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RESUME 
Une caractéristique essentielle des cellules cancéreuses est leur aptitude à survivre aux 

environnements hostiles. Sur différentes cellules de cancer du sein, nous avons étudié les 

effets du fibroblast growth factor-2 (FGF-2) sur l’apoptose induite par le céramide C2 et les 

drogues chimiothérapeutiques 5-FU, campthotécine et étoposide. Par emploi d’inhibiteurs 

pharmacologiques, de dominants négatifs et de siRNA, nous avons montré que la voie 

PI3K/Akt est essentielle à la signalisation antiapoptotique du FGF-2. Nous avons ensuite 

étudié la signalisation de Akt par protéomique : co-immunoprécipitation, séparation des 

partenaires en SDS-PAGE ou 2D-E et identification par spectrométrie de masse. Les 

nouveaux partenaires de signalisation de Akt que nous avons caractérisés sont IκB kinaseβ 

 (IKKβ), la valosin-containing protein (VCP) et l’actine qui sont phosphorylés par Akt lors 

d’une stimulation par les facteurs de croissance. La microscopie confocale a permis de  

confirmer ces interactions. L’identification de l’actine comme substrat de Akt fournit un lien 

entre action des facteurs de croissance et remaniement du cytosquelette. L’ensemble de ce 

travail permet de mieux définir la signalisation de la survie des cellules de cancer du sein et de 

proposer VCP comme cible thérapeutique. 



 

 12

 



 

 13
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ATP adenosine triphosphate 
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BDNF brain-derived growth factor 
BN-PAGE blue native-PAGE 
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BT-20 breast tumor 20 
CREB (cAMP)-response element binding protein 
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eNOS endothelial nitrogen synthase 
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FGF-R FGF-receptor 
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FRS2 FGF-receptor substrate 2 
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IGFBP IGF binding protein 
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IKK inhibitor kappaB kinase 
IL Interleukine 
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MAPK mitogen-activated protein kinase 
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MLK3 Mixed lineage kinase 3  
MMP matricial metalloprotease 
MS mass spectrometry 
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mTOR mammalian target of rapamycin 
NFκB nuclear factor kappaB 
NGF nerve growth factor 
NLS nuclear localization sequence 
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PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PAK p21-activated kinase 
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PDE-3B phosphodiesterase 3B 
PDGF platelet-derived growth factor 
PDK 3-phosphoinositide-dependent kinase 
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PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 
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PKA cAMP-dependent protein kinase 
PKB protein kinase B 
PKC calcium-dependent protein kinase 
PLC phospholipase C 
PRK2 protein kinase 2 
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PTEN phosphatase and tensin homolog 
RAC-PK related to A and C protein kinase 
Rb retinoblastoma 
RE récepteurs aux oestrogènes 
RNAi RNA interference 
RSK ribosomal S6 kinase 
RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
SAPK stress-activated protein kinase 
SDS sodium dodecyl phosphate 
SEK1 extracellular signal-regulated kinase 
SH Src homology 
Shc Src homologous and collagen 
Shp structurally related phosphatase  
SILAC stable isotope labeling by aminoacids in cell culture 
siRNA small interfering RNA 
sos son of sevenless 
Src Sarcoma 
TAP tandem affinity purification 
TCF T-cell factor  
TGF transforming growth factor 
TNF tumor necrosis factor 
TOF time-of-flight 
TRADD TNF receptor-associated death domain 
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TSC tuberous sclerosis  
UTR unstranslated region 
UV ultraviolet 
VCP valosin-containing protein 
YAP yes-associated protein 
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INTRODUCTION 

Akt est une sérine/thréonine kinase suractivée dans de nombreux cancers humains 

(Sun et al. 2001). Le sujet de mon DEA était l’étude de l’effet, sur l’apoptose des cellules de 

cancer du sein, du fibroblast growth factor-2, facteur de croissance surexprimé dans les 

tumeurs mammaires (Yiangou et al. 1997; Blanckaert et al. 1998) et qui stimule leur 

prolifération et leur migration (Nurcombe et al. 2000; Vercoutter-Edouart et al. 2000). Une 

inhibition des voies de signalisation activées classiquement par les récepteurs du FGF-2 a 

montré que le FGF-2 avait un effet anti-apoptotique sur les cellules de cancer du sein qui 

nécessitait l’activation de la voie PI3K. Les données de l’époque, montrant l’importance 

croissante de Akt dans la survie cellulaire, nous ont amené à considérer Akt non plus comme 

un simple substrat de la signalisation de la PI3K mais comme le principal effecteur dans 

l’effet de survie des facteurs de croissance. Peu de substrats de Akt étaient alors connus et, sur 

la base des compétences du laboratoire dans le domaine de la protéomique, nous avons 

élaboré une approche de protéomique fonctionnelle basée sur la co-immunoprécipitation de 

Akt et de ses partenaires, leur séparation par SDS-PAGE ou électrophorèse 2D et leur 

identification par spectrométrie de masse. Afin d’éviter les faux positifs, nous avons réalisé 

des co-immunoprécipitations reverses pour repérer les protéines aspécifiquement co-

immunoprécipitées avec Akt. De même, afin de trouver en priorité des partenaires de Akt 

impliqués dans la signalisation des facteurs de croissance, nous avons focalisé notre étude sur 

les protéines dont la co-immunoprécipitation avec Akt est régulée par le FGF-2. Nous avons 

pû ainsi identifier trois nouveaux substrats de la kinase Akt dont la phosphorylation est 

induite par les facteurs de croissance. Deux de ces sustrats, l’ « IκB kinase beta », la 

« valosin-containing protein », contribuent clairement à la résistance des cellules de cancer du 

sein aux traitements apoptogènes dont certains sont utilisés en thérapie anti-cancéreuse 

(Vandermoere et al. 2005). Le troisième, l’actine, confirme l’importance maintenant 

grandissante de Akt dans le contrôle du cytosquelette et les phénomènes qui en découlent. 

Nous avons également identifié une dizaine de partenaires putatifs de Akt dont l’importance 

dans la signalisation de la kinase Akt reste à déterminer. 

Afin d’introduire les travaux réalisés au cours de ma thèse, je décrirai tout d’abord le 

cancer du sein et sa régulation par les facteurs de croissance, puis en particulier le fibroblast 

growth factor-2 et le mode d’activation de la voie PI3K par ce facteur de croissance. Ensuite, 

je ferai le point sur les données actuelles concernant la signalisation de la kinase Akt et la 
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recherche de ses substrats. Enfin, je décrirai les différentes approches utilisées dans l’étude 

des interactions protéine-protéine et, comme les travaux réalisés au cours de ma thèse ont 

nécessité l’utilisation des techniques de protéomique, je décrirai, d’une part, l’utilisation de la 

protéomique pour l’étude des voies de signalisation, et d’autre part, les outils de spectrométrie 

de masse que nous avons utilisés. 
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CHAPITRE 1: CANCÉROGÉNÈSE MAMMAIRE 

La glande mammaire est un organe finement régulé de part son évolution continue 

jusqu’à la ménopause. Dans ce chapitre, nous allons décrire la glande mammaire normale et 

sa régulation par les hormones et les facteurs de croissance, puis nous insisterons sur les 

dérégulations observées lors du cancer du sein. 

I.  LA GLANDE MAMMAIRE NORMALE 

A. Anatomie et histologie 

La glande mammaire est une glande exocrine dont la fonction est la sécrétion lactée. 

C’est une glande cutanée au même titre que les glandes sudoripares et sébacées. Elle est 

incluse entièrement dans le pannicule adipeux sous-cutané et rattachée à la peau par ses seuls 

canaux excréteurs. Elle repose sur le fascia superficialis et des tractus fibreux unissant ce 

dernier à la peau subdivisent le corps adipeux en loges (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1. Structure de la glande mammaire (http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm) 

La glande mammaire est constituée de lobes et de canaux galactophoriques entourés 

de tissu conjonctif dense dans lequel cheminent des vaisseaux sanguins. Les acini sont 

groupés de façon très dense autour d’un canalicule intra-lobulaire (ou canal alvéolaire). 
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Plusieurs canaux alvéolaires se réunissent pour former un canal lobulaire (ou canalicule extra-

lobulaire). Cette petite structure forme un lobule. Plusieurs canaux lobulaires se réunissent 

pour donner un canal galactophore et l’ensemble des lobules qu’il draine forme un lobe 

glandulaire. La glande mammaire est donc une glande tubulo-acineuse de type composée 

puisqu’elle est formée de 15 à 20 unités glandulaires indépendantes (lobes) qui sont séparées 

par du tissu conjonctif dense chaque lobe ayant son propre canal galactophore qui s’ouvre à 

l’extérieur au niveau du mamelon après s’être élargit en un sinus galactophorique (Figure 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2. Schéma de l’arbre galactophorique (http://home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm) 

Tous les canaux de la glande mammaire sont tapissés d’une couche interne de cellules 

épithéliales doublée d’une couche perpendiculaire discontinue de cellules myoépithéliales, les 

deux couches cellulaires reposant sur une lame basale. Autour de cette structure, on trouve un 

manchon fibroblastique, le tout étant entouré de tissu conjonctif (Figure 3) 

Le sein est formé d’au moins quatre principaux types cellulaires. Les cellules 

épithéliales, de forme cylindrique, forment les alvéoles et les canaux et sécrètent le lait. Ces 

cellules sont ceinturées par les cellules myoépithéliales, de forme allongée, et qui évacuent le 

lait en se contractant. Dans le mésenchyme ou stroma, les adipocytes produisent des acides 

gras polyinsaturés et leurs dérivés, les prostaglandines, qui contribuent à la prolifération et à 

l’organisation des cellules épithéliales, augmentent la vascularisation de la glande mammaire 

et favorisent la ramification des canaux mammaires. A proximité des cellules épithéliales, se 

trouvent les fibroblastes et les myofibroblastes importants pour la formation et la 

différenciation de l’épithélium mammaire. En effet, ils synthétisent et sécrètent l’HGF 

(Hepatocyte Growth Factor) qui stimule la migration et la prolifération des cellules 
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épithéliales, et le collagène I qui participe à la formation de la matrice extracellulaire. Celle-ci 

exerce des rôles multiples dans l’intégrité de la glande mammaire, et sa dégradation est 

fortement régulée sous l’action concertée de protéases et d’anti-protéases. L’action de la 

matrice extra-cellulaire sur les cellules épithéliales est essentielle. Notamment, elle permet à 

ces cellules de s’organiser en alvéoles, les sensibilise aux hormones lactogènes et inhibe leur 

croissance. Le tissu mammaire comprend également d’autres types cellulaires moins 

caractéristiques tels que cellules immunitaires (cellules dendritiques, mastocytes, 

macrophages) ou cellules des vaiseaux sanguins et lymphatiques (plaquettes, péricytes). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3. Histologie de la glande mammaire normale. A. Lobule mammaire. B. Canal terminal intralobulaire. 
La couche interne de l’épithélium a un aspect cubique (C), tandis que la couche externe est constituée de 
cellules myoépithéliales (M). CI : canal intralobulaire ; EC : extrémités canalaires ; TI : tissu de soutien 
intralobulaire ; TE : tissu de soutien extralobulaire ; S : sécrétion (d'après Stevens 1992).  

B. La glande mammaire, un organe en remaniement continuel 

Quatre étapes peuvent être décrites dans le développement de la glande mammaire. 

Elles sont caractérisées par des états particuliers du système lobulo-canalaire (Figure 4). Au 

cours de la vie foetale, le parenchyme (cellules épithéliales et myoépithéliales) et le 

mésenchyme (fibroblastes et adipocytes) sont mis en place. A la puberté, adipocytes et canaux 

mammaires se développent sous l’effet d’interactions épithélio-mésenchymateuses. C’est au 

moment de la gestation et de la lactation que la glande mammaire atteint son développement 

maximal grâce aux hormones avec une différenciation des acini. Inversement, à chaque fin de 

cycle menstruel et à la ménopause, la glande mammaire subit une involution caractérisée 

notamment par une atrophie par apoptose des structures épithéliales. 

A B
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Figure 4. Les différentes phases de la croissance et du fonctionnement de la glande mammaire (d’après 
Espie et al. 1995) 

C. Molécules contrôlant la glande mammaire 

Le tissu sécréteur mammaire n’a qu’une existence transitoire et cyclique. Ce cycle est 

finement contrôlé par une balance entre facteurs stimulateurs et inhibiteurs de prolifération et 

de l’apoptose. Ces facteurs peuvent être des interactions cellules-cellules, cellules-matrice 

extracellulaire et des messagers diffusibles (hormones, facteurs de croissance). Enfin, la 

matrice extracellulaire est également essentielle à la croissance, à l’activité et à l’involution de 

la glande mammaire (Houdebine 1997). C’est le dérèglement de cette homéostasie qui est à 

l’origine de la cancérogenèse mammaire. 

1) Facteurs de croissance 

Les facteurs de croissance ( 

Tableau 1) régulent finement l’homéostasie de la glande mammaire normale. Ces facteurs 

jouant un rôle important au cours de la progression tumorale, nous détaillerons de façon plus 

poussée leurs effets dans la partie « croissance des cellules tumorales ». 

 

Nom du facteur Cellule productrice Effet 

Epidermal Growth Factor cellule épithéliale stimulateur de la prolifération
Insulin-like Growth Factor-I cellule (myo) épithéliale  stimulateur de la prolifération

Transforming Growth Factor-α cellule épithéliale stimulateur de la prolifération
Fibroblaste Growth Factors cellule myoépithéliale, 

épithéliale et fibroblaste 
stimulateurs de la 

prolifération 
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Mammary Derived Growth 
Factor-1 

cellule épithéliale stimulateur de la prolifération

Transforming Growth Factor-β cellule épithéliale inhibiteur de la prolifération 
Insulin-like Growth Factor 

Binding Proteins 
cellule épithéliale régulateurs négatifs de  

l’effet de l’IGF-I 
 
Tableau 1. Principaux facteurs de croissance agissant sur les cellules épithéliales mammaires. Les IGFBPs 
capables de modulant la disponibilité des IGFs ont été classés ici avec les facteurs de croissance. 

2) Hormones  

Les oestrogènes sont impliqués dans la stimulation de la croissance mammaire à la 

puberté et pendant la grossesse en stimulant la croissance des canaux et en augmentant les 

récepteurs à la progestérone (Hansen et Bissell 2000). L’oestradiol active la transcription de 

plusieurs gènes précoces dont fos, jun, myc, myb qui, à leur tour, vont permettre de réguler la 

transcription d’autres gènes. Cette signalisation hormonale passe par les récepteurs aux 

oestrogènes (RE): le REα (Greene et al. 1986; Greene et Press 1986) et le REβ (Kuiper et al. 

1996 ; Mosselman et al. 1996). Ces récepteurs sont des membres de la superfamille des 

récepteurs nucléaires et ont des structures fortement homologues mais activent des gènes 

différents (Thomas et al. 2004). Après liaison des oestrogènes, ces récepteurs sont capables de 

former des homodimères ou des hétérodimères qui activent la transcription de gènes cibles via 

leurs liaisons aux ERE (éléments de réponse aux oestrogènes) (Cowley et al. 1997). Bien que 

la distribution et l’expression in vivo de REα et REβ soient en partie différentes, les deux 

récepteurs sont colocalisés dans plusieurs tissus comme le sein, l’endomètre, la prostate, les 

testicules et les ovaires. Le rapport REα/ REβ semble plus élevé dans le tissu tumoral 

mammaire que dans le tissu normal (Leygue et al. 1998). Ces observations suggèrent que 

l’effet des oestrogènes diffère suivant le ratio de ces deux récepteurs. L’oestradiol régule 

l’expression de gènes codant pour des facteurs de croissance, comme l’EGF (Dickson et al. 

1986), le TGF-β (Arrick et al. 1990), le TGF-α (Bates et al. 1988), l’IGF-II (Osborne et al. 

1989), le FGF-1 (El Yazidi et al. 1998) et ses récepteurs (Dickson et al. 2000), de récepteurs 

des hormones stéroïdes, tel que le RE, ou encore de composants des voies de transduction du 

signal des facteurs de croissance (fos, cycline D1) (May et Westley 1995). Sous l’influence 

des oestrogènes, les cellules épithéliales synthétisent plus de TGF-α et deviennent plus 

sensibles à un autre facteur de croissance spécifique de la glande mammaire, le MDGF1 

(Mammary Derived Growth Factor 1). Le TGF-α, ainsi que l’EGF et le MDGF-1 induisent la 

synthèse locale de collagène IV par les cellules épithéliales. Ce type de collagène induit une 

régulation négative du récepteur du TGF-α. Un des rôles des oestrogènes pourrait donc être 
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de provoquer une dégradation locale de la matrice extracellulaire qui, elle-même, permettrait 

aux récepteurs du TGF-α de s’accumuler, sorte de rétrocontrôle négatif. Par conséquent, ces 

hormones ont un rôle essentiel dans l’homéostasie. En parallèle, les oestrogènes ont une 

action indirecte sur la prolifération des cellules en stimulant la synthèse de protéases (tels que 

uPA, Cathepsine D) qui, en dégradant localement la matrice extracellulaire, vont contribuer à 

la multiplication des cellules (Rochefort 1992 ; Rochefort et al. 2001). 

A côté des oestrogènes, la prolactine (ou PRL) a également un puissant pouvoir 

mitogène sur les cellules épithéliales mammaires décuplé par les oestrogènes. On retrouve les 

récepteurs de la prolactine sur des membranes de cellules de cancer du sein dans environ 40% 

des cas, sans incidence pronostique (Clevenger 2003). Enfin, l’insuline stimule aussi la 

prolifération des cellules épithéliales mammaires par  l’intermédiaire des récepteurs aux IGFs 

(Frasca et al. 2003). 

II.  LA GLANDE MAMMAIRE TUMORALE 

A. Epidémiologie 

Le cancer du sein est le premier cancer féminin avec 42000 nouveaux cas par an en 

France et le plus létal avec 20% des patientes décédées par cancer. (http://www.ligue-

cancer.asso.fr). La fréquence du cancer du sein a justifié l’instauration de campagnes de 

dépistage à grande échelle. Cette pathologie est une maladie d’évolution relativement lente 

puisqu’on considère qu’il faut 6 à 8 ans pour qu’apparaisse, à partir d’une cellule, une tumeur 

d’un volume de 2 cm3. C’est pourquoi, le décryptage des mécanismes moléculaires de 

l’oncogenèse mammaire et son dépistage précoce sont des enjeux de taille. 

B. Les types de cancer du sein. 

On distingue les tumeurs bénignes, bien limitées et de croissance locale, des tumeurs 

malignes qui tendent à infiltrer les tissus adjacents. Parmi les tumeurs bénignes existent 

l’adénofibrome et la tumeur phyllode (3 à 4%). La plupart des tumeurs malignes du sein sont 

des adénocarcinomes développés soit à partir de l’épithélium des lobules glandulaires 

(carcinomes lobulaires) soit à partir de l’épithélium des canaux galactophores (carcinomes 

canalaires) et représentent environ 98% des carcinomes mammaires. Dans de rares cas, les 

cellules cancéreuses mammaires prolifèrent en carcinome in situ sans rupture de la lame 

basale, par opposition au carcinome infiltrant (Saglier & Antoine, 1996). Il existe 4 types 
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architecturaux de carcinomes canalaires in situ (massif, cribriforme, papillaire et comédo). 

Leur pronostic est excellent. Dans le carcinome lobulaire in situ, les canalicules 

intralobulaires sont comblés et distendus par une prolifération de cellules peu jointives. Il est 

souvent bilatéral et évolue vers la forme infiltrante dans 20% des cas. Malheureusement, le 

carcinome est souvent invasif. Les carcinomes les plus fréquents sont les carcinomes 

canalaires invasifs (85%) et les carcinomes lobulaires invasifs (5%). Il existe aussi des 

carcinomes infiltrants de formes plus rares, tels que les carcinomes médullaires, les 

carcinomes mucoïdes (ou colloïdes), carcinomes tubuleux, les carcinomes apocrines et 

maladie de Paget (tumeur du mammelon). Les tumeurs mammaires liées à des métastases 

d’autres tissus sont rares, représentent moins de 1% de toutes les tumeurs malignes du sein et 

constituent un groupe de lésions disparates comportant les sarcomes phyllodes, les sarcomes 

mésenchymateux, les angiosarcomes, les lymphomes malins non hodgkiniens primitifs du 

sein. 

Dans notre étude, les modèles cellulaires que nous avons utilisés sont tous épithéliaux 

comme 98% des cancers du sein. Nous avons, dans une certaine mesure, essayé de rendre 

compte de l’hétérogénéité des tumeurs mammaires en utilisant 3 types de lignées de cellules 

épithéliales mammaire (MCF-7, T47-D et BT-20). 

C. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la cancérogenèse mammaire 

1) Une origine multifactorielle. 

La cancérogenèse mammaire est un phénomène multifactoriel, impliquant plusieurs 

gènes, dans les formes héréditaires (anomalies génétiques constitutionnelles) comme dans les 

formes sporadiques (anomalies génétiques somatiques). Les modifications les plus 

fréquemment décrites dans le cancer du sein sont des amplifications d’oncogènes, et des 

mutations ou délétions de suppresseurs de tumeurs (Thompson et Easton 2004). Comme toute 

tumeur solide, l’hétérogénéité des cancers du sein implique qu’il existe plusieurs voies 

menant à la carcinogenèse mammaire avec des étapes différentes. Le cancer solide n’est pas 

un état statique, mais un processus pathologique évolutif dans lequel les cellules cancéreuses 

en mutation ne prennent l’ascendant sur les autres que si leur modification leur confère un 

avantage sélectif (Hanahan et Weinberg 2000). Nous verrons dans le chapitre 3 que la 

suractivation de Akt est un avantage sélectif non négligeable pour la cellule cancéreuse. 
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2) Les anomalies génétiques. 

a) Amplification et surexpression d’oncogènes  

Les altérations génétiques peuvent concerner la partie régulatrice ou la partie codante 

du gène. Dans les cancers du sein, l’activation des oncogènes par amplification génique a été 

fréquemment décrite ; les mutations ponctuelles, les insertions ou les réarrangements  

géniques ont été moins observés (Bieche et Lidereau 1997). Les amplifications les plus 

fréquentes concernent 3 oncogènes. L’oncogène myc est l’un des premiers proto-oncogène 

étudié. Il est localisé en 8q24, et code pour un facteur de transcription impliqué à la fois dans 

la croissance, la différenciation et l’apoptose. Sa fréquence d’amplification semble plus 

fréquente en cas d’atteinte ganglionnaire axillaire, ou de grade histopronostique élevé. 

Cependant, il semble que des événements additionnels à l’amplification de myc soient 

nécessaires à la tumorigenèse mammaire (Blancato et al. 2004). 

Un oncogène souvent amplifié dans les tumeurs mammaires est ccdn1 (11q13). Ce 

gène code la cycline D1 qui régule le passage G1/S ou G2/M (Bartkova et al. 1996). Ce gène 

est amplifié dans 13 à 20% des carcinomes mammaires (Arnold et Papanikolaou 2005). 

Comme myc, la surexpression de la cycline D1 seule n’a pas un fort pouvoir oncogénique 

mais est une des premières étapes de l’oncogenèse mammaire (Wang et al. 1994). 

Enfin, le proto-oncogène c-erbB2 (ou encore HER2) localisé en 17q21-22 est 

l’homologue humain du gène neu isolé de cellules de neuroblastomes induites chez le rat, et 

représente le troisième oncogène le plus fréquemment amplifié dans les tumeurs mammaires. 

Il fait partie de la famille des gènes des récepteurs de facteurs de croissance de type I à 

laquelle appartient le récepteur de l’EGF (Erb-B1). Il est amplifié et ou surexprimé dans 10 à 

46% des cas (Jacobs et al. 2000). Cette amplification est accompagnée d’une surexpression de 

l’ARNm et de la protéine (Revillion et al. 1998). Les études ont montré que cette 

amplification était corrélée à des paramètres histologiques ou biologiques d’agressivité, tels 

qu’un grade histologique élevé, l’absence de récepteurs à l’estradiol. Cette amplification 

semble plus fréquente dans les cancers canalaires (42-45%) par contre elle n’existe 

pratiquement jamais en cas de forme lobulaire.  

Nous venons de décrire, que certaines mutations au niveau de ces oncogènes se 

traduisent par des sites d’expression aberrants ou des niveaux d’expression anormalement 

élevés, et en conséquence, par des gains de fonction tendant à favoriser la prolifération des 

cellules tumorales (Figure 5). La mise en évidence et l’étude des gènes suppresseurs de 
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tumeurs sont plus récentes, et tendent à montrer leur intervention dans la carcinogenèse au 

même titre que les oncogènes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. Schéma hypothétique des anomalies génétiques au cours de la cancérogenèse mammaire. Cette 
figure résume les revues : Bièche & Lidereau, 1997 ; Lakhani, 1999 ; Polyak, 2001. (HyperM. : 
hyperméthylation ; Ampl. : amplification ; LOH : loss of heterozygoty). 

b) Inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs 

Les gènes suppresseurs de tumeurs agissent à différents niveaux de la vie de la cellule. 

Communément, on les subdivise en garants de la stabilité du génome (caretakers), en 

inhibiteurs de la croissance cellulaire au sens large (gate-keepers) et en modulateurs du 

microenvironnement cellulaire (landscapers). Les mutations des gènes répresseurs comme le 

gène rb (retinoblastoma), ou le gène p53 agissent de manière récessive puisque l’inactivation 

du répresseur nécessite l’altération des deux allèles du gène répresseur (Knudson 1993). 

Plusieurs mécanismes peuvent être à l’origine de cette inactivation. Actuellement, les pertes 

d’hétérozygotie (ou pertes d’allèles), les mutations et les altérations épigénétiques 

représentent les 3 événements les plus observés dans le cancer du sein lors de l’inactivation de 

gènes suppresseurs de tumeurs (Figure 5). Certaines pertes d’hétérozygotie ont été mises en 

évidence sur l’ensemble du génome des cellules cancéreuses mammaires. Cependant, 

certaines régions semblent plus fréquemment concernées, parmi lesquelles on peut citer les 

bras longs des chromosomes 1, 6, 7, 8, 11, 16, 17, 18 et 22 et les bras courts des chromosomes 

1, 3, 11 et 17 (Devilee et al. 1997).  
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Des mutations ponctuelles sont également impliquées dans le processus de 

cancérisation inactivant les caretakers par exemple. Ainsi des mutations du gène p53 (localisé 

dans la région 17q13), considéré comme l’un des gardiens du génome, sont retrouvées dans 

environ 15 à 60% des cancers du sein (Gasco et al. 2002). Cette protéine joue un rôle majeur 

dans le contrôle du cycle cellulaire, de la réparation et de la synthèse de l’ADN, de la 

différenciation et de la mort programmée. Son inactivation peut augmenter le pool de cellules 

en phase de prolifération ainsi que la probabilité de leur transformation maligne par inhibition 

du processus de l’apoptose. La transfection du gène p53 normal dans des cellules cancéreuses 

mammaires, inhibe leurs divisions, démontrant son rôle suppresseur (Greenblatt et al. 2001). 

De plus, une perte d’hétérozygotie au niveau de la région 17q13, où se situe le gène p53, est 

retrouvée dans plus de la moitié des cas étudiés. Le gène rb (localisé au niveau de la région 

13q14), premier gène suppresseur de tumeur découvert, est impliqué dans le rétinoblastome 

de l’enfant. Il code une protéine de 105 à 110 kDa, impliquée dans le contrôle de la croissance 

cellulaire et du cycle cellulaire et qui peut se lier à différentes protéines cellulaires, dont les 

cyclines D. On retrouve une perte d’hétérozygotie au niveau de la région 13q14 ou au niveau 

du gène rb lui-même dans environ 30% des cas. Dans environ 20% des cas, on retrouve une 

anomalie structurale du gène, sous forme de microdélétion ou de mutation. De plus, une perte 

d’expression de la protéine dans 15 à 30% des cas est également constatée. 

Parmi les land-scapers, la cadhérine E et le CD44 sont les exemples les plus 

couramment mutés. CD44 est impliquée dans de nombreux processus de signalisation et 

présente de hauts taux d’expression dans de nombreuses cellules tumorales (Naot et al. 1997). 

Les cadhérines associées aux caténines relient les plaques focales d’ahésion au cytosquelette 

d’actine. Outre le fait que la cadhérine constitue un lien cellule-cellule, elle possède 

également un pouvoir de signalisation cellulaire. En effet, la E-cadhérine régule négativement 

l’activité de récepteurs à activité tyrosine kinase comme l’EGFR (Qian et al. 2004). La E-

cadhérine a aussi une capacité de signalisation en stimulant, indépendemment de l’adhérence 

cellulaire, l’activité de la βcaténine, composant de la voie Wnt (Ireton et al. 2002). Les 

cadhérines sont hormonalement régulées et contrôle le développement mammaire normal. 

Cependant, leur dérégulation peut mener à des situations pathologiques. L’expression de la 

cadhérine E, dans les adénocarcinomes, est inversement corrélée à l’invasivité de ces tumeurs 

en particulier de forme lobulaire (Heimann et al. 2000). Ce gène est localisé en 16q22, région 

qui présente assez fréquemment des pertes d’hétérozygotie (Berx et al. 1998). En particulier, 

la perte de E-cadhérine est impliquée dans la transition épithélio-mésenchymateuse observée 
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dans le cancer du sein. On peut ainsi considérer la E-cadhérine comme un suppresseur de 

tumeur et un suppresseur de métastase (Cowin et al. 2005).  

Les protéines p16INK4a et p27KIP1, dont les gènes sont localisé en 9p21 et 12p12 

respectivement, sont des inhibiteurs spécifiques de kinases dépendantes des cyclines et sont 

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire faisant ainsi partie des gate-keepers (Sandhu 

et al. 2000). Il existe des délétions du gène p16INK4a dans 46% des lignées étudiées (Tsihlias et 

al. 1999) de même pour le gène p27. 

BRCA1 (breast cancer suceptibility 1, 17q21) et BRCA2 (13q12) sont des gènes 

suppresseurs tumeurs dont la mutation prédispose aux cancers du sein mais aussi de l’ovaire, 

du pancréa et de la prostate. Bien que les mutations de BRCA1 semblent être retrouvées dans 

45% des formes familiales de cancers du sein, une mutation de BRCA est rarement retrouvée 

dans les formes sporadiques de cancers du sein (Futreal et al. 1994 ; Lancaster et al. 1996). 

Les protéines BRCA sont impliquées dans la réparation de l’ADN, l’activation 

transcriptionnelle d’autres suppresseurs et le contrôle du cycle cellulaire grâce à leur 

interaction avec rad51 (enzyme de réparation de l’ADN), p53, l’ARN polymérase II (Yoshida 

and Miki 2004). 

c) Phénomènes épigénétiques 

La Figure 5 illustre l’accumulation progressive des mutations dans le cancer du sein. 

Le plus souvent, ces altérations touchent les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs 

conduisant la cellule tumorale vers un statut de plus en plus agressif. Ces altérations se 

traduisent par des gains et des pertes de fonctions biologiques. Mais lors du processus de 

cancérogenèse, d’autres altérations peuvent avoir lieu, en particulier des altérations 

épigénétiques (Tlsty et al. 2004). En effet, l’empaquetage de l’ADN dans le noyau, sous 

forme de chromatine, joue un rôle essentiel dans la régulation de l’expression génique (Hu et 

al. 2005), et tend à montrer son rôle dans les modifications de l’ADN observées dans les 

cellules cancéreuses, expliquant ainsi la levée d’inhibition pour certains gènes ou l’effet 

inverse pour d’autres. L’acétylation et la méthylation sont les altérations épigénétiques les 

plus fréquemment retrouvées dans les tumeurs mammaires. Le degré d’acétylation des 

histones (protéines impliquées dans la structure de la chromatine) influence la compaction de 

la chromatine, et régule ainsi l’accès des facteurs généraux de transcription à l’ADN et, par 

conséquent, l’activité génique (Rountree et al. 2001). Les histones acétyl-transférases (HATs) 

et les histones déacétylases (HDACs) sont les enzymes impliquées dans ces processus. 

L’acétylation des histones crée une configuration de l’ADN accessible pour la machinerie 
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transcriptionnelle des gènes cibles des HATs. Par contre, la déacétylation des histones, facilite 

la compaction de l’ADN au détriment de la transcription. L’autre mécanisme de régulation 

épigénétique est la méthylation des cytosines regroupées sous la forme d’îlots CpG dans des 

zones d’activation (promoteurs) de la transcription de certains gènes (Rountree et al. 2001). 

Certains gènes tels que : cadhérine E, RE, cycline D2, p16, MDGI, BRCA1 ont une perte 

d’expression qui va de paire avec l’état de méthylation. 

3) La croissance des cellules tumorales. 

Dans la première partie, nous avons essentiellement accordé de l’importance aux 

hormones pour leur rôle de régulateurs de la croissance des cellules mammaires normales et 

abordé succinctement celui des facteurs de croissance. Dans cette partie, nous développerons 

plus les facteurs de croissance. 
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Figure 6. Régulation de la croissance de la cellule mammaire. Ce schéma résume les diverses interventions 
des principaux facteurs impliqués dans la prolifération maligne. A savoir : les oestrogènes, les facteurs de 
croissance et le microenvironnement symbolisé par la cellule mammaire normale, le fibroblaste, la cellule 
myoépithéliale et la matrice extracellulaire. Cet ensemble cellulaire et moléculaire est sous la dépendance de 
messagers intercellulaires (EGF, epidermal growth factor; FGF-2, fibroblast growth factor-2 ; HGF, hepatocyte 
growth factor/scatter factor; IGF, insulin-like growth factor; IGFBP, IGF binding protein; IL, interleukine; 
MDGF, mammary derived growth factor; MMP, matricial metalloprotease; NGF, nerve growth factor; PDGF, 
platelet-derived growth factor; TGF, transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor) 
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Depuis longtemps, les oestrogènes ont été considérés comme les principales hormones 

impliquées dans la tumorigenèse de la glande mammaire (Gardner 1959). Néanmoins, on sait 

aujourd’hui que de nombreux facteurs de croissance sont aussi impliqués dans ce processus 

(Figure 6) (Ethier 1995). Ces facteurs de croissance peuvent réguler positivement ou 

négativement la croissance de la tumeur mammaire (Bourhis et al. 2000). 
 

a) Les facteurs de croissance inhibiteurs 

Les Transforming Growth Factor β (TGFβ1, β2 et β3) sont des facteurs de croissance 

traditionnellement considérés comme des inhibiteurs de prolifération. Les lignées cellulaires 

de cancer du sein MCF-7, T47D et MDA-MB-231 sécrètent le TGFβ, et dans les cellules 

hormono-sensibles, cette sécrétion est inhibée par les oestrogènes et activée par les anti-

oestrogènes (Mirza 1991 ; Benson et al. 1996). Cependant, la plupart des lignées dérivées de 

tumeurs mammaires humaines invasives sont peu sensibles, voire même résistantes à l’effet 

inhibiteur du TGFβ (Knabbe et al. 1987 ; Arteaga et al. 1988). Le TGFβ appartient à la même 

famille que l’EGF et il est sécrété par les lignées de cellules de cancer du sein, agissant de 

manière autocrine sur les cellules productrices, ou de manière paracrine sur les cellules 

voisines. 

Les Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) régulent négativement la 

disponibilité des Insulin-like Growth Factors (IGFs) qui sont mitogènes pour les cellules 

cancéreuses du sein. In vitro, toutes les cellules cancéreuses mammaires sécrètent des IGF-

BPs alors que dans les tumeurs sont exprimées préférentiellement les IGFBP-1 et –7 

(Figueroa et Yee 1992). La fonction de ces Insulin-like Growth Factor Binding Proteins dans 

la régulation de la prolifération des cellules tumorales mammaires est encore mal comprise, 

mais ces protéines semblent pouvoir agir d’une manière dépendante et indépendante des IGFs 

(Bourhis et al. 2000). Le Mammary Derived Growth Factor Inhibitor (MDGI) est fortement 

exprimé lors de la lactation dans les cellules épithéliales au niveau desquelles il serait 

impliqué dans le processus de différenciation. In vitro, il inhibe la croissance des cellules 

épithéliales humaines normales et tumorales (Lehmann et al. 1989). 

Il existe d’autres molécules responsables de l’inhibition de la prolifération des cellules 

épithéliales telles que les mammostatines qui ne sont sécrétées que par les cellules épithéliales 

normales et qui agissent sur les cellules cancéreuses mammaires. Une autre molécule connue 

pour inhiber la prolifération est le TNFα (Tumor Necrosis Factor-alpha) qui est cytotoxique 

pour les cellules épithéliales malignes alors qu’il affecte peu la viabilité des cellules normales. 
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Certaines interleukines sont classées dans cette liste d’inhibiteurs de prolifération, comme les 

IL-1, -4, -6 et –8. Elles sont produites par les cellules normales et tumorales, et, par exemple, 

l’IL-6 inhibe seulement la croissance des lignées cellulaires de cancer du sein hormono-

sensibles (Bourhis et al. 2000). 

b) Les facteurs de croissance activateurs : 

Les Insulin-like Growth Factors comme IGF-I et IGF-II sont de puissants mitogènes 

pour les lignées cellulaires tumorales mammaires qui expriment leur récepteur (Peyrat et al. 

1990). L’IGF-I sécrété par les fibroblastes du stroma agit de manière paracrine sur les cellules 

épithéliales et sa présence dans le plasma augmente chez les patientes atteintes d’une tumeur 

mammaire primaire par rapport aux sujets sains (Peyrat et al. 1993). L’IGF-II peut être 

sécrété par les lignées tumorales hormono-dépendantes T47-D et MCF-7 sous l’influence des 

oestrogènes (Yee et al. 1989). 

Le Platelet-derived Growth Factor (PDGF) est synthétisé par les plaquettes, mais aussi 

par les fibroblastes. Il présente deux sous unités protéiques : la sous unité A et la sous unité B, 

et il agit sous forme d’homodimères (AA, BB) et d’hétérodimères (AB). Les cellules 

tumorales humaines T47D expriment les récepteurs du PDGF (α et β) et sont stimulées par le 

PDGF-AA et le PDGF-AB. Contrairement aux cellules mammaires normales qui sécrètent 

préférentiellement le PDGF-AA, les cellules tumorales sécrètent surtout le PDGF-BB 

(Bronzert et al. 1987). 

L’Epidermal Growth Factor (EGF) est le facteur de croissance le plus étudié dans le 

cancer du sein. L’EGF stimule la prolifération des cellules épithéliales mammaires tumorales 

in vitro  (Coleman et Daniel 1990). La surexpression de EGF-R ou HER2/Neu est détectée 

dans 20 à 40% des tumeurs mammaires et correspond à des tumeurs résistantes au 

tamoxifène, traitement hormonal anti-oestrogène (Hutcheson et al. 2003). Le ciblage du  

récepteur orphelin à l’EGF, HER2/Neu, a abouti à la mise au point d’un traitement rationnel 

des cancers du sein métastatiques grâce à un anticorps monoclonal appelé trastuzumab 

(Herceptin). Ce traitement est utilisé maintenant en routine clinique pour traiter les 25% de 

cancers du sein surexprimant HER2/Neu (Vogel et al. 2005). 

L’Hepatocyte Growth Factor/ Scatter Factor (HGF/ SF) est le facteur de croissance 

motogène par excellence. Il se lie à un récepteur de type tyrosine kinase composé de deux 

sous unités formant un hétérodimère. L’HGF/ SF est également angiogène, mitogène et anti-

apoptotique. Ainsi, il a été reporté que les cellules cancéreuses sécrètent du FGF-2 et du 

PDGF qui entraînent une augmentation de la synthèse d’HGF/SF par les fibroblastes. 
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L’HGF/SF sécrété par les fibroblastes stimule alors la prolifération et l’invasion des cellules 

cancéreuses ainsi que l’angiogenèse en agissant sur les cellules endothéliales (Nakamura et al. 

1997). Dans les cancers du sein, la quantité d’HGF/ SF est plus importante dans la tumeur que 

dans le tissu adjacent et le taux d’HGF/ SF circulant est augmenté chez 60% des patientes 

présentant des métastases (Yamashita et al. 1994). L’augmentation de l’HGF/ SF est par 

ailleurs corrélée à un mauvais pronostic (Toi et al. 1998). 

L’étude du  Nerve Growth Factor (NGF) et des neurotrophines dans le cancer du sein 

est maintenant la thématique de notre laboratoire. Il a été découvert dans notre laboratoire que 

le  NGF a 2 activités biologiques distinctes sur les cellules cancéreuses mammaires: un effet 

mitogène via la voie des MAPKs (Descamps et al. 1998) et un effet anti-apoptotique via la 

voie NFκB (Descamps et al. 2001 ; El Yazidi-Belkoura et al. 2003). Compte-tenu de la 

sécrétion de NGF par les cellules de cancer du sein et du fort impact de cette autocrinie sur la 

croissance des cellules de cancer du sein, le NGF et sa signalisation ont été proposés comme 

cibles thérapeutiques (Dolle et al. 2003 ; Dolle et al. 2004). Inversement, la perte 

d’expression et d’activation des récepteurs au NGF correspond à une progression de la tumeur 

vers des stades très invasifs et aggressifs (Davidson et al. 2004). Ces données laissent à penser 

que l’effet du NGF est important durant les premiers stades de développement du cancer du 

sein. 

Remarquons que l’ensemble des facteurs de croissance activateurs évoqués ici sont 

également capables de stimuler la kinase Akt, que ce soit dans des cellules de cancer du sein 

ou dans un autre modèle cellulaire. La famille des Fibroblast Growth Factors (FGFs) qui 

concerne plus particulièrement mon travail de thèse sera abordée dans le chapitre suivant des 

généralités. 
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CHAPITRE 2: LE FGF-2, SES RECEPTEURS ET SA 

SIGNALISATION JUSQUE LA PI3K 

I.  LES FGFS 

Cette famille de facteurs de croissance contient 23 membres de masses moléculaires 

comprises entre 17 et 34 kDa. Les membres les plus étudiés de cette famille restent le FGF-1 

(FGF acide) et le FGF-2 (FGF basique) qui ont 55 % d’homologie de séquence (Ornitz et Itoh 

2001; Popovici et al. 2005). Les FGFs stimulent la prolifération et la différenciation des 

cellules d’origines mésodermique et neurectodermique et modulent la différenciation, la 

migration et la survie cellulaire. (Ornitz et Itoh 2001) ce qui les rend importants pour le 

développement embryonnaire, l’angiogenèse, la réparation et la régénération tissulaire et bien 

entendu dans la tumorigenèse.  

II.  LE FGF-2 

Peu d’études sont focalisées sur la structure des gènes et des protéines des FGFs. Seuls 

les FGF-1 et 2 sont bien décrits. Comme notre étude a essentiellement porté sur l’effet anti-

apoptotique du FGF-2 via la voie de signalisation PI3K/Akt, je ne décrirai que les données 

concernant le FGF-2. Le FGF-2 a été isolé la première fois à partir de glande pituitaire grâce à 

son effet mitogène sur les fibroblastes NIH-3T3 (Gospodarowicz et al. 1974). Le gène du 

FGF-2 est situé en 4q26 (Mergia et al. 1986). La région codante de ce gène contient 3 exons. 

Le gène FGF-2 de 35 kb code des ARN messagers de 4,6 à 2,2 kb. Contrairement au FGF-1 

les ARN polyadénylés du FGF-2 présentent plusieurs sites d’initiation de la traduction pour 5 

protéines aux effets biologiques différents (Okada-Ban et al. 2000). 

Le promoteur du gène du FGF-2 ne contient pas de TATA box mais 5 boîtes GC (sites 

putatifs de fixation du facteur de transcription Sp1) et un site putatif de fixation pour AP-1 

(Activator Protein 1) (Shibata et al. 1991). Stabchowiach et collaborateurs ont montré grâce à 

un vecteur rapporteur luciférase placé sous le contrôle de ce promoteur que la région -650 à 

+314 est suffisante pour une activation par des facteurs de croissance (EGF, PDGF), par la 

protéine kinase C (PKC) ou par l’AMPc (Moffett et al. 1998). Le promoteur du gène du FGF-

2 posséde aussi un élément de réponse aux facteurs de croissance (GFRE, Growth Factor 

Response Element) en -555 -512 pb. 
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Un ARNm antisens gfg2 de 1,5 kb complémentaire de la région UTR 3’ de l’ARNm 

du FGF-2 a été décrit chez le Xénope (Volk et al. 1989), le poulet (Volk et al. 1989), et le rat 

(Li et al. 1996). Chez l’humain il a été détecté dans de nombreux tissus tels que cœur, colon, 

foie, muscles squelettiques, testicules et ovocytes et dans des lignées cellulaires de sein (T47-

D) et de glioblastome (U87-MG) (Murphy et al. 1994). L’hypothèse avancée est que cet ARN 

antisens régulerait polyadénylation et demi-vie en s’hybridant avec l’ARNm FGF-2. Sur des 

cellules en culture il est capable de diminuer la synthèse du FGF-2 et par cela d’inhiber la 

prolifération des cellules musculaires (Schmidt et al. 1997). In vivo, il est capable de diminuer 

l’angiogenèse.  

Le site classique d’initiation de la traduction avec l’AUG en position 484 code le FGF-

2 de 18 kDa (155 acides aminés). Trois sites CUG en position 319, 346 et 361 codent 

respectivement des protéines de 24 (210 acides aminés), 22,5 (201 acides aminés) et 22 kDa 

(196 acides aminés) (Florkiewicz et Sommer 1989; Prats et al. 1992). Un quatrième CUG en 

86 code un FGF-2 de 34 kDa découvert plus récemment (Arnaud et al. 1999). Seule la forme 

de 18 kDa sans NLS (nuclear localization sequence) est retrouvée dans le cytoplasme et 

sécrétée alors que les 4 autres formes avec NLS sont retrouvées principalement dans le noyau 

(Bugler et al. 1991 ; Arnaud et al. 1999). Le FGF-2 que nous avons utilisé pour stimuler les 

lignées de cancer du sein en culture est une forme recombinante de ce FGF-2 de 18 kDa 

normalement sécrété. 

Le FGF-2 est un polypeptide basique, globulaire non-glycosylé et de point 

isoélectrique 9,6. Structurellement FGF-1 et -2 appartiennent à la famille de l’interleukine 1 

(IL-1) par leur structure en pyramide trigonale : 11 feuillets beta forment 3 groupes de 3 à 4 

feuillets anti-parallèles reliés par des ponts hydrogènes (Zhu et al. 1991). Le cœur aromatique 

de la protéine très conservé parmi les FGFs est très hydrophobe alors que sa surface riche en 

acides aminés basiques (Lysine et Arginine) lui confère un point isoélectrique très basique. 

Les résidus cystéines 69 et 87 permettent une dimérisation du FGF-2 (Zhang et al. 2001). 

Ces propriétés font du FGF-2 un messager facilement diffusible dont nous allons 

maintenant décrire l’action sur les cellules de cancer du sein. 

III.  FGF-2, TRANSFORMATION CELLULAIRE ET 

DEVELOPPEMENT TUMORAL 

Le FGF-2 est capable de transformer un bon nombre de types cellulaires (Basilico et 

Moscatelli 1992). Plus particulièrement, les cellules hormono-dépendantes MCF-7 
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transfectées par le FGF-1, 2 ou 4 deviennent tumorigènes lorsqu’elles sont injectées à des 

souris nude et provoquent l’apparition de métastases et de nombreux vaisseaux sanguins de 

part le rôle autocrine du FGF-1 sur les cellules tumorales (Souttou et al. 1996 ; Zhang et al. 

1999), et ce même en traitant les animaux par l’anti-œstrogène Tamoxifen (McLeskey et al. 

1993; McLeskey et al. 1996; McLeskey et al. 1998). Par contre, il a également été décrit que 

la transfection des cellules hormono-indépendantes de cancer du sein T-47D par la forme de 

18 kDa du FGF-2 inhibe leur potentiels migratoires et invasifs (Korah et al. 2000). Le FGF-2 

n’a pas qu’un rôle de facteur de croissance motogène ou angiogène mais il stimule la 

prolifération des cellules de cancer du sein seul ou en synergie avec les hormones 

oestrogéniques et les IGFs (Garnier et al. 2003). Cependant, peu de données sont disponibles 

concernant un effet du FGF-2 sur la survie des cellules de cancer du sein. C’est ce constat qui 

nous a amené à étudier l’effet du FGF-2 sur l’apotose des cellules de cancer du sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7. Représentation de l’interaction ternaire du FGF-2 avec le FGFR et les chaînes d’héparanes 
sulfates. Le site de fixation des héparasulfates protéoglycannes se situe entre les premières et deuxièmes 
boucles immunoglobulines du FGFR et sur la molécule de FGF-2 Les HS peuvent se fixer au FGF-2 de telle 
sorte qu’ils interagissent aussi avec le FGFR. D’après Presta et al. 2000 (FGF-2, fibroblast growth factor-2 ; 
FGFR, FGF receptor ; GAG, glycoaminoglycans ; HSPG, heparane sulfate proteoglycannes) 

IV.  LES RECEPTEURS AU FGF 

Deux types de récepteurs pour le FGF ont été décrits : 

o Des récepteurs à activité tyrosine kinase et à forte affinité (Kd 10-600 pM) appelés 

FGFRs. 

GAGGAG
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o Des récepteurs de type héparanes sulfates (HSPG) à faible affinité (2-20 nM) appelés 

aussi récepteurs accessoires qui ne semblent pas transduire un signal mais serviraient 

de régulateurs positifs ou négatifs en présentant ou en cachant le FGF aux FGFRs. 

A. Récepteurs à activité tyrosine kinase (FGFRs) 

Les FGFRs comprennent une vingtaine d’isoformes codés par 4 gènes : flg/FGFR-1, 

bek/FGFR-2, cek2/FGFR-3 et FGFR-4 portés respectivement par les chromosomes 8, 10, 4 et 

5 (Friesel et Maciag 1995). La plupart des isoformes proviennent de FGFR-1 et 2. La 

variabilité des isoformes se situe surtout sur leur domaine extracellulaire ce qui explique une 

spécificité de ligand. Le FGF-2 que nous utilisons se fixe fortement sur les récepteurs FGFR-

1c, 3c et 4, moyennement sur les isoformes 1b et 2c et un peu sur l’isoforme 2b. 

Les FGFRs sont des protéines transmembranaires glycosylées avec un domaine 

extracellulaire à deux ou trois boucles type immunoglobuline, une séquence de sécrétion en 

N-terminal et une séquence juxtamembranaire côté C-terminal. Le domaine extracellulaire 

contient six à neuf sites de N-glycosylation (Dionne et al. 1990). Le domaine intracellulaire 

contient un domaine juxtamembranaire, une séquence C-terminale et deux domaines à activité 

tyrosine kinase interrompus par une courte séquence (insert).  

Le domaine kinasique est composé d’un site de fixation de l’ATP séparé du domaine 

catalytique par un insert de 14 acides aminés. La séquence de ce dernier diffère parmi les 

FGFRs, alors que les deux domaines adjacents sont très conservés. Ce domaine intracellulaire 

du récepteur est primordial pour l’activité des FGFs. En effet, la mutation de certains résidus 

ou la troncation de cette région est corrélée à une forte diminution de l’activation des voies de 

signalisation et de l’activité biologique des FGFs comme la transformation cellulaire des 

fibroblastes NIH3T3 (Li et al. 1994) ou l’effet mitogène (Wang et al. 1997). De plus, des 

mutations naturelles de résidus basiques adjacents au site d’autophosphorylation dans le 

FGFR-3 le rendent autoactivable en absence de ligand (Mohammadi et al. 1996) provoquant 

des troubles profonds du développement osseux responsables de maladies génétiques létales 

(Mohammadi et al. 1996).  

Les sites de trans-autophosphorylation nécessaires à l’activation des FGFRs sont 

différemment conservés: les Tyr-463 et -585 sont trouvées dans les FGFR-1 et R2, la Tyr-583 

dans les FGFR-1 à R3, et les Tyr-730 et -766 dans les quatre FGFRs (Mohammadi et al. 

1996). Une étude réalisée à partir de récepteurs FGFR chimères (domaine extracellulaire du 

récepteur du PDGFβ et domaines transmembranaire et intracellulaire du FGFR-1, R3 ou R4) 
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aboutit à la conclusion que les différents FGFRs n’activent pas leurs voies de signalisation 

avec les mêmes intensités relatives et aboutissent à des réponses cellulaires différentes (Foehr 

et al. 1998). Ces différences subtiles qui existent entre les domaines cytoplasmiques des 

FGFRs leur confèrent pourtant une signalisation et des activités biologiques différentes.  

La surexpression de certaines molécules dans les cancers peut également conduire à la 

suractivation du FGFR. Un bon exemple est la N-cadhérine. La N-cadhérine se lie au FGFR et 

retarde son internalisation/dégradation après stimulation. La surexpression de la N-cadhérine 

conduit donc à une activation plus longue du FGFR qui se traduit notamment par une plus 

grande capacité métastatique de la cellule de cancer du sein (Suyama et al. 2002). De la même 

façon, la liaison de la E-cadhérine et du FGFR ralentit l’internalisation du FGFR, sa 

translocation nucléaire et suractive les MAPKs en aval du FGFR (Bryant et al. 2005).  

Il faut également noter qu’une hétérodimérisation est possible entre des récepteurs de 

types différents (R1, R2, R3, R4) et/ou résultant d’un épissage alternatif (formes alpha ou 

beta, formes IIIb ou IIIc) qui peut modifier considérablement l’affinité et l’activité des FGFs 

(Bellot et al. 1991 ; McKeehan et Kan 1994). Si l’on prend en compte ces deux phénomènes, 

suivant le type cellulaire, l’intégration du signal FGF peut se faire par des combinaisons 

multiples de dimères de récepteurs ; d’où une régulation extrèmement fine de la signalisation 

induite par le FGF et une réponse variant entre types cellulaires. 

B. Récepteurs de type héparane sulfate protéoglycannes 

Les protéoglycannes de type héparanes sulfates (HSPG) sont des molécules de haut 

poids moléculaire représentant un site de liaison de basse affinité des FGFs  (1-10 nM pour le 

FGF-2) (Burgess et Maciag 1989). Les HSPG sont produits par les cellules qui les présentent 

à leur surface et les rejettent dans la matrice extracellulaire (Kjellen et Lindahl 1991). Les 

HSPGs interagissent avec le FGF-2 pour moduler sa distribution et son activité biologique 

(Iozzo 1998).  

1) Structure des HSPGs 

Les HSPGs sont composés d’un axe protéique sur lequel est greffé, par liaison O-

glycosidique, un nombre variable de glycosaminoglycannes de type héparanes sulfates. Les 

héparanes sulfates sont des répétitions 50 à 150 fois de motifs disaccharridiques (un acide 

hexuronique et une D-Glucosamine). Les glycosaminoglycannes sont plus ou moins sulfatés 
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ce qui contribue encore à leur diversité. Trois types de HSPGs fixent le FGF-2 : le syndecan, 

le perlecan et le glypican.  

2) Modulation de la réponse au FGF par les HSPGs 

Le rôle des HSPGs dans la signalisation du FGF-2 est désormais confirmé. Les sites 

de fixation de basse affinité stabilisent le complexe ligand/récepteur et participent directement 

à la formation de complexe multimérique, intervenant de ce fait dans la signalisation du FGF-

2 en stimulant ou en inhibant, suivant leur nature et leur proportion, l’action du FGF-2 (Zhang 

et al. 2001 ; Ibrahimi et al. 2004). Cet effet ambivalent peut s’expliquer par le modèle 

d’interaction des molécules sulfatées avec le FGF-2 et les FGFRs présenté dans la Figure 7 

(Zhang et al. 2001) dans lequel les HS établissent un pont entre les deux complexes FGF-2-

FGFR. En effet, à concentration optimale, l’héparine fixe simultanément deux molécules de 

FGF-2, facilitant leur fixation sur un dimère de FGFR. Mais en excès, l’héparine, qui ne fixe 

alors plus qu’une seule molécule de FGF-2, interdisant la formation des dimères de FGF-2. 

D’autres travaux supportent le modèle dans lequel les HS ne sont pas absolument 

indispensables pour la signalisation du FGF-2 mais la facilitent en augmentant le temps 

d’association entre le FGF-2 et le FGFR (Padera et al. 1999). Une étude a montré que les 

cellules cancvéreuses mammaires MDA-MB-231 ne sont que peu sensibles au FGF car les 

elles présentent à leur surface une grande quantité de HSPG sulfatés inhibiteurs. C’est 

pourquoi nous n’avons pas utilisé cette lignée pour étudier l’effet du FGF-2. 

V.  ACTIVATION DE LA PI3K PAR LE FGFR 

Les signaux de transduction induits par les FGFs sont multiples, complexes et 

différents selon le type cellulaire étudié. Ils ne se limitent pas à l’activation de la voie 

PI3K/Akt. L’ensemble de cette signalisation est rassemblé dans la Figure 8. Mon travail se 

portant sur l’étude de la signalisation de la kinase Akt je ne détaillerai que le mode 

d’activation de la PI3K, activateur de Akt. 

Les cascades de signalisation formées par les réseaux de protéines kinases permettent 

à la cellule d’intégrer rapidement les signaux extracellulaires. Ces protéines de signalisation 

contiennent souvent des domaines conservés qui ne possèdent pas d’activité catalytique, les 

domaines SH2 et SH3. Le domaine SH2 (Src Homology 2) composé d’une centaine d’acides 

aminés, participe directement à la fixation du substrat en reconnaissant des courtes séquences 

peptidiques contenant des tyrosines phosphorylées. Quant aux domaines SH3, ils sont 
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responsables de l’interaction protéine-protéine en se fixant sur des courtes séquences 

peptidiques riches en proline. Les protéines à domaine SH2 sont subdivisées en deux classes : 

la classe I qui porte une activité enzymatique comme les protéines Src, PLC, ou PKC, et la 

classe II qui est représentée par les adaptateurs comme Grb2, Shc, ou Nck, dans lesquels le 

domaine SH2 est associé avec d’autres régions conservées et sans activité catalytique. 

L’ensemble de ces protéines joue un rôle primordial dans la transduction des voies de 

signalisation dont nous allons maintenant étudier le détail en ce qui concerne l’activation de la 

PI3K par le FGF-2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 8. Principales voies de signalisation en aval du récepteur FGFR. (DAG, diacylglycerol ; FKHR, 
forkhead ; FRS2, FGF receptor sustrate 2 ; gab1, Grb2-associated binder 1 ; Grb2, growth factor receptor-bound 
protein 2 ; GSK3, glycogen synthase kinase 3 ; JNK, c-jun N-terminal kinase ; MAPK, mitogen-activated 
protein kinase ; PDK, phosphatidylinositol-dependent kinase ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PKB, 
protein kinase B ; PKC, calcium-dependent protein kinase ; PLC, phospholipase C ; rac, reorganization of actin 
cytoskeletton ; G(T/D)P, guanosine di/tri phosphate; Shc, src homologous and collagen ; Shp2, structurally 
related phosphatase 2 ; sos, son of sevenless; Src, sarcoma). Tirée de Dailey et al. 2003. 

A. Les protéines adaptatrices 

 En aval des récepteurs à activité tyrosine kinase tels que le FGFR, on trouve 

des protéines adaptatrices qui s’associent aux tyrosines phosphorylées du récepteur activé par 

des domaines SH2 (Src Homology-2) ou, dans le cas de FRS2, par un domaine de fixation des 

phosphotyrosines, le domaine PTB (Figure 9). Ces protéines établissent la liaison entre le 
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signal membranaire et le signal intracellulaire. Les protéines adaptatrices permettant 

l’activation de la PI3K sont grb2, gab1, et FRS2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 9. Organisation structurale des protéines adaptatrices du FGFR. (Crk, chicken related kinase ; 
FRS2, FGF-receptor substrate 2 ; Grb2, growth factor receptor-bound protein 2 ; PTB, phosphotyrosine binding 
; SH, src-homology ; Shc, src homologous and collagen ; SH, src-homology ; •, site de N-myristoylation en N-
terminal de FRS2) 

1) Growth factor Receptor Binding protein-2  

Grb2 (Growth factor Receptor Binding protein) est une protéine de 23 kDa qui se fixe 

aux récepteurs des facteurs de croissance par un domaine SH2. Grb2 contient également deux 

domaines SH3 intervenant dans la fixation du facteur d’échange de nucléotide guanosine Sos 

(Son of Sevenless), Grb2 et Sos étant constitutivement associés. Ce complexe Grb2-Sos peut 

activer la protéine Ras directement ou par l’intermédiaire d’autres adaptateurs tels que Shc ou 

FRS2. 

2) FGF Receptor Substrate-2 

La protéine FRS2 (FGF Receptor Substrate-2) est une protéine ubiquitaire d’environ 

90 kDa qui sert de pont entre le FGFR et les protéines de signalisation. Deux membres de la 

famille de FRS2 ont été décrits, FRS2α et FRS2ß, avec une homologie de séquence de 49% 

(Xu et al. 1998). FRS2 contient un site de myristoylation en N-terminal qui permet la 

localisation membranaire de FRS2 nécessaire à sa phosphorylation, un domaine de fixation 

des phosphotyrosines (PTB domain) et quatre tyrosines phosphorylées en C-terminal qui 

recrutent les protéines à domaines SH2 (Kouhara et al. 1997). Les protéines FRS2 ne 

contiennent donc pas à proprement parler de région SH2, mais c’est le domaine PTB qui 

reconnaît les tyrosines phosphorylées. L’activation de FRS2 est spécifique du FGF et du NGF 
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et elle est impliquée aussi bien dans des processus de différenciation que de prolifération 

induits par ces facteurs de croissance (Gotoh et al. 2004). La tyrosine-phosphorylation de 

FRS2 est dépendante de la fixation du ligand et de l’activation du FGFR (Ong et al. 2000). 

Une fois phosphorylé, FRS2 sert de pontage entre le récepteur et la voie de Ras-MAPK en 

recrutant le complexe Grb2-Sos soit directement via le domaine SH2 de Grb2 (Ong et al. 

1996 ; Ward et al. 1996), soit indirectement par l’intermédiaire de Shc (Kanai et al. 1997) ou 

de la phosphatase Shp2 (Hadari et al. 1998).  

3) Grb2 associating binder (gab) 

Gab est est une protéine adaptatrice de la famille des « Gab/Daughter of sevenless » 

qui amplifie et intègre les signaux des RTKs. Cette protéine est un véritable lien entre facteurs 

de croissance et hormones pour la régulation ds cellules de cancer du sein puisque gab2 est 

surexprimé dans  les cellules de cancer du sein ; surexpression qui est encore accentuée par le 

traitement des cellules de cancer du sein hormono-dépendantes par l’oestradiol (Daly et al. 

2002). La surexpression de gab2 hypersensibilise les cellules cancéreuses mammaires aux 

facteurs de croissance en particulier au FGF-2. Les rôles principaux de gab dans la 

signalisation cellulaire sont l’activation de ras et de la PI3K. 

B. Activation de la PI3K 

La PI3K est une protéine hétérodimérique composée d’une sous-unité régulatrice de 

85 kDa (p85) et d’une sous-unité catalytique de 110 kDa (p110). La sous-unité p85 contient 

deux domaines SH2 qui peuvent se fixer sur les récepteurs tyrosine-phosphorylés et recruter 

alors le complexe p85-p110 près de la membrane cellulaire. Une fois activée, la sous-unité 

p110 phosphoryle des composés phosphoinositols. Certains récepteurs de facteurs de 

croissance comme le FGFR possèdent les sites de fixation pour un recrutement direct de la 

PI3K alors que d’autres comme le récepteur à l’insuline ne possèdent pas de tels sites de 

fixation et s’associent indirectement avc la PI3K via IRS (insulin receptor substrate) dont la 

phosphorylation par le récepteur activé permet le recrutement du domaine SH2 de la PI3K 

(Yenush et al. 1998). 

Grb2 (Holgado-Madruga et al. 1997 ), Gab1 (Korhonen et al. 1999 ; Rodrigues et al. 

2000 ; Schaeper et al. 2000) et Gab2 (Gu et al. 1998 ; Gu et al. 2000) sont aussi des protéines 

adaptatrices capables de recruter la PI3K en réponse aux facteurs de croissance (NGF, HGF, 

EGF). Ong et collaborateurs (Ong et al. 2001) ont montré que le recrutement de la PI3K par le 
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FGFR se fait très indirectement via un complexe FRS2/Grb2 /Gab1. Lors de la stimulation du 

récepteur, FRS2 est recruté et phosphorylé par le récepteur, le domaine SH2 de Grb2 se fixe 

aux tyrosines phosphorylées de FRS2 et son domaine SH3 recrute Gab1 qui est à son tour 

phosphorylé par le récepteur FGFR de façon à générer des sites de liaison pour la sous-unité 

p85 de la PI3K. De façon intéressante Grb2 en complexe avec FRS2 est capable également de 

recruter sos1 activateur de la voie des MAPK. Le complexe FRS2/Grb2 constituerait donc 

une véritable bifurcation entre les voies de signalisation PI3K/Akt et MAPK dont la balance 

pencherait en faveur des adapteurs les plus disponibles. 
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CHAPITRE 3: LA KINASE AKT 

Akt/PKB est une sérine/thréonine kinase appartenant à la super famille des cAMP-

dependent protein kinase A/ protein kinase G/ protein kinase C (superfamille des AGC 

kinases). Les kinases de cette superfamille partagent une grande similarité dans leur domaine 

catalytique et dans leur mode d’activation.   

I.  GENES DE AKT 

C-Akt est l’homologue cellulaire de l’oncogene transformant du retrovirus AKT8 qui 

induit des lymphomes chez la souris (Staal et al. 1977; Staal 1987; Bellacosa et al. 1991; 

Bellacosa et al. 1993) ; d’où le nom de Akt. Le géne viral v-akt résulte en fait de 

recombinaisons des séquences gag virales codant des antigènes de membrane (gag, group-

specific antigen), et du gène Akt cellulaire. Au moment de l’identification de c-Akt, des 

protéines kinases ont été clonées par une démarche de recherche d’homologie avec le 

domaine actif des PKA et PKC c’est pourquoi on les a appelées protein kinase B (PKB) et 

related to A and C protein kinases (RAC-PK) (Coffer et Woodgett 1991; Jones et al. 1991). 

Par la suite, il a été découvert que les protéines PKBα et RAC-PKα sont encodées par le 

même gène maintenant appelé Akt. Depuis, deux nouveaux gènes de la famille Akt ont été 

identifiés c-Akt2/PKBβ/RAC-PKβ et Akt3/PKBχ/RAC-PKχ (Staal 1987; Konishi et al. 

1995; Cheng et al. 1996; Nakatani et al. 1999). Les localisations chromosomiques des 3 

différents génes de Akt sont respectivement 14q32, 19q13 et 1q43 (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 10. Situation génomique des trois genes Akt. Sont indiqués les gènes et loci juxtant les trois gènes de 
Akt sur l’ADN génomique (LOC, locus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). 
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II.  TRANSCRITS DE AKT 

Akt1 possède trois transcrits (Figure 11) différents du fait d’un épissage alternatif 

différent dans l’UTR 5’ (unstranslated region 5’). Toutefois cet épissage n’a que peu 

d’importance car les 3 transcrits codent la même protéine. Akt2 ne possède qu’un seul 

transcrit. Akt3 possède deux transcrits qui diffèrent par l’épissage d’une partie en 3’. Il en 

résulte deux protéines Akt3 dont une est tronquée dans la partie C-terminale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11. Transcrits des 3 gènes de Akt. Sont indiquées en rouge les régions codantes des ARNm et en bleu 
les régions non traduites. Seule Akt3 a des transcrits donnant des isoformes différents. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). 

III.  STRUCTURE DE LA PROTEINE AKT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 12. Structure schématique des isoformes de Akt chez l’humain. Sont schématisés le domain PH, le 
domaine à activité kinase (kinase), le domaine régulateur (régulateur) ainsi que les 2 sérines et thréonines dont 
les phosphorylations sont nécessaires à l’activation de Akt (PH, pleckstrin homology ; PKB, protein kinase B). 
D’après Song et al.,  J. Cell. Mol. Med. 2005. 
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Les 3 protéines de la famille Akt contiennent un domaine sérine/thréonine kinase 

central, un domaine PH en N-terminal servant aux interactions lipide-protéine  ou protéine-

protéine (Bellacosa et al. 1998) et en un domaine hydrophobe riche en proline en C-terminal 

(Figure 12). Pour comprendre le mode d’activation un peu particulier de Akt, il est important 

d’en connaitre la structure 

A. Domaine PH 

Le domaine « pleckstrin homology » (PH) N-terminal, constitué d’une centaine 

d’acides aminés, fut caractérisé la première fois dans la pleckstrine (substrat phosphorylé par 

la PKC dans les plaquettes (Tyers et al. 1989). Ce domaine est retrouvé dans la majorité des 

molécules de signalisation régulées par les 3-phosphoinositides (Ferguson et al. 2000; Lietzke 

et al. 2000 ). Des études biochimiques ont montré que le domaine PH fixe les 

phosphatidylinositol 3, 4 bisphosphate (PIP2) et phosphatidylinositol 3, 4, 5 trisphosphate 

(PIP3) avec la même affinité (James et al. 1996 ; Frech et al. 1997). Ce domaine a pu être 

cristallisé (Thomas et al. 2002) et sert de modèles pour élaborer des inhibiteurs de Akt 

(Castillo et al. 2004) (Figure 13). 

 
 

 

 

 

 

Figure 13. Cristallographie du PH domain de Akt1 interagissant avec un PIP3 (PIP3, phosphatidylinositol 
3-phosphate, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) 

B. Domaine catalytique 

Le domaine catalytique de Akt présente une forte similarité avec les autres AGC 

kinases (PKA, PKC, p70S6K, p90RSK) (Peterson et Schreiber 1999). Il contient en 

particulier une thréonine (308 pour Akt1) nécessaire, par sa phosphorylation, à l’activation de 

Akt (Alessi et al. 1996). 
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C. Domaine hydrophobe 

Le domaine hydrophobe C-terminal aussi appelé domaine régulateur de Akt contient 

une quarantaine d’acides aminés. Il porte le motif hydrophobe F-X-X-F/Y-S/T-Y/F 

caractéristique de la superfamille des AGC kinases (Thomas et al. 2002). Pour toutes les 

kinases de cette superfamille, la phosphorylation d’une sérine ou d’une thréonine dans ce 

motif hydrophobe est nécessaire à l’activation totale de la kinase. Chez les mammifères le 

motif hydrophobe est toujours FPQFSY et sa délétion abolit complètement l’activité de la 

kinase (Andjelkovic et al. 1997). Pourtant les variants d’épissage de Akt3 murin et de Akt1 

humain ne possèdent pas ce motif suggérant qu’ils sont activés par d’autres mécanismes que 

la phosphorylation (Konishi et al. 1995; Brodbeck et al. 2001). 

IV.  EXPRESSION DE AKT 

Des expériences de RT-PCR » en temps réel ont permis de déterminer la distribution 

tissulaire de Akt (Yang et al. 2003) (Figure 14). Chez l’individu sain, Akt1 et Akt2 sont 

constitutivement exprimés dans tous les types cellulaires. On note toutefois un plus haut 

niveau d’expression de Akt2 dans les tissus insulino-dépendants tels que les cellules 

adipeuses, le foie et les muscles. Akt3 est une forme de Akt qu’on retrouve à un très faible 

niveau d’expression dans les tissus à l’exception du poumon, du cerveau et des testicules dans 

lesquels Akt3 est fortement exprimé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14. Distribution des ARNm des trois isoformes de Akt dans les différents tissus murins (D’après 
Yang et al. J.Biol.Chem. 2003) 
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V.  ACTIVATION DE AKT 

Initialement, Akt était étudiée pour son implication dans la signalisation des facteurs 

de croissance tels que le PDGF ou l’EGF (Burgering et Coffer 1995 ; Franke et al. 1995). Il a 

été montré que plus de 20 stimuli sont capables de stimuler l’activité de Akt de plus de 40 

fois. Ils sont recensés dans le Tableau 2 et impliquent d’abord une activation de la PI3K. La 

stimulation de Akt par la majorité des signaux de stress amène à considérer Akt comme une 

voie de secours pour la cellule confrontée à de mauvaises conditions. 

 

stimuli régulant les activités tyrosine kinase fMet-Leu-Pro
angiopoietine-1 opioïdes
anticorps anti-CD28 platelet activating factor
epidermal growth factor RANTES
basic fibroblast growth factor 
fibronectine agonistes cAMP/PKA
Gas6 CPT-cAMP
anticorps anti-intégrine forskoline
interleukine 2 8-Br-cAMP
interleukine 3 isoproteronol
interleukine 4
interleukine 5 inhibiteurs de phosphatases
interleukine 8 vanadate
insuline peroxyvanadate
insulin-like growth factor 1 et 2 acide okadaïque
anticorps anti-killer cell inhibitory receptor
leukemia inhibitory factor Autres activateurs
stem cell factor hypoxie
vascular endothelial growth factor H2O2

choc thermique
stimuli régulant les récepteurs couplés aux protéines G anticorps anti-Fas
C5a tumor necrosis factor-α
carbachol oestrogénes  
Tableau 2: Enumération non-exhaustive des stimuli activateurs de Akt 

A. Relocalisation membranaire 

Akt est activé par les classes 1A et 1B de PI3K qui sont respectivement activés par les 

récepteurs à activité tyrosine kinase (Figure 15) et les récepteurs couplés aux petites protéines 

G (Wymann et al. 2003). Les phosphoinositides, générés par la PI3K, régulent Akt par une 

interaction directe avec le domaine PH de Akt (Franke et al. 1995 ; James et al. 1996 ; Franke 

et al. 1997 ; Frech et al. 1997 ; Klippel et al. 1997 ; Bellacosa et al. 1998 ; Sable et al. 1998). 
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La conséquence de cette interaction des PIP3 avec le domaine PH de Akt est une 

relocalisation de Akt du cytoplasme vers la face interne de la membrane plasmique où se 

situent les PIP3 générés par la PI3K (Andjelkovic et al. 1997 ; Meier et al. 1997 ; Wijkander 

et al. 1997 ; Zhang et Vik 1997 ; Sable et al. 1998). Akt peut être rendu constitutivement actif 

en remplaçant le domaine PH par un site de myristoylation (Burgering et Coffer 1995 ; Kohn 

et al. 1996). En fait, cette relocalisation de Akt permet l’interaction avec ses régulateurs qui la 

phosphorylent et l’activent. La phosphorylation de Akt est nécessaire à son activation 

(Bellacosa et al. 1991 ; Coffer et Woodgett 1991 ; Burgering et Coffer 1995 ; Andjelkovic, 

Jakubowicz et al. 1996 ; Kohn et al. 1996 ; Soskic et al. 1999). Alessi et collaborateurs ont 

trouvé 4 sites phosphorylés in vivo sur Akt : S124, T308, T450, S473. Les T308 et S473 sont 

phosphorylées en réponse aux stimuli alors que les S124 et T450 sont constitutivement 

phosphorylés. Seules les phosphorylations des T308 et S473 modifient donc l’activité de Akt.  

B. Phosphorylation de la thréonine 308 

Les enzymes sont capables de phosphoryler la T308 nécessitent aussi des PIP3 pour 

être activées, on les appelle les « 3-phosphoinositide-dependent kinases » (PDK). PDK1 a été 

cloné par séquençage peptidique des fractions capables de phosphoryler Akt (Alessi, James et 

al. 1997). Elle comprend un domaine PH et un domaine kinase proche de Akt. PDK1 

phosphoryle donc Akt sur la T308 et la T473 et sa surexpression est suffisante pour activer 

Akt (Alessi et al. 1997). Contrairement à Akt, PDK1 est toujours  actif (Alessi et al. 1997). 

PDK1 est localisé à la fois dans le cytoplasme et à la surface interne de la membrane 

plasmique (Currie, Walker et al. 1999). PDK1 dans un contexte in vitro ne peut pas 

phosphoryler Akt seul (Alessi et al. 1997 ; Stokoe, Stephens et al. 1997) mais nécessite de 

former un complexe avec la protéine kinase 2 (PRK2) (Balendran, Casamayor et al. 1999). 

C’est l’activité de ce complexe qui est régulée par les facteurs de croissance. Un deuxième 

niveau de régulation de Akt repose donc sur la régulation de l’activité de ce complexe 

PDK1/PRK2. 

C. Phosphorylation de la sérine 473 

L’identité de la kinase phosphorylant la sérine 473 est plus problématique. Elle a 

arbitrairement été nommée PDK2 en référence à PDK1 mais plusieurs kinases pourraient 

remplir cette fonction : la MAPKAP kinase-2, des isoformes de PKC, les « integrin-linked 

kinase » (ILK), la « DNA dependent protein kinase », ATM ou même PDK1 elle-même 
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(Bayascas et Alessi 2005). Une étude très récente montre que le RNAi d’une nouvelle forme 

de mTOR, insensible à la rapamycine, ou de son partenaire Rictor abolit totalement la 

phosphorylation de la sérine 473 (Sarbassov et al. 2005). Ces données suggére fortement que 

PDK2 serait en fait cette nouvelle forme de mTOR. Quelques groupes soutiennent 

l’hypothèse d’une auto-phosphorylation de Akt. Cependant aucune donnée ne montre pour 

l’instant que l’activation de Akt sur la sérine 473 soit dépendante d’une auto-phosphorylation 

dans des conditions normales (Hanada et al. 2004). 

D. Le domaine PH activateur/inhibiteur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 15. Schéma du mode d’activation de Akt. Le domaine PH de Akt et de ses activateurs sont capables 
de fixer les PIP3 générés par la PI3K et situés dans la membrane plasmique de façon à se colocaliser. Cette 
interaction PH/PIP3 localise Akt à la membrane, change la conformation de Akt et la rend activable. Une fois 
phosphorylé, Akt peut se détacher de la membrane pour aller phosphoryler d’autres substrats (PDK, 
phosphatidylinositol-dependent kinase ; PH, plecstrin hhomology domain ; PI3K, phosphatidylinositol 3-
kinase ; PIP2/3, phosphatidylinositol di/tri phosphate ; PP2A, protein phosphatase 2A ; PTEN, phosphatase and 
tensin homolog ; RTK, recepteur à activité tyrosine kinase). 

Les PIP3, par leur fixation sur le domaine PH, modifient la conformation de Akt pour 

rendre ses sites de phosphorylation accesibles. Le domaine PH est nécessaire à ces 

phosphorylations (Alessi et al. 1997; Stokoe et al. 1997; Bellacosa et al. 1998; Currie et al. 

1999). En effet, des mutations dans le PH domaine de Akt, qui abolissent la fixation aux PIP3, 

rendent PDK1 inefficace et des mutations, qui augmentent  la fixation de lipides, diminuent la 

quantité de PIP3 nécessaires pour la phosphorylation de Akt par PDK1. Puisque PDK1 

phosphoryle efficacement Akt lorsque son domaine PH est amputé, ce PH domaine aurait un 

rôle ambivalent activateur/inhibiteur de la phosphorylation de Akt. L’hypothèse avancée est 
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que le PH domaine masque ces sites de phosphorylation et que le changement de 

conformation induit par la fixation de PIP3 les rend accessibles pour les kinases activatrices. 

E. Activations atypiques 

Certains signaux de survie stimulent l’activité d’Akt par des mécanismes indépendants 

de la PI3K. C’est le cas des agonistes de la voie PKA (Sable et al. 1997 ; Filippa et al. 1999) 

ou de l’augmentation du taux de calcium. Le complexe calcium/calmoduline active la 

calcium/calmodulin dependent kinase kinase (CaMKK ) qui phosphoryle directement Akt sur 

la Thréonine 308 (Yano et al. 1998). Les auteurs ont supposé que dans certaines situations 

CaMKK pourrait se substituer à PDK1 pour l’activation de Akt. 

F. Inactivation de Akt 

Peu de données sont connues concernant l’inactivation de Akt. L’utilisation d’un 

inhibiteur, l’acide okadaïque, a montré que la protéine phosphatase 2A (PP2A) inactive Akt 

par déphosphorylation de la thréonine 308. Cependant, les auteurs ont observé que l’inhibition 

de PP2A est quasiment sans effet sur la phosphorylation de la sérine 473 de Akt. La recherche 

d’une phosphatase insensible à l’acide okadaïque et possédant un domaine PH lui permettant 

de se colocaliser avec Akt a permis d’identifier la « protein phosphatase, PH domain leucine-

rich repeat protein phosphatase » (PHLPP). Cette protéine est la seule phosphatase du génome 

humain à posséder un domaine PH. Elle déphosphoryle très efficacement la sérine 473 de Akt 

et n’a que peu d’effet sur la phosphorylation de sa thréonine 308 (Gao et al. 2005). 

VI.  PHILOGENIE DE LA PROTEINE AKT 

L’alignement au niveau protéique des isoformes de Akt et de ses orthologues dans les 

différentes espèces montrent que cette structure est conservée au cours de l’évolution sauf la 

partie C-terminale, riche en prolines, qui est parfois absente chez certaines espèces ou 

isoformes (Datta et al. 1999) (Figure 16). La thréonine 308 (ou l’équivalent) est conservé 

dans tous les Akt connus. De même, la sérine 473 (ou l’équivalent) est conservée sauf dans 

l’Akt2 de C. elegans.  

A l’échelle de la signalisation cellulaire, la voie PI3K/Akt est conservée dans la 

plupart des espèces étudiées. Comme chez l’humain elle régule la prolifération et la résistance 

à l’apoptose des cellules, toutefois une même régulation cellulaire se traduit différemment au 

niveau de l’organisme selon l’espèce concernée (Figure 17)  
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Figure 16. Alignements multiples de séquences peptidiques et de domaines de structure des isoformes de 
Akt. Les traits de couleur verticaux représentent une similarité en acides aminés. Leur absence indique des 
délétions ou des  séquences dégénérées (Ct, C-terminal ; PH, pleckstrin homoly domain). Tirée de Datta et al., 
Gen. Dev. 1999 

A. Saccharomyces cerevisae 

Bien qu’aucune PI3K de classe 1 (famille de PI3K activant Akt chez l’humain) n’ait 

été retrouvée chez la levure, quelques indices montrent une bonne conservation de la voie. Par 

exemple, des levures diploïdes doublement délétées dans Tep1 (orthologue de PTEN 

(phosphatase and tensin homologue) et régulateur négatif de l’activation de Akt) ont une 

résistance accrue à la wortmannine (inhibiteur de la PI3K) et présentent une malformation de 

leur paroi (Heymont et al. 2000). D’autres orthologues de la voie ont été décrits tels que Pkh 1 

et 2 (orthologues de PDK1 et PDK2), deux protéines TOR et surtout Shc9 orthologue de Akt 

qui accroît la durée de vie et la résistance au stress de la levure (Fabrizio et al. 2001). 

B. Caenorhabditis elegans  

Chez C. elegans, Age1 (orthologue de la PI3K) régule la durée de vie et la diapause 

(stade larvaire induit par des conditions défavorables) (Morris et al. 1996). Daf2 (orthologue 

du récepteur à l’insuline) active, via Age1, Akt 1 et 2 dans un processus nécessitant un PDK1 

fonctionnel (Kimura et al. 1997 ; Paradis et al. 1999). Des cibles de la voie PI3K/Akt sont 

également retrouvées avec Daf16 (orthologue de FKHR) (Lin et al. 2001) ainsi que des 

régulateurs tels que Daf18 (orthologue de PTEN) (Mihaylova et al. 1999).  

C. Drosophila melanogaster 

Chez Drosophila, il existe des orthologues pour tous les membres de la voie PI3K/Akt 

caractérisés chez l’humain que ce soit des IGFs stimulateurs aux effecteurs en aval (Montagne 

et al. 1999; Verdu et al. 1999; Zhang et al. 2000; Miron et al. 2001). Cette voie de 

signalisation régule la croissance cellulaire (Verdu et al. 1999 ; Zhang et al. 2000; Miron et 
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al. 2001) et la prolifération (Goberdhan et al. 1999). Des pertes de fonction dans la voie se 

traduisent pour la Drosophile par une incapacité à voler et  une atrophie du corps dues à une 

réduction du nombre et de la taille des cellules. A l’opposé une perte de PTEN cause une 

augmentation de la taille et du nombre des cellules (Goberdhan et al. 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 17. Conservation philogénétique de la voie PI3K/Akt. Cette figure montre les orthologues des 
effecteurs de la voie PI3K/Akt ou leur absence dans 4 espèces étudiées ainsi que les effets biologiques qu’ils 
régulent (Daf, Dauer formation 2 ; dAkt, drosophila Akt ; dInR, drosophila insulin receptor ; FKHR, forkhead ; 
IRS, insulin receptor substrate ; mTOR, mammalian target of rapamycin ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; 
PTEN, phosphatase and homolog of tensin ; Shc, src homologous and collagen). 

VII.  IDENTIFICATION DES SUBSTRATS DE AKT 

Comme pour toute drogue ciblant une voie de signalisation impliquée dans de nombreux 

phénomènes cellulaires et physiologiques, les tests préliminaires des inhibiteurs de la voie 

PI3K/Akt ont montré une toxicité et des effets secondaires. Ceci a rendu nécessaire la 

connaissance des cibles de Akt pour comprendre ces effets secondaires et peut-être les 

diminuer ou évaluer le potentiel de réponse de futurs malades. C’est pourquoi, nombre 

d’études ont essayé d’identifier de nouveaux substrats de Akt afin d’en comprendre tous les 

mécanismes d’action. L’activation de Akt dans les cellules stimulées est rapide (quelques 

minutes). Une fois activé, Akt peut se dissocier de la membrane pour entrer éventuellement 
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dans le noyau rendant multiples ses cibles potentielles à la fois dans le cytoplasme et le noyau. 

Un challenge de ces dernières années est d’identifier les cibles de Akt et d’évaluer l’effet de la 

phosphorylation de ses substrats sur leur fonction.  

 
nom de la cible abbréviation effet sur la protéine effet biologique
Bad Bad rétention par 14-3-3 dans 

le cytoplasme
supression de l'effet pro-apoptotique de 
Bad

cyclic AMP response element 
binding protein

CREB pouvoir transactivatateur 
accru

augmentation de la transcription des 
gènes régulés par CREB

famille forkhead FKHR rétention par 14-3-3 qui 
bloque sa translocation

inhibition des gènes pro-apoptotiques 
régulés par FKHR

inhibitor kappaB kinase IKK activation de l'activité 
catalytique

induction des gènes de survie régulés par 
NF-kB

procaspase-9 procaspase-9 diminution de l'activité 
cystéine protéase

supression de l'apoptose caspase 9 
dependante

apoptosis signal-regulating 
kinase 1

Ask1 activation de l'activité 
enzymatique

activation des kinases de stress

murine double minute 2 Mdm2 translocation nucléaire inhibtion des processus régulés par p53
Glycogen synthase kinase 3 GSK3 inhibition de l'activité 

catalytique
diminution du métabolisme et de la 
prolifération cellulaire

p21cip/waf1 p21cip/waf1 exclusion nucléaire levée de l'effet anti-prolifératif de p21
p27kip p27kip exclusion nucléaire levée de l'effet anti-prolifératif de p27
tuberous sclerosis TSC2 dissociation de TSC1 augmentation de la traduction et 

progression dans le cycle cellulaire
Télomérase humaine hTERT activation de l'activité 

enzymatique
diminution de la sénescence

Endothelial Nitrogen synthase eNOS activation de l'activité 
enzymatique

angiogenèse

 
Tableau 3. Substrats majeurs de Akt identifiés jusqu’à présent 

Comme une part non négligeable de ce travail de thèse avait pour but l’identification 

de nouveaux substrats de Akt. Je décrirai ici les différentes approches originales qui ont 

précédemment permis la découverte de substrats de Akt. 

A. Identification par consensus 

Des études in vitro sur des banques de petits peptides de synthèse ont montré 

l’existence d’un consensus dans les peptides phosphorylés. Le site consensus optimal pour 

une phosphorylation par Akt est : RXaaRYaaZaaS/THaa ou Xaa est un acide aminé 

quelconque, Yaa ou Zaa de petits résidus autres que la glycine et Haa un acide aminé 

hydrophobe (Phe ou Leu) (Alessi et al. 1996). Une étude sur une banque de peptides plus 

ciblée sur ce consensus (Obata et al. 2000) a montré que les résidus environnant le consensus 

influencent sensiblement la phosphorylation des peptides par Akt. Le consensus est alors 

devenu moins stricte : RXaaRXaaXaaS/T. Cette étude a également permis l’élaboration d’un 
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algorithme de score pour rechercher ce consensus dans les génomes de vertébrés avec une 

stringence maximale quand on la retrouve dans moins de 0,2% des sites potentiels de 

phosphorylation par Akt et faible quand on la retrouve dans 1 à 5% (Yaffe et al. 2001). Le 

programme est disponible sur http://scansite.mit.edu/motifscanner/motifscan1.phtml. Il est à 

noter que certaines protéines sont maintenant des substrats reconnus de Akt in vivo et ne 

ressortent pourtant qu’avec des paramètres de stringence faible; ce qui montre une limite à 

approche bioinformatique sur des peptides de synthèse et non dans un contexte biologique. 

Quasiment tous les substrats de Akt démontrés à ce jour présentent le consensus 

RXaaRXaaXaaS/T. Toutefois, dans un contexte in vivo, il s’avère que l’arginine en position -

5 de la phosphorylation par Akt ne soit pas absolument indispensable puisque Insulin-

response Element-binding Protein 1(KERCQS1036) (Villafuerte et al. 2004), Yes-Associated 

Protein (Basu et al. 2003), CREB LSRRPS133Y (Du et Montminy 1998), et ATP-citrate 

Lyase (TPAPSRTASF) (Berwick et al. 2002) sont phosphorylés in vivo par Akt sans posséder 

cette Arginine en -5. Toutefois la recherche in silico a été le premier indice qui a permis 

d’identifier comme substrat de Akt le récepteur orphelin nur77 (Pekarsky et al. 2001) ou 

encore le facteur de transcription tal1 (Palamarchuk et al. 2005). 

B. Utilisation d’anticorps 

Le consensus RXaaRXaaXaaS/T a servi à élaborer des anticorps comme le PAS 

(phospho-Akt substrate) antibody pouvant reconnaître des substrats de Akt quand ils sont 

phosphorylés. C’est celui que nous avons utilisé dans notre étude. L’anticorps PAS a été 

utilisé aussi bien en Western-blot pour confirmer une phosphorylation sur un consensus de 

Akt, qu’en immunohistochimie  pour refléter l’activité de Akt dans les tissus (Lynch et Daly 

2002). Notons au passage que l’anticorps PAS est capable de reconnaître la Ser/Thr 

phosphorylée par Akt sans l’Arg en position -5 (Berwick et al. 2002), ce qui montre son 

utilisation possibles pour reconnaître des consensus non strictes. Certaines études ont utilisé 

l’anticorps PAS pour immunoprécipiter des substrats de Akt et les identifier par spectrométrie 

de masse. Cette approche n’a pas forcément identifié des substrats de Akt mais montrait que 

des sites répondant au consensus de Akt  sont phosphorylés au cours de son activation et que 

l’emploi d’ihnibiteur de cette voie de signalisation diminue cette phosphorylation comme 

pour AS160 (Akt substrate 160 kDa) (Kane et al. 2002). 
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C. Recherche de phosphorylation par utilisation de précurseurs 

radioactifs 

Actuellement, 3 substrats sont utilisés pour tester l’activité de Akt dans les systèmes 

biologiques : l’histone H2B, la protéine basique de la myéline (MBP) et le crosstide, un 

peptide découlant de la banque criblée pour trouver le consensus. Sur l’histone H2B et la 

protéine basique de la myéline, le site de phosphorylation a été trouvé par phosphorylation in 

vitro par Akt en présence d’ ATPχ32P. La séparation des peptides de digestion trypsique sur 

chromatographie hydrophobe (C18) et le séquençage individuel par réaction d’Edmann ont 

permis de localiser leurs sites de phosphorylation. Le pic radioactif correspond au site de 

phosphorylation par Akt soit RSRKES36Y pour l’histone H2B et RXRXXSHyd (Hyd=Y 

dans la protéine basique de la myéline et Phe dans le Crosstide). La même approche a été 

utilisée pour retrouver des sites de phosphorylation sur des substrats putatifs de Akt après 

phosphorylation in vitro. L’incorporation de phosphate χP32 aussi permet de mesurer le 

différentiel de phosphorylation d’une  protéine dans des cellules transfectées par une forme 

constitutivement active ou un dominant négatif de Akt. Cette démarche a permis d’identifier 

l’ « Apoptosis signal-regulating kinase 1 » (ASK1) comme cible de Akt (Kim et al. 2001). 

D. GST-pulldown 

L’interaction de Akt avec une protéine peut être démontrée en fusionnant cette 

protéine avec la gluthation S-transférase et en réalisant une chromatographoie d’affinité sur 

gluthathion. C’est ainsi qu’a été retrouvé Akt en interaction avec la protéine p47, composant 

de la NADPH oxidase (Chen et al. 2003). 

E. Approche indirecte 

La protéine 14-3-3 est une chaperone qui se fixe à des sites phosphorylés dont la 

séquence chevauche souvent partiellement les sites de phosphorylation par Akt. Basu et 

collaborateurs ont eu l’idée de rechercher grâce à une colonne d’affinité anti-14-3-3, les 

partenaires de 14-3-3 qui étaient régulés de façon dépendante de l’activation de Akt. Cette 

équipe a montré ainsi que YAP1 est une cible de Akt (Basu et al. 2003). 

F. Méthode « kinase substrate tracking and elucidation » (KESTREL) 

Dans cette méthode, les extraits protéiques de cellules non stimulées sont séparés en 

un maximum de fraction de chromatrographie. Chaque fraction de chromatographie est mise 
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en contact avec un Akt actif ou non dans un tampon d’activité contenant de l’ATPχ marqué 

par 32P. Chaque fraction est ensuite séparée par SDS-PAGE et les protéines phosphorylées par 

Akt sont révélées par autoradiographie. Leur identification se fait alors par empreinte 

trypsique. Cette méthode a permis l’identification de substrat de Akt nommés « calcium-

regulated heat stable protein of 24 kDa » (CRHSP24) (Auld et al. 2005) et la méthylase des 

tRNA METTL1 (Cartlidge et al. 2005). 

VIII.  EFFECTEURS DE AKT 

Dans le tableau 3 sont récapitulées les cibles de Akt les plus étudiées et l’effet de leur 

phosphorylation par Akt. L’éventail des processus cellulaires touchés confère à Akt une place 

centrale dans la régulation de la physiologie cellulaire. Je détaillerai les données sur les 

principaux substrats de Akt dans les parties intitulées « Akt et cycle cellulaire » et « Akt et 

survie cellulaire »  

A. Contrôle de la survie cellulaire par Akt 

Comme la PI3K permettait souvent la stimulation de la survie cellulaire par les 

facteurs de croissance et que Akt est une cible, des expériences ont été entreprises pour 

connaître l’implication de Akt dans le signal de survie des facteurs de croissance. La première 

expérience a été la transfection dans des cellules de corps granuleux d’un dominant négatif de 

Akt qui empêche leur sauvegarde par l’IGF-I et la transfection de Akt constitutivement actif 

qui mime l’action de sauvegarde de l’IGF-I (Dudek et al. 1997). Cette expression d’un mutant 

de Akt constitutivement actif désensibilise de nombreux types cellulaires à de nombreux 

stress apoptogènes tels que : sevrage en facteurs de croissance, irradiation aux UV, 

impossibilité d’ancrage des cellules, dégradation de l’ADN, ajout de l’agoniste de Fas ou du 

TGFβ ou perturbation du cycle cellulaire (Dudek et al. 1997 ; Kauffmann-Zeh et al. 1997 ; 

Kennedy et al. 1997 ; Khwaja et al. 1997 ; Kulik et al. 1997 ; Philpott et al. 1997 ; Songyang 

et al. 1997 ; Xiong et Parsons 1997 ; Chen et al. 1998 ; Crowder et Freeman 1998; Eves et al. 

1998 ; Gerber et al. 1998 ; Hausler et al. 1998 ; Kulik et Weber 1998 ; Rohn et al. 1998 ; 

Blair et al. 1999). Les facteurs de croissance voient également leur effet de survie bloqué par 

un dominant négatif de Akt que ce soit un mutant Akt sans activité catalytique (Dudek et al. 

1997; Kennedy et al. 1997; Khwaja et al. 1997; Songyang et al. 1997; Berra et al. 1998 ; 

Chen et al. 1998; Crowder et Freeman 1998 ; Gerber et al. 1998; Kitamura et al. 1998 ; Kulik 

et Weber 1998; Yano et al. 1998) ou un mutant sans domaine PH (Songyang et al. 1997). 
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Deux dominants négatifs bloquent également l’activité de Akt et la stimulation de la survie 

cellulaire par les facteurs de croissance. (Rohn et al. 1998; Stambolic et al. 1998). Il s’agit 

d’une fusion d’un Akt sauvage avec la séquence d’adressage à la membrane de Ras CAAX 

(CAAX-Akt) et d’un mutant dans lequel les sites de phosphorylation par PDK1 sont mutés en 

alanine (AktTASA). Ces deux dominants négatifs sont fonctionnels mais leur mécanisme 

d’action n’est pas encore compris. 

Des approches génétiques ont aussi démontré l’importance de Akt dans la survie 

cellulaire. En effet, la drosophile défective en dAKT1 montre une forte apoptose ectopique 

durant l’embryogenèse (Stavely 98). Akt est également dégradé dans les phases précoces de 

l’apoptose (Widmann et al. 1998). Ces données semblent indiquer que la diminution de 

l’activité Akt est un évènement important dans l’initiation de la mort cellulaire programmée. 

Akt est définitivement l’un des plus importants médiateurs de la survie cellulaire. Comme 

nous allons le détailler maintenant, Akt peut agir directement sur les effecteurs ou les 

régulateurs de l’apoptose, indirectement sur leur transcription ou encore plus indirectement 

sur le métabolisme cellulaire. 

1) Régulation directe des effecteurs de l’apoptose 

Nous avons pu voir que de nombreuses données indiquent que l’une des fonctions 

majeures de Akt est de réguler l’effet de survie des facteurs de croissance et de bloquer 

l’apoptose. L’apoptose est un processus à plusieurs étapes comprennant une étape précoce de 

perte de l’intégrité des mitochondries suivie d’un relargage du cytochrome C. Ce cytochrome 

C se fixe à l’« apoptotic protease activating factor » (Apaf-1) pour l’activer. Il s’en suit 

l’activation de la cystéine protéase Caspase-9 qui initie la cascade des caspases effectrices de 

l’apoptose (Thornberry 1998). Les régulateurs de cette voie d’apoptose sont les membres de 

la famille Bcl-2. Cette famille contient des membres anti-apoptotiques tels que Bcl-2, Bcl-Xl 

et des membres pro-apoptotiques tels que Bad, Bid, Bik (sous-famille BH3), Bax et Bak 

(sous-famille Bax) (Adams et Cory 1998). 

Bad est un membre de la famille Bcl-2 qui se fixe à Bcl-2 ou Bcl-X pour inhiber leur 

potentiel anti-apoptotique. Cependant, quand Bad est phosphorylé sur la sérine 136 par Akt, il 

ne peut plus exercer son action proapoptotique. C’est pourquoi on le considère comme l’une 

des cibles privilégiées de Akt dans son effet de survie (Datta et al. 1997; del Peso et al. 1997). 

Le potentiel apoptogène de Bad, après sa phosphorylation, est bloqué par sa complexation 

avec d’autres protéines. Une fois phosphorylé, Bad est relâché du complexe Bcl-2/Bcl-X 
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localisé dans la membrane mitochondriale et se complexe avec les protéines 14-3-3 du cytosol 

qui le neutralise (Datta et al. 1999). 

La caspase-9 est un initiateur et un effecteur de l’apoptose (Donepudi et Grutter 2002). 

La caspase-9 humaine est phosphorylée par Akt sur la sérine 196 et cette phosphorylation se 

traduit par l’atténuation de son activité cystéine-protéase (Cardone et al. 1998). Cependant, 

cette sérine 196 n’est pas conservée chez les mammifères inférieurs tels que le rat ou la souris 

suggérant que cette phosphorylation n’est pas un évènement physiologiquement majeur ou du 

moins qu’elle est spécifique des mammifères supérieurs (Fujita et al. 1999).  

La voie des « Stress-activated protein kinases » (SAPK) régule la réponse des cellules 

au stress ou aux cytokines. Le système SAPK contient deux groupes de kinases : C-Jun N-

terminal kinase (JNK) et p38 mitogen activated protein kinase (p38 MAPK) (Johnson et 

Lapadat 2002). Akt peut phosphoryler trois kinases en amont des SAPK. Apoptosis signal-

regulating kinase 1 (ASK1) est une MAPKKK phosphorylée par Akt sur la Sérine 83 ce qui 

l’empêche d’induire l’apoptose (Kim et al. 2001). La Mixed lineage kinase 3 (MLK3) est une 

autre MAPKKK phosphorylée par Akt sur la Sérine 674. Cette phosphorylation inactive 

MAPKKK et accroît la survie cellulaire (Barthwal et al. 2003). De la même façon, 

SEK1/MKKK4 est phosphorylé par Akt sur la Sérine 78 ce qui inactive SEK1 et inhibe 

l’apoptose induite par les UV (Park et al. 2002). Le fait que trois MAPKKK soient 

directement régulées négativement par Akt suggère que la voie SAPK est une cible 

importante pour Akt dans son blocage de l’apoptose. 

2) Régulation de la survie cellulaire au niveau transcriptionnel 

Akt est également capable de réguler l’expression de gènes pro ou antiapoptotiques en 

phosphorylant les facteurs de transcription qui régulent leur promoteur. 

La famille de facteurs de transcription FoxO forkhead (FoxO ou FH) a été identifiée à 

partir de l’analyse de C. elegans (Paradis et Ruvkun 1998). Les 4 isoformes FKHR/ FoxO1, 

FoxO2, FKHRL1/FoxO3 et AFX/FoxO4 sont directement phosphorylés par Akt ce qui bloque 

leur activité transcriptionnelle sur des gènes pro-apoptotiques. Les facteurs de transcription 

forkhead régulent des éléments de réponse au ligand de mort : Fas-ligand, TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL), et TNF receptor type 1 associated death domain 

(TRADD). Ils régulent également des composants des voies de signalisation de l’apoptose : 

Bcl-2 interacting mediator of cell death (Bim) et  Bcl-6 (Burgering et Medema 2003). 

Nuclear factor kappaB (NFκB) est une famille de facteurs de transcription régulant la 

réponse immunitaire et la survie cellulaire. La dérégulation de l’activité de ces facteurs de 
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transcription participe à des maladies telles que l’auto-immunité et le cancer (Karin et al. 

2004). Dans la plupart des cas, l’activation de NFκB est dépendante de la phosphorylation du 

complexe « inhibitor kappaB kinase » (IKK) et de la dégradation de « inhibitor kappaB » 

(IκB) (Karin et al. 2004). Akt régule l’activité de IKKα directement ou indirectement par 

phosphorylation (Kane et al. 1999), ce qui amène la translocation nucléaire du facteur de 

transcription NFκB et donc la transcription NFκB dépendante de gènes de survie incluant 

Bcl-Xl, des inhibiteurs des caspases (IAP pour inhibitor of apoptosis proteases) et c-Myb 

(Barkett et Gilmore 1999 ; Lauder et al. 2001). 

Murine double minute 2 (Mdm2) est un oncogène induit par p53 (Shimizu et Hupp 

2003). Le suppresseur de tumeur p53 est un régulateur majeur de la mort cellulaire en 

particulier après dommage de l’ADN (Oren 2003). Le niveau d’expression et la fonction de 

p53 sont fortement diminués par l’action de la E3 ubiquitin ligase Mdm2. Akt phosphoryle 

Mdm2 sur les sérines 166 et 186 ce qui relocalise Mdm2 dans le noyau (lieu d’action de p53) 

et augmente son activité ligase (Mayo et Donner 2001 ; Gottlieb, Leal et al. 2002). Le 

complexe Mdm-2/p53 est exporté dans le cytoplasme où p53 est dégradé par le système 

ubiquitine-proteasome (Sherr 2000). C’est ainsi que Akt régule le niveau d’expression et 

d’activité de p53 via la phosphorylation de Mdm2 et empêche l’apoptose et l’arrêt du cycle 

cellulaire dépendants de p53.  

Cyclic AMP (cAMP)-response element binding protein (CREB) est un facteur de 

transcription phophorylé par Akt sur la sérine 133. Cette phosphorylation augmente le 

potentiel transactivateur de CREB et son affinité pour son co-activateur CRB (Du et 

Montminy 1998). Certains effets transcriptionnel de Akt sur des gènes anti-apoptotiques 

comme Bcl-2 ou mcl-1 passent par une transactivation par CREB (Barthwal et al. 2003). 

Yes associated protein (YAP) est un substrat de Akt qui a été identifié comme une 

protéine reconnue par 14-3-3. La phosphorylation de YAP sur la Sérine 127 lui confère un 

rôle d’inhibiteur de l’apoptose dépendente de p53 (Basu et al. 2003). 

3) Régulation métabolique de la survie cellulaire 

Une importante fonction de Akt est la régulation du métabolisme cellulaire. Lors 

d’une hyperinsulinémie, Akt inhibe, par phosphorylation, la glycogen synthase kinase 3 

(GSK3) ce qui augmente le stockage du glucose en glycogène (Cross et al. 1995). GSK3 est 

aussi impliqué dans le contrôle d’autres voies de signalisation telles que la voie β-catenin/ 

lymphoid enhancer factor-1 (LEF1)/T-cell factor (TCF) (Doble et Woodgett 2003). Bien que 
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les bases moléculaires ne soient pas encore comprises, l’inhibition de GSK3 protège les 

cellules de l’apoptose dans certaines circonstances (Pap et Cooper 1998). L’hypothèse 

avancée est que cet effet anti-apoptotique serait lié aux effets métaboliques de l’inhibition de 

GSK3. Le sevrage des cellules en facteurs de croissance se traduit par une diminution de leur 

capacité à utiliser les nutriments du milieu ce qui induit une déplétion en ATP et en 

métabolites dérivés du glucose (Rathmell et al. 2000). L’activation de Akt permet aux cellules 

de continuer à importer glucose et acides aminés (Vander Heiden et al. 2001; Edinger et 

Thompson 2002). La capacité de Akt à promouvoir l’utilisation du glucose prévient le 

changement de conformation de Bax nécessaire à son effet suite à des stimuli apoptogènes 

(Rathmell et al. 2003). Ces données sur Akt et le lien entre métabolisme et survie cellulaire 

sont pour l’instant fragmentaires mais on peut penser qu’elles seront très bientôt complétées. 

B. Contrôle du cycle cellulaire par Akt 

L’inhibition de la voie PI3K/Akt par des inhibiteurs pharmacologiques ou des 

dominants négatifs aboutit à l’arrêt du cycle cellulaire dans certains modèles (Vemuri et 

Rittenhouse 1994 ; Castoria et al. 2001). De nombreuses cibles de Akt régulent elles-mêmes 

la synthèse protéique, le métabolisme du glycogène ou encore la progression dans le cycle 

cellulaire et expliquent l’effet de akt sur la prolifération. Ce sont GSK-3, la phosphodiesterase 

3B, mTOR, IRS-1, p21, p27. 

La phosphorylation de GSK3 par Akt prévient la phosphorylation et la dégradation de 

la β-caténine et induit sa translocation nucléaire. Or la β-caténine s’associe dans le noyau 

avec des facteurs de transcription tels que TCF/LEF-1 pour induire l’expression de gènes 

favorisant la progression dans le cycle cellulaire comme celui de la cycline D1. La GSK3 

phosphoryle aussi directement la cycline D1, diminuant ainsi sa stabilité. Comme la 

phosphorylation de GSK3 par Akt diminue son activité, il en résulte une stabilisation de la 

cycline D1 et une prolifération cellulaire accrue (Diehl et al. 1998). 

La phosphodiestérase 3B (PDE3B) est un important régulateur des concentrations 

intracellulaires en messagers secondaires, principalement un régulateur du taux de l’AMPc. Il 

a été montré qu’en phosphorylant PDE3B sur la sérine 173, Akt régule positivement la 

concentration en AMPc dans les cellules et accélère la progression dans le cycle cellulaire 

(Kitamura et al. 1999; Ahmad et al. 2000). 

Les protéines p21/waf1/kip1 et p27 sont  des suppresseurs de tumeur ; elles se lient au 

complexe des « cyclin-dependent kinases » et inhibent la progression dans le cycle cellulaire. 
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Akt inhibe l’activité de p21 et p27 par une phosphorylation qui entraine leur séquestration 

dans le cytoplasme (Zhou et al. 2001 ; Viglietto et al. 2002). De plus, l’activité de Akt 

diminue l’expression de p21 et de p27 via l’inhibition de FKHR (Dijkers et al. 2000 ; Graff et 

al. 2000; Medema et al. 2000). Akt module également l’activité de p21 en empêchant son 

interaction avec la « proliferating cell nuclear antigen » (PCNA), interaction nécessaire à son 

effet d’arrêt du cycle cellulaire (Lawlor et Rotwein 2000 ; Rossig et al. 2001). 

Comme nous l’avons vu précédemment, la phosphorylation de mdm2 induit une 

dégradation et une perte du pouvoir transactivateur de p53. Comme en plus de ses effets sur la 

survie cellulaire, p53 peut également bloquer la progression du cycle cellulaire, il en résulte 

une prolifération accrue (Mayo et Donner 2002).  

La phosphorylation de p70S6K par PDK1 et l’activation, par phosphorylation, de 

mammalian target of rapamycin (mTOR) par Akt réalise une véritable intégration des deux 

voies de signalisation. Récemment, il a été montré que certains effets transformants de la voie 

PI3K/Akt sur la prolifération et la croissance cellulaires sont relayés principalement par la 

voie mTOR/p70S6K : Tuberous sclerosis (TSC) est une maladie caractérisée par la formation 

de plaques sclérotiques dans de nombreux tissus. Les formes sporadiques et familiales de 

cette maladie sont la conséquence de la mutation des suppresseurs de tumeur TSC1 et TSC2 

qui codent respectivement l’hanartine et la tubérine dont la fonction normale est assurée lors 

de leur interaction réciproque. La phosphorylation de TSC2 par Akt inhibe son interaction 

avec TSC1. Or, la fonction principale du complexe TSC1/2 est justement d’inhiber le puissant 

activateur de la traduction p70 ribosomal S6 kinase 1 via l’activation de mTOR. P70S6K ne 

peut alors plus phosphoryler l’ « eukariotic initiation factor 4E binding protein 1 » (4E-BP1), 

régulateur négatif de la traduction (Dan et al. 2002; Inoki et al. 2002 ; Manning et al. 2002 ; 

Potter et al. 2002 ; Tee et al. 2002). 

IX.  CONSEQUENCE DE LA PERTUBATION DE LA VOIE AKT 

A. Modèles murins pour la voie PI3K/Akt 

Nous avons vu que la voie PI3K/Akt est stimulée par un grand nombre de stimuli 

notamment les IGFs, facteurs de croissance pleïotropes capables de stimuler la quasi-totalité 

des cellules de l’organisme. La perturbation des éléments de la voie PI3K/Akt dans des 

modèles animaux provoque le plus souvent des malformations majeures au niveau des tissus 
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et de l’organisme. Le modèle animal le plus étudié étant celui de la souris, nous recenserons 

ici les anomalies observées dans les souris suite à la modification de la voie PI3K/Akt.  

L’expression cardiaque d’une p110 constitutivement active provoque une 

augmentation significative de la taille du cœur. Inversement, l’expression cardiaque d’un 

dominant négatif de p110 provoque une diminution de la taille du cœur (Shioi et al. 2000). De 

même, l’expression cardiaque d’un Akt1 constitutivement actif augmente la taille du cœur 

(Shioi et al. 2002). L’expression dans les lymphocytes T d’une forme constitutivement active 

de p85 provoque des anomalie dans la maturation des lymphocytes T avec augmentation de 

l’effet mémoire, une résistance à l’apoptose et l’apparition de lymphomes pour des souris 

Trp53-/- (Borlado et al. 2000). L’expression mammaire de cette même forme active de Akt 

provoque un retard de l’involution de la glande mammaire à la fin de la lactation (Hutchinson 

et Muller 2000). Les souris p85α-/- souffrent d’hypersensibilité à l’insuline, d’hypoglycémie 

et d’immunodéficience (Fruman et al. 1999 ; Suzuki et al. 1999 ; Terauchi et al. 1999). Les 

souris KO pour p85α, p50α et p55α (toutes les sous-unités régulatrices de la PI3K) meurent 

juste avant ou juste après la naissance (Fruman et al. 2000). Les souris KO pour p110α (sous-

unité catalytique de la PI3K) meurent au cours de l’embryogenèse (Bi et al. 1999). Les souris 

p110χ −/− ont une déficience d'activation des lymphocytes T, de migration des neutrophiles et 

développent des cancers du colon (Hirsch et al. 2000 ; Li et al. 2000; Sasaki et al. 2000; 

Sasaki et al. 2000).  

L’inactivation de Akt1 provoque un retard de croissance et une augmentation générale 

de l’apoptose (Cho et al. 2001) alors que la même inactivation de Akt2 provoque uniquement 

une diminution de la capacité à puiser le glucose sanguin (Cho et al. 2001). L’expression dans 

les cellules T d’une protéine de fusion gag-Akt provoque une résistance à l’apoptose des 

lymphocytes T et une suractivation de NFκB (Jones et al. 2000). L’expression d’une forme 

constitutivement active de Akt (myristoylée) dans les cellules bêta des îlots de Langherans 

provoquent une survie accrue des cellules beta, une hypertrophie, une hyperplasie et une 

hyperinsulinémie chez l’animal (Bernal-Mizrachi et al. 2001; Tuttle et al. 2001). 

L’inactivation de PTEN provoque chez les homozygotes une mort des embryons et 

chez les hétérozygotes l’apparition de nombreux cancers (système uro-génital, cellules 

germinales, endomètre, thyroïde, prostate, sein, foie et intestin) (Di Cristofano et al. 1998; 

Suzuki et al. 1998 ; Podsypanina et al. 1999 ; Stambolic et al. 2000). 

A la vue de ces données, notons que la suractivation de la voie PI3K/Akt implique le 

plus souvent l’apparition de cancers dans les souris transgéniques. Ces données in vivo 
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soulignent, une fois de plus, l’importance physiologique et le pouvoir oncogénique de cette 

voie de signalisation. 

B. Altérations de la voie PI3K/Akt dans les cancers 

Comme proposé par Hanahan et Weinberg, la plupart des changements génétiques et 

épigénétiques relatifs au phénotype cancéreux sont une succession de perturbations 

physiologiques qui, cumulées, induisent la malignité de la cellule. Comme le montre le  

Tableau 4, les voies de signalisation régulées par Akt jouent un rôle important dans ces 

perturbations. Cette voie joue non seulement un rôle important dans le développement 

tumoral mais également dans le potentiel de la tumeur à répondre aux traitements anti-

cancéreux. 

Perturbations physiologiques fonctions de Akt
Autonomie vis-à-vis des signaux
de croissance

Une surexpression ou une suractivation de Akt
hypersensiblise la cellule aux facteurs de croissance
environnant
Induit la translocation nucléaire de Mdm2 qui inhibe p53 
Induit la séquestration cytoplasmique de p21 et p27,
stabilise la cycline D1 favorisant le cycle cellulaire
Inactive les proapoptotiques Bad, procaspase 9 
Active IKK (NF-kB) 
Inactive Forkhead (activateur de l’expression de
proapoptotiques : FasL…)

Potentiel de réplication illimité Augmente l’activité de la télomérase hTERT
Angiogenèse Augmente l’activité de eNOS
Invasion et métastase Inhibe l’anoikis et stimule la sécrétion des MMPs

Insensibilité aux signaux
inhibiteurs de croissance

Inhibition de l’apoptose

 
 
Tableau 4. Effecteurs de Akt et cancérogenèse. Ce tableau énumère les principales cibles de Akt en 
corrélation avec les paramètres du développement tumoral (eNOS, endothelial nitrogen synthase ; hTERT, 
human telomerase retro transcriptase ; IKK, inhibitor kappaB kinase ; mdm2, murine double minute 2 ; MMP, 
matricial metalloprotease ; NFκB, nuclear factor kappaB). 

1) Altérations du gène de la PI3K 

L’altération majeure observée dans les cancers est une amplification du gène PIK3C 

(3q26) de la sous-unité catalytique p110α PI3K. La région 3q26 est souvent amplifiée dans 

les cancers de l’ovaire (Shayesteh et al. 1999) ou de l’utérus (Ma et al. 2000). 

2) Altérations du gène de Akt 

Ni modifications ni mutations de la partie codante du gène Akt n’ont été retrouvées 

chez les mammifères. Ce sont plutôt des amplifications de Akt que l’on retrouve dans les 
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cancers humains. Le pouvoir oncogénique de l’amplification de Akt a été montré la première 

fois en détectant Akt1 dans des carcinomes gastriques. Il a été montré que la suractivation de 

Akt est transformante pour des fibroblastes NIH 3T3 (Sun et al. 2001). On retrouve des 

amplifications de Akt2 dans les cancers de l’ovaire, du pancréas, du sein et de l’estomac 

(Bellacosa et al. 1995; Cheng et al. 1996 ; Ruggeri et al. 1998). L’étude clinique clinique à 

grande échelle de l’expression de la protéine Akt et son activation est actuellement en cours. 

3) Autres altérations de la voie PI3K/Akt 

L’activation ligand-dépendante de récepteurs à activité tyrosine kinase, de récepteurs 

couplés aux protéines G ou aux intégrines mène à une stimulation de la PI3K. Une telle 

activation peut survenir indépendamment du récepteur par exemple lors de la surexpression 

de Ras constitutivement actif (Kauffmann-Zeh et al. 1997; Rodriguez-Viciana et al. 1997). 

Dans les cancers, la surexpression des récepteurs de surface ou de formes constituvement 

actives des récepteurs (Blume-Jensen et Hunter 2001) induit également une suractivation de 

leurs voies de signalisation. L’exemple le plus classique est celui du  récepteur 

ErbB2/HER2/Neu, dont la surexpression suite à une amplification du gène observée dans le 

cancer du sein et de nombreux cancers (Harari et Yarden 2000), correspond à une 

suractivation des voies de signalisation des récepteurs ERB. Cette suractivation mène à une 

stimulation de la prolifération, l’invasion et la survie cellulaire. En fait, les tumeurs du sein 

surexprimant ErbB2 montrent souvent une activation constitutive de la voie PI3K/Akt (Zhou 

et al. 2000). Akt serait même un des effecteurs majeurs de la signalisation de ErbB2  pour ses 

effets sur la prolifération et la survie des cellules de cancer du sein (Nicholson et al. 2003). 

D’autres éléments sont en fait des régulateurs négatifs de Akt. PTEN (phosphatase and 

tensin homologue) aussi appelé MMAC1 (mutated in many advanced cancers) est une 

phosphatase qui déphosphoryle protéines et lipides, essentiellement les PIP3 en 3’, qui sont 

justement les phosphoinositides nécessaires à l’activation de Akt. Des études de surexpression 

de PTEN en cellules mammaires ont montré que PTEN peut être considéré comme un 

suppresseur de tumeur qui inhibe la croissance cellulaire, augmente la sensibilité cellulaire à 

l’apoptose et à l’anoikis (Weng et al. 1999). PTEN est fréquemment inactivé dans les étapes 

précoces de nombreux cancers tels que les glioblastomes et les cancers de la prostate et de 

l’endomètre. Des formes héréditaires de mutations de PTEN aboutissent au syndrome de 

Cowden associé à un risque élevé de cancer du sein et d’autres carcinomes (Simpson et 

Parsons 2001). La perte d’hétérozygotie d’alléles de PTEN mène une activation constitutive 
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de la voie PI3K/Akt et à une résistance de la tumeur aux traitements chimiques (Oki et al. 

2005). 

C. Akt et cancer du sein 

On retrouve dans le cancer du sein un niveau élevé d’activité kinase de Akt1 (Sun et 

al. 2001), une amplification et une surexpression de Akt2 (Bellacosa et al. 1995), une 

amplification et une surexpression des « ribosomal protein S6 kinase » (Barlund et al. 2000; 

Barlund et al. 2000), une perte d’hétérozygotie du locus de PTEN (Teng et al. 1997) et une 

suractivation de la PI3K (Sun et al. 2001). PHLPP, la phosphatase déphosphorylant 

directement Akt est situé en 16q22 sur une zone chromosomique fréquemment mutée lors des 

cancers du sein mais aucune donnée statistique n’est encore disponible.  

Des travaux sur le cancer du sein ont montré que la suractivation de la voie PI3K/Akt 

corrèle avec la résistance aux chimiothérapies ou aux radiations (Knuefermann et al. 2003). Il 

a été reporté une corrélation entre la surexpression de HER2/Neu et la suractivation de 

PI3K/Akt  dans le cancer du sein et que Akt serait un médiateur important de la résistance à 

l’apoptose suite à la surexpression de HER2/Neu (Bacus et al. 2002). Cette suractivation de 

Akt suite à la surexpression de HER2/Neu équivaut à un mauvais pronostic pour le patient 

(Tokunaga et al. 2005). Ce rôle important de Akt serait dû en partie à la phosphorylation de 

Mdm2 par Akt (Zhou et Hung 2002). Pour son implication dans la résistance à de multiples 

traitements, la voie Akt a été logiquement proposée comme cible thérapeutique pouvant 

améliorer le pronostic pour les patientes atteintes de cancer du sein (Knuefermann et al. 

2003). 

X.  CIBLAGE DE LA VOIE PI3K/AKT 

A ce jour, la résistance tumorale aux traitements anti-néoplasiques est attribuée à une 

augmentation de l’expulsion des drogues hors de la cellule et à une augmentation des 

processus de détoxification. Malgré une bonne corrélation de ces mécanismes, à eux seuls, ils 

ne peuvent rendre compte totalement des phénomènes de résistance. Les suractivations des 

voies de signalisation anti-apoptotiques observées dans les tumeurs résistantes amènent 

logiquement à cibler ces voies pour éviter la résistance des tumeurs aux traitements 

(O'Gorman et al. 2001). 
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cibles agents société classe phase de test clinique
cibles en amont
EGFR IMC-C225 cetuximab Erbitux; Imclone anticorps 3

ABX-EGF Abgenix anticorps 2
EMD 72000 Merck anticorps 1
RH3 York medical bioscience Inc. anticorps 2
MDX-447 Medarex/Merck anticorps 1
ZD1839 gefitinib Iressa/AstraZeneca inhibiteur de kinase 3
OSI-774 erlotinib Tarceva inhibiteur de kinase 3
PKI116 Novartis inhibiteur de kinase 2
CI-1033/PD183805 Pfizer inhibiteur de kinase 1
EKB-569 Wyeth-Ayerst inhibiteur de kinase 1
GW2016/572016 GlaxoSmithKline inhibiteur de kinase 1

HER-2/Neu Trastuzumab (Herceptin) Genentech anticorps enregistré
MDX-210 Novartis anticorps 1
2C4 Genentech anticorps 1
17-AAG Kosan inhibiteur de HSP90 1

BCR-ABL/PDGFR/c-Kit Imatinib/Gleevec Novartis inhibiteur de kinase enregistré

PDK-1 UCN-01 Kyowa Hakko Kogyo analogue de staurosporine 2

Ras ISIS 2503 Isis Pharm. oligonucleotide antisens 2
R115777 Johnson and Johnson inhibiteur de farnesyl transferase 3
SH66336 Schering Plough inhibiteur de farnesyl transferase 2
BMS214662 Bristol Myers Squibb inhibiteur de farnesyl transferase 1

ciblage direct
PI3K wortmannin inhibiteur de PI3K préclinical

LY294002 inhibiteur de PI3K préclinical

Akt PX-316 D-3-Deoxy-phosphatidyl-myo-inositol préclinical
KP372-1 inhibiteur de Akt 

cibles en aval
mTOR CCI-779 Wyeth bloque FKBP12 2

RAD001 Novartis bloque FKBP12 2
rapamycin/sirolimus Wyeth bloque FKBP13 enregistré  

Tableau 5. Inhibition de la voie PI3K/Akt. Devant l’importance croissante de la voie PI3K/Akt dans les 
pathologies humaines. De nombreuses entreprises ont mis au point des inhibiteurs. Tous ne sont pas encore 
testés en clinique mais on peut remarquer la variété des approches utilisées : anticorps, inhibiteurs de kinase, 
analogue de lipides (EGFR, epidermal growth factor receptor ; PDGFR platelet derived growth factor receptor ; 
PDK, phosphatidylinositol-dependent kinase ; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase ; mTOR, mammalian target 
of rapamycin). 

Le cancer du sein n’est évidemment pas le seul cancer dans lequel Akt est important. 

De nombreuses études ont montré que l’activation de la voie PI3K/Akt induit une résistance à 

l’apoptose des modèles de cancers ou corrèle avec une résistance au traitement de la tumeur. 

Ce qui a amené les auteurs à proposer cette voie comme cible thérapeutique pour chacun de 

ces cancers. C’est le cas pour les cancers de l’ovaire (Page et al. 2000), du poumon (Brognard 

et Dennis 2002), du pancréas (Ng et al. 2000), de la vessie (Tanaka et Grossman 2003), du 

colon (Itoh et al. 2002). Dès lors de nombreux inhibiteurs de la voie PI3K/Akt, directs, en 

amont ou en aval ont été mis au point et sont à différents stades de test. Ils sont résumés dans 

le Tableau 5. 
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CHAPITRE 4: LA PROTEOMIQUE ET L’ETUDE DES 

VOIES DE SIGNALISATION 

Après le séquençage du génome humain, nous entrons dans une phase qualifiée de 

post-génomique dans laquelle l’analyse des protéines (protéomique) occupe une place 

importante. La protéomique est ainsi de plus en plus utilisée dans tous les domaines de la 

biologie et en particulier dans le domaine biomédical (Hondermarck 2004). Le séquençage du 

génome humain a permis de dénombrer pas moins de 32 000 phases ouvertes de lecture 

(ORF, open reading frame) putatives. Les récentes études sur micropuces ont montré qu’au 

moins 12 000 de ces ORF sont exprimées au même moment dans un contexte cellulaire donné 

et 90 % différeraient selon le type tissulaire (Su et al. 2002; Shmueli et al. 2003).  

Devant la complexité des mécanismes cellulaires, de nouvelles méthodes sont 

développées pour étudier des profils globaux dans des états cellulaires donnés. Les puces à 

ADN sont maintenant pratiquement capables de cribler l’ensemble des gènes pour certains 

organismes. Par contre, les puces à protéines ne sont pas encore capables de cribler 

l’ensemble des espèces protéiques à cause, en partie, de la complexité des espèces concernées. 

En effet, les modifications post transcriptionnelles de type épissage alternatif donnerait 3 fois 

plus de type d’ARNm que d’ORF (Harrison et al. 2002). De plus, le nombre des 

modifications post-traductionnelles différentes n’est pas encore connu mais multiplierait 

encore le nombre d’espèces protéiques par 4 à 10. Nous arrivons donc au million d’espèces 

protéiques différentes pouvant être retrouvées dans les tissus humains. Contrairement aux 

acides nucleiques, les protéines varient beaucoup en terme de propriété physico-chimiques 

notamment à cause des nombreuses modifications post-traductionnelles possibles et il est 

difficile de trouver une méthode permettant de toutes les étudier en même temps. Un niveau 

de complexité est encore ajouté quand nous étudions les voies de signalisation soutenant les 

mécanismes cellulaires car ces informations ne sont pas disponibles par un simple profilage 

des espèces protéiques d’un type cellulaire. 

C’est pourquoi, la compréhension des voies de signalisation requiert des profilages 

différentiels, la caractérisation des protéines, leur quantification relative et l’étude des 

interactions protéine-protéine. Dans ce contexte, le développement de la spectrométrie de 

masse a permis l’évolution de ces approches différentielles globales. Durant la durée de cette 

thèse, de nouvelles approches de protéomique sont apparues. Au vu des nouvelles méthodes 
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de purification de complexes protéiques et des nouvelles méthodes de quantification 

isotopique, si notre projet devait être recommencé nous ne choisirions peut-être plus la même 

méthodologie, aussi est il important de faire mention de ces nouvelles approches. 

I.  PROFILAGE DE L’EXPRESSION DES PROTEINES PAR 

ELECTROPHORESE 2D 

L’une des techniques les plus répandues pour l’analyse différentielle des protéomes est 

l’électrophorèse bidimensionnelle qui permet de séparer les protéines selon leur point 

isoélectrique (pI) et leur poids moléculaire (PM). L’électrophorèse bidimensionnelle permet 

d’obtenir des profils d’expression protéique et de les comparer en fonction de l’intensité des 

colorations. Elle permet également de repérer des modifications post-traductionnelles qui 

modifient pI ou PM. Cette méthode essentiellement descriptive donne de nouvelles pistes 

pour étudier des mécanismes cellulaires mais on se tourne peu à peu vers l’étude des 

interaction proteine-proteine plus informative quant aux voies de signalisation (Hondermarck 

2003).  

L’une des approches les plus classiques pour étudier les voies de signalisation est de 

repérer les changements dans le profil protéique induits par l’inhibition d’une voie de 

signalisation particulière. Cette approche a, par exemple, permis à Lewis et al. d’identifier 

plus de 20 nouvelles cibles de la voie des MAPK (Lewis et al. 2000). De la même façon, 

Gerner et collaborateurs (Gerner et al. 2000) ont identifié 57 protéines régulées lors de 

l’action de Fas–ligand ; l’utilisation d’inhibiteurs de caspases a montré que la modification de 

25 de ces protéines étaient caspases-dépendante et correspondaient aux phases initiales 

d’induction de l’apoptose. La même analyse pour d’autres apoptogènes (staurosporine, 

camptothécine) a montré que ces variations n’étaient pas toujours les mêmes lors de 

l’apoptose, soulignant le fait qu’un signal de mort peut être relayé par des voies de 

signalisation différentes. Cette approche a permis également de trouver des effets méconnus 

pour des voies de signalisation pourtant déjà très étudiées. Par exemple, Kanamoto et 

collaborateurs (Kanamoto et al. 2002) ont identifié une cible du TGF-β1 appelée Raqd51 qui 

inhibe l’assemblage des complexes de dommage à l’ADN. Le profilage protéique par 

l’électrophorèse bidimensionnelle permet également de suivre l’évolution de marqueurs de 

signalisation, au cours de l’évolution d’une maladie, comme l’activation constitutive de Rho 

et Rac GTPases qui sont spécifiques de certains stades de cancer. 
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II.  SHOTGUN 

Le pouvoir résolutif de la 2D-E est grand mais ses limites (séparation de protéines de 

points isoélectriques très basiques, hydrophobes ou de haut poids moléculaire) poussent 

parfois à recourir à d’autres systèmes de séparation. Par exemple, le SDS-PAGE suivi de la 

digestion des bandes protéiques d’intérêt, puis de la séparation des produits de digestion par 

chromatographie liquide couplée directement au spectromètre de masse en tandem (MS-MS) 

(Li et al. 2003). L’une des alternatives au profilage par 2D-E est la chromatographie liquide 

multidimensionnelle couplée à des spectromètres de masse en tandem. Cette alternative 

permet de séparer les produits de digestion d’un mélange protéique complexe avant leur 

analyse par spectrométrie de masse (McDonald et Yates 2003). Le différentiel ne se fait plus 

sur un spot protéique mais sur la variation de détection d’un ou plusieurs peptides de 

digestion. Ces méthodes de « shot gun » sur peptides de digestion permettent de détecter les 

peptides issus de protéines globalement très hydrophobes ou  très basiques qui n’étaient pas 

détectables en 2D-E. Les plus récentes analyses ont montré la détection dans un même run de 

5130 ORF chez l’humain soit 15% des ORF prédits alors que l’électrophorèse 

bidimensionnelle n’en détecte que 5% (Resing et al. 2004). Elles permettent aussi d’analyser 

le remaniement  de domaines très hydrophobes tels que ceux des centrosomes (Andersen et al. 

2003), des radeaux lipidiques (Foster et al. 2003) ou des microsomes (Han et al. 2001).  

III.  MARQUAGE ISOTOPIQUE 

L’une des difficultés principales de la quantification relative des peptides par 

spectrométrie de masse est la compétition entre les peptides d’un même mélange pour 

l’ionisation. Il est difficile de comparer les signaux d’un même peptide entre deux runs où il 

n’était pas en même proportion dans le mélange. C’est pourquoi ont été mises au point des 

méthodes de marquage isotopique des protéines pour quantifier et caractériser les peptides de 

deux conditions en seul run. 

Typiquement, avant mélange, les peptides provenant des différentes conditions sont 

greffés sur les cystéines ou les lysines par des marqueurs isotopiquement distincts (12C vs 13C) 

(ICAT, isotope-coded affinity tag) (Goshe et al. 2003) (Figure 18) ou alors les cellules sont 

cultivées dans les différentes conditions avec des acides aminés isotopiquement distints 

(SILAC, stable isotope labeling by aminoacids in cell culture) (Ong et al. 2003). Il en résulte 

un décalage dans les masses, mesuré par le spectromètre de masse, qui permet d’identifier la 

provenance de chaque peptide et de quantifier l’intensité relative des pics sur le même spectre. 
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Une variante est possible en  digérant séparément les échantillons par la trypsine dans de l’eau 
18O et 16O (Yao et al. 2001). La trypsine transférant deux atome d’oxygène par peptide permet 

d’obtenir un décalage de 4 Da selon la provenance du peptide. La combinaison shot 

gun/marquage isotopique a permis d’identifier 528 protéines dont l’abondance est régulée par 

c-myc (Shiio et al. 2002). Les méthodes de marquage isotopiques n’ont cependant pas donné 

de résultats pour les protéines très faiblement exprimées (Ghaemmaghami et al. 2003 ; Parker 

et al. 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 18. Schéma explicatif d’un marquage isotopique. Le marquage des échantillons par des réactifs 
isotopiquement distincts entre les différentes conditions permet de leur faire subir les mêmes traitements et de 
mesurer directement leur quantité relative à partir du spectre de masse (ICAT, isotope-coded affinity tag). 

IV.  MICROPUCES 

Les micropuces semblent, à priori, un bon moyen pour quantifier quelques centaines 

de protéines en parallèle (Zhu et Snyder 2003). Les micropuces à anticorps fabriquées par 

l’immobilisation d’anticorps sur des supports solides sont incubées avec des mélanges de 

protéines marquées avec des fluorophores qui diffèrent selon les conditions. La quantification 

est directement réalisée en mesurant la fluorescence dans la longueur d’onde spécifique à 

chaque fluorophore. Cette approche a permis de détecter la régulation par radiation de cellules 

cancéreuses de plusieurs molécules de signalisation incluant p53 et des ligands de la famille 

du TNF (Sreekumar et al. 2001). Une autre approche par puce à protéines est de fixer les 

extraits à tester sur le support solide et d’incuber cette fois-ci des anticorps couplés aux 

fluorophores (Haab et al. 2001). Des seuils de détection de 1 ng/mL sont compatibles avec les 

Réactif lourd: X=deuterium

Réactif léger: X=hydrogène
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taux physiologiques d’expression des protéines mais le profilage de seulement quelques 

centaines de protéines à la fois et le haut niveau de qualité d’anticorps requis rend, pour 

l’instant, cette méthode inadaptée pour des études exhaustives ou sans à priori. 

V.  ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION  

Très souvent les modifications post-traductionnelles sont présentes avec une très faible 

stoechiométrie et sont difficiles à détecter dans les échantillons biologiques complexes. C’est 

pourquoi, la purification par affinité de ces modifications post-traductionnelles est une 

stratégie importante pour enrichir l’échantillon en une espèce particulière de modifications 

post-traductionnelles. Les modifications post-traductionnelles les plus souvent étudiées sont la 

phosphorylation, la glycosylation, la farnésylation et l’ubiquitination. Dans l’étude des 

partenaires de la kinase Akt, la modification post-traductionnelle qui nous intéresse plus 

particulièrement est la phosphorylation. C’est pourquoi je décrirai maintenant les méthodes 

d’analyse de la phosphorylation. 

A. Anticorps 

Les méthodes pour enrichir un échantillon en protéines ou en peptides phosphorylés 

tirent partie de propriétés particulières du phosphate dont l’immunoréactivité, la charge et la 

réactivité chimique. Les anticorps anti-phospho-tyrosine sont très efficaces pour enrichir les 

peptides tyrosine-phosphorylés. Cette approche a permis par exemple l’identification de cibles 

de la signalisation de l’insuline (Ibarrola et al. 2004) et de la thrombine (Maguire et al. 2002). 

Les anticorps reconnaissant spécifiquement les sérines/thréonines phosphorylées seules ne 

sont hélas pas faciles à produire et de meilleurs résultats ont été obtenus avec des anticorps 

reconnaissant les sérines/thréonines phosphorylées au sein d’un motif peptidique particulier 

comme l’anticorps PAS (phospho Akt substrate, Gronborg et al. 2002) que nous avons utilisé 

dans notre étude.  

B. « Immobilized metal affinity chromatography » (IMAC) 

Une alternative à cette purification d’affinité par anticorps est l’« immobilized metal 

affinity chromatography » (IMAC) dans laquelle une résine, chélatant les ions métalliques 

trivalents tels que le Fe(III) ou le Ga(III), est utilisée pour retenir les phosphopeptides par 

interactions ioniques (Posewitz et Tempst 1999). Malheureusement, l’IMAC peut également 

retenir les peptides porteurs d’autres fonctions acides ou donneuses d’électrons qui donnent 
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lieu alors à de faux positifs. Ficarro et collaborateurs ont amélioré sensiblement la spécificité 

par méthylesterification des fonctions acides avant l’IMAC (Ficarro et al. 2002); ce qui a 

permis d’identifier 383 sites de phosphorylation en levure. Ces approches ont également été 

utilisées sur cellules humaines pour l’analyse du phosphoprotéome des lymphomes de type B 

et des cellules leucémiques myéloides (Shu et al. 2004). L’échantillon peut être simplifié en le 

passant préalablement sur une colonne échangeuse d’anions qui permet également 

d’augmenter le rendement pour les peptides mono-phosphorylés qui sont évidemment moins 

retenus par l’IMAC que les peptides pluri-phosphorylés. 

C. β-élimination des phosphates 

Une troisième stratégie pour étudier les phosphorylations est leur remplacement par 

des groupements attachés covalemment à la protéine et qui présentent des facilités de 

purification (Oda et al. 2001 ; Zhou et al. 2001 ; Qian et al. 2003). Ces procédés requièrent 

des étapes de dérivation et de purification des produits pendant lesquelles il faut faire très 

attention en terme de reproductibilité pour récupérer l’ensemble des phosphopeptides. La β-

élimination du phosphate pour produire des déhydroalanines ou des βméthyldéhydroalanines 

à partir de phospho Ser/Thr par des additions sur les carbones alpha ou bêta donne des 

produits hétérogènes qui sont difficilement différenciables. 

Une étape prometteuse d’utilisation de cette β-élimination est de la faire suivre de 

l’addition d’une cystéamine qui transforme pSer ou pThr en analogues de la lysine qui sont 

alors clivables spécifiquement par des enzymes. Les sites de phosphorylation sont alors 

cartographiés directement à partir des profils de digestion enzymatique (Knight et al. 2003). 

VI.  ETUDE DES INTERACTIONS PROTEINE-PROTEINE 

Les molécules de signalisation agissent rarement seules mais plutôt en complexe avec 

d’autres protéines. La spécificité de la signalisation et son effet biologique sont contrôlés par 

la localisation subcellulaire des protéines, la sélectivité et la cinétique d’interaction entre les 

protéines. C’est pourquoi la comparaison des profils d’interactions protéine-protéine dans des 

contextes donnés est un bon moyen de comprendre la régulation de la signalisation cellulaire 

et les fonctions qu’y jouent les différents acteurs protéiques. Plusieurs méthodes ont été 

développées pour décrire de façon systématique les interactions protéine-protéine encore 

appelées « interactome ». 
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Depuis longtemps maintenant, l’un des modèles privilégiés pour l’étude des 

interactions protéine-protéine à haut débit a été la levure en utilisant la purification par 

double-affinité (Gavin et al. 2002), des co-immunoprécipitations en ciblant chaque protéine 

individuellement (Ho et al. 2002), ou en utilisant un criblage double hybride (Uetz et al. 

2000; Ito et al. 2001). Ces approches ont permis la détection des partenaires pour chaque 

protéine ciblée puis ,en confrontant les données, de dresser des cartes d’interactions 

protéiques qu’on nomme « interactomes ». Mais ces approches ne permettent pas d’étudier 

finement la composition des complexes multi-protéiques comme leur abondance relative et 

leur composition exacte.  

A. Criblage double-hybride 

 Le système double-hybride de levure est une technique puissante pour étudier des 

interactions protéine-protéine. L’ADNc de la protéine appât est fusionné avec le domaine 

DNA-binding du facteur de transcription de levure gal4 et les ADNc des protéines testées sont 

fusionnés avec le domaine d’activation transcriptionnelle de ce même Gal4 (Figure 19). Si la 

protéine testée interagit avec le leurre, ils reconstituent un Gal4 fonctionnel qui active 

l'expression d’un gène rapporteur inductible par Gal4. De cette façon, deux différentes 

protéines peuvent être testées pour leur capacité d’interaction qui se traduit en une activité 

transcriptionnelle qui peut être mesurée (Toby et Golemis 2001). En outre, de nouveaux 

partenaires peuvent être trouvés en examinant une protéine entière ou un domaine simple 

contre une bibliothèque d'autres protéines en utilisant ce système. C’est cette recherche de 

partenaires sans a priori combiné au haut débit qui ont fait du double hybride une méthode de 

référence en protéomique fonctionnelle. Bien que le double-hybride soit une méthode 

maintenant répandue (Mrowka et al. 2001), il est difficile de l’utiliser pour identifier des 

interactions qui ont besoin de co-facteurs ou de modifications post-traductionnelles absents 

dans la levure. C’est pourquoi des approches en cellules mammifères ou humaines ont été 

développées. L'analyse double hybride a été transposée en cellules de mammifères pour 

étudier des interactions protéine-protéine in vivo (Lee et Lee 2004).  

L’approche « two steps-two-hybrid » est une adaptation de la méthode double hybride 

classique (Poustovoitov et al. 2004). Son but est d'identifier les protéines qui interagissent 

avec un domaine relativement petit, fonctionnellement significatif d'une protéine d'intérêt. 

Dans cette méthode, un criblage de première intention est exécuté pour identifier les protéines 

qui interagissent avec la protéine de type sauvage. Après, chacune des proies positives dans ce 



 

 78

premier crible est examinée dans un deuxième crible contre une protéine mutée non 

fonctionnelle pour déterminer si la proie est un effecteur ou un régulateur de la protéine 

leurre. L’utilisation du double hybride pour étudier la signalisation du TGF-β de C. elegans a 

permis d’identifier 71 interactions dont 90% ont été vérifiés in vivo. L’utilisation de la 

stratégie RNAi a montré que 10% sont bien nécessaires à la croissance de l’animal (Tewari et 

al. 2004). Cependant, le double-hybride en levure est parfois critiqué pour le nombre de faux-

positifs obtenus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 19. Principe du système double-hybride. La protéine leurre A dont on veut identifier les partenaires 
est fusionnée avec le domaine de liaison à l’ADN (DB) de gal4 et les protéines codées par la banque sont 
fusionnées avec le domaine transactivateur de Gal4. Si la protéine testée interagit vec l’appât alors un gal4 
fonctionnel est rassemblé et le gène rapporteur peut s’exprimer. 

B.  « Blue native–PAGE » (BN-PAGE) 

L’électrophorèse bidimensionnelle en gel natif a été mise au point pour séparer des 

complexes protéiques intacts. L’isofocalisation native est un bon moyen de séparer ces 

complexes en gardant leur abondance relative et leur stœchiométrie. Toutefois, cette 

technique est limitée par l’insolubilité de certains complexes protéiques qui tendent à 

précipiter aux alentours de leur point isoélectrique et par la taille des pores des matrices 

commercialisées (acrylamide, agarose) qui ne permettent par la migration de très gros 

complexes protéiques (inférieur à 1000 kDa). Le blue native–PAGE (BN-PAGE) est une 

séparation des complexes au cours de laquelle leur mobilité est basée sur leur taille, sur leur 

forme et sur les charges négatives du bleu de Coomassie qu’ils accrochent (Schagger et von 

Jagow 1991; Schagger et al. 1994 ; Schamel et Reth 2000). Cette méthode est bien plus 

résolutive que la gel-filtration ou le gradient de sucrose (Schagger et von Jagow 1991; 

Schagger et al. 1994). BN-PAGE a été développé pour la séparation de protéines de fraction 

de membrane ou de fractions d’organites et limitée à des échantillons peu complexes issus 
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d’une purification préalable. En combinaison avec les outils de spectrométrie de masse, cette 

méthode a permis d’identifier nombre de protéines contenues dans les complexes multi-

protéiques.  

C. Co-immunoprécipitation 

L’une des méthodes les plus utilisées pour savoir si deux protéines interagissent dans 

la cellule est la co-immunoprécipitation. C’est celle que nous avons choisi pour identifier les 

partenaires de la kinase Akt. Elle est basée sur la qualité d’un anticorps qui doit reconnaître 

spécifiquement et stablement une protéine dans un complexe ; le but étant de récupérer les 

partenaires accrochés à la cible. Pour récupérer ce complexe, les anticorps peuvent être fixés 

sur différents types de supports (billes/colonnes/plaques) et de constituants (agarose 

/sépharose/billes magnétiques). De cette manière, les protéines n’interagissant pas avec la 

protéine d’intérêt pourront être éliminées par rinçage avec des tampons non dénaturants. 

L’identification ou la confirmation de partenaires dans le co-immunoprécipitat se fera par 

spectrométrie de masse et peuvent être confirmées par Western-blotting. La diversité physico-

chimique des interactions protéine-protéine fait qu’il est nécessaire d’adapter méthode et 

tampons d’immunoprécipitation à chaque condition expérimentale nouvelle. L’un des 

avantages de cette méthode par rapport à des approches plus modernes est la possibilité de 

travailler sur des protéines endogènes sans avoir recours à la transfection des cellules pour 

surexprimer la cible. Toutefois le recours à cette transfection est parfois nécessaire pour 

augmenter le rendement de l’immunoprécipitation ou pour ajouter un « tag » ou étiquette 

(myc, his, gst, hémagglutinine…) à  la protéine si aucun anticorps efficace dirigé contre elle 

n’est disponible. On utilise alors un anticorps dirigé contre ce tag. Les immunoprécipitats sont 

séparés par SDS-PAGE ou digérés en solution avant d’être analysés en LC-MS-MS. Par 

exemple, chez la levure, les cribles indépendents de 725 protéines marquées par un flag ont 

permis la purification de 232 complexes protéiques différents composés de 1440 protéines 

différentes (Ho et al. 2002). 

Malheureusement, on estime à 30% le taux de faux positifs dû à une aspécificité de 

purification et à une difficulté de reproduction expérimentale entre les différentes conditions 

(Bader et Hogue 2002). Le marquage isotopique semble être une bonne réponse face à ce 

problème. En effet, avec un marquage SILAC, Blagoev et collaborateurs (Blagoev et al. 

2003) ont pu co-immunoprécipiter 228 protéines avec le récepteur à l’EGF dont 28 

interagissent de manière dépendante de la stimulation du récepteur.  
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D. Retard sur gel 

Le principe du retard sur gel (EMSA,  Electromobility-shift assay) est basé sur la 

réduction de la distance parcourue en un temps donné dans un gel non dénaturant par un 

ADN, un ARN, ou une protéine quand un partenaire leur est attaché. L'analyse est rapide, 

sensible (radioactivité), techniquement simple et répandue pour étudier l'interaction acide 

nucléique-protéine et protéine-protéine. La liaison de la protéine avec son partenaire dans les 

gels non-dénaturants mène habituellement à une réduction de sa mobilité électrophorétique. 

La réussite de ce type d’expérience dépend du tampon de migration (concentration ionique et 

pH), de la température, du compétiteur non spécifique ou de la concentration et/ou 

composition de gel (Roder et Schweizer 2001). Il n’y a pas non plus pour cette méthode de 

protocole standard. 

E. « Glutathion S transferase – pull down »  

Le « Glutathion S transferase – pull down » (GST-pull down) est une purification par 

affinité d’une protéine fusionnée au « tag » de la GST grâce à la grande affinité du gluthation 

pour la GST. Cette méthode est devenue une approche commune dans l’étude des interactions 

protéine-protéine. Des analyses de GST-pull down ont été employées pour identifier de 

nouveaux partenaires ou pour confirmer l'interaction de protéines qui a été précédemment 

découverte par d'autres méthodes telles que le criblage double-hybride en levure ou le phage 

display (Malloy et al. 2001).  Dans une analyse dérivant de GST, la protéine leurre est 

fusionnée avec la GST-pull down puis purifiée et fixée sur la résine couplée au glutathion.  

Une fois liée, l'amorce est incubée avec un lysat de cellules ou un autre mélange de protéine 

afin d’accrocher les partenaires potentiels de la protéine leurre (Brymora et al. 2001 20). 

F. Méthode « phage-display » 

Le « phage-display » est basé sur la capacité du bactériophage de présenter les 

protéines sur son manteau extérieur (Mourez et Collier 2004). Divers peptides peuvent être 

présentés tels que des peptides, des fragments d'anticorps, des domaines de protéines 

correspondant aux fragments de gènes ou de cDNAs (Figure 20). Les bibliothèques de 

fragments de peptides et de gènes sont particulièrement utiles pour caractériser les domaines 

d’interactions entre les protéines, telles que des interactions ligand-récepteur. Les différents 

bactériophages présentant des protéines de la bibliothèque sont passés sur des colonnes 

d'affinité contre la protéine d’intérêt. Les bactériophages retenus sont réamplifiés dans les 
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bactéries et séquencés pour connaître le peptide qui avait été retenu par la colonne. Des 

interactions entre les protéines présentées par le bactériophage et la protéine cible peuvent être 

identifiées rapidement et caractérisées en haut débit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 20. Principe de la méthode phage display. La capacité des phages à présenter des peptides à leur 
surface est utilisé pour purifier par affinité les phages présentant des protéines capables d‘interagir avec la 
protéine appât. Il reste alors à séquencer le cDNA correspondant pour connaître la nature de la protéine 
interagissant. 

G.  tandem affinity purification (TAP)  

Récemment, une méthode de double purification dite TAP a été développée comme 

outil permettant la purification rapide des complexes de protéines exprimées à leur niveau 

normal dans la  cellule grâce à deux purifications successives par affinité (Rigaut et al. 1999). 

La méthode de TAP exige la fusion en C ou N-terminal d’un tag (étiquette) avec la protéine 

leurre. À partir d'un nombre relativement petit de cellules, des complexes macromoléculaires 

actifs peuvent être isolés et employés pour des applications multiples (Figure 21). Pour 

adapter cette méthode aux cellules de mammifères, un vecteur retroviral spécial a été créé 

pour l’'expression à des niveaux physiologiques de protéines fusionnées au TAP-tag. La 

succession de deux purifications différentes grâce à la combinaison de deux étiquettes 

différentes d'affinité a considérablement réduit le nombre de protéines non spécifiques dans le 

mélange. Le degré de pureté des complexes protéiques purifiés est compatible avec 

l'identification par spectrométrie de masse. Combinée à la LC-MS-MS, la méthode TAP a 
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permis par exemple d’identifier 221 interactions induites par le TNF-α dont 80 nouvelles 

(Puig et al. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 21. Méthode de double purification d’affinité. La protéine appât est fusionnée à deux étiquettes 
d’affinité (ici CBP et protéine A) séparée par un site de clivage TEV. Les protéines en interaction sont purifiées 
par deux chromatographies d’affinité successives. Dans la première colonne d’IgG, la protéine A est retenue et 
l’élution se fait après lavage par clivage protéasique du site rare TEV. L’éluat est ensuite repasse dans une 
seconde colonne à calmoduline qui retient la CBP. Après lavage, la protéine appât et ses partenaires sont élués 
par un tampon EGTA. 
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CHAPITRE 5: SPECTROMETRIE DE MASSE POUR 

L’ETUDE DES PROTEINES 

L’une des avancées majeures en protéomique a été la possibilité d’analyser les 

protéines par spectrométrie de masse. Cette  avancée a valu aux inventeurs  John B. Fenn 

(Etats-Unis), Koichi Tanaka (Japon) et Kurt Wüthrich (Suisse) le prix nobel de chimie en 

2002. L’ionisation est l’étape nécessaire à l’analyse des molécules par spectromètrie de 

masse. Avant les années 80, les processus d’ionisation (par impact électronique ou chimique) 

ne permettaient d’analyser que de petites molécules inférieures à 1000 Da et dans des 

conditions souvent drastiques devant la fragilité des biomolécules. A la fin des années 80, 

deux nouvelles méthodes d’ionisation dites « douces » ont été développées : l’ionisation de 

type « electrospray ionisation » (ESI) (Fenn et al. 1989) et l’ionisation de type « matrix 

assisted laser desorption/ionisation » (MALDI) (Hillenkamp et al. 1991). Ces deux 

innovations ont permis l’ionisation de biomolécules intactes et ont ouvert à la spectrométrie 

de masse un nouveau champ d’investigation : la biologie. Ces dernières années, l’utilisation 

de la spectrométrie de masse et des données issues du séquençage des génomes initié dans les 

années 90 a permis l’essor de la protéomique grâce à  l’identification et à la caractérisation 

sans apriori des protéines. Sans les outils de la spectrométrie de masse nous n’aurions pas pu 

identifier de nouveaux partenaires de Akt. Ces outils à l’interface de plusieurs disciplines 

scientifiques (biologie, chimie, physique, bioinformatique) étant une originalité de notre 

étude, je décrirai dans ce chapitre les outils de spectrométrie de masse que nous avons utilisés 

pour identifier des protéines. 

I.  LES SOURCES ADAPTEES AUX BIOMOLECULES 

A. Ionisation type « electrospray ionisation » (ESI) 

L’ESI ou électronébulisation est l’émission, en phase gazeuse, d’ions initialement en 

solution grâce à un champ électrique intense. Pratiquement, l’ESI se réalise à pression 

atmosphérique et la particularité de cette ionisation est de donner des ions plurichargés de 

type [M+nH]n+. C’est pourquoi l’ESI permet l’analyse de protéines de hautes masses 

(supérieures à 100 kDa) même avec des analyseurs de gamme de masse limitée.  
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L’échantillon en solution est introduit dans une aiguille à laquelle on applique un haut 

voltage électrique (Figure 22). Ce champ électrique provoque la nébulisation de l’échantillon 

en un nuage de gouttelettes chargées qui sont entraînées dans l’analyseur du spectromètre de 

masse grâce à la différence de pression (analyseur sous vide) et grâce à des lentilles 

électrostatiques (gradient de champ électrique). Durant ce transport, des explosions 

coulombiennes (tension surfacique) divisent les gouttelettes en gouttelettes de plus en plus 

petites. Lors du transport les gouttelettes passent également à travers un courant de gaz (azote 

souvent) qui permet l’évaporation du solvant (Chowdhury et al. 1990).  

Comme le rendement ionisation/désorption des molécules (sensibilité de mesure) 

dépend de la densité  de charges des gouttelettes (concentration en échantillon) et non du débit 

du spray, la source a été progressivement miniaturisée jusqu’à devenir « nanoélectrospray » et 

permettre un temps d’analyse de 30 minutes avec 1 ou 2 µL d’échantillon grâce à un débit de 

50 à 100 nL/min et une sensibilité de l’ordre de la dizaine de femtomoles.  

 
Figure 22. Représentation schématique du mode d’ionisation par électronébulisation. Extraite après accord 
du site internet de club jeune de la société française de spectrométrie de masse (http://cjsm.sfsm.info) 

Pour l’analyse de peptides nous utilisons une solution acidifiée pour favoriser la 

protonation des sites basiques des peptides : lysines, arginines, ou extrémité N-terminale. On 

travaille alors en mode d’ionisation positif sur le spectromètre de masse. 

Pour la détection d’oligonucléotides ou de modifications post-traductionnelles type 

phosphorylation, les ions les plus facilement obtenus sont des ions globalement négatifs, on se 
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place donc en solution basique pour favoriser la déprotonation des sites acides et on inverse 

les polarités du spectromètre de masse, on dit qu’on travaille en mode négatif. 

Les sels et les détergents classiquement utilisés dans les tampons biologiques 

perturbent l’ionisation des peptides par compétition et forment avec eux des adduits multiples 

qui divisent le signal d’intérêt le rendant moins détectable (Mann et Wilm 1995). C’est 

pourquoi, une étape de dessalage précède souvent l’électrospray ; dessalage réalisé par 

chromatographique (C18) soit directement, soit directement couplé au spectromètre de masse, 

soit séparément et de façon manuelle (ZIPTIP, Poros R2). Vu le nombre moyen de spots ou 

de bandes protéiques obtenus dans notre étude, nous avons opté pour le dessalage manuel. 

B. Ionisation type matrix assisted laser desorption/ionisation (MALDI) 

La méthode MALDI utilise un faisceau laser pulsé pour désorber et ioniser sous vide 

un mélange matrice/échantillon co-cristallisés sur une surface métallique (Figure 23). A la fin 

des années 80, l’idée d’ajouter une matrice en large excès (1 000 :1 10000 :1) absorbant à la 

longueur d’onde du laser afin de protéger les analytes a considérablement amélioré la 

technique (Hillenkamp et Karas 1990). Les principaux atouts de cette méthode MALDI pour 

l’étude des biomolécules sont la sensibilité (sub femtomole), la rapidité (quelques secondes 

par analyse), une bonne tolérance aux sels des tampons et une gamme de mesure jusque 500 

kDa (Tanaka et al. 1988). C’est pourquoi, nous avons utilisé en première approche une 

analyse MALDI-TOF de nos digestats trypsiques. 

L’irradiation laser (souvent de type laser à azote 337 nm) éjecte des molécules 

d’échantillon et de matrice en phase gazeuse. Les ions monochargés [M+H]+ sont en général 

majoritaires dans les spectres MALDI ce qui rend leur analyse relativement simple (Zhang et 

al. 2003). La production d’ions par MALDI dépend pour beaucoup de la préparation de 

l’échantillon, du type de matrice, de la présence de sels, du pH. Toutefois, comme elle dépend 

également des propriétés physico-chimiques des analytes et bien que l’ionisation MALDI 

présente une bonne tolérance aux sels, on peut malheureusement considérer que la préparation 

optimale est échantillon-dépendante. 
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Figure 23. Schéma explicatif de l’ionisation de type MALDI. Extraite après accord du site internet de club 
jeune de la société française de spectrométrie de masse (http://cjsm.sfsm.info) 

Il existe plusieurs types de matrice (Tableau 6) dont le choix se fait suivant la nature 

de l’analyte. La matrice doit toujours absorber dans la longueur d’onde du laser pour favoriser 

la désorption et protéger l’échantillon. 

 

type de matrice absorption (nm) applications
acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (α−
HCCA) 337 355 266 (UV) peptides, protéines, oligonucléotides, 

glycoprotéines
acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique 
(acide sinapinique) 337 355 266 (UV) protéines

acide 2,5-dihydrobenzoïque (DHB) 337 355 266 (UV),     
2940 10600 (IR)

peptides, oligosaccharrides, glycolipides, 
glycoprotéines

acide 3-hydroxypicolinique 337 355 266 (UV) oligonucléotides  
Tableau 6. Propriétés d’absortion et applications des différents types de matrices 

La méthode en sandwich consiste à insérer l’analyte entre deux couches de matrice. 

Plutôt employée avec les acides cinnamiques, elle génère de petits cristaux très homogènes et 

une homogénéité des spectres sur tout le dépôt. Cette méthode se prête bien aux analyses 

automatiques et à celles qui requiert une grande précision de mesure.  

La méthode de la goutte séchée (matrice mélangée directement à l’analyte) génère 

une hétérogénéité des cristaux qui se retrouvent dans la qualité des spectres. Ce mode de 
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dépôt se prête bien à l’analyse manuelle comme la nôtre dans laquelle on recherche une zone 

où le signal est concentré mais on perd en précision si on se déplace sur le spot. Ces cristaux 

étant très résistants aux impulsions laser ils se prêtent bien aux analyses de type MALDI-MS-

MS. 

II.  L’INTERFACE 

L’interface est la partie du spectromètre qui transmet les analytes ionisés à l’analyseur. 

Elle a plusieurs rôles : 

• Amener les ions d’une pression atmoshérique de la source au  vide de l’analyseur (10-9 

10-10 bars) suivant un gradient progressif de pression et de champs électriques 

• Refocaliser les ions expulsés au hasard en une même direction grâce à un système de 

lentilles électrostatiques 

• Terminer la désolvatation en passant les ions dans un courant d’azote. 

 

Au cours de leur accélération dans le gradient de champs électrique de l’interface, les 

ions accumulent une énergie cinétique qui peut atteindre un tel niveau que leur collision avec 

les molécules de gaz induit leur fragmentation. Ainsi, plus on applique un tension 

d’accélération Vc forte ou pression forte de gaz à l’interface, plus il y a de risque de 

fragmentation à l’interface.  

III.  LES ANALYSEURS 

Il existe maintenant une grande variété d’analyseurs pouvant être couplés aux sources 

MALDI ou ESI. On obtient le nom des appareils en combinant les sigles :  

• ESI-analyseur quadripole, ESI-trappe ionique (ESI-IT) (van berkel et coll 1990) , ESI-

temps de vol (ESI-TOF) (Verentchikov et al. 1994), ESI-résonance cyclotronique 

(ESI-FTICR) (Henry et al. 1989) 

• MALDI-TOF, MALDI-IT ou MALDI-Q-TOF (Zhang et al. 2003) 

Leurs différences résident essentiellement sur la sensibilité, la résolution, la rapidité de 

mesure, la gamme de masses mesurables (Tableau 7) et surtout dans la capacité à fragmenter 

une ou plusieurs fois les ions pour les séquencer ou les caractériser. 

La résolution est la capacité de l’analyseur à différencier deux ions de masse proche. 

Elle se quantifie par la relation M/∆M où M est la masse de l’ion mesuré et ∆M le plus petit 



 

 88

écart permettant de le différencier d’un ion de masse voisine. Suivant le type de mesure il faut 

souvent choisir entre résolution et grande gamme de masses mesurables. 

 

analyseurs résolution gamme de masse (m/z)
quadripole 2000 8000
magnétique 20000 20000
temps de vol 20000 100000

trappe ionique 5000 6000
cyclotron à résonance 1000000 4000  

Tableau 7: résolution et masse maximale mesurable des différents analyseurs 

A. Le quadripôle 

Le quadripôle est un analyseur le plus souvent couplé à une source ESI. Il est capable 

de sélectionner des ions d’intérêt dans un flux continu d’ions grâce à leur trajectoire qui 

dépend du rapport masse sur valence (m/z). Comme son nom l’indique, le quadripöle est 

constitué de quatre électrodes reliées deux à deux (Figure 24). Les trajectoires des ions sont 

corrigées grâce au balayage des valeurs U et V appliquées à ces électrodes. Seuls les ions dont 

le rapport m/z correspond aux valeurs U et V choisies (ions résonants) auront une trajectoire 

stable et arriveront jusqu’au détecteur. Les autres ions entreront en collision avec les 

électrodes et seront éliminés. 

source

détecteur
Ion 

résonantIon non 
résonant

 
Figure 24. Représentation schématique du quadripôle 

B. L’analyseur temps de vol (TOF) 

L’analyseur TOF mesure le temps nécessaire pour un ion préalablement accéléré de 

traverser une zone libre de champ électrique et d’atteindre le détecteur. Comme la vitesse de 

l’ion est inversement corrélée à son rapport m/z et que l’ionisation MALDI donne 

essentiellement des ions monochargés, plus la masse de l’ion est grande plus il met de temps à 
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traverser la zone. Le couplage MALDI-TOF est celui que j’ai le plus employé durant ma 

thèse. C’est pourquoi je détaillerai plus précisément les analyses possibles en MALDI-TOF. 

1) Mesure MALDI-TOF en mode linéaire 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 25. Schéma explicatif de l’analyse temps de vol en mode linéaire 

Les ions ionisés à la source ne font qu’un trajet dans la zone libre de champ électrique 

et le détecteur mesure directement leur masse (Figure 25). Ce mode de mesure a une bonne 

sensibilité  mais une résolution moyenne (∆M/M=1000) (Alterman et al. 2004) due à une 

distribution initiale en énergie cinétique hétérogène, des collisions à la source qui dispersent 

les énergie cinétiques et l’augmentation des risques de collision par l’emploi de haut potentiel 

pour travailler dans les hautes masses. 

2) Extraction retardée (ER) 

Le délai entre ionisation et extraction (captation par l’analyseur) entraîne une 

dispersion spatiale des ions due à des énergies cinétiques différentes et donc une perte de 

résolution. L’extraction retardée (DE, delayed extraction) refocalise les ions aux énergies 

cinétiques différentes en leur donnant le même délai d’extraction grâce à une lentille 

d’extraction. La résolution est alors multipliée par 5 (Colby et al. 1994). 

3) Mesure MALDI-TOF en mode réflecteur 

L’ajout d’un miroir électrostatique (réflecteur) à l’extrémité du tube de vol a permis 

d’améliorer la résolution. Ce réflecteur est composé d’une série d’anneaux ou de grilles de 

potentiels croissants qui ralentissent puis repoussent les ions. Ainsi plus un ion est léger, plus 

il fait demi-tour rapidement et rejoint rapidement le détecteur ; ce qui a pour effet 

d’augmenter encore la différence de temps de vol entre deux ions de masses différente et 

source Zone libre de champ électrique détecteur

laser

source Zone libre de champ électrique détecteur

laser
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accroît d’autant plus la précision de mesure. Inversement, si deux ions de masses égales ont 

un léger décalage d’énergie cinétique, le miroir les repousse avec la même efficacité et les 

refocalise (Mamyrin et al. 1973). Le mode réflecteur très résolutif ne peut cependant pas 

s’appliquer à des masses supérieures à 10000 Da. 

IV.  ANALYSE EN MODE MS-MS 

A. Post source decay (PSD) 

Les ions ayant accumulé une très forte énergie interne lors de l’ionisation laser 

peuvent se casser dans le tube de vol : on parle d’ions métastables. Malheureusement comme 

cette cassure a lieu dans une zone dépourvue de champ électrique, ils gardent la même vitesse 

que l’ion intact et sont détectés en même temps (Kaufmann et al. 1993). Pour les visualiser il 

faut absolument utiliser le réflecteur Les ions sont alors repoussés et réaccélérés à une vitesse 

fonction de leur masse et les fragments atteindront le détecteur à des temps différents (Figure 

26).  

source

Ion parent

Fragments
chargés détecteur

réflecteur
détecteur

source

Ion parent

Fragments
chargés détecteur

réflecteur
détecteur

 
Figure 26. Principe du post source decay. Les fragmentations après la source ne sont visibles que si on utilise 
un réflecteur. 

Pour détecter un maximum d’ions métastables il est nécessaire d’abaisser 

graduellement le potentiel du réflecteur. Cette méthode permet aux laboratoires non équipés 

de spectromètre de masse en tandem d’obtenir des informations de séquence mais reste 
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néanmoins fastidieuse et peu sensible comparée aux analyses dans les spectromètres en 

tandem. 

B. In source decay (ISD) 

Contrairement au «post source decay», lors de l’«ion source decay» (ISD) les ions sont 

cassés dès la source et subissent l’accélération d’un champ éléctrique qui discrimine les ions 

intacts (ions parents) et leurs fragments (ions fils) selon leur masse. Les ions fils seront 

détectés en mode linéaire ou réflecteur. L’ISD est d’autant plus probable que le délai 

d’extraction est long et favorise les collisions (Katta et al. 1998). 

C. Analyseurs en tandem 

Le Qstar (perseptive biosystems) utilisé au cours de ma thèse est de type triple 

quadripôle. Le premier et le troisième quadripôle servent d’analyseurs du rapport m/z alors 

que le deuxième quadripôle sert de chambre de collision des ions contre un gaz inerte (azote, 

hélium, argon). On parle de décomposition induite par collision (CID).  Le triple quadripôle, 

par ses capacités d’analyse, permet trois types d’analyses : 

En mode MS-MS classique : dans le premier quadripôle, on sélectionne un ion (ion 

parent) pour le faire pénétrer dans la chambre de collision qui casse ses liaisons les plus 

faibles. Le deuxième spectromètre mesure le rapport m/z des ions obtenus (ions fils). C’est le 

mode utilisé lors de ma thèse pour obtenir des informations de séquence sur les peptides à 

identifier. 

En mode perte de neutre : le troisième quadripôle n’analyse que les ions qui perdent 

une masse déterminée par rapport à la masse de l’ion parent mesurée par le premier 

quadripôle (par exemple, 98 Da est la perte de neutre correspondant à une sérine ou une 

thréonine phosphorylée). Le quadripôle Q1 mesure la taille de l’ion parent, l’ordinateur en 

déduit une taille attendue si l’ion parent perdait la masse déterminée et Q3 détecte si à la taille 

attendue un ion est bien présent.  

En mode recherche d’ions parents : permet de détecter les ions parents qui donnent 

après collision un ion fils d’une taille déterminée. Cela permet de détecter des modifications 

post-traductionnelles précises dans un mélange de peptides. Q3 est calé sur la masse du 

fragment recherché appelé ion signature tandis que Q1 mesure la taille de tous les ions parents 

(Huddleston et al. 1993) (par exemple 79 est la masse mesurée en mode négatif correspondant 

à une phosphorylation). 
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V.  IDENTIFICATION DE PROTEINES PAR SPECTROMETRIE DE 

MASSE 

A. Empreinte peptidique massique (mass fingerprint) : approche MS 

Cette méthode d’identification des protéines est apparue comme une alternative au 

séquençage d’Edman (Henzel et al. 1993 ; James et al. 1993 ; Mann et al. 1993). Elle ne 

nécessite pas le séquençage de la protéine mais la mesure des masses des fragments de la 

protéine obtenus après digestion par une protéase à sites de digestion bien spécifiques ; par 

exemple, la trypsine qui coupe en C-terminal des arginines ou des lysines. C’est la 

confrontation de ces masses mesurées avec les masses calculées in silico à partir des banques 

de données qui permet l’identification de la protéine.  Evidemment cette méthode n’est 

utilisable que si on dispose de données génomiques et/ou protéiques suffisantes pour 

l’organisme sur lequel on travaille. Dans le cas d’une approche hétérologue, le séquençage de 

la protéine est recommandé. 

 

La fiabilité de l’identification par empreinte trypsique dépend de plusieurs 

paramètres : 

• Taux de recouvrement de la protéine entière par les fragments peptidiques mesurés 

•  Nombre de peptides dont les masses mesurées ont « matché » avec les masses 

calculées 

• Précision de mesure et homogénéité des décalages observés entre masse théorique et 

masse calculée. Dans le cas contraire, il faut vérifier l’étalonnage du spectre avant de 

conclure 

A cela il faut ajouter plusieurs variables en fonction de la taille de la protéine : plus la 

masse est grande, plus on a de chance de trouver des peptides qui matchent par hasard, par 

contre, il faudra plus de match pour couvrir un bon pourcentage de la protéine. Les causes de 

non identification de la protéine par cette méthode peuvent être : 

• Un faible pourcentage de recouvrement 

• Une mesure peu précise ou une mauvaise calibration du spectre 

• Un « écrasement » du signal d’intérêt par celui de la trypsine (il faut baisser sa 

quantité) ou des contaminants 

• Une composition en acides aminés pauvre en Proline ou pauvre en Arginine ou Lysine 

C-terminales ; celles-ci améliorent leur ionisation/détection (Krause et al. 1999) 



 

 93

• Présence massive de modifications des peptides (modifications post-traductionnelles 

ou chimiques lors des manipulations) qui dispersent le signal 

• Présence de sites de coupure enzymatiques trop fréquents ou trop rares génèrant des 

fragments trop petits ou trop grands pour être détectés dans la plage de masses 

mesurées par l’appareil. Dans ce cas, il faut envisager d’utiliser une autre protéase. 

En absence de résultat, il faut utiliser l’approche MS-MS. 

B. Informations de séquence : approche MS-MS 

La spectrométrie de masse en tandem permet d’obtenir des informations de séquence 

(et non la séquence) sur les peptides qui, dans la chambre de collision, cassent au niveau de la 

liaison peptidique ou de part et d’autre. En fonction de la liaison cassée, une nomenclature 

internationale (Figure 27) a été mise au point pour les différents types d’ions fils obtenus 

après fragmentation d’un peptide ion parent (Roepstorff and Fohlman 1984 ; Biemann 1990). 

En fragmentation de basse énergie on voit apparaître les ions suivants :: 

• Ions a, b et c : la charge positive est portée par l’acide aminé N-terminal 

 Ions a : cassure en amont de la liaison peptidique CH-CO 

 Ions b : cassure de la liaison peptidique CO-NH 

 Ions c : cassure en aval de la liaison peptidique NH-CH 

• Ions x, y et z : la charge positive est portée par l’acide aminé C-terminal 

 Ions x : cassure en amont de la liaison peptidique CH-CO 

 Ions y : cassure de la liaison peptidique CO-CN 

 Ions z : cassure en aval de la liaison peptidique NH-CH 

 

Si on fragmente en haute énergie on peut aussi voir apparaître les ions suivants : 

• Ions d : la charge positive est portée par l’acide aminé N-terminal 

 cassure de la chaîne latérale après le carbone bêta 

• Ions v et w : la charge positive est portée par l’acide aminé C-terminal 

 Ions v : cassure de la chaîne latérale après le carbone alpha 

 Ions w : cassure de la chaîne latérale après le carbone bêta 

 

Suivant la position de la cassure, l’ion est incrémenté d’un nombre qui correspond à la 

position de l’acide aminé correspondant dans la séquence peptidique. Après fragmentation on 

obtient donc les ions positivement chargés de la Figure 28. 



 

 94

 
Figure 27. Nomenclature internationale des ions issus de la fragmentation de peptides 

: 

 
Figure 28. Formules semi-développées des ions issus de la fragmentation de peptides 

Toutefois, les ions les plus visibles dans les spectres avec un triple quadripôle comme 

celui utilisé lors de ma thèse sont les ions b et y car la liaison peptidique est la plus fragile 

(Figure 29). 
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Figure 29. Fragmentation des peptides la plus fréquemment observée par collision sur Qstar 

Si on regarde les ions d’une même série (b ou y), la différence de masse entre deux 

pics consécutifs correspond au résidu d’acide aminé perdu. Comme on connaît la masse 

précise des 20 acides aminés il est possible en progressant de proche en proche de retrouver 

des informations de séquence (Figure 30). 

 
Figure 30. Obtention des informations de séquence à partir d’un spectre MS-MS 

A noter que la séquence peptidique se lit des plus basses aux plus hautes  masses pour 

les ions b et dans le sens inverse pour les ions y. Suivant la qualité des résultats obtenus, on 

peut obtenir deux types d’informations de séquence. Comme à l’information de séquence est 

ajoutée la taille du précurseur (ion parent), il suffit parfois d’une petite séquence de 3 ou 4 

acides aminés pour identifier une protéine (Mann et al. 1993). On parle alors de « Peptide 

sequence tag ». Cependant l’approche MSMS est assez puissante pour obtenir de longues 

informations de séquence et conforter d’autant plus l’identification de la protéine. 
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C. Interrogation des bases de données 

Après traitement des spectres (lissage, filtre anti-bruit, déconvolution), on obtient des 

informations brutes (taille/intensité des pics) ou un « mass fingerprint » ou des informations 

de séquence (tag ou sequence). Le type d’interface permettant d’interroger les bases de 

données diffère suivant le type d’informations utilisées. Une majorité de ces interfaces est  

disponible en ligne. Elle ont leurs propres paramètres pour hiérarchiser les résultats (précision 

de mesure, nombre de peptides matchés, couverture de séquence) : 

• Mascot (http://www.matrixscience.com) 

• MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/msfit.htm) (mass fingerprint) 

• Profound (mass fingerprint) 

• Peptide Search (http://www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/pepti 

de searchpage.html) (mass fingerprint) 

• Peptide mass (http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html) 

• Aldente (http://www.expasy.org/tools/aldente/) (mass fingerprint) 

 

Toutes sortes d’outils pour valider les résultats ou simuler des modifications des 

protéines sont disponibles sur des serveur tels que: 

• Swissprot (http://www.expasy.org/tools) 

• Proteinprospector (http://prospector.ucsf.edu) 

 

Il est également possible d’aligner les séquences obtenues contre celles disponibles les 

bases de données avec des outils tels que Blast ou Fasta3 (Expasy).  

 

Ces outils de spectrométrie de masse nous ont permis de mettre un nom sur les 

protéines co-immunoprécipitées avec Akt, de « pêcher » des candidats-partenaires. Ces 

protéines étaient potentiellemnt des partenaires totalement méconnus de la kinase Akt, nous 

sommes ensuite revenu à des outils de biologie plus classiques pour les valider et comprendre 

leur importance dans la signalisation de Akt et dans le cancer du sein. 
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ARTICLE 1 : THE ANTI-APOPTOTIC EFFECT OF 

FIBROBLAST GROWTH FACTOR-2 IS MEDIATED 

THROUGH NUCLEAR FACTOR-KB ACTIVATION 

INDUCED VIA INTERACTION BETWEEN AKT AND IKB 

KINASE-B IN BREAST CANCER CELLS 
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ARTICLE 3: PROTEOMIC EXPLORATION REVEALS 

ACTIN AS A MAJOR SIGNALING PARTNER OF THE 

SERINE/THREONINE KINASE AKT 

 

Sera soumis à «Molecular and Cellular Proteomics» en septembre 2005 
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Données supplémentaires 

 
Nous avons également realisé un test d’activité kinase du complexe IKK lors de la 

stimulation par le FGF-2 et ce en éteignant par siRNA l’expression de Akt, de IKKα ou de 

IKKβ. Nos résultats ont montré que Akt est nécessaire à la stimulation de l’activité du 

complexe et que IKKβ est abolument indispensable à l’activité du complexe IKK. Par contre, 

le siRNA quasi total de IKKα n’abolit que faiblement l’activation du complexe. IKKβ est 

donc nécessaire et suffisant pour une stimulation de l’activité IKK via la voie Akt. 

 

C2

FGF-2

+

-

+

+

siRNA control

siRNA IKKα

siRNA IKKβ

siRNA Akt

IKK kinase activity assay:

reaction (30 min, 37°C) 
in Kinase buffer containing ATP

Recombinant IkB

IP IKK

Cell stimulation

siRNA control/Akt/IKKα/IKKβ

WB IκB
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ARTICLE 2 : THE VALOSIN-CONTAINING PROTEIN 

(VCP) IS A TARGET OF AKT SIGNALING REQUIRED 

FOR CELL SURVIVAL 

 

En révision pour «Journal of  Biological Chemistry» 

 

VCP (valosin-containing protein) est une protéine de la famille des AAA ATPases 

(ATPases associated with a variety of cellular activities). Comme son nom l’indique cette 

famille contrôle une très large palette de phénomènes cellulaires tels que la reformation des 

membranes golgiennes et nucléaires après mitose (Meyer 2005), le transport vésiculaire, 

l’élimination de protéines solubles via le système ubiquitine-protéasome, la régulation 

génique, du cycle cellulaire et de l’apoptose (Woodman 2003). Nous avons pu identifier VCP 

dans le co-immuprécipitat de Akt. Devant le différentiel observé lors de la stimulation des 

cellules par le FGF-2 (tout ou rien) et la détection d’un consensus de phosphorylation par Akt, 

nous avons choisi VCP comme l’une des priorités dans notre étude des partenaires de Akt.  

 

 

 

 

 

 



 

 170

Données supplémentaires 
Nous avons également séparé Akt et les protéines co-immunoprécipitées par 

électrophorèse 2D selon le protocole précédemment utilisé dans l’article 1 et décrit 

dans(Vercoutter-Edouart et al. 2001). L’analyse des spots protéiques par empreinte trypsique 

et les informations de séquence nous a permis d’identifier quelques candidiats-partenaires de 

Akt qui sont essentiellemnt des protéines chaperones. Les noms des protéines identifiées sont 

replacés sur le gel 2D correspondant à une condition où Akt a été  stimulée par le FGF-2 

(Figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 31. Gel 2D de séparation de Akt et de ses partenaires. Le gel présenté correspond à la coloration au 
bleu colloidal de la séparation en électrophorèse 2D du co-immunoprécipitat de Akt après de la stimulation de 
Akt par le FGF-2. 
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Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis d’identifier 3 nouveaux 

substrats de Akt, ou du moins de cette voie de signalisation, impliqués dans l’effet de survie 

du FGF-2. Les autres partenaires de Akt identifiés restent à être étudiés sur le plan 

fonctionnel. 

 

Le FGF-2 favorise la résistance à l’apoptose des cellules de cancer du sein grâce à Akt 

Nous avons montré dans l’article 1 que le FGF-2 est anti-apoptotique pour les cellules 

de cancer du sein. Les cellules MCF-7 que nous avons utilisées dans notre étude ont la 

particularité d’être déficientes en caspase 3, une caspase effectrice dans l’induction de 

l’apoptose, ce qui les rend moins sensibles à l’apoptose par radiation (Essmann et al. 2004). 

La déficience en caspase 3 semble être suppléée par la redondance d’effet entre les caspases et 

la caspase 3 constituerait une boucle d’amplification de l’effet des caspases dans l’induction 

de l’apoptose, observable en réexprimant la caspase 3 dans les MCF-7 (Yang et al. 2005). 

Une sensibilité moindre ne nous a cependant pas empêché d’induire l’apoptose des cellules 

MCF-7 avec les apoptogènes C2, 5FU, camptothécine et étoposide à un niveau suffisant pour 

notre étude. On peut ainsi considérer que les cellules MCF-7 constituent un modèle de 

cellules résistantes et l’étude des mécanismes par lesquels elles échappent aux traitements, 

notamment en réponse aux facteurs de croissance, permettrait d’élaborer de nouvelles 

stratégies pour les détruire. Nous avons tout de même testé l’effet du FGF-2 sur l’apoptose de 

trois lignées épithéliales mammaires différentes (MCF-7, BT-20, T47-D) afin de vérifier que 

l’effet anti-apoptotique du FGF-2 que nous avons mis en évidence n’était pas une particularité 

du modèle que sont les cellules MCF-7. Le FGF-2 ne sauvegarde pas seulement les cellules 

de cancer du sein de l’apoptose induite par le C2 céramide apoptogène mais aussi de 

l’apoptose induite par des drogues anti-cancéreuses utilisées en clinique : le 5-fluorouracile, la 

camptothécine ou l’étoposide. Ces apoptogènes induisent l’apoptose par des mécanismes 

différents (inhibition de la synthèse d’ADN, des topoisomérase 1 ou 2). Le FGF-2 a donc un 

effet global de résistance à l’apoptose. Cette action anti-apoptotique du FGF-2 a déjà été 

décrite pour d’autres types de cancers que le carcinome mammaire (Ornitz et Itoh 2001) et 

constitue un stimulateur fort de la survie des cellules de foie (Pardo et al. 2002), de prostate 

(Polnaszek et al. 2003) et des lymphocytes T (Murphy et al. 2001). Dans le cancer du sein, à 

part une étude indiquant que le FGF-2 inhibe la croissance et induit l’apoptose des cellules de 

cancer du sein dans des conditions expérimentales particulières (Fenig et al. 1997), toutes les 

études montrent une forte stimulation de la croissance tumorale et de la métastase 

(Kurebayashi et al. 1993; McLeskey et al. 1998; Rahmoune et al. 1998; Zhang et al. 1999; 
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Nurcombe et al. 2000; Suyama et al. 2002). Nos résultats confortent l’idée d’une stimulation 

de la croissance tumorale par stimulation directe de la prolifération mais aussi de la survie 

cellulaire. Compte tenu du fait que le FGF-2 est naturellement présent dans les tumeurs 

mammaires (Dickson et al. 2000) et est produit par les cellules mammaires (el Yazidi et 

Boilly-Marer 1995), nos résultats suggèrent que le FGF-2 endogène des tumeurs mammaires 

pourrait gêner l’action des thérapies anti-cancéreuses basées sur l’induction l’apoptose. C’est 

pourquoi des stratégies d’inhibition du FGF à base de glycosaminoglycannes ou d’inhibiteurs 

de tyrosine kinase (Ornitz et Itoh 2001; Manetti et Botta 2003) est une option à prendre en 

compte dans le traitement du cancer du sein. 

 

Akt est hyperactivable en situation de stress dans les cellules de cancer du sein 

Nous avons reporté dans l’article 1 que Akt est activé par le FGF-2 essentiellement en 

situation de stress. En effet (figure 2E article 1), Akt ne semble activé par le FGF-2 qu’en 

condition de traitement apoptogène par le céramide C2, le 5 fluorouracil , la camptothécine ou 

l’étoposide. Nous avons remarqué que le niveau d’expression de la protéine régulatrice p85 de 

la PI3K ne varie pas suivant le stress de la cellule alors que le niveau d’expression de la 

protéine PDK1, qui est un activateur direct de Akt, augmente en fonction du stress 

apoptogène. On peut même remarquer que le niveau d’activation de Akt par le FGF-2 suit le 

niveau d’expression de PDK1. Notre hypothèse est que le niveau de PDK1 dans les cellules 

MCF-7 est limitant pour l’activation de Akt et que ce niveau de PDK1 est augmenté en 

réponse au stress de la cellule ; augmentation qui permet alors une activation maximale de 

Akt, voie de résistance à l’apoptose par excellence. Comme la colocalisation de Akt et PDK1 

n’est possible que grâce aux phosphoinositides PIP3 produits par la PI3K, on n’observe pas 

d’activation de Akt en stress seul mais lors de la stimulation de PI3K par le FGF-2. Cette 

surexpression de PDK1 par la cellule de cancer du sein lors du stress apoptogène apparaît 

donc comme un mécanisme permettant d’hyperactiver la voie Akt et d’échapper à l’apoptose. 

 

Avantages et limites de notre approche expérimentale 

Afin de pouvoir diminuer, voire inhiber l’effet de survie du FGF-2, il faut en connaître 

le mode de signalisation. L’étude des voies de signalisation empruntées dans nos conditions 

expérimentales, nous a permis d’identifier Akt comme le médiateur de la survie cellulaire. 

Afin de décrypter cette voie de signalisation, nous avons co-immunoprécipité Akt avec ses 

partenaires afin de les identifier grâce aux outils de la spectrométrie de masse. 
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L’immunoprécipitation a été faite sur protéine endogène, autrement dit sans  

transfection d’un vecteur codant la protéine d’intérêt. Travailler avec la protéine à des taux 

physiologiques évite les localisations atypiques fréquemment décrites pour les protéines 

surexprimées. Cela a nécessité de cultiver des quantités non négligeables de cellules (60 

millions de cellules MCF-7 par condition) afin d’obtenir, après immunoprécipitation, des 

quantités de protéines compatibles avec la coloration des gels et l’identification par 

spectrométrie de masse. Cependant, l’un des problèmes rencontrés lors de l’utilisation d’une 

telle quantité de protéines est l’apparition de faux positifs, de protéines dites « collantes » que 

l’on va enrichir en même temps que les complexes de Akt. C’est pourquoi, après avoir 

identifié les protéines de l’immunoprécipitat, nous avons criblé la présence de sérines ou de 

thréonines phosphorylées par Akt grâce l’anticorps PAS et choisi d’étudier en priorité les 

protéines dont la co-immunoprécipition avec Akt et la phosphorylation varie entre les 

conditions de culture où Akt est stimulée ou non par le facteur de croissance. Les autres 

partenaires de Akt dits constitutifs pourraient être nécessaires à sa conformation, à la 

présentation de substrats ou à la localisation de Akt mais des études complémentaires sont 

nécessaires pour identifier les faux positifs et répondre à cette question. 

Des mises au point ont donc été nécessaires pour obtenir les immunoprécipitats les 

plus « propres » possibles. Cela a commencé par le test des différents supports 

d’immunoprécipitation (colonne/billes d’agarose, de sépharose/billes magnétiques) puis par 

l’accrochage covalent des anticorps sur des billes pour éviter d’en retrouver en quantités 

importantes dans les immunoprécipitats. Ceci est une limite non négligeable de 

l’immunoprécipitation en particulier lorsqu’elle est suivie d’une électrophorèse 2D car les 

chaînes lourdes et légères des anticorps font apparaitre de longs trainées de spots qui 

masquent les signaux d’intérêt. La dernière mise au point s’est faite sur les méthodes d’élution 

des complexes protéiques à partir de billes (tampon Laemlli, baisse de PH). Le rendement 

d’élution par diminution de pH est moins bon mais on récupère moins de chaînes 

d’immunoglobulines. Par contre, l’élution par chauffage (95°C, 5 min.) est plus efficace mais 

relargue des chaînes d’immunoglobulines 

Avec plus de recul sur les résultats obtenus au cours de cette thèse, de meilleurs 

rendements auraient peut-être été obtenus en surexprimant une protéine étiquetée de façon à 

utiliser un anticorps très efficace en immunoprécipitation. Une telle approche a déjà été 

utilisée avec succès par Soskic pour identifier les partenaires du récepteur au PDGF (Soskic et 

al. 1999). Il aurait fallu valider ensuite les partenaires identifiés à des taux physiologiques 

pour vérifier que l’interaction n’est pas un artefact dû à la transfection. Récemment, une 
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méthode de double purification dite TAP (tandem affinity purification) pour purification 

poussée des complexes de protéines. La combinaison de deux étiquettes d'affinité différentes 

a considérablement réduit le nombre de faux-positifs. Quand nous avons démarrer notre projet 

d’étude de  signalisation de  Akt, cette méthode TAP n’était pas encore publiée et réservée 

l’étude de complexes constitutifs en levure (Rigaut et al. 1999) mais le transfert du système 

en cellules de mammifères et les résultats dans l’étude de la signalisation du TNF-α sont très 

prometteurs (Puig et al. 2001). 

Mis à part IKKβ, nous n’avons identifié que peu de protéines de signalisation ou de 

faible expression. Par ailleurs, nous n’avons pas confirmé les partenaires de Akt déjà 

identifiés. En électrophorèse 2D (Figure 31), cette non-détection peut s’expliquer par 

l’hydrophobicité et les points isoélectriques fortement basiques des partenaires les plus 

connus de Akt. Par exemple, GSK-3 a un point isoélectrique théorique de 9 et la télomérase 

humaine a un point isoélectrique de 10,72 pour une masse moléculaire de 120 kDa ; ce qui les 

rend difficilement détectable en électrophorèse 2D. Cependant nous ne sommes pas parvenus 

non plus à les détecter en SDS-PAGE. Etaient-ils masqués par les protéines majoritaires ? 

N’étaient-ils pas suffisamment purifiés par notre méthode ? 

Actuellement, il existe plusieurs alternatives aux gels d’acrylamide. En effet, les 

progrès de ces dernières années en chromatographie liquide (multi-dimensionnelle, 

femtodébit) et la sensibilité toujours plus grande des spectromètres de masse ainsi que les 

nouvelles approches de type « shotgun » (Li et al. 2003; McDonald et Yates 2003 ) devraient 

permettre de détecter les protéines basiques et légèrement hydrophobes dont font partie 

nombre de partenaires de Akt.  

La co-immunoprécipitation permet de purifier des complexes protéiques et ceux-ci se 

composent parfois d’un grand nombre de protéines. Si la force des interactions protéine-

protéine le permet, l’anticorps peut entraîner une chaîne de plusieurs protéines qui résiste aux 

rinçages de l’immunoprécipitation et nous obtenons ainsi des partenaires indirects de Akt. Ils 

ne sont évidemment pas des substrats de Akt et leur co-immunoprécipitation dépend de celle 

du partenaire direct de Akt qui a servi d’intermédiaire. Nous avons identifié l’alpha actinine-4 

ou PCNA comme partenaires indirects de Akt. Notre étude ayant été centrée sur une 

recherche des cibles de signalisation de Akt, nous nous sommes concentrés sur les protéines 

dont l’interaction avec Akt est régulée par le FGF-2 et qui sont phosphorylées sur un 

consensus correspondant à celui de Akt. 
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Pertinence des candidiats partenaires identifiés 

Les protéines identifiées, qui ont été retenues dans le co-immunoprécipitat, ne 

comportent pas toutes le consensus de phosphorylation par Akt RXRXXS/T déduit d’une 

série d’études in vitro. Plusieurs hypothèses s’offrent à nous : les protéines retenues ne sont 

pas des substrats mais des co-facteurs de Akt, sont des partenaires indirects de Akt, ou sont 

des faux positifs dûs aux limites de spécificité des anticorps et de celle de 

l’immunoprécipitation (compromis lavage / signal). L’immunoprécipitation reverse (immuno-

précipitation du candidat-partenaire) et l’identification de Akt dans l’immunoprécipitat nous a 

permis d’écarter les faux positifs. 

 Il est à noter que certaines protéines, comme des substrats reconnus de Akt in vivo, ne 

ressortent pourtant qu’avec des paramètres de stringence faible quand on les crible avec les 

algorythmes de Scansite (http://scansite.mit.edu/motifscanner/motifscan1.phtml); ce qui 

montre une limite de l’approche bioinformatique basée sur des peptides de synthèse seuls et  

non validés dans un  contexte biologique. 

Quasiment tous les substrats de Akt démontrés à ce jour présentent le consensus 

RXaaRXaaXaaS/T. Toutefois, dans un contexte in vivo, il s’avère que l’arginine en position -

5 du site S/T de phosphorylation par Akt ne soit pas absolument indispensable. En effet, l’  

« Insulin-response Element-binding Protein  1» (KERCQS1036) (Villafuerte et al. 2004), la 

« Yes-Associated Protein » (Basu et al. 2003), CREB LSRRPS133Y (Du et Montminy 1998), 

et l’ATP-citrate Lyase (TPAPSRTASF) (Berwick et al. 2002) sont phosphorylés in vivo par 

Akt sans posséder cette Arginine en -5. Lawlor et collaborateurs ont supposé pour Akt 

l’existence d’un motif d’accrochage, fonctionnant comme le domaine δ de C-jun, qui 

stabiliserait in vivo l’interaction de Akt avec certains de ses substrats et qui seraient à l’origine 

des différences observées entre les résultats in vivo et in vitro (Lawlor et Alessi 2001). 

Mdm2 est un autre exemple de substrat de Akt qui a pourtant un mauvais score in 

silico. Chez la souris, la sérine 185 de mdm2 obtient le meilleur score des candidats et est bien 

phosphorylé in vivo et in vitro par Akt. Par contre, le mdm2 humain possède un acide 

aspartique en +1 qui rend son score très mauvais. Et pourtant, mdm2 humain est fortement 

phosphorylé in vivo par Akt. L’approche in silico est un bon outil pour trier les candidats-

substrats et évaluer une priorité dans leur étude s’ils sont nombreux, mais certaines cibles 

atypiques de Akt ne sont pas détectées par cette méthode et il est toujours indispensable de 

tester l’éventuelle phosphorylation in vivo.  
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Rôle potentiel des candidats-partenaires identifiés 

Nombre des protéines que nous avons identifiées dans le co-immunoprécipitat de Akt 

se sont révélées être des protéines chaperones. La protéine 14-3-3σ, ou stratifine, est une 

chaperone se fixant à des protéines sur des sites phosphorylés pour réguler leur activité ; d’où 

son importance dans les voies de signalisation (Mackintosh 2004). Pour cause 

d’hyperméthylation du promoteur du gène, 14-3-3σ est fortement sous exprimée dans les 

biopsies de cancer du sein et dans les lignées mammaires (Ferguson et al. 2000 ; Vercoutter-

Edouart et al. 2001). Pourtant nous la retrouvons dans l’immunoprécipitat de Akt à un niveau 

détectable par la coloration au bleu colloïdal. L’interaction de Akt avec 14-3-3σ doit être 

assez forte pour permettre d’enrichir l’extrait en protéine 14-3-3σ. L’expression de 14-3-3σ 

est induite en réponse au stress et provoque un arrêt du cycle cellulaire en G2. Ces données 

amènent l’idée d’un rôle suppresseur de tumeur pour 14-3-3σ. De façon intéressante, il a été 

montré que 14-3-3σ peut être un régulateur négatif de la voie Akt en piégeant les sites de 

phosphorylation des substrats de Akt bloquant ainsi leur activité Comme c’est le cas de la 

tubérine (Liu et al. 2002). Il y aurait donc une balance entre Akt et 14-3-3σ de part leurs 

pouvoirs respectivement oncogénique et répresseur et de part le pouvoir de régulation 

négative de 14-3-3σ sur la signalisation de Akt. D’autres protéines chaperones ont aussi été 

identifiées dans le co-immunoprécipitat de Akt telles que la HSP27 ou la mortaline dont le 

rôle principal est également de protéger les protéines de la dégradation et de la 

déphosphorylation et de stabiliser les complexes protéiques.  

 

• Régulation de l’effet de survie de NFκB par Akt 

La signalisation antiapoptotique des facteurs de croissance implique souvent les voies 

de signalisation NFκB (Karin et al. 2004) et MAPK (Ballif et Blenis 2001). L’activité NFκB 

est contrôlée par la translocation du cytoplasme au noyau de dimères de facteurs de 

transcription NFκB retenus dans le cytoplasme par les inhibiteurs kappa B (IκB). IkB masque 

leur séquence de localisation nucléaire (NLS, nuclear localization sequence), leur site de 

dimérization et leur site de liaison à l’ADN. Après stimulation, IκB est phosphorylé par le 

complexe des IkB kinases (IKKs) induisant une dégradation rapide de IκB par le système 

ubiquitine protéasome 26S et ainsi une translocation nucléaire des dimères de NFkB qui 

stimulent alors l’expression de leurs gènes cibles (Karin et al. 2004). Le complexe des IKKs 

est composé de deux sous-unités catalytiques IKKα et IKKβ et d’une sous-unité régulatrice 

IKKχ (NEMO). IKKβ est la sous-unité primordiale pour l’activation de la voie canonique de 
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NFκB qui dépend de la dégradation de IκB et qui est décrite comme activant directement p65 

par phosphorylation. IKKα est la sous-unité primordiale pour la voie NFκB non canonique 

qui régule au moins les dimères Rel B/p52 (Karin et al. 2004). 

La voie PI3K/Akt est un régulateur de la survie cellulaire par activation indirecte du 

facteur de transcription NFκB lors de la stimulation par les facteurs de croissance tels que le 

TNF (Ozes et al. 1999) ou le PDGF (Romashkova et Makarov 1999). Dans ces cas, c’est la 

phosphorylation de la forme alpha de IKK sur la thréonine 23 à qui a été imputé le lien entre 

Akt et NFκB. Dans l’article 1 nous montrons que l’interaction entre Akt et IKKβ est 

augmentée lors de la stimulation par les facteurs de croissance et qu’il en résulte une 

phosphorylation de IKKβ sur un consensus proche de celui reconnu par Akt. De plus, 

l’expérience d’ARN interférence sur les IKK α et β a montré que IKKβ seul peut être stimulé 

par Akt. Akt serait donc capable d’activer, par phosphorylation, à la fois les formes α et β de 

IKK pour stimuler l’activité globale du complexe IKK et activer la voie NFκB. Il est 

également observé lors de la stimulation de monocytes/macrophages par des 

lipopolysaccharides (LPS) que IKKβ peut directement phosphoryler sur la sérine 536 le 

facteur de transcription p65 de la famille NFκB pour le libérer de IκB (Yang et al. 2003). 

Nous avons démontré que la phosphorylation de IKKβ correspond à une augmentation de 

l’activité NFκB mais on ne sait pas si dans ce cas IKKβ phosphoryle IκB et/ou p65 pour 

activer NFκB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 32. Schéma hypothétique d’action d’Akt sur la voie NFκB (VCP, valosin-containing protein ; IKK, 
inhibitor kappaB kinase ; IκB, inhibitor kappaB ; NFκB, nuclear factor kappaB) 
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Dans l’article 2, nous avons démontré que Akt est capable de phosphoryler la valosin-

containing protein (VCP) sur un consensus proche de celui de Akt et que VCP est nécessaire à 

l’activation de NFκB par Akt. Un lien est déjà connu entre VCP et NFκB puisque VCP est 

une ATPase qui interagit directement avec IκB et module sa dégradation par le protéasome 

26S (Dai et al. 1998; Dai et Li 2001). Nous montrons pour la première fois que Akt est 

capable de réguler la voie NFκB par un autre processus que la stimulation du complexe IKK. 

La régulation de NFκB par Akt apparaît donc bien plus complexe que la seule 

phosphorylation de IKKα  (Figure 32). 
 

• Le contrôle du cytosquelette : une fonction émergente de Akt 

Plusieurs partenaires de Akt identifiés au cours de notre étude sont des composants du 

cytosquelette et d’autres données récentes de la littérature indiquent que le contrôle du 

cytosquelette est une fonction émergente d’Akt (Lee et al. 2001). Les tubulines, constituants 

des microtubules, sont des hétérodimères de formes α et β. Leurs modifications post-

traductionnelles jouent un grand rôle dans l’apoptose et la résistance des cellules cancéreuses 

aux thérapies. La modification des tubulines a été reportée dans le cancer du sein comme étant 

corrélée avec une forte agressivité de la tumeur (Mialhe et al. 2001). De même, un nombre 

important de modifications des tubulines a été détecté dans des clones de cellules MCF-7 

résistantes au taxol (Banerjee 2002) et l’interaction des tubulines et du taxol est maintenant 

bien caractérisée (Snyder et al. 2001). Plusieurs kinases telles que MEK, ERK et p90RSK 

interagissent avec les tubulines pour réorganiser le cytosquelette et réguler la division 

cellulaire (Willard et Crouch 2001). Nos résultats montrent que Akt est également une kinase 

interagissant avec les tubulines. Comme l’activité de Akt provoque la résistance des cellules 

de cancer du sein aux traitements anticancéreux dont le taxol (Clark et al. 2002), un lien entre 

activité de Akt et tubulines est possible. Les tubulines sont-elles une cible de la signalisation 

de Akt ? Sont-elles importantes pour l’activité de cette kinase ? 

Nous avons identifié un autre partenaire de Akt faisant partie du cytosquelette : 

l’alpha-actinine 4 qui est une forme non musculaire de l’alpha actinine dont la surexpression 

augmente sensiblement la mobilité cellulaire. Il a déjà été décrit une relation entre la voie 

PI3K/Akt et l’alpha-actinine 4 puisque l’inhibition de la PI3K provoque une relocalisation de 

l’alpha actinine 4 du noyau dans le cytoplasme et coïncide avec un remaniement de l’actine 

(Honda et al. 1998). La relocalisation de l’alpha-actinine 4 est fortement corrélée avec un 

phénotype histologique infiltrant et un mauvais pronostic dans le cancer du sein. Ces données 

suggèrent que l’alpha-actinine-4 cytoplasmique augmente la mobilité cellulaire. Nous n’avons 
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pas pu mettre en évidence de site phosphorylé par Akt sur l’alpha-actinine 4, Akt ne doit donc 

pas réguler directement la localisation de l’alpha-actinine 4 par phosphorylation. Néanmoins, 

l’alpha-actine-4 est également décrite comme une protéine servant de ponts entre enzyme et 

substrat. De cette façon, elle pourrait agir comme un cofacteur de Akt stabilisant son 

interaction avec ses substrats. Son interaction avec Akt peut aussi être indirecte et on peut co-

immunoprécipiter Akt et l’alpha-actinne 4 via l’un des partenaires directs de Akt. Le candidat 

le plus probable pour servir d’intermédiaire entre Akt et l’alpha-actinine-4 semble être 

l’actine puisqu’elle co-immunoprécipite avec Akt  et puisque actine et alpha-actinine sont 

souvent fortement liées (Lebart et al. 1993). Cependant, la possibilité d’une interaction directe 

de Akt et de l’alpha-actinine-4 sans phosphorylation de l’actinine ne peut pas être écartée. 

L’actine est la protéine du cytosquelette que nous avons identifiée comme partenaire 

majeur de Akt. Nous avons également démontré qu’elle est phosphorylée sur un consensus 

lors de la stimulation par le FGF-2 et cette phosphorylation corrèle avec un remaniement 

cortical de l’actine. Nous avons montré que Akt seul est capable de phosphoryler  in vitro 

l’actine sur un tel consensus. Le réseau d’actine est un système structurellement et 

fonctionnellement complexe retrouvé dans toute cellule eucaryote (Carlier 1991). Sa 

régulation joue un rôle crucial dans la croissance, la différenciation, l’exocytose et la mobilité 

cellulaire. Lors du développement tumoral et de la métastase, un remaniement de l’actine est 

souvent la conséquence de signaux oncogénique tels que Src ou Ras ou à l’inactivation de 

protéines liées à l’actine qui ont un rôle de suppresseurs de tumeur comme la gelsoline (Yin et 

Stull 1999). De façon intéressante, la PI3K est nécessaire pour la nucléation de l’actine 

provoquée par la stimulation de cellules de cancer du sein par l’EGF (Hill et al. 2000). Nos 

travaux suggèrent que Akt est un effecteur important de  la PI3K dans le remaniement de 

l’actine.  

Les petites protéines Rac, Rho et cdc42 contrôlent le cytosquelette d’actine et régulent 

aussi la synthèse des PIP2 par association avec les PI3K (Toker 1998). Ces actions des petites 

protéines G ne sont peut-être pas indépendants puisque les PIP2 sont justement les substrats 

de la PI3K qui lui permettent d’activer indirectement Akt, activation qui correspond au 

remaniement de l’actine. Les PIP2, en tant qu’élément du cycle des phosphoinositides, jouent 

aussi un rôle important dans la régulation de voies de signalisation, du remaniement du 

cytosquelette et du trafic intracellulaire (Toker 1998; Anderson et al. 1999).  

D’autres membres de la voie PI3K ont également été décrits comme provoquant un 

remaniement de l’actine. La famille des kinases activées par p21 (PAK, p21-activated 

kinases) phosphorylent également l’actine sous la dépendance des petits protéines G. Rac 
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elles même activées par la PI3K désassemble les fibres de stress et redistribue les 

microfilaments via cdc42 (Papakonstanti et Stournaras 2002). PAK1 peut également être 

activée par Akt (Saltiel et Kahn 2001) ou PDK1 indépendamment de la  PI3K ou des 

GTPases. (King et al. 2000). De la même façon, la phosphorylation de EDG1 (endothelial 

differentiation gene 1) par Akt régule l’activation de Rac, un remaniement cortical de l’actine 

et la migration chémo-sensible. La phosphorylation de EDG1 par Akt constituerait un 

déclencheur de la migration cellulaire (Lee et al. 2001; Robert et al. 2001). Ces données 

montrent que Akt peut réguler indirectement le cytosquelette d’actine et favoriser la migration 

cellulaire. Mais cette régulation du cytosquelette peut-elle se faire par une action directe de 

Akt sur l’actine ?  

Une interaction de Akt dépendante du domaine PH avec l’actine a déjà été démontrée 

mais aucune phosphorylation directe de l’actine par Akt n’avait été décrite (Cenni et al. 

2003). Dans l’article 3, nous avons démontré que Akt phosphoryle directement l’actine de 

façon dépendante de son domaine PH sous la stimulation par le FGF-2 et que cela correspond 

à un remaniement cortical de l’actine. Cependant, à ce stade, nous ne savons pas si ce 

remaniement est dû à la phosphorylation de l’actine par Akt ou à l’action d’un effecteur de 

Akt comme EDG1 (Lee et al. 2001). De nombreux effecteurs de la voie PI3K/Akt régulent 

donc l’organisation de l’actine. Redondance d’effets ? Régulation fine du remaniement ? Des 

études seront nécessaires pour répondre à ces questions mais les données actuelles renforcent 

la conviction d’un rôle important de cette voie de signalisation dans les phénomènes liés au 

cytosquelette.  

De précédentes études ont déjà montré, dans les cellules de cancer du sein, une 

hyperphosphorylation de l’actine qui se traduit par une hyperpolymérisation de l’actine, une 

augmentation de la mobilité cellulaire et une résistance au chimio et radiothérapies (Lim et al. 

2004). Nos résultats montrent le réarrangement cortical de l’actine suite à la stimulation de 

Akt et une migration accrue des cellules. Cependant, pour l’effet de résistance aux traitements 

apoptogènes il est difficile de différencier l’effet de Akt sur l’actine de celui que Akt a sur ses 

autres cibles régulant l’apoptose. Il faudrait créer une actine mutée pour ses sites de 

phosphorylation par Akt mais il resterait alors les effets indirects de Akt via (par exemple 

EDG1) et il serait difficile de surexprimer un tel mutant face à la quantité déjà énorme 

d’actine endogène.  
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Nécessité de cartographier les sites de phosphorylation 

Nous n’avons pas, pour l’instant, cartographié les sites de phosphorylation sur les 

nouveaux substrats de Akt que nous avons identifiés. Nous avons pu détecter la présence de 

ces sites grâce à l’anticorps PAS mais la mutagenèse dirigée de ces sites de phosphorylation 

permettrait de préciser lesquels sont réellement importants pour l’activité de Akt. Par IMAC, 

nous avons pu réaliser des enrichissements en peptides phosphorylés sur un standard de 

β caséine mais le passage à l’échantillon biologique est difficile du fait des faibles quantités 

récupérées. Lors de la stimulation des voies de signalisation, seulement un petit pourcentage 

de chaque substrat est phosphorylé. Actuellement nous essayons de produire, par traduction in 

vitro, la protéine VCP pour vérifier si la phosphorylation in vitro par Akt seul est possible ; si 

oui, nous réaliserons la cartographie des sites de phosphorylation. Parallèlement, nous 

essayons de surexprimer VCP dans les cellules MCF-7 afin de réaliser la même expérience en 

cellules intactes car des cofacteurs peuvent être nécessaires. Cette nécessité de cartographier 

les sites de phosphorylation dans les études de protéomique fonctionnelle sur les voies de 

signalisation a motivé mon choix de position post-doctorale dans l’unité de protéomique du 

Dr. Nicholas Morrice (Wellcome Trust Biocentre, MRC Unit, Dundee). 
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Figure 33. Schéma récapitulatifs des résultats obtenus. Les protéines en jaune ont été co-immunoprécipitées 
avec Akt sans variation lors l’activation de Akt. Les protéines orange sont différentiellement co-
immunoprécipitées lors de la stimulation de Akt. Les protéines vertes sont des substrats de Akt (FGF, fibroblast 
growth factor; HSP, heat schock protein; CK, cytokératine; PCNA, proliferation cell nuclear antigen; VCP, 
valosin-containing protein; IKK, inhibitor kappaB kinase) 
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En conclusion, au cours de ce travail de thèse dont les résultats sont résumés dans la 

Figure 33, nous avons pu identifier une dizaine de candidats-partenaires de Akt mais surtout 

trois nouveaux substrats de la voie de signalisation de Akt. IKKβ et VCP complètent la 

compréhension de l’activation de NFκB par Akt et l’actine confirme l’importance de Akt dans 

le remaniement du cytosquelette et ouvre un nouveau champ d’investigation des phénomènes 

de réorganisation du cytosquelette et des effets de Akt sur la migration cellulaire et l’invasion. 

Bien qu’il soit très probable que d’autres substrats de Akt restent à découvrir, la 

compréhension des effets de la voie de signalisation PI3K/Akt ne se base déjà plus sur la 

connaissance de quelques substrats mais sur l’intégration des signaux au sein d’un vaste 

réseau dont les ramifications touchent la quasi-totalité des phénomènes cellulaires (Figure 

34). Au final, ce travail de thèse ajoute 3 nouvelles « briques » à la signalisation de Akt et 

permet de proposer ces molécules comme cibles thérapeutiques potentielles dans le cancer du 

sein. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Signalisation actuellement connue de la kinase Akt. Autour de Akt sont représentés ses substrats 
directs. Ainsi que les molécules de signalisation et les effets biologiques qu’a leur phosphorylation par Akt 
(SAPK, stress-activated protein kinase ; SEK1, extracellular signal-regulated kinase 1 ; ASK1, apoptosis signal-
regulating kinase 1 ; MLK3, Mixed lineage kinase 3 ; EDG1, endothelial differentiation gene 1 ; TSC2, 
tuberous sclerosis complex 2 ; YAP, yes-associated protein ; mTOR, mammalian target of rapamycin ; IKK, 
inhibitor kappaB kinase ; VCP, valosin-containing protein ; NFkB, nuclear factor kappaB ; PDE-3B, 
phosphodiesterase 3B ; FKHR, forhead ; CREB, cAMPC response element binding protein ; GSK3, glycogen 
synthase kinase 3 ; CDK, cyclin-dependent kinase; eNOS, endothelial nitrogen synthase ; hTERT, human 
telomerase retrotranscriptase ; mdm2, murine double minute 2). 
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ANNEXE 1 : PROTEOMICS IN ONCOLOGY:THE 

BREAST CANCER EXPERIENCE 



 

 245

 

 

 

 

 

ANNEXE 2 : DIFFERENTIAL EXPRESSION OF 

PROTEINS IN RESPONSE TO CERAMIDE-MEDIATED 

STRESS SIGNAL IN COLON CANCER CELLS BY 2-D 

GEL ELECTROPHORESIS AND MALDI-TOF-MS 

 

Marianne Fillet a passé plusieurs mois dans le laboratoire à développer l’approche 

protéomique par électrophorèse bidimensionnelle pour étudier les modifications de protéome 

liées au stress apoptogène des céramides sur les cellules de colon. Ma participation à ce 

travail a été l’accompagnement de Marianne dans les premières étapes de solubilisation des 

protéines de cellules de colon et la  séparation en électrophorèse bidimensionnelle. Ce travail 

a aboutit aux résultats décrits dans l’article suivant publié dans Journal of Proteome Research. 
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ANNEXE 3 : MASSES MONOISOTOPIQUES ET 

MOYENNES DES 20 ACIDES AMINES 

 

 

monoisotopic average

Alanine (A) 71.03711 71.0788
Arginine (R) 156.10111 156.1875

Asparagine (N) 114.04293 114.1038
Aspartic acid (D) 115.02694 115.0886

Cysteine (C) 103.00919 103.1388
Glutamic acid (E) 129.04259 129.1155

Glutamine (Q) 128.05858 128.1307
Glycine (G) 57.02146 57.0519

Histidine (H) 137.05891 137.1411
Isoleucine (I) 113.08406 113.1594
Leucine (L) 113.08406 113.1594
Lysine (K) 128.09496 128.1741

Methionine (M) 131.04049 131.1926
Phenylalanine (F) 147.06841 147.1766

Proline (P) 97.05276 97.1167
Serine (S) 87.03203 87.0782

Threonine (T) 101.04768 101.1051
Tryptophan (W) 186.07931 186.2132

Tyrosine (Y) 163.06333 163.1760
Valine (V) 99.06841 99.1326  
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