription.

- Les HAT représentent une famille d’enzymes classés sur la base de motifs
conservés. Le premier groupe contient les protéines GCNS5 et P/CAF qui sont similaires a
HAT GCNS de levure. Le second groupe contient les protéines CBP et p300 qui agissent en
tant que coactivateurs dans plusieurs complexes de facteurs de transcription. Le troisiéme

groupe contient la protéine TAF250 et fait partie du complexe de transcription TFIID qui se
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lie sur la TATA box. Le quatrieme groupe contient les protéines SRC-1 et ACTR qui sont des
coactivateurs de récepteurs nucléaires ligands-activés. Enfin, il existe d’autres protéines

présentant une activité HAT telles que la protéine BRCA2.

- Les HDAC peuvent étre divisées en 3 sous-classes. Les enzymes de classe I sont
homologues a la protéine RPD3 de levure et incluent les enzymes HDAC1, HDAC2, HDAC3
et HDACS (poids moléculaires de 42 a 55 kDa). Les enzymes de classe II sont homologues a
la protéine HDA1 de levure et comprennent les enzymes HDAC4, HDACS, HDAC6 et
HDAC7 (PM 120 a 130 kDa). Récemment, une troisieme classe d’enzymes homologues a la
protéine SIR2 de levure a été identifiée. A la suite de la caractérisation des fonctions des
HDAC dans plusieurs systemes biologiques tels que la carcinogéneése et 1’angiogénése,
d’autres substrats des HDAC différents des histones ont été découverts. Parmi ces protéines
non-histones se trouvent des facteurs de transcription (P53, E2F, GATA et le récepteur de
’activine), et des protéines du cytosol (tubuline et importine). L acétylation des facteurs de
transcription P53, E2F, GATA et TCF induit une augmentation de la liaison a I’ADN de ces
protéines. E2F et la tubuline une fois acétylés présentent une demi-vie plus longue que les
formes non-acétylées. Par ailleurs, I’acétylation de TCF inhibe I’interaction de TCF avec son
coactivateur. Enfin, 1’acétylation de 1’'importine est impliquée dans le transport des protéines
du cytoplasme vers le noyau. Toutes ces données montrent que 1’acétylation/déacétylation
peut se produire sur plusieurs types de protéines dans la cellule. Ainsi, les HDAC sont
impliqués dans de multiples processus cellulaires incluant la liaison des protéines avec
I’ADN, les interactions protéine-protéine, la stabilit¢ protéique et la translocation des

protéines.

b) Acétylation et cancérogénése

Les protéines HAT et HDAC sont trouvées au sein de complexes multi-protéiques qui
régulent la transcription des genes. Des altérations au niveau des activités HAT ou HDAC
pourraient donc contribuer au processus de cancérogénese. Ainsi, la répression inappropriée
de genes requis dans la différenciation cellulaire a été constatée dans le cas de leucémies
myéloides aigués. Dans des formes fréquentes de cette maladie, la translocation t(8;21)
provoque la formation d’une protéine de fusion AMLI-ETO dans laquelle le domaine
transactivateur du facteur de transcription AMLI est remplacé par celui de ETO. ETO

interagissant avec des HDAC, la protéine de fusion recrute des complexes corépresseurs
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contenant des activités HDAC au lieu de recruter des coactivateurs. Les leucémies
promyélocytaires aigu€s sont également dues a des translocations qui donnent naissance a des
protéines de fusion PML-RAR pouvant interagir avec des complexes de corépresseurs. Enfin,
la résistance a I’hormone thyroide (maladie génétique caractérisée par des désordres a la fois
au niveau de la rétro-régulation négative et de la régulation positive par 1’hormone tri-
iodothyronine) peut €tre due a des mutations du récepteur hormonal de la thyroide. Ces

mutations induisent alors une liaison constitutive de corépresseurs et des HDAC associ€s.

c) Inhibiteurs de HDAC

Puisque les leucémies aigués sont associées a la répression aberrante des genes requis
dans la différenciation cellulaire, il est possible que ce mécanisme soit également trouvé dans
d’autres types de cancers, notamment les tumeurs solides. Les inhibiteurs de HDAC
empéchent la déacétylation. En conséquent, ils pourraient induire la réactivation de genes
suppresseurs de tumeurs qui auraient été inhibés lors de la transformation néoplastique en
restaurant une acétylation appropriée (Figure 19). En ce sens, les inhibiteurs de HDAC
constituent des candidats anti-cancéreux potentiels dans des tumeurs hématologiques et
solides. Les composants inhibant les HDAC sont classés sur la base de leur structure et
peuvent schématiquement €tre regroupés en 4 grandes classes : les acides gras a chaine courte,
les dérivés de 1’acide hydroxamique, les tétrapeptides cycliques et les dérivés synthétiques de
benzamide (Tableau 3). Parmi ces différents inhibiteurs de HDAC, les premiers identifiés ont
été le butyrate, la TSA et la trapoxine. La TSA a ét€ isolée de cultures de Streptomyces
hygroscopicus en tant qu’antibiotique anti-fongique et la trapoxine de cultures de Helioma
ambiens en tant que métabolite naturel. Depuis, de nouveaux inhibiteurs de HDAC ont été

soit isolés soit créés sur la base de similitudes structurales.
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(c)

\/\r OH
Butyrate

Figure 19 : Régulation de I’expression des genes par les inhibiteurs de HDAC. (a) En
temps normal, les facteurs de transcription (en bleu) sont associés a un complexe de
coactivateurs contenant notamment une activit¢ HAT. L’acétylation des histones (en jaune)
permet alors la relaxation de I’ADN et donc la transcription des genes (fléche). (b) A la suite
de mutations, les propriétés des facteurs de transcription peuvent changer et agir en tant que
répresseur constitutif liant un complexe corepresseur contenant une activit¢é HDAC (en
rouge). Le répression de I’acétylation induit la condensation de la chromatine et inhibe la
transcription des genes cibles contribuant ainsi la transformation maligne de la cellule. (c¢) Les
inhibiteurs de HDAC diminuent D’activité de déacétylation et induisent 1’accumulation
d’histones hyperacetylées. La relaxation de la chromatine qui en résulte permet 1’expression
des genes cibles a des niveaux similaires a ceux observés dans une situation normale. Ce
processus contribue a 1’arrét de la croissance tumorale et a la redifférenciation des cellules
transformées. Adapté de Kriamer (Kridmer et al., 2001).
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Inhibiteur MM Classe structurale Concentration permettant

(Da) 'inhibition

a Butyrate 88,1  Acide gras a chaine courte mM

b Phenylbutyrate 165,2 Acide gras a chaine courte mM

¢ Depucidine 210,2 Epoxides uM, liaison irréversible

d Trapoxine 589,3 Tetrapetide cyclique nM, liaison irréversible

e Depsipeptide 541,7 Tetrapetide cyclique uM

f Trichostatine A (TSA) 302,4 Acide hydroxamique uM

g Acide Suberoylanidile 264,3 Acide hydroxamique uM

Hydroxamique (SAHA)

h Scriptaide 326,4 Acide hydroxamique uM

i Oxamaflatine 342,4 Acide hydroxamique uM

j MS-27-275 376,4 Benzamides uM

Tableau 3 : Structure chimique des différents inhibiteurs de HDAC. Adapté de Kridmer

(Kramer et al., 2001).
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I11.C.2 Le butyrate : un inhibiteur de HDAC prototypique

a) Production du butyrate

Le butyrate est un métabolite physiologique issu de la fermentation de la flore
microbienne intestinale présente chez tous les mammiferes. Il s’agit d’un acide gras a chaine
courte (4 carbones) de type aliphatique, c’est notamment un des acide gras a chaine courte le
plus commun avec le propionate et I’acétate. Il est produit au niveau du colon et résulte de la
non-absorption de carbohydrates. Sa concentration au niveau du colon ou des feces des
animaux et des humains peut atteindre pres de 15 a 20 mM. Le butyrate est présent plus
particulierement dans le lait entier (3 a 4 % contenu dans des complexes de glycérides ou
d’esters de glycérol), I’huile d’olive, le beurre et de nombreux fruits et végétaux. Le butyrate
est absorbé par les colonocytes au niveau du colon proximal par diffusion passive et transport
actif (Ruppin et al., 1980). Au niveau du colon distal, le principal mécanisme permettant son
absorption est la diffusion passive grace a des transporteurs de molécules lipidiques solubles
(Harig et al., 1996). Par ailleurs, le butyrate pourrait agir notamment en tant que comburant
générateur d’énergie. En effet, I’oxydation du butyrate a été montrée comme é&tant
responsable de pres de 70 % de la consommation d’oxygene par le tissu intestinal humain
(Roediger, 1980), indiquant que le butyrate est le principal substrat énergétique des

colonocytes.

b) Effets biologiques du butyrate de sodium (NaB)

Dés 1967, des études portant sur les acides gras a chalne courte démontrérent que
certains d’entres eux tels que le butyrate présentaient une action antiproliférative sur les
cellules tumorales. Malgré ces résultats positifs, quelques essais cliniques montrérent que
cette molécule présentait une courte demi-vie sérique et n’induisait qu’une faible
augmentation du temps de survie des patients. L’intérét de cette molécule en tant qu’agent
antitumoral décrut alors pour quelques années. Actuellement, les études réalisées sur cette
molécule montrent que 1’inhibition de la croissance est due a 1’induction d’un blocage du
cycle cellulaire, de la différenciation, et de la mort cellulaire programmée. Dans ce cadre, le
butyrate bénéficie d’un regain d’intérét tant au point de vue de I’étude de 1’activité que du

mécanisme d’action. Par ailleurs, le fait que le butyrate présente une relative absence de
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toxicité systémique et la synthese de dérivés plus stables en font un agent chimiothérapeutique

potentiel dans la lutte contre le cancer.

Le NaB est un inhibiteur de la croissance cellulaire in vitro (Kruh J, 1982), et ce a des
concentrations « physiologiques » (de 1’ordre du mM). Cette inhibition de la croissance passe
par une inhibition de la synthése d’ADN et un arrét de la prolifération se traduisant le plus
souvent par un blocage du cycle cellulaire en G1 dans des cellules transformées ou non telles
que des cellules de myélomes, de gliomes, de rétinoblastomes, de cancers ovariens et des
cellules normales de colon (Dai et al., 2003 ; Terao et al., 2001 ; Ito et al., 2001 ; Vaziri et al.,
1998 ; Fajkus et al., 2003). Il est également capable d’induire la réapparition de certains
marqueurs spécifiques de la différenciation. Ainsi apres une exposition au NaB, les cellules de
lignées sanguines immatures se transforment en cellules différenciées, 1’antigene
carcinoembryonnaire est augmenté dans les cellules cancéreuses de colon tout comme
I’antigene PSA dans les cellules cancéreuses de prostate. Dans la lignée cancéreuse de sein
MCEF-7, I’exposition au NaB induit une régulation positive de 1’antigene PME.

Dans les cellules de tumeurs telles que les rétinoblastomes, les lymphomes, les cellules
cancéreuses de colon et de poumon, le NaB est également capable d’induire 1’apoptose.
Néanmoins, certaines €tudes ont montré que, dans le cas des cellules de carcinome de colon,
cette induction de 1’apoptose n’est pas corrélée a 1’intensité de 1’inhibition de la prolifération
(Galfi et al., 2002). La sélectivité de 1’effet apoptotique du NaB sur les cellules transformées
en fait ainsi un candidat de choix dans la lutte contre le cancer. Par ailleurs, I’ensemble de ces
observations et le fait que des études épidémiologiques ont montré qu’un régime riche en
fibres était associé a une faible fréquence de cancer colorectaux ont permis de suggérer que
les acides gras a chalne courte et notamment le butyrate était responsable des effets
« bénéfiques » de ces régimes. Cette hypothese a été confirmée in vivo dans des rats soumis a
un régime de blé et de son favorisant la production de butyrate ou par administration intra-
gastrique de butyrate (Boffa et al., 1992 ; Wargovich and Levin, 1996). Le butyrate en
induisant 1’apoptose permettrait ainsi une protection naturelle contre le processus de
carcinogénese en éliminant les cellules anormales avant qu’elles ne constituent des Iésions
pré-cancéreuses.

Le NaB est également capable de stimuler 'immunogénicité des cellules cancéreuses.
Ainsi le traitement de cellules cancéreuses de colon faiblement immunogenes induit
I’augmentation du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I et de la molécule

d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1), et ce de maniere dose-dépendante. De plus,
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’utilisation combinée du NaB et de I’interleukine-2 provoque la disparition de tumeurs
induites dans des rats par injection intrapéritonéale de cellules de carcinome de colon (Perrin
et al., 1994). Cette complete régression peut €tre attribuée non seulement aux effets propres
du NaB (inhibition de la prolifération et induction de I’apoptose), mais également a
I’augmentation de 1I’'immunogénicité des cellules cancéreuses. Dans le cas particulier des
cellules normales de colon, il a ét€ montré que le butyrate stimulait leur prolifération et €tait
nécessaire a leur survie (Sakata, 1987 ; Luciano et al., 1996). Le butyrate apparait ainsi avoir
une action spécifique au niveau du colon en permettant la croissance et le bon fonctionnement
des cellules normales tout en inhibant les processus menant a la formation et au

développement de cellules anormales.

c) Effets moléculaires du NaB

Le NaB inhibe les HDAC notamment HDACI1 in vitro par un mécanisme non-
compétitif réversible encore mal déterminé. 1l induit 1’hyperacétylation des histones a des
concentrations de ’ordre de 0,25 a 0,5 mM (Archer and Hodin, 1999). Cette acétylation
permet de moduler de fagon positive I’expression d’un certain nombre de genes. Bien que
I’effet inhibiteur du butyrate sur les HDAC doit étre considéré comme le mécanisme d’action
majeur de cette molécule, il est a noter que le butyrate semble étre responsable d’autres
modifications de la chromatine telles que la phosphorylation et la méthylation (Kruh et al.,
1992 ; Boffa et al.,1981). Par ailleurs, des éléments de réponse au butyrate ont été identifiés
dans certains genes cibles tels que la gamma-globine par transfection de constructions
contenant différentes séquences du promoteur de ce gene (Pace et al., 1996 ; McCaffrey et al.,

1997).

Lors de I'utilisation d’inhibiteurs de HDAC tels que le butyrate, la trichostatine A ou
le SAHA, seuls environ 2 % des génes trouvent leur niveau d’expression altéré, et ce malgré
I’acétylation des histones observée. Ces résultats indiquent qu’une petite sous-population de
génes est controlée par la seule déacétylation des histones, ce qui explique les effets
spécifiques des inhibiteurs de HDAC. Cette réponse d’un petit nombre de genes peut
également expliquer pourquoi les inhibiteurs de HDAC affectent préférentiellement les
cellules tumorales plutot que les cellules normales. Cette différence de réponse reflete
différents modes d’activation des genes dans les cellules normales et les cellules équivalentes

N

transformées. De maniere a comprendre la sensibilité des cellules cancéreuses lors des
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traitements avec des inhibiteurs de HDAC, certains genes impliqués dans 1’inhibition de la
prolifération et I’induction de la mort des cellules tumorales ont été identifiés.

Le butyrate étant un produit de fermentation de la flore intestinale, la majorité des
études menées sur cette molécule ont porté jusqu’ici sur les cellules cancéreuses de colon. Des
études génomiques et protéomiques ont montré que le NaB régule de maniere positive
I’expression de genes impliqués : (1) dans 'inhibition du cycle cellulaire ou la réparation de
I’ADN (p21™, p16™*4 p19"™“*B tob-1 et GADDA45) ; (2) dans la réponse au stress (HSP70
et HSP27), (3) dans le métabolisme mitochondrial (cytochrome c oxidase I et III), (4) dans la
transduction du signal (protéine kinase C 9d), (5) et dans la transcription (facteurs de
transcription myc et gata-2). Cependant, le NaB est également capable de moduler de maniére
négative I’expression d’un petit nombre de geénes tels que PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) participant a la régulation du cycle cellulaire, la réplication et la réparation de
I’ADN ; et la Cyline D1 impliquée dans la progression du cycle cellulaire (Tabuchi et
al.,2002 ; Tan et al., 2002 ; Chen et al., 2002 ; Ragione et al., 2001 ; Iacomino et al., 2001 ;
Souleimani and Asselin, 1993 ; Heerdt and Augenlicht, 1991).

Le NaB a été également reporté comme induisant I’expression du géne de la gamma-
globine dans les érythrocytes in vitro et in vivo. En ce qui concerne les cellules cancéreuses de
sein, le NaB diminue I’expression de 1’activateur de plasminogene uPA, des récepteurs aux
oestrogenes et a la progestérone, et de génes anti-apoptotiques tels que bcl-2 (Horwitz et al.,
1982 ; DeFazio et al., 1992 ; Mandal and Kumar, 1996 ; Dong-Le Bourhis et al., 1998). Au
contraire, il induit I’expression de p21W'dfl (Davis et al., 2000) et celle de I'IGFBP-3 (Tsubaki
et al., 2001).

II1.C.3 Le butyrate et ses analogues : applications cliniques

De par ses effets anti-tumoraux, [’utilisation du butyrate en tant qu’agent
pharmacologique a été réalisée deés les années 1980. Des études pharmacologiques et
pharmacocinétiques ont ét€ menées sur plusieurs especes animales telles que la souris et le
lapin (Brazier et al., 1985 ; Daniel et al., 1989 ; Poulliart et al., 1992) ainsi que sur les
humains (Miller et al., 1987 ; Perrine and Faller, 1993). Le butyrate a été notamment
administré par voie intra-veineuse, intra-péritonéale et orale. Les travaux effectués chez
I’homme ont montré une élimination rapide du butyrate sous forme saline administrée par
voie intra-veineuse. Ainsi 1’administration continue et journalicre de 500 mg/kg de NaB

pendant 15 jours a des patients souffrant de leucémies myéloides aigués accroit rapidement le
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taux de butyrate endogéne de pres de 6 fois sans induire d’effets secondaires notables.
Cependant, a la fin du traitement, la concentration de butyrate décroit rapidement avec une
demi-vie de 6x1,4 minutes (Miller et al., 1987). Par ailleurs, les quelques thérapies
antitumorales ayant utilis€¢ le NaB se sont soldées par des rémissions partielles de quelques
semaines de 1’évolution de la tumeur. Une hypothese expliquant les résultats obtenus est que
le faible temps de résidence du butyrate dans 1’organisme pouvait €tre a I’origine des faibles
effets in vivo puisqu’in vitro, ou le contact entre la cellule et la molécule est prolongée, les

propriétés antitumorales sont tres importantes.

De maniere a surmonter les problemes dus a la rapide élimination du butyrate dans
I’organisme, les recherches se sont portées sur la synthése de dérivés plus stables du butyrate
présentant une liaison covalente au lieu d’une liaison saline et restant non-toxiques pour
I’organisme. Ces dérivés permettraient ainsi la délivrance de fagon continue du butyrate, et ce
par hydrolyse ou estérification. Plusieurs dérivés furent synthétisés notamment des dérivés
covalents butyrate-glycerol voire butyrate-monosaccharides. Parmi ces nouvelles molécules

on compte le phenylbutyrate, I’isobutyramide, la tributyrine.

- Le phenylbutyrate a ét¢é notamment approuvé par la ‘Food and Drug
Administration’ dans le cadre de [1utilisation clinique chez des patients souffrant
d’hyperammoniémie suite a des chimiothérapies, a des transplantations, ou a des désordre du
cycle de I'urée. Ce composé augmente également la production d’hémoglobine feetale chez
des patients souffrant d’anémie ou de B-thalassémie. Le phenylbutyrate est actuellement testé
dans des études de phase I chez des patients présentant des tumeurs malignes solides (Gilbert

et al., 2001 ; Carducci et al., 2001).

- L’isobutyramide est un analogue oral du butyrate sur lequel une chaine amide est
branchée et dont la demie-vie est beaucoup plus longue (4 heures dans des souris
athymiques). L’isobutyramide inhibe la croissance de cellules cancéreuses de prostate in vivo
dans des souris (Gleave et al., 1998). Ce dérivé est également testé en phase II chez des
patients souffrant de thalassémie, le but étant de stimuler la production d’hémoglobine foetale

(Cappellini et al., 2000).

- La tributyrine est un triglycéride contenant trois molécules de butyrate estérifiées

par une molécule de glycérol. L’administration orale de tributyrine permet d’obtenir des
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concentrations plasmatiques de 0,1 a 0,45 mM de butyrate avec un pic de ’ordre de 1 mM
dans I’organisme des patients et cela sans effets secondaires (Conley et al.,1998 ; Edelman et
al.,, 2003). Ces résultats sont d’autant plus intéressants qu’ils permettent d’obtenir des

concentrations compatibles avec celles induisant un effet anti-tumoral in vitro.

Les travaux menés in vivo sur les dérivés du butyrate montrent que, 1’obtention de
concentrations de butyrate compatibles avec une activité biologique in vitro, peut €tre obtenue
grace a I’administration orale d’analogues du butyrate. La toxicité minimale de ces dérivés et
les résultats encourageants obtenus notamment contre les maladies hématologiques en font

d’excellents candidats pour le traitement des tumeurs solides.
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE
RECHERCHE
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Le cancer du sein est le premier cancer féminin de la communauté européenne avec
environ 210 000 nouveaux cas par an et 73 000 déces annuels (source: Organisation
Mondiale de la Santé). Les traitements anti-cancéreux classiques tels que la radiothérapie et la
chimiothérapie présentent certaines limites. La radiothérapie peut se heurter a des
phénomenes de résistance soit initialement, soit en cours de traitement, et la chimiothérapie
induit souvent I’apparition d’effets secondaires. Face a ces problemes, la découverte de
nouvelles molécules anti-tumorales et des approches combinant plusieurs agents anti-

cancéreux font I’objet de nombreuses recherches.

Dans ce cadre, les inhibiteurs d’histones déacétylases (HDAC) ont ét€ proposés en tant
qu’agents anti-cancéreux potentiels. Un des inhibiteurs de HDAC, le butyrate, un acide gras a
chaine courte issu de la dégradation de fibres par les bactéries de la flore intestinale, a été plus
particulicrement étudié. Le butyrate inhibe la croissance et induit 1’apoptose de plusieurs
lignées cancéreuses telles que des carcinomes intestinaux, des gliomes et des rétinoblastomes.
De maniere intéressante, des études cliniques ont montré que cette molécule présente une
toxicité quasi-nulle et de tres faibles effets secondaires. Un autre groupe émergeant d’agents
anti-cancéreux concerne les ligands des récepteurs de mort tels que TNF-alpha (Tumor-
Necrosis Factor alpha), TRAIL (TNF-Related Apoptosis Ligand) et Fas L. Dans la plupart des
cas, ’activation des récepteurs de mort par leur ligand induit I’apoptose des cellules tumorales
mais pas celle des cellules normales. De plus, le cotraitement d’agents antitumoraux et des
ligands des récepteurs de mort permet de sensibiliser les cellules cancéreuses résistantes a un
seul traitement. Ces ligands potentialisent également I’apoptose induite par des agents

chimiothérapeutiques et des radiations.

Dans ce cadre, mon travail de these a donc consisté a :

- Etudier les effets et les mécanismes d’action du butyrate sur la prolifération et 1’apoptose

des cellules cancéreuses de sein.

- Evaluer I’effet d’un traitement combiné du butyrate et des ligands des récepteurs de mort

sur I’apoptose des cellules cancéreuses et normales de sein.
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RESULTATS
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Partie 1

Effets et Mécanismes d’action du NaB sur les

cellules cancéreuses de sein
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Article 1

* Sodium butyrate induces P53-independent, Fas-mediated apoptosis in

MCF-7 human breast cancer cells ”’

Publié dans British Journal of Pharmacology
(2002) 135, 79-86
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L’évaluation de I’intérét du butyrate en tant qu’agent anticancéreux potentiel passe
tout d’abord par 1’étude de I’effet et du mécanisme d’action du butyrate de sodium (NaB) sur
les cellules cancéreuses. Nous avons démontré que le NaB inhibe la croissance de toutes les
lignées cancéreuses de sein analysées, et ce quel que soit le type de culture utilisé
(monocouche, gel de collagéne et agar mou). Nos résultats indiquent que le NaB inhibe la
croissance dans toutes les conditions de culture. Par ailleurs, il provoque un arrét du cycle
cellulaire dans la phase G1 et induit I’apoptose des lignées MCF-7, MCF-7 ras, T47-D et BT-
20. Dans la lignée MDA-MB-231, le NaB induit un arrét du cycle cellulaire dans la phase
G2/M. Ainsi, le NaB peut affecter les cellules cancéreuses de sein a la fois dans des stades
précoces (hormono-dépendants) et tardifs (hormono-indépendants) du développement tumoral
de la glande mammaire.

L’inhibition de la prolifération et/ou 1’induction de I’apoptose peuvent étre sous le
contrdle d’un certain nombre de geénes tels que le facteur de transcription P53. La transfection
transitoire des cellules MCF-7 avec des plasmides contenant des séquences de p53 sens et
antisens ne modifie pas I’apoptose induite par le NaB. De plus, I"utilisation de la pifithrine-o,
un inhibiteur de D’activité transcriptionnelle de P53, ne modifie pas I’effet du NaB sur la
croissance et 1’apoptose des lignées MCF-7 et T47-D. Ces résultats indiquent que P53 n’est
pas impliquée dans 1’inhibition de la croissance induite par le NaB.

L’apoptose peut étre due a la présence de récepteurs de mort capables apres fixation de
leur ligand de transduire un signal aboutissant a la destruction de la cellule par apoptose. Un
des récepteurs de mort, Fas, est notamment impliqué dans I’induction de 1’apoptose lors de
I’involution de la glande mammaire (Song et al, 2000). Par ailleurs, I’expression de Fas L
dans les cellules cancéreuses de sein est associée a une perte d’expression de Fas, ce qui
aboutit a une résistance des cellules face a 1’apoptose induite par Fas L. Nous avons montré
que dans les cellules MCF-7, l'utilisation d’un anticorps anti-Fas agoniste potentialise
I’apoptose induite par le NaB. En revanche, un anticorps anti-Fas antagoniste réduit
I’apoptose induite par le NaB. De plus, des analyses en Western blot montrent que le NaB
accroit le taux de Fas et de Fas L menbranaire.

L’ensemble de ces résultats montre que le NaB inhibe la croissance des cellules
cancéreuses de sein de manicre P53-indépendante et induit 1’apoptose par I’intermédiaire du

systeéme Fas/Fas L.
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Article 2

« po WAFVCIPL g dispensable for G1 arrest but indispensable for apoptosis

induced by sodium butyrate in MCF-7

breast cancer cells

Sous presse dans Oncogene
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Nous avons observé que 1’inhibition de la prolifération et 1’induction de 1’apoptose
sont associées a une induction de 1’expression de P21"" dans les lignées MCF-7, MCF-7 ras,
T47-D et BT-20. Ces résultats non présentés dans 1’article sont reportés dans la Figure 20. De
maniere a évaluer I’implication exacte de P21™! dans ces phénomenes, nous avons réalisé
des transfections transitoires de plasmides contenant différentes séquences de p21 dans les
cellules MCF-7 : p21 sens (p21 WT), p21 antisens (p21 AS), p21 déficient pour son
interaction avec la protéine PCNA (p21 PCNA-), et p21 déficient pour son interaction avec
les CDK (p21 CDK-)

L’analyse en microscopie a fluorescence révele que le NaB induit une augmentation

wafl

de l’expression de P217", plus particuliecrement au niveau du noyau. De plus, des
transfections transitoires d’un plasmide p21 CDK- abrogent le blocage du cycle cellulaire
induit par le NaB, et ce contrairement a la transfection d’un plasmide p21 PCNA-. Ces
résultats indiquent que I’inhibition de la prolifération implique I’interaction de P21%*" avec
les CDK. Néanmoins, P21™" n’est pas indispensable a ce blocage puisque la transfection
d’un plasmide p21 AS ne modifie pas I’effet du NaB sur le cycle cellulaire.

Par ailleurs, I’apoptose induite par le NaB est abolie par la transfection des plasmides
p21 AS et p21 PCNA- mais non par la transfection des plasmides p21 WT et p21 CDK-.
L’analyse en Western blot montre que le NaB diminue ’expression de PCNA et augmente
I’association de PCNA avec P21™"'. L’ensemble de ces résultats suggere que 1’apoptose

induite par le NaB requiert P21 et son interaction avec PCNA.
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Figure 20 : Effet du NaB sur le cycle cellulaire (A), I’apoptose (B) et I’expression de
P21 (C). Les cellules cancéreuses de sein MCF-7, MCF-7ras, T47-D et BT-20 sont
traitées en présence ou en absence de NaB 2,5 mM durant soit 48 h (A et B) soit différentes
périodes de temps (C). L’analyse du cycle cellulaire est réalisée par cytométrie en flux apres
un marquage au iodure de propidium. L’apoptose est évaluée aprés marquage au Hoechst. Les
résultats sont représentatifs de trois expériences séparées. Chaque barre représente la
moyenne +/- SD dans un essai en triplicate. L’analyse en Western blots de P21 (30 ug) est
réalisée suivant le protocole décrit dans 1’article 2. La charge et le transfert de quantités égales
de protéines sont confirmés par I'immunodétection de 1’actine.
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Partie 2

Vers une application thérapeutique potentielle du

NaB contre le cancer du sein ?

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Valérie Chopin, Lille 1, 2003

70

Article 3

‘ Synergistic induction of apoptosis in breast cancer cells by cotreatment

with butyrate and TNF-alpha, TRAIL or anti-Fas agonist antibody involves

enhancement of death receptors’ signalling and requires P21"*" »

Soumis dans Cell Death and Differentiation
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Les traitements actuels contre le cancer du sein sont la chirurgie, la radiothérapie et la
chimiothérapie. Cependant, cet arsenal thérapeutique classique pose un certain nombre de
problemes. Les tumeurs peuvent ne pas répondre aux traitements voire méme acquérir des
phénomenes de résistance ; de plus, les agents utilisés produisent bien souvent des effets
secondaires. Face aux limites de ces thérapies, la recherche de nouveaux traitements
combinant 1’action de plusieurs agents anti-cancéreux constitue une alternative intéressante en
permettant, tout en utilisant de faibles doses, d’optimiser I’action anti-tumorale et de limiter
I’apparition des effets secondaires.

L’article suivant a permis d’évaluer 1’effet de cotraitments par le NaB et des ligands
ou agoniste des récepteurs de mort. Nos résultats montrent que TNF-alpha, TRAIL et un
anticorps anti-Fas agoniste potentialisent 1’inhibition de la croissance induite par le NaB, et ce
par une induction synergique de 1’apoptose dans les lignées MCF-7, T47-D et BT-20. Des
analyses en Western blot montrent que le NaB augmente 1’expression des récepteurs de TNF-
alpha, de TRAIL et de Fas L dans les cellules MCF-7. De plus, le NaB, seul ou en
combinaison avec TNF-alpha, TRAIL et un anticorps anti-Fas agoniste, augmente le niveau
de Bid, de Bid tronqué et du cytochrome c cytosolique. Par ailleurs, la potentialisation de
I’induction de I’apoptose est fortement inhibée par la transfection transitoire d’un plasmide
contenant un dominant négatif de FADD et par I'utilisation d’inhibiteurs des caspases 8 et 9.

af1 . e .
1%*" antisens ou déficient

De maniére intéressante, la transfection transitoire d’un plasmide p2
pour son interaction avec PCNA respectivement abolit et diminue fortement 1’induction
synergique de I’apoptose. Cette inhibition est associée a 1’absence de relargage du cytochrome
¢ de la mitochondrie vers le cytosol.

L’ensemble de ces résultats montre que le TNF-alpha, TRAIL et I’anticorps anti-Fas
agoniste potentialisent induction de 1’apoptose induite par le NaB. Cette induction synergique
de I’apoptose est associée a une augmentation de plusieurs protéines clefs impliquées dans la

voie de signalisation des récepteurs de mort, et est sous le contrdle de p21™,
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Résultats non publiés

I Identification des voies de transduction du NaB dans les cellules MCF-7

I1 Effet des facteurs de croissance sur I’apoptose induite par le NaB dans les
cellules MCF-7

III Effets du NaB sur la croissance des cellules normales de sein
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I Identification des voies de transduction du NaB dans les cellules MCF-7

De maniere a préciser les mécanismes d’induction de l’apoptose dans la lignée
MCF-7, les cellules sont traitées par du NaB en présence de différents inhibiteurs pendant 48
h (Figure 21). La cycloheximide, 1’actinomycine D et la génistéine inhibent 1’induction de
I’apoptose par le NaB. Ces résultats indigent que 1’effet du NaB requiert dans une certaine
mesure la synthese de protéines, d’ARN et I’activité de protéines tyrosines kinases. En
revanche, les protéines tyrosines phosphatases et la voie de la PI-3 Kinase ne semblent pas
impliquées dans 1’induction de 1’apoptose puisque 1’orthovanadate et la wortmannine n’ont
pas d’influence sur I’effet du NaB. Par ailleurs, le PD 98059 (inhibant la voie des MAP
Kinases) augmente d’environ 7 a 10 % D’apoptose induite par le NaB. L’utilisation de la
thapsigargine (un inhibiteur de la pompe & Ca** ATPase dépendante permettant le passage du
Ca®" du cytosol vers le reticulum endoplasmique) et d’un milieu de culture contenant de

faibles concentrations de Ca”* potentialisent fortement 1’effet apoptotique du NaB.

80

201 [ I Contréle
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Figure 21 : Mécanismes d’action de I’apoptose induite par le NaB. Les cellules MCF-7
sont traitées pendant 48 h par 2,5 mM de NaB en présence ou en absence de différents
inhibiteurs (Orthovanadate 1 pM, Génistéine 10 pM, Actinomycine D 50 mM,
Cycloheximide 0,5 pg/ml, Wortmannine 10 nM, PD 98059 20 pM, Thapsigargine 4 nM) ou
dans un milieu de culture contenant de faibles concentrations de Ca** (40420 pM). L apoptose
est déterminée apres marquage au Hoechst. Les résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes.
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L’induction de 1’apoptose est sujette a un processus de régulation complexe et
représente 1’issue finale de multiples voies de transduction impliquant le Ca®" intracellulaire,
la PKC, I’AMPc, les protéines kinases et phosphatases. Nos résultats indiquent que seule une
partie de D’effet apoptotique du NaB nécessite la synthése de protéines et d’ARN; la
cycloheximide et I’actinomycine n’inhibant que partiellement 1’induction de I’apoptose par le
NaB. Ces données sont accord avec les travaux de Velazquez (Velazquez et al., 1998) et de
Caelles (Caelles et al., 1994) montrant que 1’apoptose pouvait se produire indépendamment de
la synthese d’ARN et de protéines. Nous avons également montré que 1’induction de
I’apoptose par le NaB dans les cellules MCF-7 nécessite en partie 1’activation des tyrosines
kinases. Ces résultats confirment les travaux menés sur d’autres types cellulaires dans lesquels
le NaB induit une phosphorylation des protéines tyrosines kinases (Rivero and Adunyah,
1996). Cependant, dans notre modele, les protéines impliquées ne sont pas les MAP Kinases
MEKI1 et 2 puisque 1’utilisation du PD 98059 ne diminue pas I’effet anti-apoptotique du NaB,
au contraire il I’augmente 1€gerement.

Par ailleurs, 1’utilisation de la thapsigargine et d’un milieu de culture contenant de
faibles concentrations de Ca®" potentialisent 1’effet apoptotique du NaB. Ces résultats
suggerent une implication du Ca”" intracellulaire dans I'induction de 1’apoptose. En effet, il a
été décrit que la libération de Ca®* du réticulum endoplasmique vers le cytosol induit
I’activation d’enzymes dépendantes du calcium (Hajnockky et al., 2003 ; Orrenius et al.,
2003). Ces enzymes permettent soit le recrutement de la mitochondrie dans la machinerie
apoptotique soit I’activation directe des caspases. Par exemple, la calpaine (une cystéine
protéase dépendante du Ca®") peut cliver Bid, un membre de la famille Bcl-2 dont le produit
de clivage est impliqué dans le relargage du cytochrome c. La calpaine est également capable
de cliver et d’activer la caspase 12. Récemment, He a démontré que la thapsigargine induit
I’apoptose via la surexpression de DRS et de TRAIL. Cette surexpression est une
conséquence de la déplétion des stocks de Ca®* du reticulum endoplasmique par la

thapsigargine (He et al., 2002).

I1 Effet des facteurs de croissance sur I’apoptose induite par le NaB dans les
cellules MCF-7

Le développement tumoral de la glande mammaire dépend de la présence d’hormones
stéroidiennes ou non-stéroidiennes mais aussi de nombreux facteurs de croissance. Ainsi, les

cellules cancéreuses de sein produisent des facteurs de croissance tels que le NGF, le FGF-2
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et I'IGF pouvant moduler leur propre prolifération de fagon autocrine ou paracrine. Afin
d’évaluer I’effet de ces facteurs de croissance sur I’apoptose induite par le NaB, les cellules
MCEF-7 sont traitées pendant 48 h par 2,5 mM de NaB en présence ou en absence de NGF,
FGF-2, IGF-1 et HGF (Figure 22.A).
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Figure 22 : Effet des facteurs de croissance sur I’apoptose des cellules MCF-7 induite
par le NaB. Les cellules sont traitées pendant 48 h par 2,5 mM de NaB (A) en présence ou en
absence de différents facteurs de croissance : NGF (200 ng/ml), FGF-2 (20 ng/ml), IGF-1 (10
ng/ml) et le HGF (100 ng/ml) ou (B) en présence de différentes concentrations de HGF.
L’apoptose est déterminée apres marquage au Hoechst. Les résultats sont représentatifs de
trois expériences indépendantes.

Les résultats montrent que, parmi les différents facteurs de croissance testés, seul
I’HGF inhibe 1’apoptose induite par le NaB. Cette inhibition est incomplete puisque

I’augmentation de la concentration de ’HGF ne parvient qu’a diminuer de moitié 1’apoptose
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induite par le NaB (Figure 22.B). L’HGF également nommé SF (Scatter Factor) est un facteur
de croissance capable d’induire de multiples réponses biologiques incluant la prolifération,
I’essaimage, ’invasion, la morphogenese de branchement et I’angiogenese. Dans le cadre du
cancer du sein, la détection de hauts niveaux de HGF dans le stroma de tumeurs mammaires a

été corrélée a un pronostic défavorable (Yamashita et al ., 1994).

De facon a préciser le mécanisme d’action du HGF dans cette inhibition de I’apoptose,

nous avons utilisé différents inhibiteurs pharmacologiques (Figure 23).
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Figure 23 : Implication de la PI-3 Kinase et des MAP Kinases dans I’inhibition de
I’apoptose induite par le HGF. Les cellules MCF-7 sont traitées pendant 48 h par 2,5 mM
de NaB et 150 ng/ml de HGF en présence ou en absence de Wortmannine (10 pM), de LY
294002 (1,5 pM), de PD 98059 (10 uM) et de PD 169316 (150 nM). L’apoptose est
déterminée apres marquage au Hoechst. Les résultats sont issus d’une expérience réalisée en
triplicate et sont représentatifs de trois expériences indépendantes.

La wortmannine et le LY 294002 inhibent la PI-3 Kinase, le PD 98059 inhibe les
MAPK Kinases MEK let 2, le PD 169316 inhibe la P38 MAP Kinase. Les résultats montrent
que 1’activité anti-apoptotique de ’HGF est abrogée en présence de la wortmannine, du LY
294002, et du PD 98059. En revanche, le PD 169316 n’a pas d’effet sur le traitement combiné
de HGF et de NaB. Ces données indiquent que la diminution de 1’apoptose induite par le HGF
est en particulier due a I’activation de la PI-3 Kinase et de MEK1 et 2. Nos résultats sont en

accord avec ceux de Mildner (Mildner et al., 2002) et Kitta (Kitta et al., 2001) qui montrent
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que I’HGF inhibe 1’apoptose induite par des UV ou un stress oxidatif via ’activation de la

voie Akt/PI-3 Kinase et des protéines MEK.

III Effets du NaB sur la croissance des cellules normales de sein

En vue d’une application possible du NaB en thérapie, nous avons testé 1’effet de cet
agent sur la prolifération et 1’apoptose des cellules épithéliales mammaires normales (CEMN)
en culture primaire (Figure 24). L analyse en cytométrie de flux indique que le NaB provoque
un blocage du cycle cellulaire en G1. De maniere intéressante, il n’induit que trés faiblement

I’apoptose de ces cellules méme apres 72 h de traitement.

A) PROLIFERATION
Temps % de CEMN G1 S G2/M
Controle 46.1 £ 2.1 308+ 1.1 231+2.1
24 h
NaB 2.5 mM S21+13 109 £ 0.6 37.0+ 0.9
Controle 552+ 1.8 265+09 183+1.5
48 h NaB 2.5 mM 711408 103£1.0 166+12
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Figure 24 : Effet du NaB sur les cellules épithéliales mammaires normales (CEMN). Les
cellules sont traitées par du NaB pendant différentes périodes de temps. Les résultats sont
représentatifs de trois expériences indépendantes effectuées sur des CEMN provenant de 3
échantillons différents. (A) La répartition des cellules dans les différentes phases du cycle
cellulaire est estimée en % apres marquage au iodure de propidium et passage en cytométrie
de flux. (B) L’apoptose est déterminée apres marquage des cellules au Hoechst.
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Nous avons montré précédemment que les traitements combinés de NaB et de TNF-
alpha, de TRAIL, et d’un anticorps anti-Fas agoniste inhibent fortement la croissance des
cellules cancéreuses de sein. Nous avons alors testé la sensibilité des cellules épithéliales

mammaires normales face a ces cotraitements (Figure 25).
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Figure 25 : Effets des cotraitements sur la croissance et I’apoptose des CEMN. Les
cellules sont traitées pendant 48 h par du NaB 1 mM en présence ou en absence d’un
anticorps anti-Fas agoniste (0,5 pg/ml), de TNF-alpha (0,1 ng/ml) et de TRAIL (0,1 ng/ml)
Les résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes effectuées sur des CEMN
provenant de 3 échantillons différents. (A) La viabilité cellulaire est déterminée par comptage
apres coloration au bleu Trypan. (B) L’apoptose est évaluée apres marquage au Hoechst.
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Les résultats montrent que le NaB et les ligands des récepteurs de mort inhibent la
croissance des CEMN. Cependant, I’inhibition induite par les traitement combinés est
comparable a celle observée en présence du NaB seul. De maniere intéressante, les
traitements combinés de NaB et de TNF-alpha, TRAIL, et un anticorps anti-Fas agoniste
n’induisent pas 1’apoptose des CEMN, et ce contrairement a ce que nous avons observé dans

les cellules cancéreuses de sein.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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L’ensemble des résultats présentés dans cette these montre que :

- Le NaB inhibe la croissance de toutes les lignées cancéreuses de sein testées dans
différentes conditions de culture. Cette inhibition de la croissance passe par un arrét du
cycle cellulaire en G1 et une induction de I’apoptose pour les lignées MCF-7,
MCEF-7 ras et BT-20, ainsi que par un blocage du cycle cellulaire en G2/M pour la
lignée MDA-MB-231.

- P53 n’est pas impliquée dans 1’inhibition de croissance induite par le NaB dans les

C . . afl
lignées cancéreuses de sein. En revanche, P21™

par le NaB dans la lignée MCF-7.

est responsable de I’apoptose induite

- L’induction de 1’apoptose par le NaB dans la lignée MCF-7 implique la voie de
signalisation du récepteur de mort Fas. Par ailleurs, les cotraitements de NaB et de
TNF-alpha, TRAIL ou d’un anticorps agoniste anti-Fas potentialisent 1’apoptose

wafl

induite par le NaB. Cette action synergique implique également P21

- Les cellules épithéliales mammaires normales sont bloquées en G1 mais ne sont pas
induites en apoptose ni par le NaB seul ni par un cotraitement de NaB et de TNF-

alpha, TRAIL ou d’un anticorps agoniste anti-Fas.

I Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses par le NaB

I.1 Inhibition de la prolifération et induction de I’apoptose par le NaB

Dans ce travail, nous avons tout d’abord déterminé I’effet du NaB sur la croissance des
lignées cancéreuses de sein dans différentes conditions de culture : monocouche, gel de
collagene et agar mou (Article 1). La culture en monocouche ne refléte pas 1’environnement
physiologique dans lequel se trouve normalement la cellule. De maniére a tenir compte de ce
parametre, les lignées ont été testées en gel de collagene. De plus, 1'utilisation de 1’agar mou
permet d’évaluer la capacité de croissance de la cellule en absence d’ancrage. Les résultats

démontrent que le NaB inhibe la croissance des cellules cancéreuses de sein, et ce quelles que
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soient les conditions de culture. Par ailleurs, ces données indiquent que le NaB inhibe la
croissance des lignées hormono-sensibles (MCF-7, MCF-7ras et T47-D), tout comme celle de
lignées hormono-insensibles (BT-20 et MDA-MB-231). Ainsi, le NaB pourrait agir sur des
cellules cancéreuses de sein représentatives plutdt de stades précoces (hormono-sensibles)

tout comme de stades tardifs (hormono-insensibles) du développement tumoral.

Le cancer du sein est caractérisé par une grande hétérogénéité des populations
cellulaires, c’est pourquoi nous avons utilisé ici 5 lignées cancéreuses de sein présentant des
caractéristiques différentes. Nos résultats montrent que le NaB inhibe la croissance de toutes
les lignées cancéreuses de sein testées. Il provoque un arrét du cycle en G1 et une induction
de 1’apoptose des lignées MCF-7, MCF-7ras, T47-D et BT-20; et un blocage du cycle
cellulaire en G2/M dans les cellules MDA-MB-231. Ces blocages different selon les cellules,
perdurent, et ne sont pas signe d’une augmentation transitoire du nombre de cellules dans une
des phases du cycle. Ainsi, des résultats similaires sont observés apres 72 h de traitement par
le NaB (données non montrées). Nos résultats sont en accord avec d’autres travaux effectués
sur les cellules cancéreuses de sein. Planchon (Planchon et al., 1991) et Guilbaud (Guilbauld
et al., 1990) ont démontré que le NaB induit un arrét en G1 dans les cellules MCF-7. De plus,
dans ces cellules, 1’inhibition de la prolifération par le NaB est associée a une augmentation
de P21"*" et une répression de 1’expression de la Cycline D (Davis et al., 2000). Par ailleurs,
il a été reporté que le NaB induit un blocage en G2/M dans les cellules MDA-MB-231 suite a
une surexpression de P21""

(Lallemand et al., 1999).

et a une inhibition de 1’expression des Cyclines A et B

1.2 Les ligands des récepteurs de mort potentialisent I’apoptose induite par le NaB

Les ligands des récepteurs de mort constituent une famille comprenant le « Tumor-
Necrosis Factor » (TNF), le « TNF-related apoptosis ligand » (TRAIL) et Fas L. Dans la
plupart des cas, I’activation des récepteurs de mort par leur ligand induit 1’apoptose des
cellules tumorales mais pas des cellules normales. De plus, le cotraitement par des agents
antitumoraux et des ligands des récepteurs de mort permet de sensibiliser les cellules
cancéreuses résistantes a un seul traitement. Ces ligands permettent également de potentialiser
I’apoptose induite par des agents chimiothérapeutiques et des radiations (Marini and Belka,
2003 ; Morgan et al., 2002). Les cellules MCF-7 sont sensibles a I’apoptose induite par TNF-

alpha, TRAIL et un anticorps anti-Fas agoniste (données non montrées). Nous avons
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démontré que l’induction de 1’apoptose par le NaB implique D’intervention du systéme
Fas/FasL. (Article 1). En effet, non seulement un anticorps anti-Fas neutralisant diminue tres
fortement 1’apoptose induite par le NaB, mais encore cette apoptose est potentialis€ée par un
anticorps anti-Fas agoniste. De plus, le NaB induit une augmentation de I’expression de Fas et
de Fas L et une relocalisation de Fas du cytosol vers la membrane plasmique. Par ailleurs,
I’apoptose induite par le NaB est potentialisée de maniere importante par TNF-alpha, TRAIL
et un anticorps anti-Fas agoniste (Article 3). Cette induction synergique de 1’apoptose est
obtenue en utilisant des doses de NaB (1mM) et de ligand des récepteurs de mort (TNNF-alpha
et TRAIL : 0,1ng/ml ; anti-Fas agoniste : 0,5 pg/ml) qui seules n’induisent que peu voire pas

d’apoptose.

II Mécanismes moléculaires a I’origine des effets du NaB

I1.1 P53 n’est pas impliquée dans Uinhibition de croissance induite par le NaB

La phosphoprotéine P53 est un facteur de transcription impliqué dans la régulation du
cycle cellulaire et/ou 1’induction de I’apoptose. Suite a un traitement au NaB, P53 est
augmentée dans les lignées MCF-7, MCF-7ras et T-47D. Néanmoins, des transfections
transitoires de plasmides p53 sens et antisens dans les cellules MCF-7 et T47-D et I’utilisation
de la pifithrine-alpha, un inhibiteur de 1’activité transcriptionnelle de P53, ne modifient ni la
croissance ni I’apoptose induite par le NaB (Article 1). Par ailleurs, les travaux de Robert-
Alain TOILLON menés au sein de notre laboratoire ont permis de confirmer que les lignées
MCF-7 et T47-D possedent bien une protéine P53 fonctionnelle. P53 est notamment
impliquée dans I’apoptose de cellules cancéreuses de sein induite par du milieu conditionné
de cellules épithéliales mammaires normales (Toillon et al., 2002). L’ensemble de ces
résultats démontre donc que P53 n’est pas impliquée dans 1’inhibition de la croissance induite
par le NaB. Ces données sont d’autant plus intéressantes que P53 est mutée dans 30 & 50 %

des tumeurs primaires de sein (Ziyaie et al., 2000).
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I1.2 P21"" est responsable de I’apoptose induite par le NaB
P21"*" et NaB

Le NaB est un inhibiteur d’histone déacétylase (HDAC) menant a I’hyperacetylation
de protéines histones et non-histones, et a des alt€rations de I’expression des genes.
Néanmoins, les effets des inhibiteurs de HDAC sur 1’expression des genes sont relativement
sélectifs et impliquent 1’activation de la transcription de certains genes tels que P21"! et 1a
répression d’autres génes. Dans les lignées MCF-7, MCF-7 ras, T47-D et BT-20, 1’analyse en
Western blot indique que le NaB augmente le niveau de P21V, P21V a été initialement
découvert comme un inhibiteur de la prolifération. Il a été largement décrit que la partie N-

wafl

terminale de P21™" peut interagir avec le complexe Cycline/CDK et donc induire un arrét du

cycle cellulaire lors des phases G1, G2/M voire S. Le fait que p21™!

soit responsable de
I’inhibition de la croissance induite par des drogues a été reporté dans de nombreux cas.
Ainsi, dans des cellules de carcinomes de la peau, ’arrét en G1 et le blocage partiel en G2/M
induit par un inhibiteur de I’EGF-R, le Gefitinib (Iressa; ZD1839), est dii a I’action de
p21% (Di Gennaro et al., 2003). De méme, 1’'interferon-alpha a ét€¢ décrit comme inhibant
’activité de la kinase CDK3 par I’intermédiaire de P21™, Ce phénomene est alors corrélé a
un accroissement du nombre de cellules de tumeurs neuroendocriniennes en phase S (Zhou et
al., 2002). Enfin, I’inhibiteur de la cyclooxygénase-2 (NS-398) induit la surexpression de
p21™! provoquant un arrét du cycle cellulaire en GO/G1 (Toyoshima et al., 2002). Par
wafl

ailleurs, il a été décrit que la partie C-terminale de P21

PCNA et inhiber ainsi la réplication de ’ADN (Waga and Stillman, 1998). Nous avons

peut également s’associer avec

montré que I’inhibition de la prolifération par le NaB est principalement due a la liaison de
P21™! avec le complexe Cycline/CDK et non avec PCNA (Article 2). Cependant, la
transfection d’un plasmide p21 antisens n’abolit pas le blocage du cycle. Ces données

wafl

suggerent dans notre cas que P21™"" n’est pas indispensable a I’inhibition de la prolifération

et que le NaB serait capable de moduler d’autres inhibiteurs de CDK tels que P275P! et
P16™* (comme nous 1’avons détaillé dans le 2°™ article). Cette hypothése est en accord avec
les travaux de Vaziri qui montrent que le NaB est capable d’induire un arrét en G1 dans des
fibroblastes de souris p21-/- en inhibant I’expression de la Cycline D et la phosphorylation de

la protéine du rétinoblastome (Vaziri et al., 1998).
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1waf1

En plus de ses fonctions d’inhibition du cycle cellulaire, P2 a été décrit comme un

modulateur du processus apoptotique. Néanmoins, les propriétés pro- ou anti-apoptotiques de
P21™! semblent dépendre a la fois du contexte cellulaire et de I'inducteur utilisé. La
diminution de 1’expression de P21™! dans des cellules de carcinomes hépatiques induit une
sensibilisation a 1’apoptose induite par I’interféron-gamma (Detjen et al., 2003). De plus, la

wafl

suppression de P21™"" par transfection ou recombinaison dans des cellules de gliomes ou de

carcinomes du colon accroit I’apoptose induite par des drogues cytotoxiques ou des rayons
gamma (Tian et al., 2000 ; Mahyar-Roemer and Roemer, 2001 ; Han et al., 2002). p2 vl
peut également se complexer a la procaspase 3 pour inhiber 1’apoptose induite par Fas

lwafl

(Suzuki et al., 2000). Enfin, dans les cellules apoptotiques, P2 est clivée par la caspase 3

wafl

(Zhang et al., 1999 ; Xiang et al., 2002). Dans toutes ces situations, P21 inhibe I’apoptose.
Cependant, dans d’autres situations, P21% 4 éé décrit comme induisant I’apoptose

dans des cellules présentant une protéine P53 non fonctionnelle. Dans ce cadre, le traitement a

I’acide rétinoique de cellules de cancers intestinaux (H1299) ou colorectaux (DLC-1)

. ) P 1
infectées par un adénovirus contenant p21™

et présentant une protéine P53 non
fonctionnelle induit 1’apoptose de ces cellules (Teraishi et al., 2003). De plus, I’inhibiteur du
protéasome Velcade (PS-341) induit ’apoptose de cellules leucémiques dépourvues de p53,
cette induction de 1’apoptose est associée a une accumulation de P21™! (An et al., 2000). Par

. < . . . . afl
ailleurs, des adénovirus permettant de mimer une activation de p21™*

dépendante ou non de
p53 ont été utilisés dans des cellules cancéreuses d’ovaire (2774qwl) ou de carcinomes de
I’endometre (SPEC-2). Ces deux types de cellules présentent un gene pS3 muté. Les travaux

ont permis de démontrer que P21"*"

induit 1’apoptose, et ce bien que P53 semble étre un
inducteur plus efficace (Wu et al., 2002 ; Ramondetta et al., 2000). Lors de 1’apoptose induite
par P21™!aucune activation des genes bax et bcl-2 n’est détectée tandis qu’une différence
d’expression significative de ces genes préceéde 1’induction de 1’apoptose par P53. Ces

résultats suggerent que P21%"!

induit 1’apoptose par un processus différent de celui de P53.
De plus, p21™! peut également jouer un rdle pro-apoptotique dans des cellules
possédant une protéine P53 fonctionnelle. Ainsi, Huo (Huo et al., 2003) montre notamment

que I'induction de P21™*!!

indépendamment de celle de P53 induit une activation des caspases
dans les cellules sécrétant de D’insuline. Le traitement par la manumycine de cellules
cancéreuses de la thyroide présentant une protéine P53 fonctionnelle induit 1’apoptose de
manicre concomitante a une augmentation de 1’expression de P21™" Les travaux d’Agrawal

(Agrawal et al., 2002) ont également démontré que le 7-ketocholesterol induit I’apoptose par
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I’intermédiaire de P2 que ce soit dans des fibroblastes embryonnaires de souris pS3+/+

ou -/-. En accord avec ces données, nous avons montré que 1’induction de 1’apoptose par le

wafl

NaB est sous le controle de P21 .

P21™*" et cotraitement

Nous avons montré que le NaB induit I’apoptose en régulant de maniere positive des
éléments clefs impliqués a différents niveaux des voies de signalisation des récepteurs de
mort. Le NaB augmente I’expression des récepteurs de mort (TNF-R1, TRAIL-R1 et R2 et
Fas), de l’adaptateur FADD et de la protéine pro-apoptotique Bid. L’ensemble de ces
modifications induit au niveau de la mitochondrie un relargage du cytochrome c vers le
cytosol. Cependant jusqu’a présent, les données expérimentales montrent que I’induction
synergique de 1’apoptose par des agents anti-tumoraux et des ligands des récepteurs de mort
est principalement due a une régulation positive des récepteurs de mort associée a une
suractivation des caspases. Peu d’éléments sont connus au niveau de I’implication d’autres

wafl

protéines régulant le processus apoptotique telles que P21, Il a été décrit que 1’apoptose
induite par un traitement combiné de NaB et de Phorbol Myristate Acetate (PMA) est médié
via la signalisation de TNF-alpha. De plus, I’induction de 1’apoptose est associée a une
surexpression de p21%f (Rahmani et al., 2002). Par ailleurs, Bonotte (Bonotte et al., 1998) et
Hara (Hara et al., 2000) ont montré que le NaB sensibilise des cellules cancéreuses de colon
et de rein a 1’apoptose induite par Fas sans pour autant expliquer le mécanisme d’action de
cette potentialisation.

Nous avons démontré ici pour la premiere fois que le niveau d’expression de p21™!
est fortement augmenté par le cotraitement et que I’induction synergique de I’apoptose est
sous le contrle de P21™*". Par ailleurs, I’analyse en microscopie confocale révele que la
transfection transitoire de p21 antisens et p21 PCNA- inhibe le relargage du cytochrome ¢ de

wafl

la mitochondrie vers le cytosol. Ces données suggerent que P21 interviendrait en amont de

la libération de facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie. De manicre générale, P21™ a
été montré comme se liant avec des protéines régulant la transcription telles que E2F et c-Myc
(Dotto, 2000). Une hypothese expliquant la potentialisation de 1’apoptose serait que p21veft
induirait, en s’associant a des facteurs de transcription, des modifications au niveau de

I’expression d’éléments impliqués dans le processus apoptotique. Par ailleurs, P21 st

également capable de s’associer a des protéines de stress telles ASK1 (MEKKS). ASK1 est
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activée en réponse a des stress cytotoxiques tels que les réactifs oxygénés, TNF et Fas. Suite a
ces stimuli, ASK1 active la voie JNK/p38 et induit 1’apoptose (Tobiume et al., 2001). p21t
est capable de se lier a ASK1 et d’inhiber 1’activité catalytique intrinseque de cette kinase,
p21f! bloque également la phophorylation et 1’activation de ASK1 par la kinase MKK4 en

1 wafl

amont (Shim et al., 1996). Ces données suggerent que la relocalisation de P2 vers le

wafl

noyau diminuerait la quantit¢ de P21 cytoplasmique, ce qui entrainerait une levée de
Iinhibition de ASK1 par P21™". ASK1 serait alors libre d’exercer son activité pro-
apoptotique. Le fait que ASK1 soit également activée suite a ’activation de TNF-R et de Fas
pourrait expliquer la synergie d’induction de 1’apoptose observée lors du cotraitement de NaB

et de ligands des récepteurs de mort (Figure 26).

Récepteur de
mort

Ligand des récepteurs NaB
de mort

Cytoplasme

A hovas

g}zzﬁfmﬁ gggiwaﬁ
{evtoplasmique) (nucléaire)

\, APOPTOSE 4)

Figure 26 : Interconnection possible entre les molécules cibles du NaB et la voie de
signalisation des récepteurs de mort.

ASK1

Interaction P21V*"'/PCNA

De maniére intéressante, nos résultats montrent que 1’apoptose induite par le NaB

requiert non seulement la présence de P21

mais également son interaction avec PCNA
(Article 2). De méme que pour le NaB seul, 1’apoptose induite par le cotraitement est
dépendante de 1’interaction de P21™" avec PCNA (Article 3). PCNA ne présente pas

d’activité enzymatique endogene mais forme une sorte de « plate-forme » favorisant
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I’interaction de nombreuses protéines impliquées dans la réparation de I’ADN, la transition
G1/S, et la réplication. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer nos résultats. Tout d’abord,
P21™! pourrait par I'intermédiaire de sa liaison avec PCNA réguler directement la
machinerie de réparation de I’ADN. Cependant, le fait que a la fois P21™" et PCNA
interagissent tout deux avec de nombreuses protéines suggere que cette association induirait
une compétition au niveau de la liaison avec d’autres partenaires responsables de 1’induction
de I’apoptose. Ainsi, nous avons montré que le NaB augmente 1’interaction de P21 avec
PCNA mais diminue 1’expression de PCNA, ce qui entraine une réduction de la proportion de
PCNA «libre » (accessible a d’autres protéines) dans la cellule. Néanmoins, 1’implication
exacte (directe ou indirecte) de PCNA et de sa liaison 2 P21 dans le processus apoptotique
reste encore a élucider. Dans ce but, la détection de modifications éventuelles de la liaison de

wafl

protéines a P21 et a PCNA sous l'effet du NaB et I’identification de ces protéines

wafl

constituent un point important a étudier. Pour cela, des immunoprécipitations de P21 puis
de PCNA (et inversement) sont actuellement réalisées apres traitement de cellules MCF-7 par
le NaB. Les complexes sont alors soumis a une électrophorése et une coloration au bleu
colloidal. Les protéines subissant des modifications seront excisées, soumises a une digestion
trypsique, puis passées en spectrométrie de masses. L’obtention d’une micro-séquence et de la
masse relative des différents fragments trypsiques obtenus permettra, par comparaison a des
banques de données, d’identifier la protéine. Par ailleurs, il serait également intéressant de

réaliser des transfections transitoires d’un plasmide contenant PCNA afin d’évaluer

I’implication directe ou non de cette protéine.

I1.3 P21"" : un acteur pro- ou anti-apoptotique

afl
wafl |

Les travaux de Asada (Asada et al., 1999) ont montré que I’expression d’un P21 e

possédant pas de signal de localisation nucléaire induit une augmentation de p21veft
cytoplasmique, et ce en association avec une diminution de 1’induction de 1’apoptose. De
méme Schepers (Schepers et al., 2003) a démontré que la localisation cytoplasmique de
P21™*" inhibe le processus apoptotique dans des monocytes. Par ailleurs, les travaux menés

dans des myoblastes indiquent que 1’apoptose induite par MyoD dépendrait de p21™!

et plus
particulicrement de sa relocalisation au niveau du noyau (Peschiaroli et al., 2002). Nous avons
montré que, dans les cellules cancéreuses de sein MCF-7, le NaB augmente 1’expression de
P21™" nucléaire et induit une augmentation de I’interaction de P21 avec PCNA.

lwafl

L’ensemble de ces données suggere que la localisation de P2 au sein de la cellule joue un
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role primordial en vue de I’orientation vers un processus pro- ou anti-apoptotique. Ainsi,
P21™" au niveau du cytoplasme présenterait un rdle plutdt anti-apoptotique tandis que, au
niveau du noyau, il jouerait un role plutot pro-apoptotique. Par ailleurs, ces résultats suggerent
qu’a travers des mécanismes communs, p21%f! présente une action pro- ou anti-apoptotique
dépendante également du contexte cellulaire. Ainsi, des travaux récents indiquent que
I’apoptose des cellules tumorales est affectée différemment par la déficience de P21%" dans
des souris transgéniques surexprimant ras ou myc (Bearss et al., 2002). Les tumeurs p21-/-
MMTV-ras sont caractérisées par une augmentation significative de I’apoptose comparée aux
tumeurs MMTV-ras. A I'inverse, 1’absence de p21Wafl n’affecte pas 1’apoptose des tumeurs

lwafl S

MMTV-myc. L expression de différents oncogenes influencerait donc les effets de P2 ur

I’induction de 1’apoptose. Des microarrays d’ADN complémentaires ont révélé que p21vit
active des genes pro- et anti-apoptotiques (Chang et al., 2000). Ainsi, p21veft présente un
double rdle dans la tumorigénese en agissant a la fois en tant qu’oncogene ou en tant que geéne

suppresseur de tumeurs selon le contexte génétique spécifique de chaque cellule (Figure 27).

Arrét du cycle
cellulaire

T

/CONTEXT E CELLULAIRE | \

Facteurs de transcription

Autres protéines

SAPK, ASK1, procaspase 3

u

Protéines impliquées dans la
réparation ou la réplication de I'ADN
GADDA45, PCNA /

.

\ 4
Pas d'action dans Action anti-

I'apoptose Action pro- apoptotique
apoptotique

Association

— > Activation

Figure 27 : Différents roles de P21", p21% est un régulateur négatif du cycle cellulaire.
P21"" est également capable de réguler ’apoptose en fonction du type de cellule et du
contexte cellulaire.
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I1.4 Vers une utilisation de P21"" en thérapie ?

Récemment, I’expression et la signification pronostique de P21™! associée A celle de
P53 a été évaluée dans des cas de cancers du sein invasifs (Pellikainen et al., 2003). Les
données montrent que les tumeurs P21W"‘ﬂ—positives sont également le plus souvent p53-
positives. Par ailleurs, chez des patientes post-menopausées présentant des métastases
ganglionnaires et des tumeurs exprimant les récepteurs aux oestrogenes et a la progestérone,

de hauts taux d’expression de P21

sont associés a une réponse favorable au traitement
adjuvant hormonal (anti-oestrogenes). Néanmoins, 1’expression de P21™" n’a pas présenté
jusqu’ici de valeur pronostique face a la survie ou la possibilité de rechute dans les cancers du
sein, que ce soit chez des patients présentant ou non des atteintes ganglionnaires. Le role de
P21%" dans les cellules cancéreuses apparait ainsi complexe. Cependant, il devient de plus en

wafl

plus clair que 1’altération de 1’expression de P21 en réponse a des agents thérapeutiques

présente un intérét certain dans le domaine de la lutte contre le cancer. L’inhibition du
processus tumoral par une augmentation ou une répression de I’expression de p2lWafl sera
donc fonction du type de cellule. Dans ce but, il est possible d’espérer développer des

lwafl

molécules ciblant P2 ou d’utiliser des techniques de transfert de genes de maniere a

inhiber le processus tumoral dans des conditions bien définies (Carnero, 2002).

III Intérét du NaB en vue d’une application thérapeutique potentielle

Depuis quelques années, la découverte et 1’étude des événements moléculaires
impliqués dans I’apparition et le développement tumoral permet de mettre en place des
thérapies efficaces dans la lutte contre le cancer. Ainsi les altérations présentes dans des
oncogenes et des genes suppresseurs de tumeur contribuent au processus de cancérisation.
Des travaux récents ont €galement démontré I’'importance des enzymes responsables de
I’acétylation de la chromatine dans I’initiation et la progression tumorale. Les histones
acetyltransférases (HAT) et les histones déacetylases (HDAC) sont connues comme étant
impliquées dans de multiples processus physiologiques tels que la transcription, la régulation
du cycle cellulaire, la différenciation, la réplication de 1’ADN, la réponse aux stress
génotoxiques mais également dans la tumorigénese. Dans ce cadre, les inhibiteurs d’HDAC
notamment le NaB présentent un réel potentiel. Au niveau physiologique, le NaB permet a la

fois d’induire 1’apoptose dans des cellules tumorales tout en présentant une faible toxicité
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dans 1’organisme in vivo. Par ailleurs, le NaB et surtout ses dérivés plus stables tels que la
tributyrine sont actuellement testés dans des études cliniques (Edelman et al., 2003). Les
premiers résultats montrent que cette molécule est bien tolérée et des concentrations similaires
a celles nécessaires a 1’activité in virro (0,1 mM) sont obtenues par trois prises orales par jour

(200 mg/kg).

Nous avons montré que le NaB seul ou en cotraitement avec des ligands des
récepteurs de mort inhibe la croissance et induit de maniere importante 1’apoptose des
différentes lignées de cellules cancéreuses de sein. Ces données sont d’autant plus
intéressantes que le NaB seul ou en cotraitement avec TNF-alpha, TRAIL et un anticorps anti-
Fas agoniste n’induit pas 1’apoptose des cellules épithéliales mammaires normales (CEMN).
Dans le but de vérifier si la synergie importante observée dans les cellules cancéreuses de sein
in vitro peut contribuer a freiner le développement tumoral in vivo, nous étudions
actuellement plus particulierement 1’effet combiné de la tributyrine et de TRAIL chez la
souris nude. TRAIL est une cytokine ayant déja été testée dans des modeles murins et
primates sans présenter de cytotoxicité pour I’organisme. Ce travail consiste a injecter des
cellules MCF-7 par voie sous-cutanée et a étudier 1’évolution de la taille des tumeurs dans des

souris, soumises ou non a un traitement oral de tributyrine, avec ou sans injection de TRAIL.

En conclusion, nous avons montré que l’induction de 1’apoptose dans les cellules
cancéreuses de sein par le NaB, seul ou en combinaison avec des ligands des récepteurs de

mort, est sous le controle P21

. Cependant, une meilleure compréhension au niveau
moléculaire du mécanisme d’action du NaB et le test in vivo de 1’efficacité des cotraitements
de NaB et de TRAIL dans I’inhibition du développement tumoral devraient contribuer a

ouvrir de nouvelles perspectives de traitement dans la lutte contre le cancer du sein.
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LIGNEES MAMMAIRES HUMAINES
UTILISEES

Plusieurs lignées épithéliales présentant des caractéristiques différentes ont été utilisées :

- la lignée MCF-7 établie a partir d’une effusion pleurale d’un adénocarcinome mammaire
chez une patiente de 69 ans. Ces cellules sont bien différenciées et possedent des récepteurs
aux hormones stéroidiennes telles que les oestrogenes, la progestérone et les glucocorticoides.

Elles sont faiblement invasives et présentent une protéine P53 sauvage.

- la lignée MCF-7ras résultant de la transfection stable de la lignée MCF-7 par un vecteur
contenant le gene H-ras codant une protéine G connue pour &tre impliquée dans la voie des
MAP Kinases (Mitogen Activated Protein Kinases). Ces cellules sont hormono-dépendantes,

plus invasives que les MCF-7 et possedent une protéine P53 sauvage.

- la lignée T47-D issue d’une effusion pleurale obtenue chez une patiente de 54 ans
présentant un carcinome ductal infiltré du sein. Ces cellules sont hormono-dépendantes et ont
conservé certaines caractéristiques d’un épithélium mammaire différencié. Elle posseédent un

statut P53 particulier avec une protéine mutante mais fonctionnelle.

- la lignée HBL-100 provenant du lait d’'une mere allaitante. Bien que la donneuse ne
présente ni de lésion du sein ni d’antécédents familiaux de cancer du sein, le caryotype des

ieme

cellules est anormal dés le septieme passage. Avant le 357 passage, la lignée n’est pas
tumorigeéne dans la souris nude mais est capable de former des colonies en agar mou. Apres le
35ieme passage, les cellules deviennent tumorigénes dans la souris nude et leur tumorigénicité
augmente avec le nombre de passages. Dans notre étude, les cellules présentent un nombre de
passages supérieur a 35. Ces cellules sont hormono-dépendantes, peu invasives et ont une
protéine P53 sauvage.

- la lignée MDA-MB-231 établie a partir d’une effusion pleurale d’un adénocarcinome

mammaire chez une patiente de 51 ans. Ces cellules sont faiblement différenciées et sont

caractérisées par un phénotype fibroblastoide. Elles n’expriment pas les récepteurs aux
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oestrogenes et la progestérone. Elles sont tumorigénes, forment des métastases chez la souris
nude, et possedent ainsi un haut pouvoir invasif. Cette lignée présente une protéine P53

mutante non fonctionnelle.

- la lignée BT-20 issue d’un carcinome mammaire chez une patiente de 74 ans. Cette lignée a
été établie en isolant les cellules sortant de la tumeur apres qu’elle ait €t€ coupée en fines
lamelles. Ces cellules sont hormono-indépendantes, faiblement invasives et posseédent une

protéine P53 mutante non fonctionnelle.
- les cellules épithéliales mammaires normales issues de mammoplasties réalisées chez des

patientes saines agées de 18 a 30 ans dans le département de chirurgie plastique et

reconstructrice du Pr. Pellerin (Centre Hospitalier Régional Universitaire de Lille, France).
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ABBREVIATIONS

AIF (Apoptosis-Inducing Factor)

Akt (également appelée PKB pour Protein Kinase B),
ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1).
aSMase (SphingoMyélinase acide)

ASPP (Apoptosis Stimulating Protein of P53)

Bcl-2 (B Cell Lymphoma)
BH (Bcl-2 Homology domain)
BIR (Baculovirus IAP Repeats)

CAD (Caspase dependent DNAse)

CARD (Caspase Recruitment Domain)

CDK (Cyclin Dependent Kinase)

CEMN (Cellules Epithéliales Mammaires Normales)
CHK?2 (CHekpoint Kinase 2)

DcR (Decoy Receptor)

DD (Death Domain)

DED (Death Effector Domain)

DFF40 (DNA Fragmentation Factor 40)

DIABLO (Direct IAP Binding protein with Low Pi)
DISC (Death-Inducing Signaling Complex)

DR-3 (Death Receptor 3)

EDA-R (syntenic EctoDysplasin A Receptor)
EGF (Epidermal Growth Factor)

Endo G (Endonucléase G)

FADD (Fas-Associated Death Domain MORT1)
FAK (Focal Adhesion Kinase)
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Fas L (Fas Ligand)

FGF (Fibroblaste Growth Factor)

FLIP (FADD-Like ICE Inhibitory Protein)
FSH (Follicule Stimulating Hormone)

HAT (Histones AcétylTransférases)

HDAC (Histones DEACétylases)

HGF (Hepatocyte Growth Factor)

HSP (Heat Schok Protein)

HtrA2/Omi (High Temperature Requirement A 2)

IAP (Inhibitors of Apoptosis Proteins)

ICAD (Inhibitor of CAD)

IGF (Insulin-like Growth Factor)

IGFBP (Insulin-like Growth Factor Binding Proteins)
IKB (Inhibitor of NF Kappa B

IKK?2 (I Kappa B Kinase)

JNK (c-Jun N-terminal Kinase)

LH-RH (Luteinizing Hormone-Releasing Hormone)
MDGF-1 (Mammary Derived Growth Factor-1)
MEKK1 (MAPK/ERK Kinase Kinase 1)

MMTYV (Mouse Mammary Tumour Virus)

NaB (Sodium Butyrate)

NF Kappa B (Nuclear Factor of Kappa B)

NGF (Nerve Growth Factor)

nSMase (SphingoMyélinase neutre)

OPG (OsteoProteGerine)
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PAK-2 (P21-Activated protein Kinase 2)

PARP (Poly ADP Ribose Polymerase)

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

PI-3 Kinase (Phosphatidyl Inositol-3 Kinase)
PLAD (PreLigand Assembly Domain)

PLC (PhosphoLipase C)

PMA (Phorbol Myristate Acetate)

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Protein)
PTPC (Permeability Transition Pore Complex)

RAIDD (RIP Associated ICH1/CED3 homologous protein with a Death Domain)
RIP (Receptor Interacting Protein)

SAPK (Stress Activated Protein Kinase)

SD (Standart Deviation)

SF (Scatter Factor)

SIMP (Soluble Inter-membrane Mitochondrial Proteins)

Smac (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases)

SODD (Silencer Of Death Domain)

TGF (Transforming Growth Factor)

TNF-alpha (Tumor Necrosis Factor alpha)

TNF-R1 (Tumor Necrosis Factor Receptor)

TRADD (TNF-R Associated Death Domain).

TRAF-2 (TNF-R-Associated Factor 2).

TRAIL (TNF-alpha Related Apoptosis Inducing Ligand)
TRAIL-R (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor )
TSA (Trichostatine A)

XIAF1 (Xiap-Associated Factor 1)
XIAP (X-linked Inhibitors of Apoptosis Proteins)
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RESUME

Le cancer du sein est le premier cancer féminin de la communauté européenne avec
pres de 210 000 nouveaux cas par an. Face aux limites des thérapies classiques, la découverte
de nouvelles molécules anti-tumorales et des approches combinant plusieurs agents anti-
cancéreux font 1’objet de nombreuses recherches. Dans ce cadre, le butyrate de sodium (NaB)
a été proposé en tant qu’agent anticancéreux potentiel.

Nos résultats montrent que le NaB inhibe la croissance des cellules cancéreuses de
sein. Cette inhibition est due a un blocage du cycle cellulaire et a une induction de 1’apoptose.
Ces deux phénomenes dépendent de I’inhibiteur de CDK (Cyclin Dependent Kinase) p21vt
et non du suppresseur de tumeurs P53. De plus, I’induction de 1’apoptose par le NaB

wafl

impliquerait I’interaction de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) avec P21™ tandis
que I’inhibition de la prolifération serait le résultat de 1’inhibition des CDKs. Par ailleurs, des
ligands de la superfamille du récepteur du TNF-alpha (Tumor Necrosis Factor alpha) tels que
TNF-alpha, TRAIL (TNF-alpha Related Apoptosis Inducing Ligand) et Fas L potentialisent
I’apoptose induite par le NaB. Ce phénomene est observé a la fois sur des lignées cancéreuses
de sein hormono-sensibles (MCF-7, T47-D) et des lignées hormono-résistantes (BT-20). Cette
induction synergique de 1’apoptose est associée a une augmentation de plusieurs protéines
clefs impliquées dans la voie de signalisation des récepteurs de mort telles que les récepteurs
de mort, I’adaptateur FADD, les caspases 8 et 9, Bid le membre pro-apoptotique de la famille
Bcl-2, et le cytochrome ¢ cytosolique. La transfection transitoire d’un plasmide p21W‘4“cl
antisens ou déficient pour son interaction avec PCNA diminue fortement 1’induction
synergique de I’apoptose. Cette inhibition est associée a 1’absence de relargage du cytochrome
¢ de la mitochondrie vers le cytosol. De maniére intéressante, les cellules épithéliales
mammaires normales ne sont pas induites en apoptose par les cotraitements.

L’ensemble de ces travaux montrent que le NaB, seul ou en combinaison avec des
ligands des récepteurs de mort, induit 1’apoptose des cellules cancéreuses de sein. Cette

wafl

apoptose est sous le contrdle P21 et non de P53. Ces résultats sont d’autant plus
intéressants que 30 a 50% des tumeurs mammaires présentent des mutations de P53.
Cependant, une meilleure compréhension du mécanisme d’action du NaB, ainsi que le test in
vivo de 1’efficacité des cotraitements dans 1’inhibition du développement tumoral devraient

contribuer a ouvrir de nouvelles perspectives dans la lutte contre le cancer du sein.
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