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A Introduction sur la mort cellulaire

| Les différents types de mort cellulaire

Chez les organismes pluricellulaires des plus simples comme le nématode Caenorhabditis
elegans jusqu’aux mammifeéres, il existe plusieurs processus de mort cellulaire qui sont
induits de facon programmée ou qui sont activés par les stimuli de stress extracellulaire. On
peut regrouper quatre mécanismes de mort cellulaire : I’apoptose, la nécrose, la nécrose

programmée et I’autophagie.

1 L apoptose

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmé et ordonné en différentes étapes
qui seront détaillées dans les pages suivantes. L’apoptose a été caractérisée
morphologiquement en 1972 par Kerr et Wyllie (208). Cette forme de mort cellulaire conduit
a une séquence d’altérations morphologiques comprenant le bourgeonnement de la membrane
plasmique, la condensation et la fragmentation du noyau, et le découpage de la cellule en
corps apoptotiques qui seront digérés par des macrophages ou par les cellules voisines.
L’apoptose exige de I'énergie sous forme d’ATP, et son exécution requiert I'activation d’une
famille de protéases, les caspases. L’apoptose joue un réle essentiel aussi bien pendant le
développement embryonnaire que tout au long de la vie de I’organisme adulte. Ce processus
de mort programmé permet a l'organisme d'éliminer les cellules cibles sans provoquer

I’inflammation du tissu.

2 La nécrose

A l’inverse de I’apoptose, la mort cellulaire par nécrose est le résultat d'une catastrophe
bioénergétique provenant de I'épuisement de I’ATP a un niveau incompatible avec la survie
des cellules. La nécrose est induite principalement par des agression extracellulaires comme le

stress toxique ou par les dommages physiques. La nécrose est caractérisée
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morphologiquement par la vacuolisation du cytoplasme et la perméabilisation de la membrane
plasmique qui conduit a la perte du contenu cellulaire. La libération des protéines
intracellulaires active le systeme immunitaire et entraine une réaction inflammatoire autour de
la cellule morte. Les cellules qui meurent par la nécrose montrent fréquemment des
changements de morphologie du noyau mais pas la condensation et la fragmentation de la

chromatine en fragments de 200 pb, caractéristiques de I’apoptose.

3 La nécrose programmée

Lorsque I’apoptose classique n'arrive pas a complétion, en l'absence de phagocytes ou dans
certaines conditions d’infection virale, il se produit une signalisation paralléle conduisant a
une mort cellulaire qui s’apparente a de la nécrose. Cette « nécrose programmee » fait
intervenir des agents impliqués dans I’apoptose comme les récepteurs de mort Fas et TNFR-1
ou les caspases 1 et 8. La protéine PARP, qui est un substrat des caspases effectrices, semble
aussi jouer un role important dans I’induction de cette nécrose programmée (pour revue
(192)).

4 L’autophagie et la paraptose

La mort par autophagie est caractérisée par la formation d’une vésicule cytosolique,
I’autophagosome, qui encapsule les organelles entiéres et notamment les mitochondries. Cet
autophagosome va pouvoir fusionnner avec le lysosome ou le contenu sera recyclé (257).
Contrairement a I’apoptose, I’autophagie nécessite un cytosquelette intact (pour revue (312)).
Il a été montré chez la levure, le Dictyostelium et le C.elegans que I’autophagie représente un
mécanisme de survie utilisé pour permettre a ces organismes de survivre a des périodes de
limitation en sources énergétiques (242). Chez I’lhomme on observe fréquemment des cellules
autophagiques dans les maladies neurodégéneratives tels que les maladies d'Alzheimer et de
Parkinson. 1l faut noter que les neurones présentent une forme de mort cellulaire non-
apoptotique proche de l'autophagie. Cette mort nommée paraptose qui est insensible aux
inhibiteurs de caspase et a Bcl-x,, requiert la synthése protéique. La paraptose n'entraine pas
de dégradation de I'ADN ni de formation de corps apoptotique. Comme l'autophagie, la
paraptose est caractérisée par une vacuolisation du cytoplasme qui provient d'un gonflement

des mitochondries et du réticulum endoplasmique (414).
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|1 Les mécanismes de mort par apoptose

1 Les caspases

L’apoptose est caractérisée par l'activation d’une famille de protéases a cysteine, les caspases
(pour cystein aspartyl protease), qui compte chez I’hnomme environ 14 membres. L’ensemble
des membres de cette famille d’endoprotéases posséde un site catalytigue comprenant un
résidu cystéine localisé dans un motif Q-A-C-X-G (X pouvant étre un résidu R, Q ou G). Les
caspases reconnaissent un motif tétrapeptidique, puis clivent la chaine polypeptidique au
niveau d’un résidu aspartate. Les caspases sont synthétisées sous forme de zymogenes
inactifs, les procaspases. L activation des procaspases se fait par des coupures proteolytiques
intra ou intermoléculaires. Une caspase active est formée par dimérisation de deux grandes et
deux petites sous-unités et comprend donc deux sites catalytiques, a I’exception de la caspase
9 dont la forme dimérique ne présente qu’un seul site actif.

Les procapases ont une structure primaire trés conservée qui comprend un prodomaine amino
terminal de taille variable, un domaine central correspondant a la grande sous-unité et un
domaine carboxy terminal qui correspond a la petite sous-unité (voir shéma n°1).

L’activation des caspases est séquentielle et débute par le clivage auto-protéolytique des
caspases initiatrices. Les caspases initiatrices possedent un prodomaine long, domaine CARD
(pour CAspase Recruitment Domain) pour les caspases 1, 2, 4 et 9 ou domaine DED (pour
Death Effector Domain) pour les caspases 8 et 10. Ces prodomaines longs permettent aux
caspases initiatrices d’étre recrutées au sein de complexes multiprotéiques qui servent
d'inducteurs de proximité (34) au sein desquels elles pourront étre activées par dimérisation et
clivage autoprotéolytique. Ces complexes multiprotéiques sont I’apoptosome, qui active la
procaspase 9, et le DISC (pour death inducing signaling complex) qui active les procaspases 8
et 10.
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Schéma n°1: Les principales caspases impliquées dans I’apoptose (Riedl SJ 2004)
Les caspases possedent toutes trois domaines : un prodomaine amino terminal, un domaine central long (p20) et
le domaine court (p10). Les caspases initiatrices possedent un long prodomaine contenant deux domaines DED
(caspases 8 et 10) ou un domaine CARD (caspases 9 et 2). Les caspases effectrices 3, 6 et 7 possédent un
prodomaine court. Les caspases sont activées par clivage protéolytique (sites de clivage représentés par les
fleches).

Les caspases initiatrices ont pour substrats les caspases effectrices (caspases 3, 6, 7 et 14). Ces
caspases ont un prodomaine court et sont activées par le clivage qui sépare les sous-unites. Ce
clivage est effectué par d’autres caspases (initiatrices ou effectrices) ou par la protéase
granzyme B. Les caspases effectrices reconnaissent chacune des motifs tétrapeptidiques
specifiques et vont cliver a leur tour de nombreux substrats, comme des enzymes de
modification de I’ADN (PARP, DNA-PKSs), des protéines de signalisation (Akt, Raf) et des
protéines de structure (lamine A, fodrine, actine), ce qui va entrainer le démantelement de la
cellule (pour revues (90, 364)). L activation en cascade des caspases permet une amplification
du signal apoptotique et leur clivage représente un point de non-retour du processus
apoptotique. Toutefois I’activité des caspases est aussi sujette a une régulation par différentes

protéines antiapoptotiques.
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2 Les inhibiteurs de caspases

2.1 Les IAP

Les protéines IAP (pour inhibitor of apoptosis proteins) sont une famille d’inhibiteurs qui
agissent comme des pseudosubstrats des caspases 3, 7 et 9. Les IAP appartiennent a la famille
des protéines a domaine BIR (pour Baculovirus Inhibitory Repeat). Ce sont des homologues
de protéines virales qui inhibent la mort déclenchée lors de I’infection virale. On dénombre
chez les mammiféres 8 protéines qui sont classées selon leur nombre de domaine BIR et selon

la présence d’un domaine RING (voir schéma n°2).
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Schéma n°2: Les IAPs (Schimmer AD 2004)

Les IAPs de classe 1, XIAP, clAP1, clAP2, ILP-2 et ML-IAP, contiennent de 1 a 3 domaines
BIR et un domaine a doigt de zinc (domaine RING) conférant a cette famille une activité
ubiquitine ligase. La présence du domaine RING entraine la dégradation par le protéasome
des caspases qui sont associées aux IAPs (pour revue (489)). clAP1, clAP2 possédent un
domaine supplémentaire, le domaine CARD, qui leur permet de s’associer aux caspases a
long prodomaine. XIAP, clAP1 et clAP2 inhibent les caspase 3, 7 et 9, ILP-2 inhibe la
caspase 9 et ML-IAP inhibe les caspases 3 et 9. La seule IAP de classe 2 est NAIP qui
posséde trois domaines BIR mais pas de domaine RING. NAIP inhibe les caspases 3 et 7. Les
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IAP de classe 3 sont Survivin et Bruce qui ne possedent qu’un domaine BIR. Survivin inhibe
la caspase 9 (275). Survivin dont I’expression est augmentée pendant la phase G2/M du cycle
cellulaire, pourrait aussi réguler p21, I’inhibiteur des Cdks (pour revue TobakT 9,705). Bruce
est une AP membranaire de haut poids moléculaire (540KDa), qui peut inhiber la caspase 9

mais aussi bloguer I’activité proapoptotique de Smac (352).

a) Smac et Omi les inhibiteurs d’IAP

L’activité des IAPs est régulée par les protéines proapoptotiques Smac/DIABLO (pour
Second mitochondria-derived activator of caspases), Omi/HtrA2 (High temperature
requirement A) et XAF1. Les protéines de mort Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 sont localisées
dans la mitochondrie. Au cours du processus apoptotique elles sont relachées de la
mitochondrie, puis se fixent aux domaines BIR des IAP et inhibent leur fonction de survie.
L’ association des IAPs avec Smac/DIABLO entraine leur dégradation par le protéasome,
alors que leur association avec Omi/HtrA2 entraine leur clivage protéolytique (pour revue
((252)). XAF1 est une proteine nucléaire qui se lie & XIAP et la séquestre dans le noyau
(251).

2.2 Les protéines p35 et CrmA

Deux protéines virales, p35 et CrmA, sont des inhibiteurs compétitifs des caspases. P35 est
une protéine de Baculovirus qui est impliquée dans I’inhibition des caspases 1, 2, 3,4, 6, 7, 8
et 10. CrmA (pour Cytokine response modifier A) provient du virus de la Vaccine et inhibe
I'activite protéolytique des caspases 1, 6 et 8. Une fois clivées par la caspase, ces protéines se

lient au site catalytique et inhibent son activité. (pour revue (64))

[11 Les voies d'activation des caspases

Les caspases initiatrices sont activées principalement par deux voies de signalisation qui
entrainent leur dimerisation : la voie des récepteurs de mort ou voie extrinseque qui active les

caspases 8/10 et la voie mitochondriale ou voie intrinséque qui active la caspase 9.
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1 L'activation des caspases par la voie extrinseque ou

voie des récepteurs de mort

1.1 Les récepteurs de mort

La voie extrinséque est déclenchée par des ligands extracellulaires (solubles ou présentés par
d'autres cellules), qui activent les récepteurs de mort (pour revues (447) (96)). Les récepteurs
de mort font partie de la superfamille des récepteurs au TNF (30). On dénombre chez
I'nomme au moins huit récepteurs de mort : le récepteur au TNF, TNF-R1 (ou DR1, CD120a,
p55, p60), le recepteur CD95 (ou DR2, APO-1, Fas), le récepteur DR3 (ou APO-3, LARD,
TRAMP, WSL1), le récepteur n°1 du ligand TRAIL (ou DR4 ou APO-2), le récepteur n°2 de
TRAIL (ou DR5, KILLER, TRICK2), le récepteur DR6, le récepteur a I'ectodysplasin A (ou
EDA-R) et le récepteur a I'NGF (468) (voir schéma n°3).

THF FasL TL1A TRAIL 7 ED&1 NGF

lﬂ’ 1
N A

l
MWW %ﬁ

"_"”_'III

THFR1 CD95Fas DoR3 DRI TRAILR1 TRAILRZ TRANR3 TRAILR4A OPG DRE EDAR HNGFR

Schéma n°3: Les récepteurs de mort et leurs ligands (Lavrikl 2005)

Ces récepteurs possedent tous 4 domaines riches en cystéine dans leur partie extracellulaire et
un domaine de mort DD (Death Domain) dans leur région cytoplasmique. Ce domaine est un
domaine de recrutement. Les molécules qui possédent un domaine homotypique viennent se

fixer au domaine DD et déclenchent des cascades de signalisation variées.

17



Les recepteurs de mort peuvent étre divisés en deux groupes selon la nature des molécules qui
s'associent a leur domaine cytoplasmique. Le premier groupe comporte les récepteurs CD95,
TRAILR1 et TRAILR2, qui vont tous former dans leur partie cytosoliqgue un complexe
multiprotéique nommé DISC (pour Death-Inducing Signaling Complex).

a) Les récepteurs du groupe |

Le DISC est un complexe perimembranaire qui permet I'activation des caspase 8 et 10 (voir
schéma n°5). Le DISC est composeé de trois récepteurs de mort préassemblés, chacun étant lié
dans sa partie cytosolique a une protéine adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain).
FADD est elle-méme liée a une procaspase 8 ou 10 (338). D'autres protéines comme Daxx,
FAP-1, FLASH, RIP, FAF-1 peuvent s'associer aux composants du DISC, mais leur role est
encore mal connu.

Les interactions entre les différentes molécules du DISC sont basées sur les contacts
homotypiques. Le domaine DD du récepteur s'associe au domaine DD de la protéine FADD.
La protéine FADD posséde aussi un domaine effecteur de mort DED (pour Death Effector
Domain) qui s'associe au DED situé sur la partie amino-terminale des procaspase 8 et 10. Ce
domaine peut aussi interagir avec la protéine inhibitrice FLIP_ qui empéche le recrutement

des caspases.

b) Les récepteurs du groupe 11

La signalisation des récepteurs TNF-R1, DR3 et DR6 est mal connue. Les recepteurs TNF-R1
et DR3 pourraient recruter FADD par I’intermédiaire de la protéine TRADD (pour TNFR-
Associated Death Domain protein) qui contient un domaine DD (180). Le récepteur TNF-R1
peut aussi recruter la kinase RIP et la protéine adaptatrice RAIDD qui possede un domaine
CARD pouvant lier la procaspase 2 (117). L’équipe du Dr Tschopp a montré que I’activation
du récepteur TNF-R1 induit deux voies de signalisation différentes. La premiére, qui fait
intervenir le récepteur TNF-R1, les protéines TRADD et TRAF-1/2 (pour TNFR-Associated
Factor), conduirait a I’activation des voie JNK et NFkB (pour revue (72)). La seconde fait
intervenir les molécules TRADD et TRAF dans le cytosol et conduirait a la formation d’un
complexe multiprotéique nommé Traddosome qui participerait a I’activation de la caspase 8
(288) (voir schéma n°4).
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Schéma n°4: Les deux groupes de récepteurs de mort (Lavrikl 2005)
Les récepteurs de mort peuvent étre divisés en deux groupes. Les récepteurs du premier groupe (CD95,
TRAILR-1, TRAILR-2) forment dans leur partie cytosolique un complexe multiprotéiqgue nommé DISC (pour
death inducing signaling complex). Le DISC est formé par les récepteurs et les protéines FADD, FLIP et les
procaspases 8/10. Les récepteurs du second groupe (TNFR-1, DR3, DR6, EDAR) forment un complexe ne
comprenant pas de caspase.

Le modele d'activation le mieux documenté est I'activation de la procaspase 8 par le récepteur
Fas : la stimulation d'un complexe de trois récepteurs Fas entraine un changement de leur
conformation qui permet au niveau de leur partie cytoplasmique de rapprocher entre elles les
procaspases 8. Ce rapprochement des procaspases 8 induit leur dimérisation et leur activation
par clivage autoprotéolytique. Le clivage entre les deux sous-unités de la procaspase 8 aboutit
a la formation d'une caspase 8 active, formée par un hétérotétramére contenant deux grandes

sous-unités (p18) et deux petites sous-unités (p10).

1.2 L’execution de la voie caspase 8

Une fois la caspase 8 activée, I’exécution de I’apoptose peut se faire de deux facons selon le

type cellulaire (384). Les cellules dites de type | sont caractérisés par des niveaux élevés de
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composants du DISC et expriment une plus grande activité caspase 8. Dans ces cellules, la
caspase 8 active directement les caspases effectrices 3 et 7 qui détruisent la cellule. Dans les
cellules de type II, les niveaux d'expression des composants du DISC et de caspase 8 activée
sont plus faibles. Dans ces cellules, I’exécution de I’apoptose nécessite une amplification du
systeme d'activation des caspases effectrices qui passe par l'activation de la voie

mitochondriale via le clivage de la protéine Bid.

1.3 L’inhibition des récepteurs de mort

a) Les récepteurs leurres

Il existe des récepteurs de la famille TNF-R sans domaine DD, les Decoy Receptor ou DcR
qui vont inhiber la voie des récepteurs de mort en piégeant leurs ligands. Ces récepteurs,
comprennent DcR1 (ou TRAIL-R3, TRID, LIT), DcR2 (ou TRAIL-R4), DcR3 et le récepteur
osteoprotegrin (ou OPG, TRAIL-R5) (pour revue (234)). OPG est un récepteur soluble
capable de neutraliser le ligand TRAIL (127). TRAIL-R3 et R4 sont des récepteurs

membranaires qui peuvent eux aussi piéger TRAIL (321, 399)
b) La protéine FLIP

FLIP (pour FLICE-inhibitory Protein) aussi appelée casper I-FLICE, flame-1, cash, MRIT ou
CLARRP est une protéine dont la structure ressemble a celle des caspases 8 et 10. Par épissage
alternatif, FLIP est exprimée sous la forme de deux protéines FLIPs (pour short) et FLIP_
(pour long), composées de deux DED. FLIP_ contient en plus un domaine homologue aux
domaines pl10 et p20 de caspase 8, sans I’activité enzymatique. L’expression de FLIPs et
FLIP_ blogue la mort cellulaire induite par les récepteurs de mort, en empéchant I’association
de caspase 8 avec I’adaptateur FADD (28, 190, 446). Cependant, il a été aussi montré que la

surexpression de FLIP pouvait favoriser la mort cellulaire (164, 189) (pou revue (337)).
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2 La voie mitochondriale ou voie intrinseque

La voie principale d’activation des caspases est la voie dépendante de la mitochondrie.
Lorsque la cellule subit un stress important (choc osmotique ou thermique, arrét du
métabolisme, dommages irréversibles de I’ADN, sevrage en cytokines), les différentes voies
de signalisation mises en jeu convergent vers la formation de pores de taille variable au
niveau de la membrane externe mitochondriale (pour revues (375) (459)).

La perméabilisation de la mitochondrie conduit a la perte du potentiel transmembranaire
mitochondrial (Aym) et a la sortie de plusieurs protéines proapoptotiques de I’espace

intermembranaire mitochondrial vers le cytosol. Le contréle de la perméabilité mitochondriale

dépend principalement des protéines de la famille Bcl-2.
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Schéma n°5: L’apoptose mitochondriale

Lorsque la cellule subit un stress important, comme lors d’un arrét du métabolisme ou suite & des dommages
irréversibles de I’ADN, des mécanismes encore mal connus provoquent la formation de pores a la membrane
externe des mitochondries. Ces pores de taille variable vont faire sortir vers le cytosol plusieurs protéines
proapoptotiques : cytochrome ¢, Smac, HtrA2, AIF et endonucléase G.

La sortie du cytochrome c est controlée par les protéines de la famille Bcl-2 qui comporte des membres
proapoptotiques comme Bax, Bak, Bid et Bim et des membres antiapoptotiques comme Bcl-2 et Bclx,. Dans le
cytosol, le cytochrome c va se fixer a la protéine Apafl et entrainer sa multimérisation. L’ensemble va former un
complexe nommé Apoptosome. L’Apoptosome va recruter la procaspase 9 pour I’activer. La caspase 9 va
activer a son tour les caspases effectrices. Cette activation des caspases est inhibée par les protéines
antiapoptotiques IAPs. L’activité des IAP est elle-méme inhibée par les protéines Smac et HtrA2 relachées de la
mitochondrie. Les protéines AIF et endonucléase G (Endo G) sont aussi relachées de la mitochondie et vont se
relocaliser dans le noyau pour y dégrader I’ADN
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2.1 Les effets caspase indépendant de la voie mitochondriale

Le cytochrome c et Smac ne sont pas les seules protéines proapototiques relachées par la
mitochondrie ; deux facteurs particuliers, AlF et EndoG, vont étre relocalisés dans le noyau et
vont favoriser la mort cellulaire par des mécanismes indépendamment des caspases. La
protéine AIF (pour apoptosis-inducing factor) est une flavoprotéine impliquée dans la
condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN en larges fragments (429). La
ribonucléase G (EndoG) est une endonucléase qui coopére avec AlIF pour dégrader I’ADN
(245).

2.2 Les protéines de la famille Bcl-2 et la mitochondrie

Bcl-2 (pour B cell lymphoma) est un oncogene dont la surexpression entraine une
lymphoprolifération par inhibition de I'apoptose. Les protéines de la famille BCL-2 peuvent
étre subdivisées en trois classes sur la base de leurs fonctions et du nombre de domaines BH
(pour Bcl-2 homology). Les membres antiapoptotiques comme Bcl-2 et Bclx,. ont quatre
domaines de BH (BH1 a BH4), les membres proapoptotiques tels que BAK et BAX possédent
trois domaines de BH (BH1 a BH3). Les protéines telles que Bad, Bid et Bim qui ne
possedent qu’un seul domaine BH3 (BH3-only protein) sont toutes proapoptotiques (158).
Les protéines de la famille Bcl-2 sont capables de former des homo-oligomeres ou des
hétérodimeres entre elles. Certaines de ces protéines comme Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1, Bax, Bad
ou Bim possedent un signal de localisation a la membrane externe de la mitochondrie (voir
schéma n°5). Le maintien de I’homéostasie de la mitochondrie ou I’induction de la mort

dépend du ratio des protéines pro et antiapoptotiques de la famille de Bcl-2.
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Schéma n°6: Les protéines de la famille Bcl-2 (BornerC 2003)

Les protéines de la famille Bcl-2 sont divisées en deux familles : les membres antiapoptotiques et les membres
proapoptotiques. Ces protéines possédent toutes de 1 a 4 domaines BH (pour Bcl-2 homology) et pour certaines
un domaine de localisation a la membrane mitochondriale (domaine hachuré sur le schéma). Ces protéines
contrdlent la sortie du cytochrome ¢ mitochondrial. En simplifiant, Bax et Bak sont responsables de la sortie du
cytochrome c. Bax et Bak sont inhibées par Bcl-2 et Belx, .
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a) La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale

La sortie du cytochrome c est initiée par I’oligomérisation des protéines proapoptotiques
Bax/Bak (476). Dans les cellules saines, Bak est maintenue a la membrane mitochondriale
dans un état inactif, tandis que Bax est sequestrée dans le cytosol par des interactions avec
plusieurs protéines, y compris Ku-70 ,14-3-3, et le peptide de humanin (pour revue (44)). De
nombreux signaux de mort peuvent déclencher la translocation de Bax, suivie de son insertion
dans la membrane externe mitochondriale ou elle forme des homo-oligoméres ou des hétéro
oligomeéres avec BAK.

Le couple Bax/Bak pourait agir sur le canal VDAC (pour Voltage-Dependent Anion Channel)
localisé a la membrane externe mitochondriale, pour former un canal permettant le passage du
cytochrome c¢ (402). 1l est aussi possible que BAX et BAK coopérent avec le mtPTP (pour
mitochondrial Permeability Transition Pore) ce qui conduirait a la rupture de la membrane
externe mitochondriale permettant alors la sortie du cytochrome c et de protéines plus
volumineuses (pour revue (197)).

Les protéines de survie comme Bcl-x. ou Bcl-2 sont localisées a la membrane externe de la
mitochondrie ou elles ont pour rdle d’inhiber I’oligomérisation de Bax/Bak.

Les protéines proapoptotiques BH3-only telles que Bad, Bid et Bim fonctionneraient en
amont de Bax et de Bak en empéchant leur inhibition par les protéines Bcl2 et Bcl-x. (pour
revue (197)).

Le clivage de Bid par la caspase 8, par le granzyme B (278) ou par les cathepsines
lysosomales (82) active son potentiel proapoptotique et permet d’amplifier la réponse a
induite par les récepteurs de mort ou lors de la réponse des lymphocytes T cytotoxiques en

activant la voie mitochondriale.

2.3 L’apoptosome

Une fois dans le cytosol, le cytochrome c interagit avec le domaine carboxy terminal de
Apafl (pour Apoptotic protease-activating factor 1) (182) et permet en présence de
nucléotides de démasquer les domaines clés d’Apafl, les domaines WD40 et le domaine
CARD. Les domaines WD40 permettent la multimérisation d’Apafl et le domaine CARD

permet de recruter la procaspase initiatrice procaspase 9 via son propre domaine CARD. La

24



structure tridimensionnelle de I’apoptosome a été résolue par cryomicroscopie électronique
(1). L apoptosome serait formé par sept molécules d’Apafl qui interagissent entre elles au
niveau de leur extrémité amino terminale pour former une sorte de roue.

Les domaines CARD d’Apafl se retrouvent au centre de I’apoptosome qui est, comme le
DISC, un inducteur de proximité qui permet de concentrer localement la procaspase 9.
L’association entre Apaf-1 et la caspase 9 forme un complexe holoenzymatique qui d’une part
active la caspase 9 par dimérisation et clivage auto-protéolytique et d’autre part augmente son
activité enzymatique (366). Le clivage autoprotéolytique de caspase 9 se fait au niveau de son
résidu D315 (418), il faut noter que ce clivage n’est pas nécessaire a son activité mais il est
bien le reflet de son activation (366, 417). Une fois activée la caspase 9 peut alors cliver les
caspases executrices comme les caspase 3 et 7. La caspase 3 active une boucle de
rétrocontréle positif en clivant la caspase 9 au niveau de son résidu D330 , ce qui empéche
I'interaction de caspase 9 avec son inhibiteur XIAP (531).

Apoptosome

Apafl U "5_: e v
HSpo7 | r © cytochrome ¢

WD40

CARD /( —— HsP70

HSPT70 l procaspase 9

Schéma n°7 : La formation de I’Apoptosome et son inactivation (Green DR)

Dans le cytoplasme, le cytochrome ¢ vient se fixer au domaine WD40 de la protéine Apafl, entrainant un
changement de conformation qui permet I’oligomérisation d’Apafl sous forme d’heptamére. Les domaines
CARD des molécules d’Apafl se retrouvent au centre de I’ Apoptosome et vont pouvoir recruter des procaspases
9. Cette disposition des domaines CARD d’Apafl permet de concentrer les procaspases 9, ce qui favorise leur
activation par dimérisation. Les différentes étapes de formations de I’Apoptosome sont inhibées par plusieurs
protéines antiapoptotiques. HSP27 inhibe la fixation du cytochrome c¢ a Apafl ; proT, HSP70 et 90 inhibent la
multimérisation d’Apafl et HSP70 inhibe le recrutement de la procaspase 9.
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a) Le contréle de I’apoptosome

Les protéines chaperones HSP (pour heat shock protein) qui sont induites lors de différents
stress comme I’élévation de la température ou la carence en glucose, facilitent la formation
tridimensionnelle des protéines et la survie des cellules. Les HSP ont été aussi impliquéees
dans I’inhibition de I’apoptosome. HSP27 se fixe au cytochrome c et I’empéche d’interagir
avec Apafl (49), HSP90 se fixe a Apafl et inhibe son oligomérisation (322) et HSP70
empéche I’oligomérisation d’Apafl (376) et le recrutement de caspase 9 (24). Récemment,
I’équipe du Dr Wang a isolé deux autres protéines régulatrices de I’apoptosome. La
prothymosine o (ProT) qui inhibe la multimérisation d’Apafl et PHAP (pour HLA-DR-
Associated pProtein) qui favorise I’activation de caspase 9 (196). Cependant leur mécanisme

d’action est encore inconnu.

3 L’apoptose et les tumeurs

3.1 Les voies proapoptotiques sont inhibées dans les cellules

tumorales

De nombreux exemples montrent clairement que le développement tumoral requiert
obligatoirement I’inactivation des processus apoptotiques qui tendent a éliminer les cellules
qui proliferent de facon anarchique (pour revue (155)). La pression de sélection durant le
développement tumoral cause I’émergence de mutations somatiques favorisant la survie
cellulaire. Le géne bcl-2 a été identifié a cause d’une translocation chromosomique qui en fait
un oncogene dans les lymphomes folliculaires, la protéine Bcl-2 n’a pourtant pas un réle dans
le controle de la division cellulaire mais elle inhibe I’apoptose mitochondriale. Le gene
antiapoptotique bcl-2 est surexprimé dans de nombreuses autres tumeurs. Le gene Apaf-1, qui
code pour un composant essentiel de la machinerie apoptotique est sousexprimé dans les
mélanomes et les lignées leucémiques, conséquence de la méthylation de son promoteur

pendant la transformation cellulaire. (199).
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a) p53

La protéine p53 est un facteur de transcription dont le role est de contrler I’intégrité du
génome avant la replication de I’ADN. L’expression de p53 est contr6lée en permanence par
la protéine MDMZ2, qui se fixe a p53 et entraine sa dégradation par le protéasome. Lorsque le
génome subit des altérations, la liaison entre p53 et MDM2 est inhibée par différents
mécanismes post-traductionnels et p53 s’accumule, induisant I'expression de ses genes cibles.
P53 induit I'expression de p21, linhibiteur du cycle cellulaire, mais aussi des genes
proapoptotiques comme Bax et DR5. L'arrét dans le cycle permet la réparation de I'ADN et la
répression de p53. Lorsque les dommages causés a I'ADN sont trop importants, I'activation
prolongée de p53 induit l'accumulation des protéines proapoptotiques et déclenche la mort
cellulaire (410). La perte de fonctionnalité de la protéine p53 et cela dans 50% des tumeurs
humaines (174) a pour conséquence la résistance des cellules tumorales a la mort, ce qui

entraine l'accumulation d'aberrations génétiques et la progression tumorale.

3.2 Relations entre les voies de signalisation et I'apoptose

La "pleiotropie antagoniste™ est le terme inventé par D. Green et G. Evans pour montrer que
les voies qui stimulent la prolifération entrainent aussi la mort cellulaire (155).

Il a été montré que certains oncogenes comme cMyc ont la faculté de favoriser simultanément
la prolifération et la mort cellulaire. Aussi longtemps que les facteurs de survie appropriés
sont présents, I’expression des oncogenes entraine la prolifération cellulaire. Cependant, en
I'absence de facteurs trophiques pour compenser les signaux de mort, I’expression
desoncogenes accélére alors la mise en place du processus apoptotique. Le proto-oncogene
cMyc joue un role important dans la prolifération cellulaire en favorisant l'activité du
complexe Cycline E/Cdk2 et en augmentant I’expression des facteurs de transcription elF4E
et elF2a.. La surexpression de cMyc favorise la transformation in vitro des fibroblastes par
Ras ou v-abl et le développement tumoral in vivo. Cependant il a été aussi montré que cMyc
favorise la mort cellulaire induite par différents stimuli en activant les protéines Bax et p53
(pour revue (332)) et en augmentant I’expression d’Apafl et des caspases via le facteur de

transcription E2F-1 (pour revue (26)).
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De facon similaire, la voie de signalisation du récepteur a I’IGF et la voie de signalisation de
NF«B contrdlent la balance prolifération/mort cellulaire. La signalisation du récepteur IGF1R
est habituellement impliquée dans la survie des cellules normales et tumorales. Cependant la
surexpression du récepteur IGF1R inoccupé ou de sa seule partie cytoplasmique induit une
mort cellulaire par nécrose, indépendante de la voie mitochondriale et de I’activation des
caspases (414). La voie NFkB qui joue un réle important dans I’induction de génes codant
pour des facteurs antiapoptotiques comme les IAPs, la protéine FLIP et la protéine Bclx.
(pour revue (204)), peut en parallele induire des genes proapoptotiques comme le récepteur de
mort Fas, son ligand FasL ou les récepteurs de mort DR4, DR5 et DR6 (pour revue (344)) Le

destin des cellules est lié en permanence a l'intégration des signaux pro- et anti-apoptotiques.
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B Les voies de signalisation des MAPK

Les cellules pergoivent les changements de leur environnement par I’intermédiaire de
récepteurs, le plus souvent membranaires. Ces récepteurs vont transmettre le signal
extracellulaire a I’intérieur de la cellule en activant une série de modifications protéiques ou
« cascade de signalisation » qui va permettre a la cellule de reagir.

Les voies de signalisation des MAPK (pour Mitogen Activated Protein Kinase) permettent
I’engagement rapide d’un programme d’expression génique en réponse a un stimulus. Ces
voies de signalisation ont été extrémement bien conservées au cours de I’évolution et sont
constituees de protéines kinases qui s’activent en cascade et transmettent le signal par une
suite d’interaction entre protéines. Les voies de signalisation des MAPK, comme celles de
p38 (ERK6, SAPK3), de JNK et de MAPK1/3 (ERK2/1, p42p44MAPK) jouent un réle
important dans le controle de la mort cellulaire.

| Les voies de signalisation de JNK et p38

Les kinases JNK et p38 appartiennent a la famille des SAPK (pour Stress-Activated Protein

Kinase)

1 La voie JINK

La voie JNK (pour c-Jun NH2-terminal Kinase) est activée par les stimuli de stress comme le
choc thermique ou osmotique, les cytokines inflammatoires comme le TNFa, les rayons
ionisants et les inhibiteurs de la synthése protéique. Il existe trois isoformes de la kinase
INK : INKL1(MAPKS), JNK2(MAPK9) et JNK3(MAPK10) (102, 230), et chacune est
exprimée sous deux formes, une longue de 55KDa et une courte de 46KDa (162). Les kinases
JNK sont activées par phosphorylation des résidus thréonine et tyrosine de leur boucle
d’activation (motif TPY) par les MAPK Kinases MKK4 et 7, qui sont elles-mémes activées
par plusieurs MAPKK Kinases comme MEKK1/2/3/4, MLK (pour mixed lineage kinase),
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MUK (pour MAPK Upstream Kinase) /DLK/ ZPK, TAK (pour TGFB Activated Kinase),
Tpl2 (pour Tumor progression locus ) ou encore ASK1 (pour Apoptotic Signal regulated
Kinase) (pour revue (229)). Une fois activees, les kinases JNK transloquent dans le noyau
pour y activer (ATF2) ou inhiber (c-jun) des facteurs de transcription par phosphorylation. La
voie JNK joue un réle important lors de I’inflammation en induisant le TNFo ou en stabilisant
les ARNm d’IL2, d’IL3 et du VEGF-A. La voie JNK est activée par de nombreux stimuli
proapoptotiques comme les UV, l'activation de Fas ou les céramides (pour revue (253)). Elle
joue un role important dans I'induction de la mort cellulaire, en particulier dans les neurones :
I’inactivation de jnk1 et jnk2 diminue I’apoptose des neurones durant le développement (225,
374) et I’inactivation de jnk3 diminue I’apoptose neuronale suite au traitement au kainate

(502). L'une des fonctions de la voie JINK serait d'activer la kinase proapoptotique ASK1 (75).

2 La voie p38

Comme JNK, la voie p38 est activée par le stress thermique et osmotique et les cytokines
inflammatoires. La voie p38 est composée de quatre protéines p38a/Mpk2/CSBP, p38p,
p386/SAPK4 et p38y/SAPK3. Les p38 sont activees par phosphorylation des residus
thréonine et tyrosine de leur boucle d’activation TGY par les MAPK Kinases MKK3, 4 et 6
(40, 103). Les MAPKK impliquées dans la voie p38 sont TAK1 ASK1/MAPKKKS5,
MUK/DLK/ ZPK, MLK3 et MEKK4 (pour revue (515)). La voie p38 joue un réle important
dans l'induction des genes impliqués dans la réponse inflammatoire (217) et dans la
différenciation des neurones et des myoblastes (351). La voie p38 est aussi impliquée dans
I'apoptose induite par Fas (200) par la perte d'ancrage (61) et pourrait jouer un rdle synergique
avec la voie JNK dans I’induction de I’apoptose comme lors de I'enlevement de NGF dans les
cellules PC12 (493).
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Schéma n°8: La voie des kinases de stress INK/p38MAPK
Les voies de signalisation des kinases JNK et p38 appartiennent a la famille des SAPK (pour stress-activated
protein kinase). Comme JNK, la voie p38 est activée par différents stress extracellulaires et les cytokines
inflammatoires. Les voies des kinases INK/p38MAPK sont composées d’un module multi-protéique comportant
différentes protéines kinases activées par phosphorylation selon un ordre hiérarchique : les MKKK activent les
MKK qui activent finalement les MPAK JNK ou p38.
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Il La voie Ras/Raf/IMAPK

La voie des MAPK1/3 est composée d’un module multi-protéique ou les kinases Raf, MEK et
MAPK1/3 sont activées en cascade par des phosphorylations séquentielles. La stimulation des
récepteurs membranaires couplés a Ras, comme les récepteurs aux facteurs de croissance,
active la kinase initiatrice de la voie des MAPK1/3, Raf, par un mécanisme complexe
impliquant a la fois la phosphorylation et la déphosphorylation. Raf active les kinases a
spécificité tyrosine et thréonine MEK1 et MEK2 qui activent a leur tour les kinases MAPK1
et MAPKS3. Les kinases MAPK1/3 vont transmettre le signal généré par les récepteurs en
phosphorylant une multitude de substrats dans différents compartiments sub-cellulaires, ce
qui conduit a I’exécution de fonctions biologiques aussi diverses que la prolifération

cellulaire, la différentiation cellulaire et la migration cellulaire.
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Schéma n°9: La voie de signalisation RaffMAPK (Cell signaling 2005)
La stimulation des récepteurs membranaires couplés a Ras, comme les récepteurs aux facteurs de croissance,
active Raf par un mécanisme complexe. La kinase Raf, initiatrice de la voie des MAPK1/3, active par une double
phosphorylation les kinases a spécificité tyrosine et thréonine MEK1/2 qui phosphorylent et activent les kinases
MAPK1/3. Les MAPK1/3 activées sont libérées du complexe et transmettent le signal généré par les récepteurs
en phosphorylant une multitude de substrats dans différents compartiments sub-cellulaires.
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1 L’activation de Ras par les récepteurs a activité tyrosine

kinase

Suite a la stimulation des récepteurs a activité tyrosine kinase comme le récepteur a I’'EGF, les
protéines SOS1 et 2 (pour Son Of Sevenless) sont relocalisées du cytoplasme vers la
membrane plasmique ou elles se lient a la protéine GRB2 (pour Growth-factor-Receptor-
Bound protein 2). SOS, qui est une protéine facteur d’échange GDP contre GTP, induit un
changement de conformation de la protéine membranaire Ras, en catalysant la transformation

de la forme Ras-GDP a la forme active Ras-GTP (pour revue (114)).

Schéma n°10: L’activation de Ras (Downward J 2003)

Chez les mammiferes, il existe quatre isoformes de la protéine Ras : H-Ras, N-Ras et K-Ras
4A et 4B codées par trois genes, le géne K-ras étant régulé par épissage alternatif. L’une des
fonctions de ces protéines est de recruter et d’activer Raf a la membrane plasmique. Bien que
chacune de ces 4 isoformes s’associe a la kinase Raf, elles n’ont pas la méme efficacité pour
I’activer. Ainsi in vitro K-ras est la plus efficace de ces isoformes pour activer la voie des
MAPK1/3 (465, 501). Il a été montré récemment que le signal de prénylation de H-Ras et K-
Ras pouvait les localiser a la membrane du réticulum endoplasmique et du golgi ou elles
peuvent activer la voie Raf/MAPK (77).
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2 La kinase Raf

La kinase Raf est exprimée chez I’homme sous trois isoformes A-Raf, B-Raf et C-Raf ou
Rafl. L’isoforme Rafl est exprimée fortement dans tous les tissus tandis que A-Raf est
exprimée dans les tissus urogénitaux et dans les muscles, et B-Raf dans les neurones, les
testicules et les cellules hématopoiétiques (pour revue (79, 216). De plus, I’épissage alternatif
du gene B-raf conduit a 10 isoformes possedant toutes le domaine de fixation a Ras et le
domaine kinase. Ces isoformes different au niveau des deux premiers exons et des exons 8b et
10a. La présence de I’exon 10a augmente I’activation de MEK par B-Raf alors que la
présence de I’exon 8a fait I’inverse (pour revue (340)). Les kinases Raf possedent trois
régions conservées, les régions CR1,CR2 et CR3. La région CR1 contient deux domaines de
liaison a Ras : le domaine de liaison a Ras (domaine RBD pour Ras binding domain) et le
domaine CRD riche en cystéine. Le domaine CR2 est riche en résidus sérine et thréonine dont
la phosphorylation est nécessaire a l'activation de Raf. Le domaine CR3 carboxy-terminal

correspond au domaine kinase de Raf.
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Schéma n°11: Les trois isoformes de Raf (Wellbrock C 2004)

La kinase Raf est exprimée chez I’homme sous trois isoformes A-Raf, B-Raf et C-Raf ou Rafl. Les kinases Raf
possedent trois régions conservées, les régions CR1,CR2 et CR3. La région CR1 contient deux domaines de
liaison a Ras, le domaine de liaison a Ras (domaine RBD pour Ras binding domain) et le domaine CRD riche en
cystéine. Le domaine CR2 est riche en résidus sérine et thréonine dont la phosphorylation est nécessaire a
I'activation de Raf. Le domaine CR3 carboxy terminal correspond au domaine kinase de Raf. Ce domaine
possede aussi plusieurs sites de phosphorylation contrélant I’activité de Raf, notamment les sites du segment
d’activation.
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2.1 L'activation de Raf

a) La fixation de Ras

La forme inactive de Raf est une forme auto-inhibée qui provient de I’association de la partie
amino terminale de Raf avec le domaine kinase carboxy terminal. Cette structure de Raf-1 est
stabilisée par la protéine 14-3-3, liée aux résidus phosphorylés S259 et S621 de Raf-1 (455).
La sérine 259 est phosphorylée par PKA (107) et par AKT (367, 529) ; la sérine 621 est
phosphorylée par PKA (294).

Lorsque Ras est activée sous sa forme Ras-GTP, elle s’associe avec la région RBD du
domaine CR1 de Raf, ce qui relocalise Raf du cytosol vers la membrane plasmique.
L’association de Ras a Raf déplace la protéine chaperone 14-3-3 du residu S259 du domaine
CR2, ce qui permet aux phosphatases PP1 et PP2A de se fixer a Raf-1 et de déphosphoryler la
Ser259 (194, 405). Cette déphosphorylation du résidu S259 permet de dissocier le domaine
CR2 du domaine kinase CR3 de Raf qui était bloqué et inhibé (87). Le résidu équivalent a la
S259, a été conservé chez A-Raf (résidu S214) et chez B-Raf (résidu S364). La sérine 364 de
B-Raf est phosphorylée par la protéine kinase SGK (pour Serum and Glucocorticoid-
inducible Kinase), elle-méme activée par PDK1 (516).

b) La phosphorylation du domaine CR2

L’activation de Raf-1 se poursuit par la phosphorylation des résidus serines S338 et S339 et
sur des résidus tyrosines Y340 et Y341. Les deux sérines sont phosphorylées par les kinases
PAK1 et PAKS3, activées par les petites protéines G Rho et Cdc42 et par la Pl 3K (108, 213,
438). Les tyrosines Y340 et Y341 de Raf-1 sont phosphorylées par Src (131). Ces deux
phosphorylations sont nécessaires et agissent en synergie pour permettre I’activation compléte
de Rafl (279). Elles joueraient un role dans le maintien de Raf-1 a la membrane (149).

Les résidus S338 et Y341 sont conservés chez A-raf (résidus S299 et Y302) et semblent
nécessaires a son activation (270).

Par contre B-Raf possede deux résidus chargés négativement, D447 et D448, qui miment la
phosphorylation des tyrosines 340 et 341 chez Raf-1. L’équivalent de la Ser338 de Raf-1 est
la S445 qui est constitutivement phosphorylée. Ces modifications expliquent pourquoi B-Raf
est activée plus facilement que Raf-1 ou A-Raf (pour rev (79)).
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c) La phosphorylation du domaine kinase

L’ activation de Rafl se conclut par la phosphorylation de la boucle d’activation de son
domaine kinase, au niveau des résidus T491 et S494 du segment d’activation du domaine
kinase, par des kinases encore inconnues. Ces residus importants sont conservés entre les trois
isoformes de Raf (résidus T452 et T455 pour A-Raf et résidus T598 et S601 pour B-Raf) et
sont nécessaires pour I’activité kinase de Raf.

La cristallisation de B-Raf avec I’inhibiteur pharmacologique BAY43-90006 a permis de
montrer que ces phosphorylations stabilisent la conformation active du domaine kinase (469).
Chez I’homme, 90% des formes oncogéniques de B-Raf portent la mutation V599E, mutation

phosphomimeétique qui rend B-Raf constitutivement active (92).

d) L’inhibition de Raf
L arrét d’activation de Raf-1 par détachement de Ras vient de sa phosphorylation sur le résidu
S43 ce qui diminue I’affinité de Ras pour Raf-1 (120, 490). Récemment il a été montré que

les kinase MAPK1/3 induisent une boucle de rétrocontréle qui inhibe Raf par phosphorylation
du résidu S43 ainsi que d’autres résidus (S29, S289, S296, S301 et S642) (113).
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Raf-1 au repos

Schéma n°12 : le modeéle d’activation de Raf-1
La kinase Raf-1 est activée en trois étapes. Etape | : la fixation de RasGTP permet la relocalisation membranaire
de Raf. Etape Il: Raf est déphosphorylée sur sa sérine 259 par PP2A. Etape Ill: Raf est activée par
phosphorylation au niveau du domaine CR2 (S338/Y341) et du segment d’activation du domaine kinase
T491/S494). L’inactivation de Rafl se fait par phosphorylation de différents résidus (étape 1V)

3 Les kinases MEK1 et MEK?2

MEK1 et MEK2 sont des protéines kinase a double spécificité sérine/thréonine. MEK1
(45KDa) et MEK?2 (47KDa) présentent 80% d’homologie entre elles et different au niveau de
leur extrémité carboxy-terminale (521). 1l existe une forme épissee de MEK1, MEK1b, qui ne
présente plus d’activité kinase (521). Ces deux kinases ne partagent pas le méme profil
d’expression. Chez la souris il a été montré que MEK?2 est exprimée fortement dans tous les
tissus embryonnaires alors que MEK1 semble étre exprimée plus fortement chez I’adulte (5).
En plus de leur domaine kinase, les kinases MEK possédent trois domaines importants : un
domaine de liaison aux MAPK, un domaine NES d’export nucléaire et un domaine riche en

proline (pour revue (74)).
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Le domaine D de fixation aux MAPK se situe a I’extrémité amino terminale des MEK et
contient des résidus basiques et hydrophobes qui interagissent avec le domaine CD des
MAPK, qui lui contient des résidus acides. Le domaine NES d’export nucléaire est lui aussi
situé dans la partie amino terminale de MEK. Ce domaine favorise la localisation
cytoplasmique des kinases MEK (241, 450) et contribue a augmenter I’export nucléaire des
MAPK (2). La délétion de cette séquence augmente d’ailleurs I’activation des MAPK ainsi
que les capacités de transformation de MEK (140).

Le domaine riche en proline est situe dans la partie carboxy terminale et permet I’interaction
avec des protéines a domaine SH3 comme MP-1 (385) et Grb10 (307).

domaine D domaine NES domaine riche
en proline

Schéma n°13 : La kinase MEK

3.1 L'activation des MEK

Les kinases MEK1/2 sont phosphorylées par Raf sur deux résidus sérine, les résidus S218 et
S222 dans le cas de MEK1 et S222/226 pour MEK2 (520). Le remplacement de ces deux
résidus par des résidus chargés négativement permet I’activation constitutive des MEK (268).
Les trois isoformes de Raf n'activent pas les kinases MEK avec la méme efficacité. La kinase
A-Raf est I'isoforme qui active le moins bien MEK tandis que B-Raf est la meilleure. B-Raf
présente la meilleur affinité de liaison a MEK1/2 et présente la plus forte activité kinase
envers MEK (270, 324, 350).

MEKZ1 est aussi phosphorylée sur son résidu S298 par PAK, ce qui augmente I’association de
MEK avec Raf et avec MAPK1 (139, 408). A I’inverse, la phosphorylation de MEK1 par les
MAPK sur son residu T292 empéche la phosphorylation de MEK par PAK, diminuant ainsi
I’activité de MEK (122).
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3.2 Les inhibiteurs pharmacologiques de MEK et leurs

limites

Il existe des inhibiteurs spécifiques des kinases MEK. Ces inhibiteurs, le U0126 (133), le
PD98059 (7, 118) et le PD184352 (391) sont des inhibiteurs non compétitif de la fixation de
I'’ATP qui bloquent la kinase MEK dans une forme inactivable par Raf. De nombreux travaux
de recherche sue la voie des MAPK1/3 sont basés uniquement sur l'utilisation de ces
inhibiteurs, et l'interprétation de ces travaux présente des limites. Tout d'abord il faut savoir
que I’inhibiteur le plus utilisé, le PD98059, a une durée de vie courte (inf. a 24h) (389) et
n’inhibe pas la forme active de MEK (7). De plus, plusieurs études dont celle du groupe du Dr
P Cohen (93) montrent que ces inhibiteurs peuvent avoir des effets non spécifiques
importants. Les inhibiteurs PD98059 et U0126 inhibent la kinase MEK5 (201). Dans des
vesicules pré-synaptiques (synaptosomes) isolées, le PD98059 bloque I’influx de calcium
induit par la dépolarisation et le U0126 augmente la sortie de glutamate indépendamment du
calcium (333). Certaines préparations commerciales de PD98059 activent de facon non
spécifique le récepteur aux oestrogénes (259), récepteurs qui ont été impliqués dans la mort
cellulaire. Le PD98059 peut aussi inhiber les cyclooxygénases 1 et 2, qui jouent un role
important dans I’agrégation des plaquettes (37, 333), mais aussi dans la survie cellulaire en
stabilisant la protéine survivin (224).

L’inhibiteur U0126 a des effets non spécifiques sur des résultats expérimentaux basés sur la
fluorescence, comme la quantification de la mort par fixation de I’annexine V couplée au
FITC. La composition chimique aromatique du U0126 peut augmenter la fluorescence et donc
le signal de mort. (33). Enfin, il a été montré qu’en absence de glucose, le U0126 et le
PD184161 ont un effet inhibiteur sur la sous-unité FOF1ATPase de I’ATP synthétase
mitochondriale, ce qui induit une chdte de la production d’ATP et une augmentation de la
mort des cellules par nécrose. Les auteurs n’excluent pas une inhibition de la phosphorylation
de I’ATP synthétase dépendante de MEK. Cependant, en absence de glucose, les kinases de la
voie de signalisation MAPK1/3 sont inactives (512).

Ces resultats peu discutés sont, a mon avis, importants, et doivent nous conduire a prendre des

précautions sur les conclusions basées uniquement sur les effets de ces inhibiteurs.
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4 Les MAPK1/3

Les MAPK1/3 aussi nommées ERK2/1 (pour Extracellular Regulated Kinase) ou p42/p44
MAPK (p42 et p44 correspondant a leur poids moléculaire respectif de 42 et 44KDa) sont les
premiers membres de la famille MAPK a avoir été caractérisés (359). MAPK1 et MAPK3
sont exprimées de facon ubiquistes. Il existe un variant d’épissage alternatif de MAPKS,
MAPK3b (513) qui n'interagit pas avec MEK, ainsi qu’un variant d’épissage alternatif de
MAPK1 (150). Les MAPK possede a leur extrémité carboxy terminale un domaine CD riche
en résidus acides, qui permet d’interagir avec leurs substrats au niveau de sites de fixation

formés par des résidus basiques comme le domaine D de MEK.

4.1 L'activation des MAPK

Les MAPK sont activées par la phosphorylation concomitante des résidus thréonine et
tyrosine de leur boucle d'activation. MEK phosphoryle les résidus T202/Y204 pour MAPK1
et T185/Y187 pour MAPK3 (329, 365). Cette double phosphorylation est nécessaire a leur
activité (346). Le mécanisme de phosphorylation pourrait nécessiter la dissociation et la ré
association du complexe MEK/MAPK (54). Le premier résidu phosphorylé semble étre le
résidu tyrosine (134). Une fois activées, les MAPK se détachent de MEK et vont
phosphoryler de nombreux substrats dans différents compartiments subcellulaires comme le
récepteur a I’EGF membranaire, la protéine calnexine du réticulum endoplasmique, la
phospholipase A2 cytosolique, la carbamyl phosphate synthetase mitochondriale ou encore
les facteurs de transcription dans le noyau (pour revue (74)). Les MAPK phosphorylent les
résidus sérine et thréonine de leurs substrats uniquement s’ils sont adjacents d'une proline et
de préférence s’ils possédent un autre résidu proline en position -2 (séquence consensus P-X-
S/T-P). La phosphorylation des substrats permet de contréler leur activité. Elle est souvent
impliquée dans le contréle de leur stabilité soit en empéchant leur dégradation par le
protéasome comme dans le cas de c-Fos (315) ou de MKPL1, soit en augmentant leur taux de

dégradation comme pour MKP3 (272).
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4.2 Le contrdle de I'activité des MAPK par les phosphatases

L’activité des MAPK qui nécessite leur phosphorylation sur les deux résidus thréonine et
tyrosine de la boucle d'activation (346), est finement contr6lée par I’équilibre entre I’activite
des kinases et des phosphatases qui ciblent ces deux résidus. Trois familles de phosphatases
peuvent déphosphoryler les MAPK : les sérine /thréonine phosphatases comme PP2A (8), les
phosphatases tyrosines spécifiques comme PTP-SL , STEP (439) ou HePTP (339), et les
phosphatases a double spécificité DUSP (pour DUal Specificity Phosphatase) ou MKP (pour
MAP Kinases Phosphatases). Cette famille de phosphatases comprend les phosphatases
nucléaires MKP1/DUSP1 et MKP2/DUSP4 qui déphosphorylent les MAPK mais aussi
P38MAPK et JNK, ainsi que la phosphatase cytosolique MKP3/DUSP6 qui ne déphosphoryle
que les MAPK1/3 et MAPKS (pour revue (59, 209, 347)). La voie MAPK induit I’expression
de MKP1 et 2 (46) et leur stabilisation par phosphorylation directe (47). A I’inverse la
phosphorylation de MKP3 par les MAPK favorise sa dégradation (272). Enfin il faut noter
que les MKP1 (407) et MKP3 (60) sont activées par changement de conformation lors de leur

association avec les MAPK1/3.

4.3 Localisation des MAPK

Les MAPK1/3 se déplacent de facon continue entre le cytoplasme et le noyau par simple
diffusion (140), indépendamment de leur état d’activation (466). Il semble cependant que la
localisation nucléaire des MAPK soit liée a leur capacité de dimériser (210). Selon les cellules
et le type de stimulation, les MAPK peuvent s’accumuler dans I’'un ou l’autre de ces
compartiments. L'association des MAPK a MEK favorise leur localisation cytosolique a cause
du domaine NES de MEK (2). Lors de leur activation par les agents mitogenes, les MAPK se
détachent de MEK pour s'accumuler dans le noyau, une étape nécessaire pour la prolifération
(241). Dans les astrocytes, I’expression de la protéine cytoplasmique PEAL5 séquestre les

MAPK dans le cytoplasme pour empécher la prolifération (137).
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4.4 La durée d’activation des MAPK

L’intensité et la durée d’activation des MAPK jouent un réle majeur dans la réponse MAPK.
Selon I’intensité du niveau d’activité des kinases MAPK, la voie Raf/MAPK favorise a la fois
I’entrée en phase G1 du cycle en induisant la cycline D1 et le blocage des cellules en phase
G1 en induisant I’inhibiteur de cdk2, p21. Ainsi une stimulation de faible intensité des MAPK
permet d'induire la cycline D1 et favorise I’entrée des cellules en phase S (320). A I’inverse
une forte activation des MAPK favorise l'induction de p21 et I’arrét en phase G1 du cycle
cellulaire, par inhibition de I'activité de cyclin-cdk (394, 488).

La différenciation des cellules PC12 est I’exemple le plus utilisé pour illustrer la relation entre
I'intensité de stimulation MAPK et la réponse biologique. Dans ce modele cellulaire, la
stimulation transitoire des MAPK avec des agents mitogéniques comme I’EGF permet la
croissance, alors que I’activation prolongée des MAPK suite a la stimulation par des facteurs
neurotrophiques comme le NGF entraine l'arrét du cycle de division et la différentiation des

cellules en neurones. (274, 509).
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5 Les protéines d'échafaudage de la voie Raf/MAPK

La spécificité d’action de la voie Raf/MAPK est assurée par des proteines d’échafaudage ou
"scaffold protein”. Les scaffolds assemblent les différents composant d’une cascade de
signalisation pour former un module de signalisation, ce qui permet de séparer les différentes

cascades de signalisation les unes des autres pour leur donner plus de spécificiteé.

5.1 14-3-3

La protéine 14-3-3 est une petite protéine ubiquiste, tres conservée au long de I’évolution, qui
joue de nombreux roles dans le contr6le du cycle cellulaire, dans la prolifération, la
différentiation et I’apoptose. 14-3-3 est monomérique et se fixe par sa partie amino terminale
a d’autres protéines changeant ainsi leur localisation subcellulaire ou leur association avec
leurs partenaires. Cette fixation de 14-3-3 se fait sur de courtes séquences, et pour certaines,
seulement si elles possedent un résidu phosphorylé (303, 499). Raf-1 est la premiére protéine
décrite s’associant a 14-3-3 et cette association stabilise a la fois les formes inactives et
actives de Raf-1. Fixée aux S259 et S621 phosphorylées, 14-3-3 maintient Raf-1 dans une
forme inactive auto inhibée. A I’inverse, 14-3-3 qui est dimérique, permettrait la dimérisation
de Raf-1 et pourrait stabiliser la forme active de Raf (264, 448).

5.2 MP-1

La petite protéine MP1 (pour MEKL1 Partner 1) se fixe spécifiqguement a8 MAPK3 et MEK 1
mais pas & MAPK1, ni 8 MEK2, ni & Raf. La surexpression de MP1 augmente I’activation du
module MEK1/MAPK3 par Raf et permet de les localiser au niveau des endosomes (385).
MP1 interagit avec pl4 une petite protéine de 14KDa localisée dans les endosomes tardifs
(492). L’extinction de pl4 par transfection de siRNA diminue fortement I’activation de la
voie MAPK en réponse a I’EGF et empéche son activation dans les endosomes (442). MP1 se
lie 8 MORG-1 (pour MAPK Organizer), une protéine composée de 7 domaines WD40. En
plus de MP1, MORG1 s’associe in vitro avec les kinases MEK1/2, MAPK1/3 B-Raf et Raf-1

et se comporte comme une protéine scaffold (467).
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5.3 Sur-8

Le géne de Sur-8 a été cléné chez le C elegans. Sur-8 jouerait le role de scaffold pour Ras et
Raf en se fixant au domaine catalytique de Raf et en augmentant son activation par Ras.
(404). Chez les mammiféeres, Sur-8 augmente I’activation de la voie RaffMAPK en réponse a
I’EGF en interagissant avec Ras et Raf-1 (246).

5.4 RKIP

RKIP (pour Raf Kinase Inhibitor Protein), peut se lier aux domaines kinases de Raf-1 et MEK
et fonctionne comme un inhibiteur compétitif de I’activation de MEK par Rafl (506). Lors de
la stimulation mitogenique, I’interaction entre RKIP et Rafl est inhibée par les PKC
classiques et atypiques qui phosphorylent RKIP sur la sérine 153 (84). Cette phosphorylation
permet alors a RKIP de se fixer a la kinase GRK-2 (pour G-protein-coupled Receptor Kinase
2) et d’inhiber I’activité kinase de GRK-2. Cela a pour conséquence de diminuer
I’internalisation des récepteurs couplés aux protéines G et donc de prolonger I’activation de la
voie Raf/MAPK (260).

5.5 KSR

KSR (pour Kinase Supressor of Ras) a été cloné chez la drosophile (444) et chez C elegans
(219) (427) en cherchant un supresseur de Ras. Le role de KSR serait de rapprocher les
kinases Raf, MEK et MAPK pour stabiliser leur association et créer un module de
signalisation unique. MEK semble étre associée a KSR de facon constitutive (300, 422),
tandis que les MAPK1/3 et Raf-1 ne s’y associent que lorsque Ras est activé (55, 300, 445,
498). KSR présente toutes les caractéristiques d’une protéine scaffold. D’une part, lorsque
elle est faiblement exprimée, KSR facilite I’activation de la voie Raf/MAPK, tandis qu’elle
I’inhibe lorsque elle est surexprimée (55). Bien que le domaine carboxy terminal de KSR
présente des homologies avec le domaine kinase de Raf, il ne possede pas les résidus
nécessaires au site de fixation de I'ATP d'un domaine catalytique de protéine kinase (444).
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L’invalidation de KSR chez la souris ne cause aucun probléeme de développement
embryonnaire ni de fertilité, bien que I’activation de la voie MAPK1/3 par I’EGF soit
diminuée (309). Cependant il faut noter qu’il existe deux isoformes de KSR chez C elegans et
que seule la suppression simultanée des deux isoformes inhibe totalement I’activation de la
voie MAPK (314). On pourrait émettre I’hypothése qu’il existe chez les mammiféeres, une
autre fonction redondante de KSR qui puisse compenser I’effet du KO.

Enfin il faut noter que I’équipe de White a découvert récemment la protéine IMP (pour
Impedes Mitogenic signal Propagation) qui se lie & KSR et la séquestre sous une forme
hyperphosphorylée hors de la membrane plasmique, ce qui inhibe I’activation des MAPK
(280).

5.6 B-arrestine

Les B-arrestines sont des protéines scaffold impliquées dans le recrutement de complexes
protéiques aux récepteurs couplés aux protéines G. Le domaine SH2 des B-arrestines peut
recruter Src au récepteur B2-adrénergique qui I’activera et Src pourra alors participer a
I’activation de Raf-1 (265). Raf-1 et MAPK1/3 se lient aussi a la P-arrestine suite a
I’activation du récepteur PAR-2 (pour Proteinase—Activated Receptor), ce qui permet
d’optimiser leur activation a la membrane (97). Il faut noter que B-arrestine sert aussi en
paralléle de scaffold aux kinases de la voie JNK, JNK3 et ASK1 et permet de stimuler
I’activation de la voie JNK, en parallele au recrutement de kinases de la voie Raf/MAPK
(284).
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Schéma n°14 : Les protéines d’échafaudage de la voie MAPK
Les protéines d’échafaudage ont pour fonction de regrouper différentes protéines d’une méme cascade de
signalisation. La protéine KSR se fixe a Raf, MEK et MAPK et favorise I’activation de la voie des MAPK1/3.
La protéine Sur8 se fixe a ras et Raf et favorise I’activation de Raf. La Barrestine se fixe a Raf et MAPK1/3 et
favorise I’activation de la voie MAPK par les récepteurs couplés aux petites protéines G. MP1 se fixe 8 MEK1 et

MAPKS3 et favorise leur activation au niveau des endosomes.
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6 Les fonctions de la voie des MAPK

6.1 MAPK et prolifération cellulaire

Lorsque I’on stimule des fibroblastes quiescents avec du sérum, les MAPK sont activées de
facon biphasique avec un premier pic d’activation de 5 minutes, suivi d'un second pic atténué
qui dure environ 1h, et un retour progressif au niveau basal avant la fin de la phase G1. Le
second pic d'activation des MAPK est en correlation avec la progression des cellules en phase
S (320). Cette activation permet I’induction de cycline D1 et I’activation du complexe
Cdk4/cycline D1 necessaire a la progression dans le cycle cellulaire (233). L’activation des
MAPKZ1/3 augmente la synthese des nucléotides, en régulant I’activité de la CPSII (pour
Carbamoyl Phosphate Synthetase Il) (153), ainsi que la traduction en activant le facteur de
traduction elFAE (pour revue (356)). La voie Raf/MAPK favorise également la réorganisation
de la chromatine et I’activation de certains genes en phosphorylant le résidu serine 10 de
I'nistone H3 (523). Enfin les MAPK augmentent la prolifération cellulaire en activant
directement les facteurs de transcription Elk, c-Fos, c-Jun, Ets1/2 et cMyc ou encore le facteur
CREB via l'activation de Rsk (pour revue (71, 95).

6.2 La différenciation cellulaire

La voie MAPK joue un r6le important dans le développement embryonnaire et la
différenciation cellulaire. Ainsi I’invalidation de mapkl provoque la létalité embryonnaire
entre les jours embryonnaires J6.5 et J11.5 suite a I’absence de développement de I’ectoderme
extra-embryonnaire, du cone ectoplacentaire, a I'absence de différentiation de la lignée
conduisant au développement du mésoderme (373, 503), et a des défauts dans le
développement du placenta (169). L'invalidation de mapk3 provoque une altération de la
différenciation des thymocytes en lymphocytes simples positifs CD4+ CD8+ (319). La voie
Raf/MAPK a été impliquée aussi dans la différenciation de I'épithélium intestinal (441), des

cellules musculaires (154) et des adipocytes (345).
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6.3 La migration cellulaire

La voie des MAPK1/3 joue un role important dans la migration cellulaire et dans le
remodelage de la matrice extracellulaire. L’invalidation de mekl (147) et de raf-1 (123)
provoque un défaut de migration cellulaire. L activation des MAPK favorise la migration en
phosphorylant la kinase MLCK (pour Myosin Light Chain Kinase) (214) , la paxiline (256) et
la calpain (148) qui sont impliquées dans la dynamique des adhésions focales. Les MAPK
sont aussi impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire en activant les

métalloprotéases (pour revue (183, 360)).

6.4 Fonctions neuronales

La voie Raf/MAPK est activée lors de la stimulation des récepteurs NMDA par le glutamate
(494). Les MAPK sont impliquées dans la modulation de la transmission synaptique en
particulier lors de la libération de neurotransmetteurs (pour revue (431)). La voie Raf/MAPK
joue un role dans la plasticité synaptique, notamment au cours du processus de
potentialisation a long terme dans [I’hippocampe qui permet [I’apprentissage et la
mémorisation (pour revue (431)). Ainsi les souris invalidées mapk3 ont une augmentation de

leur capacité de mémorisation (281).
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C Le controle de la mort cellulaire par la voie
des MAPK

| RGle antiapoptotigue de la voie Raf/MAPK

1 La voie Raf/MAPK joue un réle antiapoptotique dans

les cellules tumorales

Les oncogenes, qui activent les voies de signalisation, contrélent la prolifération mais aussi la
survie des cellules tumorales. Plusieurs oncogénes sont impliqués dans I’activation de la voie
des MAPK1/3. C’est le cas par exemple de récepteurs aux facteurs de croissance comme le
récepteur HER2-Neu/c-erbB-2 qui est muté dans 30% des cancers du sein (185). En aval des
récepteurs, la kinase Raf et les protéines impliquées dans son activation comme Shc, Grb2,
Src, 14-3-3, PKC, PAK vont aussi étre la cible de mutations oncogéniques. Le géne Ras qui
joue un réle essentiel dans I’activation de la voie des MAPK1/3, est muté dans 15% a 30%
des cancers (3, 477) (voir tableau 1, au dos de la p11) et I’isoforme B-Raf présente des
mutations dans 8% des cancers (94). Ensemble, ces oncogenes favorisent I’activation
constitutive de la voie des kinases MAPK1/3 dans prés de 36% des lignées tumorales
humaines (178). L’activation de la voie des MAPK1/3 est impliquée dans la dérégulation du

cycle cellulaire et dans le caractére invasif des cellules tumorales pour revue (360).
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Origine tumorale Géne muté
colon K-ras (45%), B-raf (12%)
pancréas K-ras (90%)
ovaire B-raf (30%)
prostate -
mélanome N-ras (15%), B-raf (66%)
poumon N-ras (35%)
gliome -
thyroide H-ras, N-ras, N-ras, (60%), B-raf (35-70%)
leucémie lymphoide et myéloide chronique N-ras (*30-60%)

Tableau n°1: Les mutations de la voie RassMAPK dans les tumeurs ((238, 392))

1.1 Mutations oncogéniques dans la voie des MAPK chez

I’homme

v-raf a été identifié & partir du génome du rétrovirus murin MSV-3611 (355) et B-raf a été
isolé en méme temps chez I’homme apres transfection de cellules NIH3T3 par I’ADN humain
d’un sarcome d’Ewing (186) et chez le poulet (ou B-Raf a ét¢ nommé c-Rmil) apreés
transduction rétrovirale (276, 277). Un autre cas d’activation de B-Raf par transfection de
cellules NIH3T3 avec I’ADN d’un carcinome hépatocellulaire de souris a été rapporté (289).
Chez I’homme seul B-raf a été retrouvé muté. B-raf présente diverses mutations dans 8% des
lignées tumorales de toutes origines (voir tableau 2). Les mutations de B-raf ont une forte
prévalence dans les mélanomes ou elles sont présentes dans 80% des cas (94). Parmi les 45
mutations associées a B-raf, la mutation V599E d’un résidu de la boucle d’activation du
domaine kinase est retrouvee dans 90% des cas. Cette mutation, qui favorise la transformation
tumorale in vitro, rend I’activité kinase de B-Raf constitutive et augmente le niveau d’activité
des kinases MEK et MAPK1/3. La cristallisation de B-Raf avec I’inhibiteur pharmacologique
BAY43-90006 a permis de montrer que la mutation V599E mime la phosphorylation du
résidu Thréonine 598 nécessaire a la conformation active du domaine kinase (469). Il est
intéressant de noter que certaines mutations oncogéniques de B-Raf, comme la mutation

G465V, n’augmentent pas I’activité kinase de B-Raf mais favorisent I’activation de Raf-1, et
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par conséquent celle de MAPK1/3 (469). Enfin il faut noter que moins de 1% des lignées
testées présentent a la fois des mutations de Ras et de B-Raf (94), ce qui indique une
complémentation fonctionnelle entre ces genes tous deux a I’origine de I’activation des
MAPK1/3.

L activité des kinases MEK et MAPK est souvent associée a la prolifération cellulaire mais,
de facon paradoxale, on n’a pas trouvé de mutation oncogénique de leurs genes. Une étude
des polymorphismes associés aux genes mekl et mek2 dans des tumeurs humaines a révelé
I’existence d’une seule mutation de I’isoforme MEK2, mutation qui conduit & un changement
d’acide aminé (P298L), sans pour autant modifier son activité (21). Pourtant I’introduction in
vitro des mutations S218D et S222D qui entraine I’activation constitutive de MEK1, permet
la transformation des cellules fibroblastiques et leur confére un caractére tumoral chez la
souris (51, 86, 269). La boucle d’activation des kinases MEK et MAPK requiert la
phosphorylation simultanée de deux résidus pour étre pleinement active, la probabilité
d’apparition de mutations activatrices de ces kinases est certainement plus faible que celle de
I’apparition de mutations dans les voies de signalisation qui activent la voie des MAPK1/3 en

amont ou au niveau de Raf.
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Résidu muté Fréquence* Origine tumorale”

M116 0.1 mélanome (1)

1325 0.1 sein (1)

K438 0.2 poumon (2)

T439 0.1 poumon (1)

V458 0.1 poumon (1)

R461 0.1 colorectal (1)

1462 0.1 colorectal (1)

G463 0.5 colorectal (3), foie (1), ovaire (1)

G465 0.9 mélanome (7), poumon (2)

F467 0.1 Colo (1)

G468 1.9 mélanome (4), leucémie (4), colorectal (3), lymphome non
Hodgkin(3), foie (2), poumon (2),
adénocarcinome de Barret (1)

K474 0.1 mélanome (1)

N580 0.1 colorectal (1)

E585 0.1 ovaire (1)

D586 0.1 colorectal (1)

D593 1.0 colorectal (6), estomac (2), mélanome (1), lymphome non
Hodgkin (1)

F594 0.3 colorectal (2), liver (1)

G595 0.2 colorectal (2)

L596 0.8 mélanome (3), poumon (3), foie (1), ovaire (1)

T598 0.1 colorectal (1)

T598-insertion 0.1 mélanome (1)

V599 91 mélanome (442), thyroide(187), colorectal (179), ovaire
(24), foie (11), sarcome (7), estomac (5), gliome (4),
adénocarcinome de Barret (2), sein (1), épendyme (1),
poumon (1)

V/599-insertion 0.1 mélanome (1)

V/599-délétion

K600 1.0 thyroide (4), mélanome (3), colorectal (3)

R681 0.1 endométre (1)

AT27 0.1 leucémie myéloide chronique (1)

Tableau n°2 : Les mutations de B-Raf dans les tumeurs (pour revue (144))

* : fréquence de mutation du résidu par rapport a I’ensemble des mutations B-Raf

# : le chiffre indique le nombre de fois ou la mutation a été trouvée dans le type de cancer donné
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a) L’oncogéne B-Raf favorise la survie des mélanomes

Une étude menée par le NIH sur différentes lignées tumorales humaines a montré que les
mélanomes sont les cellules les plus sensibles a I’inhibiteur pharmacologique de MEK, le
PD98059 (218). Dans les mélanomes, I’inhibition de la voie des MAPK1/3 par le PD98059
ou le U0126, un autre inhibiteur pharmacologique de MEK, induit la mort cellulaire (218,
519). Dans les mélanomes exprimant B-Raf muté sur la valine 599, I’inhibition de I’activité
Raf par I’inhibiteur pharmacologique BAY 43-9006 (203) ou I’extinction de B-Raf a I’aide de
siRNA bloque la prolifération et induit aussi la mort cellulaire (57, 173, 203). Donc, dans les
cellules mélanocytaires, la mutation du géne B-raf apporte un avantage sélectif a la
transformation en mélanome en activant la voie des MAPK1/3 qui inhibe la mort cellulaire. Il
serait intéressant de vérifier systématiquement si les formes oncogéniques de B-Raf favorisent

la survie dans des tumeurs d’origines différentes.

b) L’activation de la voie des MAPK1/3 favorise la survie des

cellules leucémiques

La voie des MAPK1/3 est activée de fagon constitutive dans 50 a 70% des tumeurs de type
leucémie myéloides ou lymphoides chronique (pour revue : (212, 238, 285). Une étude
clinique de ce type de leucémie, révéle que les patients dont les tumeurs présentent une forte
activation de la voie des MAPK1/3 ont un mauvais pronostique de survie (285). Dans ces
tumeurs, la voie des MAPK1/3 est activée de facon constitutive en réponse a I’activité kinase
de la protéine chimérique oncogénique BCR-Abl, qui résulte de la translocation
chromosomique t(9;22). L’activation constitutive de la voie des MAPK1/3 est également
marquée dans les lignées leucémiques qui surexpriment des récepteurs aux facteurs de
croissance comme les récepteurs a I’lL-3 au, PDGF ou au GM-CSF (238). Enfin la voie des
MAPK peut étre activée par I’oncogene Ras qui est muté avec une prévalence de 20 a 60%
dans les leucémies myéloides chroniques (238). L’inhibition pharmacologique de MEK par le
PD98059 ou le PD184352, un troisieme inhibiteur de MEK, arréte la croissance et suffit pour
induire la mort cellulaire dans ces lignées tumorales (263, 285, 292).

Le PD184352 induit la mort plus rapidement et plus fortement en association avec d’autres
drogues comme le STI571 (ou Gleevec), qui est un inhibiteur de BCR-AbI (510), ou comme,
le UCN-01 une drogue dérivée de la staurosporine qui inhibe plusieurs kinases dont les PKC
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(88, 89). D’autres études de combinaison du PD184352 avec I’ATRA (pour all-trans-retinoic-
acid) (292) ou avec I’HA14-1, un inhibiteur de Bcl2 (291), obtiennent des résultats similaires.
Dans les tumeurs de type leucémies myéloides chroniques, I’activation de la voie des
MAPKZ1/3 par des oncogenes, joue donc un role important dans la survie cellulaire. Dans ce
type de tumeur, les inhibiteurs de MEK comme le PD184352 pourraient améliorer I’efficacité
des drogues chimiothérapeutiques comme le STI571 qui donne des résultats spectaculaires
dans les tumeurs de type leucémie myeloide chronique (116), mais aussi dans les tumeurs

stromales gastro-intestinales (98).

1.2 L’activation constitutive de la voie des MAPK favorise

la croissance indépendante d’ancrage

Les cellules tumorales ayant la plus forte activité de la voie des MAPK sont souvent issues de
tumeurs invasives et tres agressives comme les carcinomes ou les sarcomes de Kaposi (287).
Cela s’explique en partie par le rble important que joue la voie des MAPK1/3 dans la
migration cellulaire et dans le remodelage de la matrice (pour revue (183, 360)). In vitro,
I’activation constitutive de la voie des MAPK permet également la croissance indépendante
d’ancrage des lignées de cellules tumorales. La survie des cellules adhérentes requiert leur
interaction avec la matrice extracellulaire et la perte d’ancrage chez ces cellules entraine une
forme de mort cellulaire programmeée appelée anoikis. Le contrle de I’anoikis fait I’objet de
nombreuses études pour essayer de comprendre les mécanismes impliqués dans la survie des
cellules tumorales métastatiques qui ont perdu le contact avec leur matrice d’origine (pour
revue (424)). L adhérence des cellules normales a leur matrice maintient I’activité des voies
de signalisation nécessaires a la survie et réciproquement, I’activation soutenue de la voie des
MAPK1/3 permet de bloquer la mort induite par la perte d’adhérence dans les cellules
endothéliales HUVEC (12), les fibroblastes CCL39 (235), les cellules épithéliales MDCK
(372) et les cellules de tumeur du sein MCF10 (388). Dans des cellules de carcinome de
colon, I’activation constitutive de la voie des MAPK1/3 protege contre la mort cellulaire
induite par la perte d’adhérence en permettant le maintien de I’expression du facteur de
transcription Fra-1 (464). En bloquant la mort induite par perte d’ancrage, I’activation
prolongée de la voie des MAPK1/3 favorise donc la croissance indépendante d’ancrage, une

des caractéristiques de la transformation tumorale.
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2 Réle de la voie des MAPK dans la survie cellulaire

durant le développement embryonnaire

La mort cellulaire programmeée joue un rdle crucial a de nombreuses étapes du développement
embryonnaire puisque I’invalidation des genes codant pour les protéines proapoptotiques
conduit a des défauts du développement mais elle doit étre parfaitement contrdlée pour éviter
la mortalité embryonnaire (18). Par exemple, I’invalidation de bcl-xL provoque une mortalité
embryonnaire a partir du jour embryonnaire J 12.5, conséquence d’un exces d’apoptose
pendant le développement du systeme vasculaire et du cerveau (299).

L’invalidation des genes qui régulent la voie des MAPK a été réalisée dans plusieurs modeles
génétiques et montre que I’activité de cette voie de signalisation est impliquée dans la survie

cellulaire durant le développement embryonnaire.

2.1 L’invalidation de ras chez la souris

Chez la souris, I’invalidation de H-ras (130) (191), N-ras (457) ou la double invalidation H-
ras N-ras (130) n’a aucune conséquence sur le développement et sur la mort cellulaire
développe mentale. Par contre, I’invalidation de K-ras conduit selon le fond génétique a une
mortalité entre les jours embryonnaires J12.5 et J18.5. Les défauts de développement du foie
et du systeme nerveux sont dus a une augmentation de la mort cellulaire des cellules
hépatiques et des motoneurones (198, 215). L’invalidation spécifique de I’isoforme K-ras 4A
n’ayant pas de conséquence au niveau du développement (343), on peut conclure que
I’isoforme K-Ras 4B est la seule isoforme de Ras impliquée dans la survie cellulaire au cours
du développement. Il faut noter cependant que, contrairement a K-ras 4A, la surexpression de
K-ras4B qui active pourtant fortement la voie des MAPK, ne permet pas la croissance des
cellules en agar (465).

Il serait intéressant de vérifier au moins in vitro si I’invalidation de K-ras, qui affecte
particulierement I’activation de la voie des MAPK1/3, peut étre compensée par des formes

constitutivement activées de Raf-1 ou MEK.
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2.2 L’invalidation de raf chez la souris

L’invalidation de A-raf conduit selon le fond génétique des souris, soit a une mortalité 21
jours apres la naissance a la suite de malformations de I’appareil digestif, soit a des souris
viables et fertiles avec cependant des dysfonctionnements neuronaux. L’invalidation de A-Raf
ne provoque aucune modification au niveau de la mort cellulaire ni chez I’embryon, ni chez
I’adulte (348).

L’invalidation de B-raf ou c-raf-1 par contre provoque une létalité embryonnaire associée a
une augmentation de la mort cellulaire. Dans le cas de B-raf, I’arrét du développement
embryonnaire entre J10.5 et J12.5 est du a la mort des cellules endothéliales qui provoque une
hémorragie massive (487). Dans le cas de c-raf-1, les embryons meurent entre les jours
embryonnaires J9.5 et J13.5, a la suite de défauts du développement des vaisseaux sanguins,
du placenta, du cerveau et du foie. Des coupes de tissus d’embryons c-raf-1-/- révélent une
augmentation de I’apoptose des cellules neuronales a J9.5 (184) et des cellules du foie a J12.5
(290). L’étude in vitro des cellules c-raf-1-/- montre une augmentation de la mort cellulaire
spontanée des cellules hématopoiétiques (290) et fibroblastes embryonnaires (290), ainsi
qu’une sensibilisation des fibroblastes embryonnaires a I’apoptose induite par enlévement de
sérum, par stimulation du récepteur Fas et par le traitement a I’étoposide, a I’actinomycine D
ou a la doxorubicine (184, 290, 522). Il faut noter cependant que cette augmentation de la
mort cellulaire dépend du fond génétique des souris, puisque l'invalidation de c-raf dans les
souris de fond génétique MF1 ne provoque pas de défaut de mort cellulaire(286).

Enfin, il faut noter qu’il existe une mutation hypomorphique (hypo) de c-raf-1 qui conduit
chez la souris a I’expression faible d’une protéine tronquée du coté amino-terminal, possédant
toujours une activité kinase. Le remplacement des deux alléles de c-raf-1 par deux alleles
hypo provoque I’arrét du développement entre les jours embryonnaires J10.5 et J12.5 (485,
486). Le croisement entre des souris B-raf -/+ et raf-1 hypo/+ ne permet pas d'obtenir
d'embryons Braf-/- , raf-1 hypo/hypo, ce qui montre que ces deux isoformes B-Raf et Raf-1
jouent un role primordial durant le développement embryonnaire (485).

Ces résultats montrent que B-Raf et Raf-1 jouent un réle important dans la survie des cellules

embryonnaires durant le développement et dans la résistance cellulaire aux stimuli
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apoptotiques. La différence dans les phénotypes associées aux invalidations de B-raf et c-raf-1
indiqgue que ces deux genes ont des fonctions spécifiques en fonction des lignees
embryonnaires.

a) c-raf-1 joue un rdle antiapoptotique indépendamment des kinases
MEK et MAPK

Dans les fibroblastes embryonnaires B-raf -/- (349) et dans un modéle d’invalidation
conditionnelle dans les cellules B (50), la perte de B-raf provoque une diminution de moitié
du niveau d’activation des MAPK1/3. Il est peu probable que la perte d’activité des
MAPK1/3 soit a elle seule responsable du phénotype des souris B-raf -/-. En effet, il a été
montré que I’invalidation du géne ksr, codant pour une protéine d’échafaudage impliquée
dans I’activation de la voie des MAPKZ1/3, provoque aussi une diminution de 50% de
I’activation de la voie MEK/MAPK1/3, mais sans affecter la survie cellulaire et le
développement de la souris (309). On peut émettre I’hypothése selon laquelle I’augmentation
de la mort cellulaire embryonnaire dans les souris B-raf -/- ne s’expliquerait pas seulement
par une diminution de I’activation de la voie des MAPK mais résulterait en partie de la perte
de fonctions de survie spécifiques de I’isoforme B-Raf.

L’invalidation de c-raf-1 ne modifie pas I’activation de la voie MEK/MAPK, aussi bien in
vitro que in vivo (50, 184, 290). Cela démontre que I’augmentation de la mort cellulaire dans
les embryons de souris c-raf-1 -/- provient de la perte d’un mécanisme de survie indépendant
de I’activation des kinases MEK et MAPK. Il faut noter que chez C Elegans, le gene lin-45
codant pour I’homologue de raf, contr6le le facteur de transcription lin-31 (181)
indépendamment des kinases MEK et MAPK.

b) Le ro6le antiapoptotique de c-raf-1 dépend-il de [I’activité

kinase de Raf-1 ?

La substitution in vitro des tyrosines 340 et 341 de Raf-1 par des résidus phénylalanine non
phosphorylables chez le mutant Raf-FF affecte séverement ses fonctions (279). Le groupe du
Dr Pritchard montre néanmoins que le knock-in de Raf-FF est capable de remplacer les
fonctions de Raf-1 chez la souris c-Raf-1-/- (184). Cette forme mutante de Raf-1 est inactive
en essai kinase in vitro (184), ce qui laisse supposer que la fonction kinase de Raf-1 ne soit

pas nécessaire a la survie des embryons. Cependant quand le mutant Raf-FF est fusionné a un
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domaine CAAX de localisation membranaire, il phosphoryle MEK aussi bien que la forme
sauvage Raf-1CAAX (167). On ne peut donc pas considérer Raf-FF comme un vrai mutant
dépourvu d’activité kinase. Il existe d’ailleurs un mutant de Raf-1 dépourvu d’activité kinase,
Raf-1 K375M, qui est muté sur le site de fixation de I’ATP (9). Pour conclure définitivement
que I’activité kinase de Raf-1 n’est pas requise pour ses fonctions antiapoptotiques pendant le
développement embryonnaire, il faudrait montrer que le transgéne Raf-1 K375M peut
complémenter le phénotype c-raf-1-/- chez la souris. Si ces résultats indiquent que I’activité
kinase de Raf-1 n’est pas forcement essentielle & son r6le protecteur contre un exces
d’apoptose pendant le développement embryonnaire, il reste a élucider quel serait

I’interacteur de Raf-1 qui remplit cette fonction.

2.3 L’invalidation de mek chez la souris

L’invalidation de mek2 chez la souris n’a pas d’effet sur le développement ni sur I’activation
des kinases MAPK1/3, ce qui pourrait s’expliquer par un effet compensatoire de MEK1 (25).
En revanche, I’invalidation de mekl provoque la mort embryonnaire a J10.5, a cause d’un
défaut de vascularisation du placenta (147). Cette différence de phénotype implique que le
complexe MEK1/MAPK joue un réle spécifique durant le développement. Alors que
I’invalidation de c-raf-1 entraine la mort des cellules endothéliales, il faut préciser que I’arrét
du développement placentaire des embryons mek1 -/- est causé par un défaut de migration des
cellules endothéliales vers le placenta. Ce défaut de migration a par ailleurs été confirmé dans
les fibroblastes mek1 -/- en culture (147). Les fibroblastes embryonnaires mek1l -/- ou mek?2 -
/- ne présentent aucun défaut dans la survie cellulaire. Les deux kinases MEK pourraient donc
avoir une fonction redondante pour la survie cellulaire au cours du développement. Il faut
noter que la surexpression par transgénese de la forme constitutivement active MEK1
S217D/S221D dans le tissu cardiaque favorise la survie des cardiomyocytes contre la mort
cellulaire induite par ischémie/réoxygénation cardiaque (53). Cependant comme I’expression
de MEK1 S217D/S221D provoque une hypertrophie du cceur et une augmentation des
fonctions cardiaques, on ne peut pas déterminer si la protection contre I’ischémie vient d’un

contrble des mécanismes de survie ou de I’augmentation des fonctions cardiaques.
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2.4 L’invalidation de mapk chez la souris

Les deux isoformes MAPK1 et MAPK3 sont généralement considérées comme
interchangeables. Cependant I’invalidation de leurs génes respectifs provoque des phénotypes
différents. L’invalidation de mapk3 n’a pas d’effet sur le développement général des souris, ni
sur la survie cellulaire développementale (319) ce qui indique que la seule présence de
MAPK1 suffit a controler la survie développementale, ainsi que les autres fonctions liées aux
MAPKZ1/3. Seules I’activation des thymocytes par le TCR et leur différenciation en
lymphocytes simples positifs CD4+ CD8+ sont l1égérement altérées chez les souris mapk3 -/-.
L’invalidation de mapkl provoque la Iétalité embryonnaire entre les jours embryonnaires J6.5
et J11.5 suite a I’absence de developpement de I’ectoderme extra-embryonnaire, du céne
ectoplacentaire, a une absence de différentiation de la lignée conduisant au développement du
mésoderme (373, 503), et a des défauts dans le développement du placenta (169). L’analyse
des fibroblastes embryonnaires mapk1 -/- montre que le niveau d’activité résiduelle provenant
de MAPK3 n’est pas suffisant pour compenser la diminution de I’activité globale MAPK
(503). Bien que les embryons mapkl -/- présentent une augmentation de la mort cellulaire
dans de nombreux tissus (503), il n’y a aucune étude sur la mort cellulaire des fibroblastes
mapkl -/-. Ces résultats nous montrent que, des deux isoformes mapkl et mapk3, mapkl a
des fonctions prépondérantes dans le développement embryonnaire et dans la survie cellulaire
embryonnaire, fonctions que mapk3 ne peut pas compenser. On ne connait pas vraiment
I’expression ni I’activité relative des deux isoformes dans les différents tissus et on ne peut
encore pas déterminer si mapk3 a un niveau d’activité trop faible ou si les deux kinases ont

une certaine spécificité de substrats.

2.5 L’invalidation de rsk2 chez la souris

La kinase RSK qui existe sous quatre isoformes est activée en réponse a la phosphorylation
par les MAPKZ1/3, phosphorylation qui la rend accessible a la kinase PDK1. RSK2 joue un
role dans la survie cellulaire en activant le facteur de transcription CREB et en inhibant la

fonction proapoptotique de Bad par phosphorylation (35, 398, 401). Chez I’homme, une
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mutation dans le géene rsk2 est associée au syndrome de Coffin-Lowry caractérisé par des
désordres neurologiques affectant la motricité et des malformations osseuses (452).
Cependant ce syndrome n’est pas lié a une augmentation de la mort cellulaire. Chez la souris,
seule I’invalidation de rsk2 a été réalisée ; elle provoque des défauts de croissance post-natale
suite a des problemes de tolérance au glucose, ainsi que des défauts neurologiques dans la
mémorisation et la coordination. La encore, aucune modification n’est détectée au niveau de
la mort cellulaire (119, 125), alors que RSK2 est impliquée dans la phosphorylation de Bad
suite a I’activation de la voie des MAPK (35, 398).

2.6 Voie MAPK et survie cellulaire chez la drosophile

Chez la drosophile, la voie des MAPK est impliquée dans la polarisation dorso ventrale de
I’embryon, ainsi que dans le développement de nombreux tissus. La perte de fonction des
genes de la voie EGFR/Ras/MAPK conduit a une létalité embryonnaire comme par exemple
I’invalidation de D-Raf (109). L’étude de la voie de signalisation de la MAPK (rolled) dans
I’ceil de drosophile a mis en évidence le contréle de la protéine proapoptotique Hid (pour head
involution defective). Hid induit la mort cellulaire mitochondriale en inhibant la protéine de
survie DIAP dont la fonction est de bloguer I’homologue de la caspase 9, Dronc. L’activation
de la voie MAPK réprime le gene hid (228) et inhibe son activité par phosphorylation directe
(27). La drosophile a permis de montrer pour la premiére fois que la voie des MAPK permet
de bloguer la mort mitochondriale en contrdlant I’activation des caspases.
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3 Les mécanismes impliqués dans la survie cellulaire
dépendante de la voie des MAPK

L’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques de MEK a mis en évidence le rble
antiapopototique de la voie des MAPK1/3 non seulement dans les cellules tumorales
leucémiques ou issues de mélanomes, mais aussi dans un grand nombre de cellules non
transformées (pour revue (19). Ainsi, différentes études ont démontré le rdle important de la
voie des MAPK1/3 dans le blocage de I’apoptose induite par la voie des récepteurs de mort et

par la voie mitochondriale.

3.1 Les kinases de la voie des MAPK1/3 sont dégradées

durant I’apoptose

Pendant la phase d’execution de la mort cellulaire, les fonctions vitales de la cellule, en
particulier les voies de signalisation qui contrdlent la survie, sont les cibles des activités de
dégradation. Plusieurs études montrent que Raf-1 et B-Raf sont dégradées par un mécanisme
dépendant des caspases dans différents modeles de mort cellulaire (63, 85, 195, 267, 481).
Raf-1 est la cible de I’activité de caspase 1 (195) de caspase 9 (85) et du protéasome (195,
267). Le clivage de Raf-1 par la caspase 1 intervient dans le modele de mort cellulaire induite
lors de I’infection de macrophages avec des bactéries Salmonelle. Dans ce modele, la perte de
Raf-1 augmente la mort cellulaire, ce qui suggére que Raf-1 joue un réle protecteur lors de
I’infection. Dans les cellules hématopoiétiques, la privation en facteurs de croissance induit le
clivage de Raf-1 par la caspase 9 au niveau de son résidu aspartate 279. Le fragment carboxy-
terminal ainsi généré, Raf-1 A279, qui posseéde une forte activité kinase, se retrouve localisé
majoritairement a la mitochondrie. La surexpression de ce fragment Raf-1 A279 ralentit
I’apoptose, mais seulement s’il est dirigé vers la mitochondrie par fusion avec un domaine de
localisation mitochondrial (85). Dans un modéle de mort cellulaire induite par I’adaphostin,
un inhibiteur de kinases a tyrosine, Raf-1 est également dégradé mais par un mécanisme

indépendant des caspases (511).
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Les MAPK1/3 sont ubiquitinées et dégradées lors de I’apoptose induite par le stress
osmotique (261). L’ubiquitination cible les résidus aspartates 316 et 319 des MAPK par un
mécanisme dependant de la kinase MEKKZ1, qui possede un domaine ubiquitine ligase.
L’induction de la mort dépend de I’ubiquitination des MAPK puisque la surexpression d’une
forme mutée D316/319N de MAPK1 protége les cellules. La dégradation des composants de
la voie des MAPK1/3, mais également d’autres kinases impliquées dans la survie comme Akt

(481), assure I’amplification et la complétion du phénomeéne apoptotique.

3.2 Le contrdle du metabolisme cellulaire par les MAPK1/3

La mort cellulaire est liée a I’arrét des fonctions metaboliques (voir pour revue (342). La
privation en facteurs de croissance qui est un moyen couramment utilisé pour induire la mort
des cellules en culture, diminue I’activité des transporteurs du glucose et les fonctions
métaboliques liées a la mitochondrie. Les travaux du groupe du Dr Thompson ont démontré
que la protéine antiapoptotique Bcl-xL ou la voie de survie dépendante de AKT jouent un role
important dans le maintien de la production de I’ATP en conditions apoptotiques. La voie des
MAPKZ1/3 peut aussi réguler le metabolisme cellulaire a plusieurs niveaux. En phosphorylant
I’enzyme carbamoyl phosphate synthétase I, elle augmente la synthése des nucléotides et en
phosphorylant le facteur de traduction Eif-4E, celle des protéines. Parmi les génes dont
I’expression est régulée par la voie MAPK1/3, on trouve de nombreux génes directement
impligués dans le métabolisme comme les genes codant pour la PGDH ou la glycerol kinase.
La voie des MAPK1/3 agit aussi en amont des voies métaboliques en induisant directement
I’expression des facteurs de croissance comme le VEGF, les TGFa et 3, EphA2 dans les
cellules épithéliales (156, 389, 395) ou I'IL-3 et le GM-CSF dans les cellules
hématopoiétiques ou leucémiques (32, 282). Ainsi la voie des MAPK1/3 pourrait favoriser la
survie cellulaire en permettant le maintien du métabolisme intracellulaire soit directement soit

en activant les voies de signalisation de fagon autocrine.
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3.3 Inhibition de la voie des récepteurs de mort

a) Controle transcriptionnel de I’inhibiteur FLIP

La protéine FLIP est un inhibiteur de I’activation de la caspase 8 qui bloque le recrutement de
la procaspase 8 aux récepteurs de mort (pour revue (337)). L’activation de la voie des
MAPKZ1/3 induit I’expression de I’ARNm de flip (207), par un mécanisme dépendant de
I’activité de MEK (12, 473, 504). L’induction de FLIP par la voie des MAPK1/3 est liée a
I’inhibition de I’apoptose induite par I’activation du récepteur Fas (473, 504) ou par la
surexpression de FADD (504), deux constituants majeurs de la voie de récepteurs de mort.
L’induction de FLIP par la voie des MAPK1/3 entraine aussi I’inhibition de la mort cellulaire
par la perte d’ancrage a la matrice extracellulaire (12), ce qui laisse supposer I’implication de
la caspase 8 dans cette forme de mort. L’induction transcriptionnelle de FLIP n’est cependant
pas le seul mécanisme d’inactivation de la voie des récepteurs de mort par les MAPK1/3
puisque I’inhibition de la caspase 8 dans les cellules épithéliales MCF-10, n’implique pas

I’induction du messager de flip (388).
b) Inhibition post traductionnelle de la caspase 8

L’équipe du Dr JE Eriksson a montré dans plusieurs études que I’activation de la voie des
MAPK1/3 protege les cellules HeLa et Jurkat de la mort induite par les récepteurs de mort.

Dans les cellules Hela, I’inhibition de I’activité MEK est suffisante pour augmenter la mort
induite par le récepteur Fas. A I’inverse, I’activation constitutive de la voie des MAPK1/3 par
surexpression de forme constitutivement activee de MEK diminue la mort induite par les
récepteurs de mort (177, 451). Dans les cellules T Jurkat ou U937, ou les cellules dérivées de
lymphome T, I’inhibition de MEK n’augmente pas la mort induite par Fas (176, 177), mais
bloque I’effet protecteur du TPA et du récepteur CD3 contre les récepteurs de mort (175)
(176, 177) (411). Dans les deux modeles cellulaires, I’activation de la voie des MAPK1/3
blogue le clivage de la caspase 8 par un mécanisme indépendant de la synthése protéique
(175, 177, 411, 451). Ce mécanisme protecteur ne semble affecter ni la redistribution du
récepteur Fas a la membrane (177), ni la formation du DISC et le recrutement de la caspase 8
(176) (411). On peut envisager que la voie des MAPK1/3 inhibe directement I’activité de la

caspase 8 par phosphorylation.
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Cependant on ne peut pas totalement exclure une inhibition du DISC. En effet d’autres études
ont impliqué la voie des MAPK1/3 dans la phosphorylation de I’adaptateur FADD (221, 285).

Cette phosphorylation induit une relocalisation de FADD des compartiments subc
insolubles au Triton vers des compartiments solubles. (285).

ellulaires

Dans de nombreux cas, I’apoptose initiée par les récepteurs de mort requiert une amplification

par la voie mitochondriale. L’activité de la voie MAPK1/3 protege de la mort in

duite par

TRAIL les cellules de mélanome et de cancer du sein en inhibant la sortie du cytochrome c de

la mitochondrie sans modifier ni le clivage ni I’activité de la caspase 8 (382, 519).

Ainsi la

voie des MAPK1/3 bloque aussi la mort induite par les récepteurs de mort en agissant au

niveau de la mitochondrie.

récepteur
de mort
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Schéma n°15: La voie MAPK inhibe I’apoptose induite par les récepteurs de
La voie Raf/MAPK bloque I’apoptose induite par les récepteurs de mort a plusieurs niveaux.

mort
D’une part

I’induction du géne de flip permet ou la phosphorylation de FADD inhibe le recrutement de FADD aux
récepteurs et I’activation de la caspase 8. D’autre part la voie MAPK pourrait inhiber directement la caspase 8

par un mécanisme indépendant du controle de FLIP et de FADD.
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3.3 Inhibition de la voie mitochondriale

a) La voie des MAPK1/3 inhibe les protéines proapoptotiques Bad,

Bax et Bim

La voie des MAPK1/3 inhibe par des mécanismes post-traductionnels I’activité et
I’expression des protéines proapoptotiques Bad, Bim et Bax. Ainsi, I’activation de la voie des
MAPK entraine la phosphorylation de la protéine Bad sur sa sérine 112, par RSK1 (35, 398,
401) et RSK2 (35, 398, 401) et diminue le taux de mort cellulaire induit par la privation de
facteurs de survie (35, 398, 401). La phosphorylation de Bad provoque sa liaison a la protéine
14-3-3, sa délocalisation a I’écart de la mitochondrie (pour revue (36)) et sa dissociation de la
protéine antiapoptotique Bcl-xL (398).

L activation de la voie des MAPK1/3 induit aussi la phosphorylation de BIimEL sur la sérine
69, ce qui provoque sa dégradation par le protéasome (244, 262, 271, 479). Il faut noter que la
kinase MAPK1 est capable de phosphoryler directement la sérine 69 in vitro (297). Cette
augmentation de la dégradation de Bim par la voie des MAPK permettrait de lever I’inhibition
exercée par Bim sur la protéine antiapoptotique Bcl-xL (262). Enfin, dans les fibroblastes
CCL39, I’activation de la voie des MAPK1/3 induit une inactivation de Bax (479). Dans les
cellules de tumeur du sein MCF7, I’activation de la voie des MAPK par les PKC entraine la
relocalisation de la protéine Bax de la mitochondrie vers le cytosol, ce qui inhibe la sortie du
cytochrome c et I’apoptose induite par TRAIL (382). Il faut noter que la phosphorylation de la
sérine 184 de Bax par AKT inhibe sa localisation mitochondriale (142). Il serait donc
intéressant de Vérifier si Bax est aussi la cible de I’une des kinases de la voie MAPK.
L’activation de la voie des MAPK affecte I’activité des protéines proapoptotiques de la
famille de Bcl-2 par des mécanismes post-transcriptionnels, en inhibant la localisation

mitochondriale de Bad et Bax et en augmentant la dégradation de Bim.

b) La voie des MAPK1/3 induit les protéines de survie Bcl-2, Bcl-
xL et Mcl-1

Le rble antiapoptotique de la voie des MAPK est associé a I’induction des protéines de survie
Bcl-2, Bel-xL et Mcl-1 dans différents modeéles cellulaires et notamment dans les cellules

tumorales issues de leucémie (292, 293, 510), de mélanome (519) ou de tumeur du pancréas
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(39). Ce contrdle des protéines antiapototiques permet d’inhiber la sortie du cytochrome c
(510, 519). Cette induction des protéines Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 dépend a la fois de
mécanismes transcriptionnels et post-tranductionnels. Dans les cellules leucémiques,
I’activation de la voie des MAPK par le GM-CSF est impliquée dans I’induction des ARNm
de mcl-1 et bcl-xL (387). Dans les neurones de la rétine, I’activation de la voie des MAPK par
le FGF2 induit les ARNm de bcl-2 et bcl-xL (105). L’utilisation d’un ARN antisens montre
que I’induction de bcl-xL est nécessaire pour I’effet antiapoptotique du FGF2 contre la mort
par enlévement de facteurs de croissance (105). L’induction transcriptionnelle des génes de
survie bcl-2, mcl-1 et bel-xL pourrait étre liée a I’activation du facteur de transcription CREB
suite a la phosphorylation de sa sérine 133 par RSK (35), (pour revue (19))

Dans les cellules endothéliales humaines HUVEC, il a été montré que I’activation de la voie
des MAPK1/3 empéche la dégradation de Bcl-2 par le protéasome et la mort induite par le
TNFa, en phosphorylant Bcl-2 sur ses résidus thréonine 56, thréonine 74 et sérine 87 (45,
111). Dans les cellules myéloides NSF/N1, il a aussi été décrit que la voie des MAPK
phosphoryle la sérine 70 de Bcl-2 ce qui permet de dissocier Bcl-2 de Bax , protégeant ainsi
les cellules de I’apoptose induite par la staurosporine (99).

La protéine antiapoptotique Mcl-1, qui est sensible au protéasome (104), est aussi stabilisée
apres la phosphorylation de son résidu thréonine 163 par la MAPK1 en réponse au TPA
(112). Cependant le réle antiapoptotique de cette phosphorylation stabilisatrice n’a pas été
démontré. Enfin, la voie des MAPK1/3 augmente aussi I’expression de la protéine Bcl-xL par
un mécanisme post-traductionnel (388), qui pourrait la encore étre lié a I’inhibition de sa

dégradation par le protéasome (39).

Ces résultats montrent que la voie des MAPK1/3 régule la survie cellulaire en maintenant le
ratio des protéines de la famille de Bcl2 en faveur de I’intégrité de la membrane
mitochondriale. L’activité de la voie des MAPK1/3 entraine la délocalisation ou la perte
d’expression des protéines de mort et augmente I’expression des protéines de survie.
Cependant dans certains types cellulaires comme les cellules épithéliales MCF-10,
I’activation de la voie des MAPK1/3, bien qu’elle favorise la survie cellulaire, ne suffit pas a
empécher la sortie du cytochrome c (372). Cette observation indique que le contrble de
I’intégrité de la membrane mitochondriale n’est pas le seul mécanisme d’inhibition de la mort
mitochondriale par les MAPK1/3.
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c) La voie des MAPK1/3 inhibe I’activation des caspases en aval de

la mitochondrie

+ La voie des MAPKZ1/3 inhibe I’apoptosome

L’activation de la voie des MAPK1/3, en réponse a la stimulation de ARaf-1:ER par le
tamoxiféne dans les cellules épithéliales MCF-10 (372) ou par la surexpression de B-Raf dans
les fibroblastes Rat-1(129), inhibe la mort cellulaire induite par détachement ou par privation
de sérum, sans empécher la sortie du cytochrome ¢ de la mitochondrie. Le contrble de
I’intégrité de la membrane mitochondriale n’est pas le seul mécanisme d’inhibition de la mort
mitochondriale par les MAPK1/3. Dans ces modeéles cellulaires, I’activation de la voie des
MAPKZ1/3 inhibe directement I’activation de la caspase 3. Dans des extraits de fibroblastes
surexprimant B-Raf (129) ou d’oocytes de Xénope en phase M du cycle cellulaire (440), il a
été montré que la forte activité de MEK présente dans ces extraits peut bloquer I’activation in
vitro de caspase 3 induite par I’ajout de cytochrome c. In vitro, le cytochrome ¢ provoque la
formation de I’apoptosome et I’activation de la caspase 9 qui active la caspase 3. La caspase 9
est un substrat direct de MAPK1 et la phosphorylation du résidu thréonine 125 par la MAPK1
purifiée inhibe son auto activation in vitro (10). La phosphorylation de la caspase 9 pourrait
inhiber son activité enzymatique et son clivage autocatalytique, bloquer sa dimérisation ou
empécher son recrutement par Apafl. Dans les cellules en culture, la caspase 9 est bien
phosphorylée sur la thréonine 125 en réponse a I’activation de la voie des MAPK1/3;
toutefois I’implication de cette phosphorylation dans I’inhibition de la mort cellulaire n’a pas
encore été démontrée (10). Il pas n’est exclu que I’activité de la voie des MAPK1/3 puisse
aussi affecter les autres composants de I’apoptosome comme Apafl ou XIAP, I’inhibiteur de

caspase 9 associé au complexe (42).

¢ La voie des MAPK augmente I’expression des IAP

Les IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) sont des pseudo-substrats des caspases qui possédent
une activité de ligation a I’ubiquitine, elles bloquent I’exécution de I’apoptose en diminuant
I’activité des caspases ( pour revue (252)). Dans les motoneurones issus d’embryons de souris
invalidées pour A-raf, B-raf ou raf-1, la survie induite par les facteurs neurotrophiques qui
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dépend de I’isoforme B-Raf, est liee au maintien de I’induction des génes de clAP2 et de
XIAP (482). L’ activation de la voie des MAPK est aussi liée a I’augmentation de I’expression
de la protéine XIAP dans les cellules d’origine monocytaire (249) , dans les cellules
leucémiques (292, 461) dans les neutrophiles (143), dans les mélanomes (519) et les
fibroblastes (325). Chez la drosophile, la protéine proapoptotique Hid qui est nécessaire au
développement, induit I’apoptose des cellules gliales en provoquant la dégradation de
I’homologue de XIAP par le protéasome. L’expression de mutants de Ras qui activent
exclusivement la voie MAPK bloque la mort cellulaire en inhibant & la fois I’expression de
Hid et sa fonction par phosphorylation directe (27, 228). Chez les mammiféres, la dégradation
de XIAP est controlée par les protéines mitochondriale Smac/Diablo et HtrA2/Omi (pour
revue (252)). La régulation directe de Smac ne semble pas étre un mécanisme conservé
puisque dans les cellules Jurkat, I’activation de la voie des MAPK bloque la mort induite par
surexpression de Hid, mais pas par surexpression de Smac (462). Néanmoins dans des
cellules de cancer du poumon, I’activation de la voie des MAPK1/3 contrdle la sortie de Smac
hors de la mitochondrie sans inhiber la sortie du cytochrome c. Cela permet de stabiliser
clAP1 et XIAP dans le cytosol ou leur présence est nécessaire a I’effet protecteur du facteur
de survie (325). La régulation de HtrA2/Omi par la voie des MAPK n’a pas encore été
étudiée. La stabilisation de XIAP est donc un mécanisme impliqué dans la survie cellulaire
dépendante de la voie des MAPK1/3. En I’absence de Smac, XIAP est recrutée dans
I’apoptosome (454) ou elle pourrait empécher I’activation de la caspase 9.
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Schéma n°16: La voie MAPK inhibe I’apoptose mitochondriale

La voie Raf/MAPK inhibe I’apoptose mitochondriale a différents niveaux. D’une part la voie MAPK inhibe la
sortie du cytochrome c en en controlant le ratio des protéines de la famille Bcl-2. La voie MAPK induit
I’expression des protéines antiapoptotiques Bcl-2 Bclx, et Mcl-1 et stabilise Bcl-2 et Mcl-1 par phosphorylation
(a). A I'opposée la voie MAPK délocalise les protéines proapoptotiques Bax et Bad hors de la mitochondrie et
entraine la dégradation de la protéine Bim par le protéasome (b). D’autre part la voie MAPK inhibe I’activité
des caspases en aval de la sortie du cytochrome c: elle induit les IAP clAP1, clAP2, XIAP et évite leur
dégradation en inhibant la sortie de Smac (c), et inhibe directement la caspase 9 par phosphorylation (d ).
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3.4 Raf joue un réle antiapoptotique indépendamment des
kinases MEK/MAPK

L’invalidation de c-raf-1 est liée a une augmentation de I’apoptose, qui n’est pas liée a une
inhibition de I’activation des MAPK1/3(50, 184, 290). Ces résultats génétiques suggerent que
Raf-1 peut jouer un réle dans la survie cellulaire indépendamment des MAPK1/3 (pour revue
(16, 106, 172).

Dans les cellules NIH 3T3, la transformation par 1’oncogene v-Abl provoque une activation
constitutive de Raf-1, de la voie des MAPK1/3 ainsi que I’induction de c-myc. Le traitement
de ces cellules transformées avec du 8-CI-AMPc provoque la mort cellulaire en restaurant
I’activité de cMyc. Le 8-CI-AMPc active la PKA qui inhibe I’activité de Raf-1, sans inhiber
I’activation des MAPK par v-Abl. A I’inverse I’induction de ARaf-1 est capable de bloquer la
mort induite suite a I’induction de MycER. Ainsi I’activité de Raf-1 serait nécessaire a la
transformation par v-Abl en inhibant I’apoptose dépendante de ¢ Myc, indépendamment de
I’activation des MAPK1/3 (478). Dans le modéle de mort cellulaire induit par I’infection des
macrophages par la bactérie Salmonella, Raf-1 est dégradée par un mécanisme impliquant la
caspase 1. Alors que I’invalidation de Raf-1 sensibilise les macrophages a la mort induite par
I’infection, I’inhibition de MEK par le PD98059 n’a pas d’effet particulier (195). Ce modéle
montre aussi que Raf-1 peut jouer un réle protecteur indépendamment de I’activation des
MAPK1/3.

Dans les cellules endothéliales HUVEC, le groupe du Dr Cheresh a suggéré que le réle
antiapoptotique de Raf-1 pouvait dépendre ou non de I’activation des kinases MAPK1/3 (4).
Ainsi I’activation de Raf-1 par le VEGF bloque la mort induite par le récepteur au TNF par un
mécanisme dépendant de [I’activitt MEK. Cette activation de Raf-1 dépend de sa
phosphorylation sur ses résidus tyrosines 340 et 341 par un mécanisme dépendant de Src. A
I’inverse, I’activation de Raf-1 par le FGF protége les cellules de la mort mitochondriale
indépendamment de I’activité MEK. Cette activation de Raf-1 dépend de sa phosphorylation
sur ses résidus sérine 338 et 339 par un mécanisme dépendant de PAK et implique la
relocalisation de Raf-1 a la mitochondrie. D’autres études avaient décrit auparavant un réle
protecteur de Raf lié a sa localisation mitochondriale. La translocation de Raf lui permettrait

d’exercer une action directe sur des substrats mitochondriaux.
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a) Le role antiapoptotigue de Raf est lié a sa localisation

mitochondriale

¢ Ciblage mitochondrial de Raf-1

Dans les cellules leucémiques dépendantes d’ll-3, la localisation mitochondriale forcée du
domaine carboxy-terminal de Raf-1 par fusion au domaine de localisation mitochondriale de
Mas70, M-ARaf-1, diminue la mort induite par enlévement d’IL-3 (85, 237, 470).
L utilisation du mutant kinase dead de Raf, M-ARaf K375W, montre que la protection de la
forme mitochondriale de Raf dépend de son activité kinase. La surexpression du mutant M-
ARaf K375W diminue aussi I’effet protecteur de Bcr-Abl, suggérant que la forme
mitochondriale de Raf est impliquée dans la survie liée a I’oncogéne Brc-Abl (308). Le role
protecteur de la forme mitochondriale de Raf-1 implique la phosphorylation de Bad (378,
470) (308). La transfection de la forme dominante négative MAPK1 K72R suggere que la
phosphorylation de Bad par Raf-1 est indépendante de I’activite MAPK1 (308). Méme si M-
ARaf-1 a eté décrit comme pouvant phosphoryler Bad en essai kinase (237), la
phosphorylation de Bad requiert plut6t I’activation de la voie AKT (308).

Enfin le canal mitochondrial VDAC, dont I’activité est sensible a la privation des facteurs de
survie, est également une cible du mécanisme de protection dépendant de la localisation
mitochondriale de Raf-1 (237).

+ La forme endogéne de Raf-1 est associée a des fractions mitochondriales

Le fractionnement cellulaire a montré que la forme endogene de Raf-1 copurifie avec la
fraction subcellulaire contenant des mitochondries (4, 336, 378). Le mode de localisation de
Raf-1 a la mitochondrie n’est pas entierement élucidé, il dépend de la phosphorylation de
résidus sérine 338 et 339 et pourrait étre favorisé par la protéine adaptatrice Grb10, qui est
localisée a la mitochondrie et qui peut se lier au domaine amino-terminal de Raf (306).
D’autres mécanismes pourraient intervenir indépendamment de Grb10. Le clivage de Raf-1
par la caspase 9 produit un fragment carboxy-terminal Raf-1 A279 qui ne contient plus le site
d’interaction avec Grb10 mais qui présente toujours les sites de phosphorylation par PAK. Ce
fragment peut étre localisé dans des fractions contenant des mitochondries (85).

Il a été montré en microscopie confocale que la surexpression de Bcl-2 entraine la localisation

mitochondriale de la partie carboxy-terminale de Raf-1 fusionnée a la GFP (470). La liaison
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entre Bcl-2 et Raf-1 implique le domaine CR3 de Raf-1, le domaine BH4 de Bcl-2 (470) et
pourrait dépendre de la protéine Bagl qui se lie a la fois a Raf-1 (471) et a Bcl2 (434). Cette
liaison de Raf-1 a Bcl-2, reste cependant controversée (236, 316, 378, 522).

¢ La localisation mitochondriale Raf-1 a-t-elle une signification physiologique ?

L’étude de la localisation de la forme endogene de Raf-1 en microscopie confocale donne des
résultats contradictoires. Raf-1 semble associée aux mitochondries dans les motoneurones
(482), mais pas dans les macrophages (195). De plus, il faut noter que les fractions dites
mitochondriales contiennent aussi des protéines de la membrane plasmique ce qui souleve la
possibilité d’une contamination de la forme membranaire de Raf-1 dans les mitochondries
(195). Par ailleurs des études utilisant des techniques biochimiques spécifiques (traitement
protéinase K) et la microscopie électronique sur mitochondries purifiées (514) montrent
clairement que Raf-1 n’est pas une protéine localisée a la mitochondrie. En revanche
I’isoforme A-Raf se retrouve localisée dans I’espace inter matriciel de la mitochondrie en se
liant a la protéine mitochondriale hTOM (514), mais le réle qu’elle y joue n’est pas connu. Si
la localisation mitochondriale forcée de Raf-1 protege les cellules d’origine hématopoiétique
contre la mort induite par privation d’ll-3, le r6le de la forme endogéne de Raf-1 n’est pas

encore clairement établi.

b) Les activités kinases regulées par Raf-1

¢+ Raf inhibe la kinase de mort ASK1

ASK1 (pour apoptosis signal-regulating kinase 1) est impliquée dans la mort cellulaire induite
par la voie mitochondriale, par la voie du récepteur au TNF, par stress oxydatif et par le stress
protéique au niveau du réticulum endoplasmique (pour revue (435)). L’étude genétique chez
la souris montre que I’invalidation d’askl protége les cardiomyocytes de la mort cellulaire
provoquée par I’invalidation conditionnelle de c-raf-1 dans le tissu cardiaque (500). Ce
résultat indique que le rdle protecteur de Raf-1 durant le développement embryonnaire
implique I’inhibition d’ASK1. Dans les cellules en culture la surexpression de Raf-1 blogue la
mort cellulaire induite par la surexpression d’ASK1, par un mécanisme qui dépend ni de
I’activité MEK, ni de I’activité kinase de Raf-1. L’interaction entre Raf-1 et I’extrémité

amino-terminale d’ASK1 suffit & inhiber la mort induite par ASK1 (73). On peut imaginer
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que la fixation de Raf-1 empéche ASK1 d’interagir avec ses substrats. Le contrble de la
kinase ASK1 par Raf-1 est donc un exemple de mécanisme de survie assuré par Raf-1
indépendamment des kinases MEK/MAPK.

¢ Raf-1 inhibe la protéine proapoptotique MST2

Récemment il a été montré que la kinase MST2 qui est hyperactive dans les fibroblastes Raf-1
-/-, joue un rdle important dans le contréle de la mort cellulaire par Raf-1 indépendamment de
la voie MEK/MAPK. La stimulation du récepteur Fas active MST2.

Le domaine CR2 de Raf-1 se fixe a MST2 et inhibe son activité en empéchant son
homodimeérisation. Le contrdle de MST2 par Raf-1 ne dépend ni de la voie MEK/MPAK ni de
I’activité kinase de Raf (317).

+ Raf-1 active la voie antiapoptotique NFxB

L’un des mécanismes de protection de Raf-1, indépendant des kinases MEK/MAPK, pourrait
étre I’activation de la voie NFkB qui joue un rble important dans la survie cellulaire,
notamment dans I’induction des 1APs (pour revue (204)). La transfection de la forme active
de Raf, BXB-Raf, permet d’activer I’activité transcriptionnelle de NFxB (126). L’activation
de la voie NFkB indépendamment des kinases MEK/MAPK a été montrée par surexpression
d’une forme constitutive active de Raf-1 ne liant plus MEK, BXB-Raf-1 T481A (330).
L’activation de la voie NFkB par Raf-1 est liée & I’activation de la kinase IKK2 par un
mécanisme dépendant de I’activité kinase de Raf-1 et de la kinase MEKK1 (23). Cette
activation de IKK2 joue un réle dans la transformation des fibroblastes 3T3 par v-Raf. Une
étude basée sur I’activation de Raf-1 par un activateur pharmacologique, le GW5074, montre
que I’activation de la voie NFxB par Raf-1, indépendamment des kinases MEK/MAPK, joue
un réle antiapoptotique dans les cellules neuronales (76). Cependant il faut noter que

I’activation de la voie NFKB n’est pas inhibée dans les cellules Raf-1-/- (290).

¢+ Raf active la voie de survie MEK5/MAPK5

La kinase MAPK5 qui appartient a la famille des MAPK, présente dans sa partie amino-

terminale des homologies de séquences avec les autres MAPK. Sa partie carboxy-terminale
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par contre est différente et lui permet de lier les facteurs de transcription de la famille MEF2
(205). Comme les MAPK1/3, MAPKS5 est activée par une kinase a double spécificité de la
famille de MEK1, MEKS5 (295). La voie MEK5/MAPKS5 est impliquée dans la survie des
cellules endothéliales (341) et des cellules neuronales embryonnaires (255). La voie
MEKS5/MAPKS induit la phosphorylation de Bad sur les résidus serine 112 et 136 et son
inactivation (341). L’invalidation de erk5 entraine une malformation du systeme
cardiovasculaire qui provoque la létalité embryonnaire entre les jours J9.5 et J10.5 (361, 413).
L’invalidation conditionnelle de erk5 dans I’endothélium provoque la mort des cellules
endothéliales et conduit a une létalité par hémorragie massive (170). Il faut noter que ce
phénotype est similaire au phénotype des souris invalidées de B-raf (487). La voie
MEKS5/MAPKS5 joue donc un role protecteur dans les cellules en particulier dans les cellules
endothéliales lors du développement.

Plusieurs résultats montrent des liens entre la voie MEK5/MAPKS et I’activation de Raf.
D’une part, la voie MEK5/MAPKS5 est activée par les mémes ligands que la voie des
MAPKZ1/3, comme le BDNF, le NGF, ’EGF, le bFGF et le VEGF (66, 170, 193). D’autre
part, Raf-1 se lie a ERKS5 et participe indirectement a son activation par un mecanisme
dépendant de Ras (128). L’utilisation d’une forme dominante négative (ERK5KM et
MEK5KM), montrent d’ailleurs que la voie MEK5/MAPKS joue un réle dans la
transformation des cellules fibroblastiques 3T3 par Raf-1 (128). Enfin, il a été montré que les
inhibiteurs de MEK, U0126 et le PD 98059, bloquent également la kinase MEKS5 (66) (430).
Il est donc possible qu’une part du réle protecteur attribuée a la voie MEK/MAPK dépende de
I’activation de la voie MEK5/MAPKS5 par Raf. La seule fagon de différencier la voie
MEK/MAPK1/3 de la voie MEK5/MAPKS5 est d’utiliser I’inhibiteur de MEK PD184161 qui
n’a pas d’effet sur la voie MEK5/MAPKS5 (391). Il serait néanmoins intéressant de vérifier si
I’expression des formes dominantes négatives de MAPK5 ou MEKS5 bloque la survie
cellulaire induite par I’activation de Raf-1:ER ou par la transfection d’une forme constitutive
de Raf.
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Schéma n°17: Raf-1 inhibe I’apoptose indépendamment de la voie MEK/MAPK
La kinase Raf-1 inhibe I’apoptose a différents niveaux par des mécanismes indépendant de I’activité des kinases
MEK et MAPK. L’association de Raf-1 a la protéine Grb10 permet sa localisation mitochondriale ou elle inhibe
la protéine Bad par phosphorylation directe ou via la voie AKT. Raf-1 inhibe aussi les protéines proapoptotiques
cMyc, ASK1 et MST2. Raf-1 pourrait aussi inhiber I’apoptose en activant d’autres voies de signalisation comme
la voie NF«B et la voie MAPKS.
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Il La voie des MAPKZ1/3 favorise la mort cellulaire

1 La voie des MAPK est impliguée dans I’induction de la

mort cellulaire au cours du développement

1.1 Le développement des membres chez le poulet

Durant le développement des bourgeons conduisant a la formation des membres chez le
poulet, la phosphatase MKP3/DUSP6, qui déphosphoryle les MAPK1/3, est fortement
induite. L’ extinction de I’ARNmM de mkp3 ou la surexpression d’une forme constitutivement
active de MEKZ1 entraine I’activation prolongée de la voie des MAPK1/3 et I’arrét du
développement des bourgeons par augmentation de la mort cellulaire (206). Cependant
I’inhibition totale de la voie des MAPK1/3 par surexpression de MKP3 bloque aussi le
développement des membres (121). Chez le poulet, la voie des MAPK régule a la fois la
prolifération et I’induction de la mort lors du développement des membres.

1.2 Le U0126 inhibe la mort cellulaire développementale

chez I’ascidie

Lors de son développement larvaire, Ciona Intestinalis, un invertébré appartenant a la famille
de I’ascidie, passe d’un stade de nage, a un stade ou elle reste fixée a son substrat. Durant
cette métamorphose, I’animal perd sa queue par un mécanisme dépendant de I’induction et de
I’activité d’une caspase homologue a caspase 3. Dans la zone touchée par la mort cellulaire,
de nombreuses cellules présentent une accumulation nucléaire de la forme phosphorylée de
MAPK et le traitement des larves au U0126 empéche la perte de la queue (69). L’ activation
soutenue de la voie MAPK, en particulier sa localisation nucléaire, semble donc nécessaire a

I’induction de la mort cellulaire dans une phase du développement chez Ciona Intestinalis.
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1.3 Mort des cellules germinales chez Caenorhabditis
Elegans

Chez C Elegans, la voie MAPK joue un role essentiel durant le développement, notamment
dans la différentiation cellulaire (508), I’invalidation des génes codant pour les kinases de la
voie de signalisation blogque tout développement (165) (166). Durant I’oogenése chez le C
Elegans hermaphrodite, les cellules germinales sont protégees de la mort cellulaire par un
mécanisme dépendant de CED-9 I’homologue de bcl-2, cela tant qu’elles restent arrétées en
méiose au stade prophase I. Lors de la maturation, la reprise du cycle cellulaire entraine la
mortalité de la moitié des oocytes par un mécanisme dépendant de I’activation de CED-3,
I’homologue de caspase 3. L’utilisation de mutants de la voie MAPK montre que la voie
MAPK n’est pas impliquée dans la survie dépendante de CED-9. A I’inverse, la voie MAPK
est nécessaire pour faire sortir les cellules germinales de leur arrét en méiose, permettant ainsi
I’induction de la mort (161). Chez le C Elegans, I’activation de la voie MAPK est donc
nécessaire pour faire entrer les cellules germinales dans un stade développemental ou elles

deviennent sensibles a la mort.

1.4 Mort des cellules germinales chez I’étoile de mer

Chez I’étoile de mer Asterina pectinifera, la voie MAPK est directement impliquée dans la
mort cellulaire des oocytes non fécondé, par un mécanisme proche du modéle C Elegans. Les
cellules germinales arrétées en méiose au stade prophase I, reprennent leur division lors de la
ponte et meurent par un mécanisme dépendant d’une activité caspase de type DEVDase si
elles ne sont pas fécondées. La reprise de la division cellulaire s’accompagne d’une activation
prolongée de la voie des MAPK par un mécanisme dépendant de I’induction de la kinase
MOS (383). Lors de la fécondation qui permet la survie des oocytes, la voie des MAPK est
rapidement inhibée (433). Par ailleurs, le traitement des oocytes non fecondes au U0126 et au
PD98059 empéche leur mort (383). A I’inverse, la réactivation de la voie des MAPK par
injection de la kinase MOS (qui active MEK) dans des oocytes fécondeés est suffisante pour
induire la mort cellulaire (383). Le modele de I’oocyte d’étoile de mer montre donc que
I’activation soutenue de la voie des MAPK est responsable de la mort cellulaire, et que la

survie des embryons requiert son inactivation.
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2 La voie MEK/MAPK est inactivée dans les tumeurs

Lorsque la stimulation des MAPK1/3 est trop forte, I’activation prolongée qui en résulte,
induit I’arrét du cycle cellulaire. Ce blocage de la prolifération est impliqué dans les processus
de différentiation (240), mais peut conduire aussi a la sénescence(368). Dans les cellules
humaines non transformées (132, 247, 394, 488, 525) et dans les cellules tumorales (132, 357,
358), I’activation prolongée de la voie des MAPK1/3 induit I’arrét du cycle cellulaire en
phase G1 par un mécanisme dépendant de pRb et des inhibiteurs des cyclines-CDK, p16 et
p21. L’entrée en sénescence dépend de I’induction de p53. On a vu que I’activation prolongée
de la voie des MAPK1/3 est nécessaire a la survie cellulaire de certains types de tumeurs
comme les leucémies myeloides chroniques ou les mélanomes. Le fait que ces cellules
proliferent malgré une forte activité de la voie de signalisation, implique qu’elles ont subi des
mutations dans les génes suppresseurs de tumeur qui controlent I’arrét du cycle cellulaire en
réponse aux MAPK1/3. Dans les cellules transformées qui n’ont pas subi ces modifications, le

déréglement de la voie des MAPK1/3 pourrait bloquer le développement tumoral.

2.1 Inactivation de la voie des MAPK dans certains modeles

tumoraux

L étude du Dr M Kohno sur I’activation de la voie des MAPK1/3 dans des échantillons de
lignées tumorales humaines montre que si la voie des kinases MAPK1/3 est activée de fagon
constitutive dans pres de 36% de lignées tumorales humaines, 19% des lignées tumorales ont
un niveau d’activité ou d’activation des kinases MAPK1/3 plus faible que celui retrouvé dans
des lignées non transformées (178). Il s’agit de cellules issues de tumeur du cerveau, de
I’;esophage, de I’estomac, du foie, et de certains types de leucémie (178). Une partie de ces
lignées tumorales présente un défaut d’activation des MAPK1/3 en réponse a une stimulation
mitogénique, ce qui indique que ces tumeurs ont sélectionné des mutations qui affectent
I’activation de la voie de signalisation. Les études sur les mutations de B-Raf dans les lignées
tumorales ont montré qu’il existe des mutations n’activant pas la voie des MAPK1/3, comme

les mutations D593V, G595R et G468E. La surexpression de ces mutants dans les fibroblastes
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3T3 montre de fagon surprenante qu’ils inhibent I’activation de la voie des MAPK en réponse
au sérum (187, 188, 469). Ces résultats indiquent que la voie des MAPK1/3 est inhibée dans
certains types de tumeurs. Dans ces tumeurs, la voie des MAPK peut étre considérée comme
une voie supresseur de tumeur, cela méme si le mutant Ras\V12 est exprimé (178). Cela laisse
supposer que les mécanismes de rétro contréle de I’activité de la voie des MAPK1/3 en aval

de Ras , comme les phosphatases, sont suractiveés.

a) Les phosphatases MKP1 et MKP2 sont surexprimées dans

certaines tumeurs

Les phosphatases MKP1 et MKP2 sont fortement exprimees dans des lignées tumorales
humaines de différentes origines (voir tableau 3, au dos de la p41) (20, 100, 258, 266, 416,
472, 507). Dans le cas de MKP1 il faut noter que son expression est particulierement
augmentée durant les premiers stades du développement tumoral, elle est méme considérée
comme un marqueur de mauvais pronostique (100). Cependant, ces phosphatases sont
exprimées dans des tumeurs présentant une forte activité de la voie des MAPK1/3, ce qui
implique que leur expression n’affecte pas le niveau global d’activité des MAPK1/3, bien
qu’elle inhibe la réactivation des MAPK1/3 par le sérum (20, 507). Puisque I’expression de
ces phosphatases nucléaires n’affecte pas le niveau global d’activité des MAPK1/3 il serait
intéressant de déterminer son effet sur le niveau des formes actives nucléaires des MAPK1/3.
La surexpression des phosphatases nucléaires dans les tumeurs indique que c’est I’activité
nucléaire des MAPK1/3 qui serait un frein au développement tumoral.

Il faut noter que chez la drosophile, il existe un mutant gain de fonction de MAPK/Rolled, le
mutant D319N sevenmaker (52) qui est une forme insensible aux phosphatases et donc
constitutivement activée. La mutation correspondante D319N a été réalisée in vitro sur
MAPKS3, dans les cellules de mammifere et permet I’activation prolongée de MAPK3 en
inhibant son association aux phosphatases MKP1 et MKP2 (81). Bien que cette mutation soit
la conseéquence d’une simple substitution G/A, elle n’apparait jamais dans les cellules
tumorales. On peut émettre I’hypothese selon laquelle cette mutation est contre-sélectionnée.
Enfin, I’expression de MKP1 correle avec une résistance des cellules tumorale a I’apoptose
(266, 416), ce qui suggere que I’activité nucléaire des MAPK pourrait avoir comme réle

antiprolifératif d’augmenter I’apoptose.
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Phosphatase Origine tumorale Référence

MKP1/DUSP1 adenocarcinome gastrique (20)
vessie (258)
sein (258)
tumeurs primaires du sein 472)
colon (258)
prostate (258, 266)
lignée tumeur de prostate DU145 (416)
carcinome ovarien + lignées OAW-42 et CAOV-3 (100)

MKP2/ DUSP4 tumeurs primaires du sein (472)
lignées tumeur pancréas BxPc-3, Capan-1 et Capan-2 | (507)
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2.2 La mort induite par les drogues chimiothérapeutiques
dépend de I’activation de la voie des MAPK1/3

Les drogues chimiothérapeutiques sont utilisees dans le traitement des cancers pour leur effet
sur I’arrét de la division cellulaire et I’induction de la mort cellulaire. De nombreuses études
montrent que la voie des MAPK1/3 est activée en réponse a ces drogues et que cette

activation favorise I’apoptose.

a) La mort cellulaire induite par le Taxol dépend de I’activation de
la voie des MAPK

Le Taxol, un inhibiteur de la formation des microtubules, est utilisé en chimiothérapie pour
son réle antimitotique et ses effets proapoptotiques ( pour revue (453)). Dans une lignée issue
de tumeur du sein (MCF7) ainsi que dans des cellules issues de neuroblastomes, le Taxol
induit I’activation prolongée de la voie des MAPK1/3. Dans ces cellules, I’inhibition de la
voie des MAPK par le PD98059 diminue la mort cellulaire induite par le Taxol et dépendante
des caspases (17, 160). Dans une autre lignée de tumeur du sein (MDA-MB-231), I’induction
de MKP1 par la dexamethasone est directement impliquée (SiRNA anti MKP1) dans la
résistance contre la mort induite par le Taxol (491). Cela suggere que I’activation nucléaire
des MAPK joue un role dans la mort induite par cette drogue et expliquerait pourquoi MKP1
est un facteur de mauvais pronostique dans les tumeurs (100). Cependant les mécanismes

d’activation de la voie MAPK par le Taxol ne sont pas connus.

b) La voie des MAPK favorise I’apoptose induite par les agents

génotoxiques

L’induction de dommages a I’ADN crée un stress génotoxique. Ce stress active des
complexes mutiprotéiques, qui entrainent I’arrét du cycle cellulaire pour permettre la
réparation de I’ADN. Lorsque les dommages sont irréparables il y a activation de I’apoptose
mitochondriale par un mécanisme dépendant généralement de p53. Les principaux traitements
anticancereux, la radiothérapie et la chimiothérapie, sont utilisés pour leur effets

génotoxiques. L’étoposide par exemple, agit en inhibant la topoisomérase I, une enzyme
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impliquée dans la réparation de I’ADN. Le cisplatine interagit avec les sites nucléophiles des
bases purine de I’ADN entrainant la formation de liaisons entre molécules d’ADN.

Plusieurs études sur des lignées tumorales ou transformeées (421, 437, 474, 484, 505), mais
aussi sur des cellules primaires ou immortalisées (14, 78, 437) montrent que le traitement
avec des agents génotoxiques induit une activation de la voie des MAPK1/3 qui est nécessaire

a I’induction de la mort cellulaire.

Drogue Origine cellulaire Référence
étoposide fibroblastes embryonnaires transformés (421)
MEF et NIH3T3 (437)
adriamycine NIH3T3 (437)
cisplatine lignée immortalisée tubule proximal de rein (14)
(TKPTS)
Adénocarcinome cervix (HelLa) (474)
carcinome poumon (A549) (474)
osteosarcome (Saos-2) (484)
neuroblastome (Kelly) (484)
doxorubicine tumeur du sein (MCF7) (505)
neuroblastome (SK-N-SH) (160)
Taxol tumeur du sein (MCF7) a7
tumeur du sein (MDA-MB-231) (491)
neuroblastome (SK-N-SH) (160)
PITC tumeur de la prostate (PC3) (495)
irradiation
rayons y fibroblates L929 (78)
rayons UV NIH3T3 (437)

Tableau n° 4 : la voie des MAPK1/3 et I'apoptose induite par les agents anticancéreux
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Cette mort cellulaire, qui survient en moins de 24h, implique la relocalisation des
phosphatidyl sérines sur la face externe de la membrane plasmique (14, 421, 495), ainsi que
I’activation de la caspase 3 (14, 421) ce qui est caractéristique de I’apoptose. La sortie de
cytochrome ¢ dans le cytosol (474) et I’inhibition de la mort par Bcl-2 et Bcl-xL (437)
indiquent que I’activation des MAPK est principalement impliquée dans I’induction de
I’apoptose mitochondriale.

L’activation des MAPK1/3 par les agents genotoxiques est caractérisée par une activation
prolongée sur plusieurs heures (jusqu’a 24h) (14, 421, 495, 505), qui dépend de I’activité des
kinases MEK1/2 (78, 437, 474, 484). Dans le cas du cisplatine, I’activation prolongée de la
voie des MAPK1/3 depend de I’activité du récepteur a I’EGF, de la voie des kinases de la
famille Src (14) ainsi que de la production de ROS (474). Dans le cas de I’étoposide,
I’activation de la voie des MAPK1/3 implique aussi les polyamines (421). La kinase ATM
(pour ataxia telangiectasia mutated), qui fait partie des protéines induites en réaction a des
dommages a I’ADN (524), est impliquée dans I’induction de la voie des MAPK par
I’étoposide (437) et par la doxorubicine (323).

Ces résultats indiquent que certains des traitements majeurs du cancer reposent en partie sur
I’activation prolongee de la voie des MAPK1/3 et dans ce cas I’inhibition de la voie des
MAPK pourrait étre associée a la résistance des cellules tumorales aux drogues. Bien que
dans certains cas, I’activité de la voie des MAPK1/3 permette le maintien de I’intégrité
mitochondriale, la dérégulation des MAPK1 et 3 lors de I’induction de la mort par les agents

génotoxiques favorise au contraire I’apoptose mitochondriale.
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Schéma n°18: La voie des MAPK1/3 est impliquée dans I’apoptose induite par les agent

chimiothérapeutiques

La voie des MAPK1/3 est activée de fagcon prolongée par différents agents utilisés dans les traitements
chimiothérapeutiques comme le Taxol, I’étoposide le cisplatine. Ces agents activent les MAPK par des
mécanismes impliquant le récepteur a I’EGF, les kinases Src, les radicaux libres et la kinase ATM. Dans la
plupart des cas, I’apoptose dépend de la voie mitochondriale.
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3 La voie des MAPK est impliquée dans la mort

cellulaire induite par les radicaux libres

Les dérivés oxygénés ou ROS sont synthétisés dans les cellules sous la forme d’H202 par la
NADPH oxydase, de péroxynitrite ONO2- par oxydation de la L-arginine, ou de NO par la
NO synthase. Les ROS par leur nature chimique interagissent avec les groupements
nucléophiles des protéines, comme les groupements thiol des résidus cystéines, ainsi qu’avec
les métaux contenus dans certaines proteines, comme le fer dans les groupements hémiques.
Ces modifications régulent les fonctions des protéines impliquées dans de nombreuses
réponses physiologiques, comme la régulation de la ventilation respiratoire et la réponse
immunitaire. Cependant le stress oxydatif consécutif a la production dérégulée de ROS
provoque la mort cellulaire en induisant I’apoptose par la voie mitochondriale. Le stress
oxydatif est impliqué dans certaines pathologies et en particulier les maladies

neurodégenératives (pour revue(115, 151, 443)).

3.1 L’apoptose induite par les ROS dépend de [I’activité
MEK/MAPK

Dans differents modeles de cellules en culture (voir tableau 5), la production de ROS
intracellulaire par I’enlevement de sérum (406) ou par hyperoxygénation (517) provoque une
mort dépendante de I’activation de la voie des MAPK1/3. On obtient un résultat similaire par
I’ajout dans le milieu de culture d” H202 (31, 41, 239), de ONO2- (304, 517), ou de donneurs
de NO (58, 296, 305). Il faut noter que les cellules neuronales sont particulierement sensibles
a la mort induite par les ROS, en réponse au zinc (326, 393), a I’'EGF (67) ou lors de la
diminution de potassium extracellulaire (426) (425). La présence de glutamate dans le milieu
de culture des neurones primaires ou des lignées neuronales entraine une diminution du
glutathion ce qui augmente la concentration intracellulaire des ROS. En réponse au glutamate
I’accumulation des ROS induit I’activation prolongée de la voie des MAPK et une mort
cellulaire bloquée par les inhibiteurs de MEK (243, 302, 419, 420).
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ROS et Inducteurs de ROS Origine cellulaire Référence
H,0, cellules dérivées d’oligodendrocytes (CG4) (31)
cellules dérivées d’oligodendrocytes (OLN 93) |(41)
fibroblastes (L929) (239)
ONOy myofibroblates (517)
cellules épithéliales transformées de bronche (304)
mélange neurones + cellules gliales (305)
donneurs de NO macrophages (RAW 264 et RES) (296)
S-nitrosogluthathione
donneurs de NO mélange neurones + cellules gliales (305)
sodium nitropruside
hypoxie/réoxygénation mélange neurones + cellules gliales (305)
hyperoxie cellules épithéliales transformées de poumon (518)
enlévement de sérum culture primaire cellules de tubule proximal de | (406)
rein
zinc mélange neurones + cellules gliales (326)
cellules PC12 différenciées (393)
EGF mélange neurones + cellules gliales (67)
enlévement de potassium mélange neurones + cellules gliales (425, 426)
glutamate mélange neurones + cellules gliales (243)
cellules neuronales immortalisées hippocampe | (243, 419,
(HT22) 420)
neurones primaires hippocampe (302)
hémine culture primaire astrocytaire (362)
peptide Bamiloide neurones primaires hippocampe (354)
6-hydroxydopamine cellules systéeme nerveux central (B65) (226)

Tableau n° 5: La voie des MAPK1/3 et la mort cellulaire induite par les ROS
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3.2 Les ROS activent la voie des MAPK par un mécanisme

biphasique

La production des ROS entraine une activation biphasique de la voie des MAPK1/3 (58, 163,
518) avec une activation précoce forte et transitoire (31, 239, 305, 362, 393, 517), suivie
d’une activation prolongée pendant plusieurs heures (41, 243, 304, 406, 419, 420, 425, 426).
Cette cinétique caracteéristique correspond a différents niveaux d’intervention des ROS dans
I’activation de la voie des MAPK1/3. lls entrainent la prolongation de I’activité des récepteurs
aux facteurs de croissance, comme ceux du PDGF et de I’EGF (239, 517) (pour revue (115)).
Les ROS peuvent aussi activer la voie des MAPK1/3 par un mecanisme dépendant de la voie
des kinases Src (239), de la voie des PKC notamment PKC3 (239), de la voie du GMPc (58).
L’oxydation de la cystéine 118 de Ras en réponse au NO permet d’augmenter le recrutement
et I’activation de Raf-1 (101, 231). Au niveau de Raf-1, I’oxydation des cystéines du domaine
CRD de Raf-1 par un mécanisme dépendant du rétinol permet de lever son auto inhibition
(179). Enfin le ONO2- provoque la nitrosylation et I’autophosphorylation d’une forme
recombinante de MEK (517). Ces modifications correspondent a la phase d’activation forte et
transitoire de la voie des MAPK1/3. La phase d’activation prolongée des MAPK1/3 par les
ROS fait intervenir I’inhibition des phosphatases responsables de la régulation négative des
MAPK1/3 (58, 243) (pour revue (141)). Les tyrosines phosphatases possédent toutes un site
catalytique contenant une cystéine cruciale pour I’activité (pour revue (209)). Du fait de leur
faible pKa, les cystéines des phosphatases a double spécificité thréonine/tyrosine sont tres
sensibles a I’oxydation et sont facilement inactivées par les ROS (377, 460). Ainsi I’ H202
oxyde la cystéine C258 du site catalytique de MKP1 et la cystéine C293 du site catalytique de
MKP3, et inhibe leur activité vis a vis des MAPK1/3 (202). Ainsi les ROS activent la voie des
MAPKZ1/3 de facon transitoire au niveau des kinases Raf-1 et MEK et maintiennent I’activité

prolongée des MAPK en inhibant leurs phosphatases.

Il faut noter que, parmi les études sur I’activation prolongée de la voie des MAPK lors du
traitement par les drogues chimiothérapeutiques, certaines montrent une activation
progressive des MAPK (14, 421, 437, 474) avec parfois plusieurs heures de décalage entre la
stimulation des cellules par la drogue et le début de I’activation de la voie des MAPK (17,
160, 474, 484). Dans le cas du taxol, il a été montré que I’activation des MAPK était
biphasique (17, 160). De plus les ROS sont impliqués dans I’activation des MAPK par le
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cisplatine (474). On pourrait émettre I’hypothése selon laquelle, I’induction de la mort par les
agents chimiothérapeutiques soit favorisée par I’activation prolongée nucléaire des MAPK par

les ROS.

Activation transitoire
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=3 Activation prolongée

\
I
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-

Schéma n°19: Les radicaux libres activent la voie des MAPK en deux phases
L’activation de la voie des MAPK est impliquée dans la mort cellulaire induite par les ROS (radicaux libres).
Ces ROS ont pour particularité d’activer la voie des MAPK en deux phases. Les ROS activent de fagon forte et
transitoire les MAPK1/3 par différents mécanismes impliquant les récepteurs membranaires, les kinases Src et
PKC et I’activation directe de Ras et MEK. Dans un second temps les ROS permettent une activation plus faible
mais prolongée des MAPK1/3. Cette activation prolongée des MAPK provient de I’inhibition des sites
catalytiques des phosphatases cytosoliques et nucléaires par les ROS.

3.3 La mort induite par les ROS depend de I’activation

nucléaire prolongee des MAPK
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Dans les cellules astrocytaires (362) et dans les neurones (419, 426), la mort déependante des
ROS est caractérisée par la rétention nucléaire prolongée de la forme active des MAPK1/3.
Dans les neurones, la localisation cytoplasmique forcée des MAPK1/3 par surexpression de la
forme inactivée de la phosphatase cytoplasmique MKP3, MKP3 C293S, bloque la mort
induite par le glutamate. Ce mutant de MKP3 n’ayant pas d’effet sur I’activité cytoplasmique
des MAPK1/3, on peut conclure que I’activité nucléaire prolongée des MAPK1/3 est
nécessaire a I’induction de la mort. Le maintien de I’activité nucléaire des MAPK1/3 est lié a
I’inhibition de I’activité des MKP nucléaires par les ROS (243). En revanche le mécanisme
d’accumulation nucléaire des MAPK reste encore inconnu. Les MAPK1/3 pouvant
transloquer librement entre le cytoplasme et le noyau (480), leur rétention nucléaire
nécessiterait un ancrage nucléaire. En réponse au glutamate, I’accumulation nucléaire de la
forme active des MAPK1/3 dépend de la synthése protéique (419). De plus cette
relocalisation des MAPK peut aussi étre induite par un inhibiteur du protéasome, ce qui laisse
supposer que I’ancre nucléaire est une protéine a courte durée de vie.

Enfin il faut noter que I’activation nucléaire prolongée des MAPK a aussi été impliquée dans
la mort des fibroblastes embryonnaires murins en réponse a la surexpression des formes
dominantes négatives des petites protéines G Rac et Cdc42 (370, 532), et pourrait aussi étre
lie a I’apoptose induite par le Taxol dans les cellules tumorales MDA-MB-231 (491).
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Schéma n°20: Modele hypothétique d’induction de la mort cellulaire par les MAPK
L’apoptose induite par les ROS (radicaux libres) est dépendante de I’activité prolongée nucléaire des MAPK1/3.
Lors de leur activation les MAPK sont capables de transloquer dans le noyau ou elles induisent I’expression de
nombreux génes parmi lesquels des ancres nucléaires et des phosphatases (étape I). Lorsque les cellules sont
stimulée ou produisent des ROS les phosphatases nucléaires sont inhibées par les ROS (étape II). IL se produit
alors une accumulation anormale des formes actives des MAPK1/3 dans le noyau. Cette activitée prolongée
entraine alors I’induction de genes conduisant & la mort des cellules (étape I11).

3.4 L’activation des MAPK par les ROS induit I’apoptose

mitochondriale

L apoptose mitochondriale est I’'un des principaux mécanismes de mort induite par les ROS.
Lorsque le niveau intracellulaire de ROS est trop élevé, le stress oxydatif mitochondrial
provoque la sortie des protéines de mort mitochondriales ( pour revue (136)). Certaines études
montrent que I’activation de la voie des MAPK1/3 par les ROS induit rapidement (en moins
de 12 h) I’activité des caspases (239), en particulier la caspase 3 (296, 518) et la caspase 9
(518).

L’activation des caspases est associée a la sortie du cytochrome c (518) et a la fragmentation
de I’ADN internucléosomique (239, 518). La mort induite par les ROS et dépendante de la

voie des MAPK1/3 correspondrait a I’apoptose par la voie mitochondriale. S’il est établi que
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la voie des MAPK n’est pas impliquée dans I’augmentation intracellulaire des ROS (362, 393,
419, 425), on ne connait pas encore le lien entre I’activation prolongée de la voie des
MAPKZ1/3 par les ROS et I’apoptose mitochondriale.

a) La voie des MAPK1/3 est impliquée dans une mort indépendante

de I’activité des caspases

Dans le modele de mort cellulaire induite par la diminution du potassium extracellulaire dans
des cultures primaires de neurones et de cellules gliales, I’activité de la voie MAPK1/3 est
impliquée davantage dans la permeabilité et la condensation des noyaux que dans I’activation
des caspases ou dans la dégradation de I’ADN (425, 426). Ce type de mort correspondrait a la
paraptose, un modele de mort cellulaire non apoptotique insensible aux inhibiteurs de caspase
et a Bcl-x., mais qui est inhibée par la cycloheximide(414). L’activation de la voie des
MAPKZ1/3 par les ROS dans des cultures primaires de neurones et de cellules gliales a été
aussi associée a la mort cellulaire par nécrose. Dans ce type de mort les noyaux restent intacts
mais la membrane externe est endommagee, provoquant ainsi une perméabilisation des
cellules (67). L’activation de la voie des MAPK par les ROS est donc associée a la mort par
apoptose, paraptose ou par nécrose.

Il faut noter que plusieurs études sur la mort induite par les ROS et dépendante de la voie des
MAPK ne donnent pas de précision sur les caractéristiques de la mort cellulaire, en ne
montrant que la perméabilisation de la membrane externe des cellules ((3, 227, 243, 326) ou
la perte du métabolisme (Test MTT) (67, 393, 406, 419 , 420 , 517)). Dans ces études on ne

sait pas quel est le type de mort cellulaire.
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4 La mort cellulaire induite par la voie des MAPK est

impliquée dans les maladies neurodégénératives

L’activation de la voie des MAPK1/3 par le stress oxydatif pourrait étre impliquée dans
différentes pathologies impliquant la mort des cellules neuronales. Je vais détailler son réle
dans la mort au cours de I’ischémie cérébrale et pendant le développement des maladies

neurodégéneratives (pour revues(80 , 83, 283)) .

4.1 L’activation de la voie des MAPK est directement

impliquée dans la mort des neurones apres ischemie

L’ischémie suivie d’une oxygénation est un stress cellulaire hypoxique provoqué par I’arrét
transitoire de la circulation sanguine lors d’une attaque cardiaque ou cérébrale, ou encore lors
des greffes d’organe. Les cellules touchées produisent alors des ROS, ce qui peut conduire
selon I’intensité du stress a une mort cellulaire massive.

Dans des modéles murins d’ischémie-reperfusion par ligature des arteres carotides ou
cérébrales, on observe une activation des MAPK1/3 localisée dans les zones hypoxiques et
qui est en relation avec la mort des neurones (6, 475 ), en particulier au niveau des neurones
de I’hippocampe (138, 159) (305, 311, 318). L’implication directe de I’activité de la voie des
MAPKZ1/3 dans la mort des neurones a pu étre démontrée par I’utilisation des inhibiteurs
pharmacologiques de MEK. En effet, I’injection intra-cérébrale de PD98059 (6) ou
intraveineuse de U0126 (305) diminue la destruction des neurones et réduit la taille de la zone
affectée. Ces résultats montrent que I’activation de la voie des MAPK1/3 est directement
impliquée in vivo dans la mort cellulaire neuronale suite a un stress oxydatif. Les souris
transgéniques surexprimant la superoxide dismutase, une enzyme antioxydante, démontrent
que la mort liée a I’activation de la voie des MAPK1/3 durant I’ischémie est directement liée
a la production de ROS (311).

L activation de la voie des MAPK1/3 a été impliquée in vivo dans la mort des cellules gliales
de la rétine dans un modele d’ischémie par surpression oculaire (369) et dans un modele de
neurodégénération suite a un traumatisme du cerveau (298). Dans ces deux modeéles, la encore

I’inhibition pharmacologique des MEK1/2 diminue la mort cellulaire.
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a) La mort des neurones ischémiés est en relation avec la

localisation nucléaire prolongée des formes actives des MAPK

Dans les différentes études sur I’ischémie cérébrale, la durée d’activation des MAPK1/3, de
I’ordre de 6h, n’est pas aussi prolongée que dans les cellules en culture. Néanmoins, cette
activation entraine une localisation nucléaire prolongée des formes actives des MAPK1/3 (6,
138, 311). L’injection cranienne intraventriculaire de TGF-a, qui empéche I’activation
prolongée des MAPK dans les noyaux cellulaires, protége les neurones de I’ischémie
cérébrale (138). Ainsi I’accumulation nucléaire des formes phosphorylées des MAPK1/3
pourrait avoir un réle dans la mort cellulaire in vivo provoquée par I’ischémie. Il serait
intéressant de vérifier dans les souris surexprimant la superoxide dismutase si cette activation

nucléaire pathologique des MAPK1/3 est liée a la production de ROS.

4.2 La voie des MAPK est activéee durant les maladies
d’Alzheimer ou de Parkinson

La mort neuronale qui fait suite a un stress oxydatif est aussi a I’origine des maladies
neurodégéneratives comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson. Plusieurs
études in vitro et in vivo montrent que la voie des MAPK1/3 est aussi impliquée dans ces
modeles de mort cellulaire. Les études post-mortem réalisées sur des coupes histologiques de
cerveau de personnes ayant été atteintes par la maladie d’Alzheimer (15, 135, 331, 371, 528)
ou par la maladie de Parkinson (227, 475 , 526 ), montrent la présence des formes actives des
MAPKZ1/3 dans les neurones des zones dégénérées et en particulier dans I’hippocampe.
Toutefois leur localisation n’est pas la méme que dans le modéle de neurodégénéréscence par
ischémie, puisque I’on retrouve les formes phosphorylées des MAPK1/3 dans des inclusions
granulaires cytoplasmiques (135, 526, 528). Dans les neurones en culture, I’inhibition des
MAPKZ1/3 par le PD98059 bloque la mort induite par le peptide B-amyloide (354) ou par la
neurotoxine 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) (227). Ces composés, qui sont respectivement
impliqués dans les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, induisent une mort cellulaire
dépendante des ROS (226, 497 ), (pour revue (11)). Dans le cas de la 6-OHDA, I’induction
des ROS entraine I’activation de la voie des MAPK1/3 (226). Ces résultats indiquent que,
comme dans I’ischémie cérébrale, I’activation des MAPK par les ROS serait impliquée dans

la mort neuronale au cours des maladies neurodégénératives.
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a) La voie des MAPK et la phosphorylation de Tau

La phosphorylation de la protéine Tau dans la maladie d’Alzheimer provoquerait la formation
de fibres neuronales caractéristiques de cette pathologie et responsables de la destruction des
neurones (pour revue(110)). 1l a été montreé in vitro que I’activation de la voie des MAPK1/3
par le peptide B-amyloide (354) entraine la phosphorylation de la protéine Tau sur les résidus
sérine 199 et sérine 202. Les études post mortem sur des coupes de cerveau de patients
victimes de la maladie d’Alzheimer associent la phosphorylation de Tau avec I’activation des
MAPK1/3 (135, 331). Dans un modéle murin de maladie d’Alzheimer par surexpression de la
protéine humaine apoE4, I’activation de la voie des MAPK et la phosphorylation de Tau
apparaissent progressivement quelques mois apres la naissance des souris (168). Si les
neurones de ces souris présentent une augmentation de I’activité des MAPK1/3 dés le 5éme
mois, la phosphorylation de Tau n’est détectée que entre le 9eme et le 18éme mois. Dans ce
modele murin, il reste a établir s’il existe une relation entre I’activation chronique des MAPK,
la phosphorylation de Tau, et la neurodégenéréscence. Enfin, la phosphorylation de Tau a
aussi été décrite dans des cellules de neuroblastome, lors de la mort dépendante de I’activation
des MAPK par le taxol (160). Ainsi la phosphorylation de Tau pourrait étre un mécanisme
général de I’apoptose induite par la voie des MAPK dans les neurones.
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5 Mécanismes impliques dans I’effet proapoptotique de la
voie des MAPK

Dans les paragraphes précéedents, j’ai pu décrire plusieurs modeles impliquant la voie des
MAPK dans la mort cellulaire, en particulier dans I’apoptose mitochondriale. Cependant il
existe encore peu de mécanismes décrits faisant le lien entre la voie MAPK et I’induction de
la mort cellulaire. J’ai regroupé dans cette derniére partie les mécanismes communs a
différents modéles de mort cellulaire, en particulier les mécanismes impliquant des facteurs de

transcription.

5.1 La voie des MAPK induit la mort cellulaire par perte

d’ancrage

Dans la premiere partie de cette introduction, j’ai cité plusieurs études qui montraient un réle
protecteur de la voie des MAPK1/3 contre la mort induite par perte d’ancrage (12, 235, 271,
372, 388). L’activation soutenue de la voie des MAPK provoque la perte d’adhérence des
cellules (379). Dans certains cas cette perte d’adhérence entraine la mort cellulaire, comme
lors de la stimulation chronique des cellules de tumeur du sein MDA-MB-468 par I’EGF
(222), lors de la stimulation de ARaf-1ER chez les ostéoblates (436) ou suite a la
surexpression de ARaf -1 dans cellules de tumeur de sein MCF-7 (124). Dans ces modeéles, la
mort cellulaire est liée a I’expression du récepteur Fas et a la perte de protéine Bcl-2 (436), ou
a une activation de I’apoptose mitochondriale par un mécanisme indépendant du controle de
Bcl-2 (222). La perte d’ancrage cellulaire peut donc étre une des causes de la mort induite en
réponse a une activation prolongée des MAPK1/3. Dans les fibroblastes embryonnaires de
souris, il a méme été montré que la perte d’ancrage induit une activation transitoire de la voie

des MAPK1/3 qui est nécessaire a la mort cellulaire (532).
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5.2 La voie des MAPK et la phospholipase A2

La phospholipase A2 cytosolique, cPLA2, est une enzyme impliquée dans la production
d’acides gras insaturés comme I’acide arachidonique (pour revue (68)). L activation de la voie
des MAPKZ1/3 par stimulation du récepteur Fas dans les cellules de Sertoli (456), par la
leptine dans les adipocytes (211) ou par le récepteur BCR dans des cellules de lymphome B
(145) induit simultanément la mort cellulaire et I’activation de la phospholipase A2. Il a été
montré que I’activité MEK est impliquée dans la phosphorylation (shift up) de cPLA2 (381,
432). L’utilisation d’un inhibiteur de cPLA2, le AACOCF3, montre que I’activation de la
cPLA2 par les MAPK est nécessaire a I’induction de la mort cellulaire, qu’elle est liée a
I’augmentation du FasL, a la sortie du cytochrome c et a I’activation de la caspase 3 (211,
456).

5.3 Réle des isoformes MAPK1 et MAPK3 dans la mort

cellulaire

Dans les fibroblastes murins irradiés aux rayons vy, la surexpression de la protéine chaperonne
HSP25 blogue la mort cellulaire en augmentant la dégradation des MAPK1/3. La
surexpression de I’isoforme MAPK1 mais pas celle de MAPK3, empéche le réle protecteur de
HSP25 (78). Dans les cellules transformée 293T, la mort induite par activation du récepteur a
la neurokinin-1 par la substance P, est bloquée en réponse aux siRNA contre I’ARNm de
mek2 et mapkl mais pas par ceux de mekl et mapk3 (65). Enfin dans les cellules de
médulloblastome, la transfection d’un ARN antisens spécifiqgue de MEK1 diminue la mort
induite par la geldanamycine (56). L’étude de la contribution des isoformes des MAPK dans
I’induction de la mort cellulaire comprend encore trop peu d’exemples pour en tirer une
conclusion définitive. Il ne semble pas y avoir de spécificité marquée des kinases MEK1 et
MEK?2 ce qui est en accord avec leur capacité a activer les MAPK. En revanche, il semblerait
que I’isoforme MAPKZ1 joue un réle prépondérant dans les cellules ou I’activation de la voie

des MAPK induit la mort cellulaire.
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5.4 L’activité transcriptionnelle de la voie de signalisation

des MAPK dans la mort cellulaire

Dans la plupart des cas ou la voie des MAPK1/3 est impliquée dans I’induction de la mort
cellulaire, on observe une activation prolongée des MAPK1/3. Il est probable que cette
période est necessaire a I’induction des géenes ou a I’accumulation des protéines responsables
de la mort cellulaire. Dans les cellules épithéliales issues de cancer du sein, I’analyse des
genes régulés en réponse a I’activation prolongée de la voie des MAPK1/3 révele I’induction
de plusieurs genes impliqués dans la mort cellulaire, comme fas, c-myc ou cd55/daf (156,
388).

a) L apoptose induite par la voie des MAPK dépend de p53

La protéine p53 est un facteur de transcription dont le r6le est de contrbler I’intégrité du
génome avant la réplication de I’ADN. L’expression de p53 est contrdlée en permanence par
la protéine MDMZ2, qui se fixe a p53 et entraine sa dégradation par le protéasome. Lorsque le
génome subit des altérations, la liaison entre p53 et MDM2 est inhibée par différents
mécanismes post-traductionnels et p53 s’accumule, induisant alors la protéine p21.

Lorsque les dommages causés sont trop importants, p53 déclenche la mort cellulaire en
réprimant des genes codant pour des protéines de survie comme Bcl-2 ou en induisant des
genes codant pour des protéines de mort comme le récepteur de mort DR5, ou la protéine de
mort mitochondriales Bax (pour revue (410)). L une des conséquences de la résistance des
cellules tumorales & la mort est I’extinction de I’expression ou la perte de fonctionnalité de la
protéine p53 et cela dans 50% des tumeurs humaines (174).

L utilisation de fibroblastes embryonnaires p53-/- montre que la protéine p53 est nécessaire
dans la mort induite par surexpression de RacN17 et Cdc42N17 et dépendante de la voie des
MAPK1/3 (232). L’activation prolongée de la voie des MAPK1/3 par le Taxol (17) et les
agents génotoxiques (335, 397, 437, 484, 505) induit la protéine proapoptotique p53. Cette
induction dépend de la phosphorylation de p53 par les MAPK1/3 sur son résidu serine 15
(335, 397, 400), ce qui a pour effet de stabiliser p53 en empéchant sa liaison a la protéine
MDM?2 et sa dégradation par le protéasome. L’activation des MAPK1/3 par la doxorubicine
est aussi impliquée dans la phosphorylation de la thréonine 55 de p53, ce qui pourrait
augmenter son activité proapoptotique (505). L’induction et I’activation de p53 par la voie des
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MAPK1/3 sont associées avec la diminution de I’expression de la protéine Bcl-2 (17, 437) et
avec la répression de son gene (505). Ainsi I’un des mécanismes d’induction de la mort par la
voie des MAPK est de stabiliser p53 qui provoque I’activation de la mort mitochondriale par
diminution du taux de Bcl-2. Cependant I’utilisation de cellules n’exprimant pas p53 (437,
484, 495) montre que I’apoptose induite par la voie des MAPK ne dépend pas uniquement de
p53.

b) Le facteur de transcription Nur77

Le facteur de transcription Nur77/NGF1-B, qui appartient a la famille des récepteurs
orphelins nucléaires, est impliqué dans I’induction de genes qui régulent la mort cellulaire,
notamment durant la sélection négative des lymphocytes T (pour revue (483)). Nur77
intervient également directement au niveau de la mitochondrie ou son interaction directe avec
Bcl-2 entraine la mort cellulaire (248). Dans les lymphocytes T (458), et les cellules de la
granulosa de I’ovaire (423) I’activation de la voie des MAPK induit nur77. La voie des
MAPK1/3 augmente aussi I’activité transcriptionnelle de Nur77 en phosphorylant son résidu
thréonine 142 (223, 409). L utilisation de siRNA a montré que Nur77 est nécessaire a la mort
cellulaire induite par I’activation de la voie des MAPK1/3 en réponse a la neurokinine (65).
Dans les lymphocytes T, I’induction de Nur77 par la voie des MAPK1/3 pourrait étre
impliquée dans I’induction du fasL (353, 458, 527). Il faut noter que nur77 est I’un des genes
les plus fortement induits aprés ischémie, en particulier dans les neurones de la région CA1 de
I’hippocampe (62) et que son expression augmente [Iefficacité des drogues
chimiothérapeutiques (403). Il serait donc intéressant de verifier si I’induction de nur77 par la
voie des MAPKZ1/3 est impliquée dans la mort induite par I’ischémie et par les drogues

chimiothérapeutiques.

c) Le facteur de transcription Egr-1

La protéine Egr-1 ou NGF1-A est un facteur de transcription impliqué dans la mort induite
par les UV (449) et fait partie des genes induits par la voie des MAPK dans les cellules
épithéliales MCF10 (388) et dans les cellules B (363). La transfection d’un ARN antisens a
montré que I’induction de egr-1 est nécessaire lors de la mort neuronale induite par le zinc et

dépendante de la voie des MAPK1/3 (326). Il faut noter que comme nur77, egr-1 est
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fortement induit lors de I’ischémie cérébrale (62). Ces facteurs de transcription sont de bons
candidats pour assurer le relais entre I’activité des MAPK et la mort neuronale lors de

I’ischémie.

intégrines

Schéma n°21: Les mécanismes impliqués dans la mort induite par la voie des MAPK
L’activitét MAPK permet d’induire ou d’activer les facteurs de transcription Spl, Nur77, Egrl et p53 qui sont
tous impliqués dans I’induction de génes proapoptotiques comme le fasL. Dans le cytoplasme, I’activité
prolongée des MAPK conduit aussi a la perte d’adhérence des cellules ce qui induit leur mort. Enfin les
MAPK1/3 activent la phospholipase A2 qui induit I’apoptose.
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d) L’apoptose des lymphocytes T : un modele d'induction

transcriptionnelle de I'apoptose par la voie des MAPK1/3

Durant leur processus de maturation, les lymphocytes reconnaissant les antigenes du soi, sont
éliminés par un mécanisme faisant intervenir les récepteurs T ou B, et durant ce processus,
I’activité de la voie des MAPK1/3 est liée a la mort cellulaire.

Dans les thymocytes (273) ou dans des lignées cellulaires dérivées de lymphocytes T comme
les cellules Jurkat (458, 527), la stimulation du TCR entraine a la fois une activation
transitoire (inférieure a 2h) des MAPK1 et 3 et la mort cellulaire. L utilisation des inhibiteurs
pharmacologiques de MEK indique que cette activation des MAPK1/3 est nécessaire & la mort
cellulaire en réponse au TCR (273, 458, 527) par un mécanisme lié a I’induction du géene
codant pour le ligand de mort FasL (458, 527). Le contrle transcriptionnel du FasL par les
MAPKZ1/3 pourrait impliquer I’activation du facteur de transcription Spl (496) et I’induction
du récepteur nucléaire orphelin Nur77 (458). Si la voie MAPK induit le FasL, en revanche
I’inhibition de la voie des MAPK1/3 ne modifie pas la mort induite par activation directe du
récepteur Fas, ce qui indique que la voie MAPK n’affecte pas la machinerie apoptotique
activée par ce récepteur dans les lymphocytes (458, 527). Il faut noter que chez les
lymphocytes T, I’activité de la voie des MAPK1/3, quand elle est liée a la mort cellulaire, n’a
pas besoin d’étre aussi prolongée que dans d’autres types cellulaires. Toutefois cette notion
est subjective puisque I’activation mitogénique des MAPK chez les lymphocytes ne dure que
quelques minutes(157).

L’activation transitoire des MAPK par le récepteur BCR joue aussi un rdle proapoptotique
dans une lignée issue de lymphomes B, mais I’implication du FasL n’a pas été précisée(145).
Enfin dans les cellules de Sertoli, la stimulation du récepteur Fas entraine I’activation de la
voie des MAPK1/3 nécessaire a I’induction du FasL, par un mécanisme dépendant de
I’activation de la phospholipase cPLA2 (456). On peut ainsi établir un modéle selon lequel,
I’activation de la voie des MAPK1/3 active indirectement le récepteur de mort Fas, en

augmentant de facon transcriptionnelle la synthése de son ligand le FasL.
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Schéma n°22 : Modéle hypothétique d’induction de la mort cellulaire par les MAPK
L’apoptose induite par les ROS (radicaux libres) est dépendante de I’activité prolongée nucléaire des MAPK1/3.
Lors de leur activation les MAPK sont capables de transloquer dans le noyau ou elles induisent I’expression de
nombreux génes parmi lesquels des ancres nucléaires et des phosphatases (étape ). Lorsque les cellules sont
stimulée ou produisent des ROS les phosphatases nucléaires sont inhibées par les ROS (étape Il). IL se produit
alors une accumulation anormale des formes actives des MAPK1/3 dans le noyau. Cette activitée prolongée
entraine alors I’induction de génes conduisant a la mort des cellules (étape I11).

101



La voie Raf/MAPK joue un réle important mais ambigu dans le controle de la mort cellulaire.
D’un coté la voie Raf/MAPK joue un role antiapoptotique. Elle bloque I’apoptose induite par
les récepteurs de mort en empéchant le recrutement de FADD aux récepteurs de mort et en
inhibant I’activation de la caspase 8. Elle bloque aussi I’apoptose mitochondriale en
controlant le ratio des protéines de la famille Bcl-2, ce qui empéche le relarguage du
cytochrome c, et en inhibant I’activité des caspases en aval de I’Apoptosome. De facon
paradoxale I’activation prolongée de la voie MAPK entraine aussi I’activation de I’apoptose
aussi bien par la voie des récepteurs de mort de par la voie mitochondriale. Cet effet
proapoptotique de la voie Raf/MAPK est lié a la production de radicaux libres qui entrainent
une activation nucléaire prolongee des MAPK. Le travail de these que je vais vous présenter
est basé sur le contr6le ambivalent de I’apoptose par la voie des MAPK1/3. Dans deux lignées
cellulaires d’origines différentes, I’activation artificiellement prolongée des MAPK gréace a la
protéine chimérique ARaf-1:ER entraine deux effets opposes. Dans les cellules fibroblastiques
CCL39 ARaf-1:ER, I’activation de la voie Raf/MAPK protege les cellules contre I’apoptose
induite par enlevement de serum. La voie MAPK inhibe I’activation de la caspase 9 en aval de
la sortie du cytochrome c, par un mécanisme dépendant de la synthése protéique et d’une
activité soutenue des kinases MEKs. Dans les cellules 293 ARaf-1:ER, qui ont des
caractéristiques proches des cellules neuronales, I’activation soutenue de la voie MAPK
entraine apres 48h une activation de la caspase 8 indépendamment de FADD et des récepteurs
de mort. Ce mécanisme proapoptotique requiert une phase précoce de synthese protéique et

une activité MEK soutenue.
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Résultats
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Article 1 : La voie des MAPK1/3 blogue I’activation de

la caspase 9 au sein de I'apoptosome

(en préparation)
Contexte du travail

Les cellules CCI39 sont des fibroblastes de hamster aux caractéristiques non transformees
dont la prolifération en culture requiert les facteurs de croissance du sérum et I'adhésion aux
matrices extracellulaires. Pour former des tumeurs chez I'animal, ces cellules doivent acquérir
la capacité de proliférer en l'absence d'ancrage et de facteurs de croissance (334). Deux
observations sont a l'origine de nos travaux : les cellules CCL39 meurent d'apoptose quand
elles sont privées d'ancrage et/ou de mitogeénes, et l'activation prolongée de la voie Raf-
1/MAPK1,3 induit le détachement des cellules mais elles ne meurent pas, méme en l'absence
de facteurs de croissance (observation de P. Lenormand). Ces observations ont permis
d'établir que I'activation spécifique de la voie des MAPK1/3 protége de I'apoptose dans ce
modele cellulaire(235). On peut considérer que I'élucidation du mécanisme moléeculaire qui
permet la survie des cellules en réponse aux MAPK1/3 pourrait contribuer a la connaissance
des étapes qui conduisent a la formation des tumeurs.

La plupart des mitogenes activent la voie de signalisation des MAPK1/3, qui jouent un réle
fondamental dans la prolifération et la différentiation cellulaire. La dérégulation de cette voie
de signalisation est aussi liée a la survie des cellules transformées, une étape essentielle dans
le développement de certains types de tumeurs. Pour étudier les effets d’une activation
prolongée des MAPK1/3 sur la survie cellulaire, nous utilisons un modele de fibroblaste
dérivé de CCL39 qui exprime de facon stable la protéine chimérique ARaf-1:ER. L'ajout de
tamoxiféne dans le milieu de culture cellulaire permet de stimuler spécifiquement l'activité de
Raf-1 et offre I'opportunité de maintenir active la voie des MAPK1/3 en I'absence des facteurs
de croissance. La mort des cellules CCL39 induite par la privation de sérum requiert
I'activation de la voie d'apoptose mitochondriale car elle est bloquée par la surexpression de
Bclx,. Le projet de cet article a été de caractériser les mécanismes moléculaires impliqués
dans le blocage de la voie mitochondriale par la voie des MAPK1/3, en particulier dans le

blocage de la caspase initiatrice de I'apoptose mitochondriale, la caspase 9.

104



Résumé du travail

Dans les cellules CCL39, nous déclenchons I’apoptose mitochondriale en enlevant le sérum
du milieu de culture des cellules. 1l en résulte une désactivation progressive de la voie des
MAPK, liée avec une activation rapide (des 6 heures) de la caspase 9. Apres 24 heures,
environ 60% des cellules sont mortes ; malgré ces conditions d’apoptose massive, I’activation
de ARaf-1:ER inhibe totalement le clivage et I’activation de la caspase 9. La protection du
clivage de caspase 9 par Raf-1 est sensible aux inhibiteurs pharmacologiques de MEK, une
observation en accord avec l'identification par le groupe de P. Clarke d'un site de
phosphorylation par les MAPK1/3 sur caspase 9 (10). Toutefois la mutation du site de
phosphorylation n'empéche pas I'inhibition du clivage en réponse a ARaf-1:ER. Nous avons
pu montrer qu'en fait, la protection du clivage de caspase 9 n'est pas un mécanisme purement
post traductionnel puisqu'il requiert la synthese des protéines et des ARN.

L’analyse par immunofluorescence des cellules privées de sérum révele que I’activation de
ARaf-1 bloque bien les événements en aval de I'activation de la caspase 9, comme le clivage
de la caspase 3 ainsi que la fragmentation des noyaux, mais n’interfére pas avec la sortie du
cytochrome ¢ de la mitochondrie. Puisque le cytochrome c¢ dans le cytosol entraine la
formation de l'apoptosome, ce résultat indique que le médiateur de ARaf-1 empéche
I’activation de la caspase 9 par I'apoptosome. En analysant la formation de I’apoptosome par
chromatographie d’exclusion, nous avons montré que ARaf-1 n’inhibe ni la multimérisation
d’Apafl, ni le recrutement de la procaspase 9 dans I’apoptosome. En choisissant des
conditions qui maintiennent l'activité de la voie Raf-1/MAPK dans des extraits cytosoliques,
on empéche l'activation in vitro de la caspase 9 par le cytochrome c et I'ATP. Dans des
conditions qui provoquent la formation de I'apoptosome, l'activation de la voie Raf-1/MAPK
pourrait ainsi limiter l'activation de la caspase 9 et bloquer la signalisation apoptotique.
L'expression de XIAP, le principal inhibiteur de la caspase 9, n'étant pas affectée en réponse a
ARaf-1 :ER, ces résultats suggéerent que la voie des MAPK1,3 régule d'autres inhibiteurs de la
voie d'apoptose mitochondriale. En conclusion, nous avons montré dans les fibroblastes
CCL39 ARaf-1 :ER, que I’activation de la voie des MAPK par ARaf-1 est capable de bloquer
I’apoptose mitochondriale en aval de la sortie du cytochrome c, en inhibant I’activation de la
caspase 9 au sein méme de I’apoptosome. Le blocage de la voie mitochondriale au niveau de

I’apoptosome est un mécanisme associé a la resistance des tumeurs contre les traitements
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chimiothérapeutiques. Le mécanisme que nous avons décrit pourrait étre une caractéristique

des tumeurs présentant une activation constitutive de la voie des MAPK1/3.
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Article 1 : Observations complémentaires
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L activation de la voie des MAPKZ1/3 inhibe la mort induite par surexpression de Bax
Nous avons recherché une méthode alternative a I’enlevement du sérum pour induire
I’apoptose mitochondriale dans les cellules CCL39 et confirmer le role antiapoptotique de la
voie des MAPK en aval de la sortie du cytochrome c. Pour cela nous avons surexprimé la
protéine Bax dans les cellules CCL39 qui expriment Raf-1:ER. Bax est une protéine
proapoptotique de la famille Bcl-2 qui participe a la formation du pore de perméabilité
mitochondrial et favorise la sortie du cytochrome c. Les cellules CCL39 étant difficiles a
transfecter, nous avons cotransfecté Bax avec de la GFP et nous avons suivi I’induction de la
mort cellulaire dans les cellules positives pour la GFP. Nous avons choisi comme critere de
mort cellulaire la condensation et la fragmentation des noyaux apres marquage au dapi.

Nos résultats préliminaires, présentés dans la figure S1, montrent d’une part que la
surexpression de Bax induit la mort cellulaire et d’autre part que I’activation de Raf-1:ER par
le tamoxifene permet d’inhiber I’effet proapoptotique de Bax. Il nous reste maintenant a
verifier, s’il est possible de détecter la relocalisation cytosolique du cytochrome ¢ dans les
cellules surexprimant Bax, et si I’activation de la voie des MAPK interfére ou non avec cette

relocalisation.
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Figure S1. L’activation de la voie des MAPK1/3 inhibe la mort induite par surexpression de
Bax

Les cellules CCL39 RER, ensemencees sur lamelles de verre, sont transfectées avec 0,5ug du
vecteur d'expression de la GFP + 1ug du vecteur controle (CD8) ou 1lug du vecteur
d'expression de Bax, par la méthode superfect (Quiagen). Les cellules transfectées avec Bax
sont stimulées ou non avec du tamoxifene. Apres 24h d’expression, les cellules sont fixées
puis analysées en microscopie a fluorescence pour vérifier I’expression de la GFP et la
morphologie des noyaux (marquage au dapi).
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Le réle antiapoptotique de ARaf-1 :ER dépend de I’activité kinase de Raf-1

Nous avons exprimé de facon stable dans les cellules CCL39 une protéine de fusion ARaf-
1KD:ER dépourvue d'activité catalytique sur laquelle nous avons muté la lysine K375 du site
de fixation de I'ATP(48). Dans ces cellules I’enlevement de sérum pendant 14h induit la mort
cellulaire en utilisant comme critére le marquage des cellules perméables a l'iodure de
propidium. Ainsi nous avons pu montrer que I’activation de ARaf-1KD :ER ne protege pas les
cellules de la mort (Figure S2). Cela signifie que I’activité kinase de Raf-1 est nécessaire a

son effet antiapoptotique.
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Figure S2. Le réle antiapoptotique de ARaf-1:ER dépend de I’activité kinase de Raf-1

Des cellules CCL39 exprimant de fagon stable I’isoforme ARaf-1:ER K325W, sont carencées
en sérum en présence ou non de tamoxiféne (4-HT). Apres 14h, les cellules sont analysées en
microscopie. Les cellules mortes sont marquees a I'iodure de propidium.

Etude du roéle des isoformes A-Raf et B-Raf dans I'inhibition de la caspase 9
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Nous avons ensuite verifié si I’effet protecteur était spécifique de I'isoforme Raf-1. Pour cela,
nous avons utilisé des cellules CCL39 exprimant de facon stable les chimeres A-Raf :ER ou
B-Raf :ER (gentiment procurées le Dr Martin McMahon (38)). Ces cellules ont été privées de
sérum pendant 14h en présence ou non de tamoxiféne. La figure S3 montre que I’activation
du domaine kinase de B-Raf active fortement la voie des MAPK et inhibe I’activation de
caspase 9. A-Raf :ER n’active que trés faiblement la voie des MAPK et n’inhibe que
partiellement le clivage de la caspase 9. Ces résultats montrent que le role protecteur de Raf
n’est pas limité a la seule isoforme Raf-1 et que ce r6le protecteur est lié a I’activation de la
voie des MAPK.

- sérum - sérum
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Figure S3. Inhibition du clivage de la caspase 9 par les isoformes A-ARaf :ER et B-A Raf :ER
dans les cellules CCL39

Des cellules CCL39 exprimant de fagon stable les isoformes A-ARaf :ER ou B-ARaf :ER sont
carencées en sérum en présence ou non de tamoxiféne (4-HT). Aprés 14h d’incubation, les
cellules sont lysées dans du tampon Laemmli. Les protéines sont séparées par SDS-PAGE. Le
Western Blot est révélé avec les anticorps anti-caspase 9, anti phosphoMAPK1/3 et anti
MAPK1.
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L’apoptose induite par stimulation du récepteur au TNF provoque I’inactivation de la
voie des MAPK1/3 et la dégradation de Raf-1 dans les cellules HeLa

Au début de notre étude sur I’inhibition de caspase 9 par la voie des MAPK, nous n’avions
pas encore d’anticorps reconnaissant la caspase 9 de hamster. Nous avions alors débuté une
série d’expériences sur les cellules HeLa d’origine humaine dans lesquelles nous pouvions
détecter caspase 9. La stimulation par le TNFa de la voie des récepteurs de mort induit de
I'apoptose matérialisée par le clivage de PARP. Nous avions remarqués que I’activité basale
de la voie des MAPK diminuait proportionnellement a I’augmentation du clivage de PARP.
En analysant les différentes kinases de la voie des MAPK, nous nous sommes rendu compte
que la diminution de I’activité des MAPK1/3 correspondait a la perte de la kinase Raf-1
(FigS4). L anticorps anti Raf-1 (Transduction Laboratories) reconnait un épitope localisé dans
la partie Nterm de Raf-1. Nous n’avons pas encore déterminé si cette perte de Raf-1 provient

de son clivage par les caspases ou de sa dégradation par le protéasome.
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Figure S4. L apoptose induite par stimulation du récepteur au TNF provoque I’inactivation de
la voie des MAPK1/3 et la dégradation de Raf-1 dans les cellules HeLa

Des cellules HelLa sont traitées a la cycloheximide (5ug/ml) avec ou sans TNFa (doses
croissantes). Apres 14h d’incubation, les cellules ont été lysées dans du tampon Laemmli. Les
protéines sont séparées par SDS-PAGE. Le Western Blot est révélé avec les anticorps anti-
PARP, anti Raf-1, anti phosphoMAPK1/3 et anti MAPK1.
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Conditions permettant d'étudier le role des MAPK dans I'activation de I'apoptosome in

vitro

Le but des expériences d’activation in vitro de la capases 9 est de tester s’il est possible de
bloguer I’activité de I’apoptosome avec des extraits cellulaires provenant de CCL39RER
stimulées au tamoxiféne. Pour activer I’apoptosome et induire le clivage de caspase 9, il faut
incuber les extraits cytosoliques avec du cytochrome c et de I’ATP ou du dATP(530). Lors de
la mise au point de notre modele in vitro, nous avons remarqué que I’incorporation d’ATP
activait de facon systématique la phosphorylation des MAPK1/3. Par contre I’ajout de dATP
vient faire compétition avec I’activation des MAPK1/3 par I’ATP(figure S5A). Pour étudier
I'influence de l'activité des MAPK sur le clivage de caspase 9 il faut donc systématiquement
utiliser 'ATP plutot que le dATP. L utilisation de U0126 montre que I'activation in vitro des
MAPKZ1/3 dépend de I’activité MEK ( Figure S5B). Au cours de ces expériences, nous avons
remarqué que l'incubation a 37° induit une déphosphorylation rapide des MAPK1/3 qui est
fortement ralentie a 20°. Enfin, on ne peut pas utiliser le vanadate pour inhiber les

phosphatases parce gu'il inhibe totalement I'activité de I'apoptosome.
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Figure S5. L’ajout d’ ATP a des extraits cellulaires active les MAPK1/3

A, Des extrait cytosoliques de cellules HEK293 (50 xg) sont incubés a 20°C pendant 30min
en présence de 1ImM d’ATP et de quantité croissante de dATP. B, Les extraits cytosoliques
sont incubés a 20°C en présence de 1ImM d’ATP avec 1uM d’U0126 ou 1mM de dATP,
pendant 15 ou 30 min. Les extraits sont ensuite dilués dans du tampon Laemmli et les
protéines sont séparées par SDS-PAGE. Le Western Blot est révélé avec I’anticorps anti
phosphoMAPK1/3.
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Article 1: Discussion et Perspectives
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La dégradation de Raf par TNF

Différentes études ont montré que la kinase Raf-1 est dégradée durant I’induction de la mort
cellulaire par un mécanisme dépendant de I’activité caspase et du protéasome. Nous avons
montré dans les cellules HeLa que I’induction de la mort cellulaire par stimulation du
récepteur au TNFa entraine la perte de la kinase Raf-1. Nous n’avons pas encore cherché a
développer cette observation, qui présente un intérét sur le réle de la kinase Raf-1 dans le
contréle de la mort cellulaire. Dans les macrophages par exemple, la perte de Raf-1 favorise la
mort cellulaire suite a I’infection par la bactérie Salmonelle (195). L’anticorps que nous avons
utilisé est dirigé contre I’extrémité N-terminale de Raf-1. Or il a été montré que le clivage de
raf-1 par la caspase 9 conduit justement a la perte du fragment Nterm de Raf-1 (85). Il reste a
verifier si I’activation des récepteurs de mort induit I’activation de caspase 9 dans les cellules
HeLa. Pour déterminer si la perte de Raf-1 augmente I’effet proapoptotique du TNFa, nous
allons vérifier si I’inhibition de la voie des MAPK1/3 par le U0126 favorise la mort par
stimulation du récepteur au TNFa dans les cellules HeLa. Cependant le réle protecteur de
Raf-1 n’est peut-étre pas lié a I’activation des MAPK1/3 (195). 1l faudrait donc aussi tester la
sensibilisation des cellules HelLa par transfection d’un siRNA anti Raf-1. Une autre méthode
consisterait a exprimer, quand le ou les sites de clivage seront identifiés, une forme de Raf-1

mutée résistante a la dégradation.

Les régulateurs connus de I’activation de caspase 9

Dans notre modele de protection de I’apoptose mitochondriale, nous avons montré que la voie
des MAPK1/3 bloque I’activation de caspase 9 au sein de I’apoptosome, sans pour autant
bloguer son recrutement. Le mécanisme d’inhibition de caspase 9 dépend a la fois de la
régulation traductionnelle de protéine antiapoptotique pendant les premiéres heures et de
I’activation continue de la voie des MAPK1/3. On peut imaginer qu’un inhibiteur de caspase
9 est induit et que son association a caspase 9 requiert une étape de phosphorylation.
L’inhibiteur pourrait aussi étre une protéine labile qui nécessiterait d’étre phosphorylée pour
se stabiliser.

Le seul inhibiteur connu de caspase 9 est XIAP. Nous avons cependant montré que
I’activation de la voie des MAPK1/3 n’entrainait pas de modification du niveau d’expression

de XIAP. Les autres IAP pourraient néanmoins jouer un role inhibiteur sur caspase 9 en
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bloguant son clivage par caspase 3. clAP1 et clAP2 ont toutes deux été décrites comme
pouvant étre régulée de facon transcriptionnelle par la voie des MAPK1/3 (482). De plus, leur
stabilité et leur activité est aussi régulée de fagcon post-traductionnelle. Un autre mécanisme de
régulation de caspase 9 consisterait a inhiber I’activité des activateurs de caspase 9. Le
principal activateur de caspase 9 est Apafl qui favorise la dimérisation de caspase 9. Dans les
cellules stimulées au tamoxifene, nous avons montré que la caspase 9 est recrutée dans les
fractions de haut poids moléculaire, ce qui suggere que I’activation des MAPK1/3 n’interfere
pas avec l’association entre la procaspase 9 et Apafl. La protéine Tvl-1 a été clonée par
association a la partie C-terminale de Raf-1 en crible double hybride(250). Tvl-1 s'associe
aussi avec la kinase Tpl-2. La phosphorylation de Tvl-1 par Tpl-2 et leur interaction avec
Apafl favorise I’activation in vitro de caspase 3 par caspase 9 (327). On pourrait imaginer
que I’association de Raf-1 avec Tvl-1 empéche la formation du complexe Tvl-1/Tpl2,
défavorisant ainsi I’activité caspase 9. Cette association entre Raf-1 et Tvl-1 pourrait dépendre

de I’induction d’un troisiéme partenaire.

Recherche d’inhibiteurs inconnus de caspase 9

En paralléle de la régulation des modulateurs connus de caspase 9, nous allons suivre une
approche de purification de protéines en combinant la purification par chromatographie avec
le systeme d’activation in vitro de caspase 9. Comme nous I’avons montré, I’activation de la
voie des MAPK1/3 permet d’inhiber le clivage de caspase 9 induit par ajout de cytochrome ¢
et d’ATP a des extraits cellulaires. Notre projet serait de pouvoir complémenter des extraits de
cellules contréles avec des fractions protéiques provenant de cellules stimulées au tamoxiféne
pendant le temps nécessaire a I’induction ou a I’accumulation de protéine antiapoptotique.
L’activitt MAPK étant nécessaire de fagon continue durant la protection, les extraits de
cellules contréles proviendraient en fait de cellules stimulées au tamoxifene pendant un temps
court permettant uniquement une activation optimale des MAPK1/3 (environ 30min de

stimulation au tamoxifene).
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Le role de I'inactivation de I'apoptosome dans les tumeurs

Nous nous intéressons au lien potentiel entre I'inhibition de I'apoptosome par les MAPK1/3 et
la réponse des tumeurs aux traitements thérapeutiques. Il est déja établi que les cellules
tumorales qui n'activent pas I'apoptosome sont résistantes a la chimiothérapie(254). Dans un
tiers des tumeurs, I’activation constitutive des MAPK1/3 est associée a I’invasion tumorale et
a la survie cellulaire. Nous pourrons déterminer s'il existe un lien entre le niveau de phospho-
MAPK et la présence de la forme clivée de caspase 9 sur les coupes histologiques avec les
anticorps appropriés. Pour une mesure plus sensible de I'influence de I'activité antiapoptotique
des MAPK1/3, nous pourrons determiner l'activabilité in vitro de I'apoptosome dans les
extraits de biopsies. Nous avons déja mis en évidence que ces cytosols permettent le clivage
d'une caspase 9 synthétique radiomarquée. Si nous pouvons identifier un inhibiteur de
I'activation de caspase 9, nous rechercherons sa présence dans les tumeurs qui n'activent pas

I'apoptosome.

116



Article 2: L’activation prolongee de la voie des
MAPKZ1/3 entraine l'activation de la caspase 8 et la mort
des cellules HEK293 par un mécanisme indépendant de
FADD

Soumis & publication dans le journal Apoptosis
Contexte du travail

L’étude du role proapoptotique de la voie des MAPK1/3 dans les cellules humaines HEK293
provient d’une observation fortuite faite au laboratoire. Pour palier aux problémes liés a
l'utilisation des anticorps commerciaux a spécificité humaine dans notre modeéle initial de
fibroblastes de hamster, nous avons établi une lignée humaine exprimant de facon stable la
protéine de fusion ARaf-1:ER (RER). Les cellules HEK293 ont été choisies pour leur grande
efficacité de transfection. Ce sont des cellules non tumorales isolées de rein embryonnaire
humain et immortalisées par I’adénovirus 5. Alors que nous pensions utiliser les cellules
293RER pour comprendre les mécanismes antiapoptotiques de la voie Raf-1/MAPK, nous
avons découvert que au contraire, dans cette lignée cellulaire I’activation prolongée de la voie

des MAPK1/3 entraine une mort cellulaire massive.
Résumé du travail

Le niveau d'activation des MAPK1/3 dans les cellules HEK293 est trés faible mais il peut étre
augmenté de facon transitoire par les mitogénes comme dans la plupart des cellules normales.
Dans les cellules 293RER, I'activation continue des MAPK1/3 par le tamoxiféne entraine la
mort de plus de 60% des cellules en trois jours. La mort des 293RER présente les
caractéristiques habituelles de I'apoptose avec un marquage transitoire a l'annexineV, la
dégradation de I’ADN et le clivage de PARP, un substrat de la caspase 3. Cependant le
processus est relativement lent, puisque les premiers signes apparaissent aprés 36 heures
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d'activation des MAPK1/3 et les cellules présentent une morphologie inhabituelle avec une
condensation du noyau et du cytoplasme repoussés en périphérie d’une vacuole de taille
importante.

Cette forme d'apoptose ne requiert la synthese des protéines et des ARN que de fagon précoce
(avant les 14 premieres heures), mais nécessite l'activation continue de MEK. Dans les
cellules HEK293, la voie des MAPK1/3 est donc impliquée a la fois dans la régulation
transcriptionnelle et post traductionnelle de protéines proapoptotiques. La mort des 293RER
est dépendante de l'activité des caspases, mais indépendante de la voie mitochondriale
puisque la transfection de la protéine de survie Bcl-XI ne protege pas les cellules. En revanche
on observe un clivage tardif de la caspase 8 qui correspond avec la mort cellulaire. La caspase
8 étant généralement activée par les récepteurs de mort, nous avons recherché si la mort
induite par la voie MAPK dépendait de I’un d’eux. Nous avons montré que I’activation des
MAPK potentialise I’effet proapoptotique du récepteur de mort Fas et induit la protéine
FADD, qui est I’adaptateur de la caspase 8 a Fas. Cependant, la surexpression des formes
dominantes négatives de FADD, du récepteur Fas, ainsi que I’extinction de FADD par la
technique de siRNA, n'empéchent pas la mort des cellules. Cela suggere que I’apoptose
médiée par la voie MAPK est indépendante des récepteurs de mort. En revanche, I’inhibition
de la caspase 8 par I’inhibiteur chimique IETD-FMK ou par la transfection de CrmA
démontre que cette caspase joue un réle prépondérant dans I’apoptose.

En conclusion, ces résultats montrent que I’activation prolongée des MAPK1/3 dans les
cellules HEK293 induit un mécanisme qui favorise I’activation de la caspase 8
indépendamment de FADD et des récepteurs de mort.

La production de radicaux libres en particulier lors de I'ischémie cérébrale, provoque une
activation prolongée des MAPK1/3 qui entraine la mort des neurones. Les cellules HEK293
sont en fait d'origine neuronale, et notre variant 293RER pourra servir de modele cellulaire
pour I’étude des mécanismes moléculaires impliquant la voie des MAPK dans la

neurodégeénération.
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Article 2: Observations complémentaires
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La mort induite par la voie des MAPK1/3 dans les cellules 293RER est inhibée dans les

cellules en suspension

Dans certains modeles cellulaires, la perte d’ancrage cellulaire suite a I’activation prolongée
de la voie des MAPK1/3 a été décrite comme induisant la mort cellulaire (124, 222, 436).
Dans les cellules 293RER, I’activation de la voie des MAPK1/3 induit aprés 24h une perte
d'adhésion et I’arrondissement des cellules (Article 2 Fig2a). Les cellules se détachent lorsque
débutent les premiers signes de mort cellulaire. Dans le but de vérifier si I’apoptose est causée
par le détachement des cellules, nous avons cultivé les cellules en suspension (spinner). La
figure S5 montre que I’enlévement d’ancrage dans les cellules 293 n’induit pas de clivage de
PARP, méme apres 48h. Le détachement des cellules induit par I’activation prolongée de la
voie des MAPK, n’est donc pas la cause de I’apoptose. De fagon surprenante dans ces
conditions, le clivage de PARP induit par I’activation de ARaf-1ER est bloqué, alors que les
kinases MAPK1/3 sont bien activées. L’induction de I’apoptose par la voie des MAPK

requiert I’adhérence des cellules.

cellules  cellules en
attachées  suspension

4-HT 48h (1uM): - + -  +
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Figure S5. La mort induite par la voie des MAPK1/3 depend de I’ancrage cellulaire

Les cellules 293ER sont trypsinées puis incubées & une densité de 10° cellules/100 ml, dans
des bouteilles Spinner Flask (Bellco) qui permettent leur agitation. Le milieu contient 10
mg/ml de BSA afin d'éviter I’agrégation des cellules. Les cellules sont traitées ou non avec du
tamoxifene. Apres 48h de culture, les cellules sont lysées dans du tampon Laemmli. Les
protéines sont séparées par SDS-PAGE sur un gel a 9%. Le Western Blot est révélé avec les
anticorps anti-PARP, anti-phospho MAPK1,3 et anti MAPK1
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L’activation de la voie des MAPK1/3 augmente I’apoptose induite par les récepteurs Fas
et DR4/DR5

Nous avons montré que I’apoptose induite par la voie des MAPK1/3 requiert l'activité de la
caspase 8, ce qui pourrait impliquer une activation des récepteurs de mort. Nous avons
analysé I’influence de I’activation de la voie des MAPK sur la réponse des cellules 293RER
aux ligands des récepteurs de mort Fas (anticorps CH11), DR4/DR5 (ligand TRAIL) et du
récepteur TNFR1 (ligand TNFa). La figure S6 montre qu’en absence de tamoxiféne, les
cellules 293RER sont peu sensibles a CH11, TRAIL ou TNFa. En revanche I’activation de la
voie des MAPK pendant 26h combinée avec la stimulation des récepteurs Fas (par CH11) ou
DR4/DR5 (par TRAIL) durant les 12 derniéres heures, potentialise fortement le clivage de
PARP. Ces résultats suggérent que I’activation de la voie des MAPK favorise I’apoptose
induite par les récepteurs Fas et DR4/DR5.
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Figure S6. L’activation de la voie des MAPK1/3 augmente I’apoptose induite par les
récepteurs Fas et DR4/DR5

Les cellules 293ER sont stimulées ou non avec du tamoxiféene. Apres 14h de stimulation les
cellules sont traitées pendant 12h avec les ligands TRAIL (15 ng/ml), TNFa (100ng/ml) ou
avec de I’anticorps CH11 (30 ng/ml). Les cellules sont lysées dans du tampon Laemmli et les
protéines sont séparées par SDS-PAGE. Le Western Blot est révélé avec un anticorps anti-
PARP. Le clivage de PARP est quantifié avec une caméra numérique. Les résultats
représentent les moyennes provenant de 3 expériences indépendantes.
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La voie des MAPKZ1,3 régule I’expression de FADD par un mécanisme post-

transcriptionnel

Nous avons montré que I’activation de la voie des MAPK1/3 dans les cellules 293RER induit
I’expression de la protéine FADD aprés 10h de stimulation au 4-HT (article 2, fig8B). FADD
est l'adaptateur de la caspase 8 aux recepteurs de mort, il est commun a Fas et a DR4/DR5,
son induction pourrait expliquer l'effet potentialisateur de la voie des MAPKL/3 sur
l'activation des récepteurs de mort. Nous avons recherché quels pouvaient étre les
mécanismes d’induction de FADD. Dans un premier temps, nous avons analysé par RT-PCR
I’effet de la voie MAPK sur la régulation de 'ARNmM de FADD. L’induction de I’ARNm de
FADD a été comparée a I’induction d’un ARN contrdle, 36B4 dans des conditions linéaires
d'amplification. La figure S7A montre que I’activation de la voie des MAPK ne modifie pas
les niveaux d’ARNm de FADD, ce qui indique que I’induction de FADD est un mécanisme
post-transcriptionnel.

L utilisation des inhibiteurs de synthése protéique émétine et cycloheximide, et de I’inhibiteur
de MEK U0126 montre que I’induction de FADD dépend de la synthese protéique et de
I’activité MEK (Fig S7B) Cette induction peut s’expliquer soit par une augmentation de la
traduction de FADD, soit par une stabilisation de la protéine FADD.
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Figure S7. La voie des MAPK1/3 régule I’expression de FADD par un mécanisme post
transcriptionnel.

A, les ARN totaux sont préparés a partir de cellules 293ER traitées (symboles pleins) ou non
(symboles ouverts) au tamoxifene pendant 24h. Des quantites variables d’ARN sont soumises
a une amplification par RT-PCR avec des séquences complémentaires des ADNc de FADD et
de 36B4. Les produits d’amplifications sont marqués au Sybr gold, séparés par electrophorése
en gel d’agarose. Le signal final est quantifié avec une caméra numerique. B, les cellules
293ER sont traitées avec du tamoxiféne en présence des inhibiteurs de synthese protéique
cycloheximide (CHX 1ug/mL), émétine (Em 20uM) et de I’inhibiteur de MEK U0126
(10uM). Les cellules sont collectées par centrifugation puis lysées dans du tampon Laemmli.
Les protéines sont separées par SDS-PAGE. Le Western Blot est révélé avec des anticorps
anti-FADD et anti-MAPK1.
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Détails des modifications morphologiques induites dans les cellules 293RER par

I’activation prolongee de la voie des MAPK1,3

La mort induite par la voie des MAPKL1,3 est caractérisee par des criteres propres a
I’apoptose, comme I’activation des caspases, la fragmentation de I’ADN ou encore la
relocalisation des phosphatidyl sérines sur le feuillet externe de la membrane plasmique.
Cependant, les membranes ne présentent pas les protrusions caractéristiques décrites chez les
cellules apoptotiques (blebbing). Les cellules présentent parfois une morphologie particuliére
avec un cytoplasme multi-vacuolé (Fig S8 a et b) ou prennent I’aspect d’une bulle avec le

matériel cytoplasmique et nucléaire condensé et repoussé en périphérie (Fig S8 c,d et e ).

Figure S8. Détails des modifications morphologiques induites dans les cellules 293RER par
I’activation prolongée de la voie des MAPK1,3

Les cellules 293ER ont été stimulées au tamoxiféne pendant 48h. Les cellules flottantes ont
été récuperées et analysées par microscopie en Nomarsky.
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La caspase 8 peut étre activée indépendamment de FADD

Dans notre modele d’apoptose induite par I’activation prolongée de la voie des MAPK1/3
dans les cellules HEK 293, la caspase 8 est clivée par un mécanisme indépendant de FADD.
D’autres études ont décrit une activation de caspase 8 indépendante de FADD(22, 29, 386)
par un mécanisme non encore é€lucidé. D’une part, caspase 8 peut étre clivee par d’autres
protéases, comme la protéase du HIV1 (310), les caspases 6 et 3 (301, 412) ou par la protéase
granzyme B (301). La dimérisation des caspases apicales est une étape essentielle a leur
activation (34). La dimérisation de la procaspase 8 est suffisante pour induire son clivage
autoprotéolytique(70). Elle requiert l'interaction avec un adaptateur a DED. Il existe d'autres
adaptateurs que FADD comme I’intégrine B3 ou la protéine BAP31(43), qui recrutent et
activent la caspase 8. L’apoptose induite par les MAPK1/3 requiert la synthése des protéines ;
nous pouvons émettre I’hypothése d’une induction ou d’une accumulation de protéines
favorisant la dimérisation et I’activation de caspase 8. Deux modeles d’activation de caspase 8
pourraient se rapprocher de nos observations. Le premier modéle concerne I’activation de
caspase 8 par les protéines Hipl et Hippi dans les neurones (146). Ce modele présente un
intérét a cause de I’origine neuronale des cellules HEK293(396). Hipl et Hippi sont des
protéines présentant un DED (Death Effector Domain), domaine d'interaction avec caspase 8
similaire a celui présent sur FADD. Au cours de la maladie de Huntington, Hipl est libérée de
son interaction avec I'huntingtine et peut en présence de Hippi s'associer avec la caspase 8 et
induire son agrégation au sein de I'appareil de Golgi et son activation. Le recrutement de la
caspase 8 dans les ultrastructures est en accord avec notre observation que l'activation
prolongée des MAPKZ1/3 provoque la relocalisation de la caspase 8 dans des fractions
particulaires (observations non publiées). Le deuxieme modéle concerne I’activation de la
caspase 8 par le polypeptide NDGL1 (353). Ce modele présente plusieurs points de similarités
avec nos observations. D’une part, I’activation de caspase 8 par NDGL1 est indépendante de la
voie mitochondriale et des récepteurs de mort. D’autre part, I'expression de NDG1 est
fortement stimulée par le facteur de transcription Nur77, qui est lui-méme induit (423, 458) et
activé (223, 409) par la voie des MAPK1/3. De plus, Nur77 a déja été impliqué dans un
mécanisme de mort cellulaire dépendant de I’activation des MAPK1/3 par le récepteur a la
neurokinine (65). L’approche la plus simple pour vérifier la validité de ces hypotheses sera
d’utiliser des siRNA dirigés contre Hipl, Hippi ou NDG1. Puisque l'activation des caspases
dans les 293RER est sensible a l'actinomycine D (article 2, figure5), on pourra aussi

rechercher parmi les genes induits dans ce systeme ceux qui codent pour des DED.
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La régulation de FADD par la voie des MAPK1/3

Nous avons montré que I’expression de la protéine FADD est augmentée en réponse a
I’activation de la voie des MAPK1/3 par un mécanisme post-transcriptionnel dépendant de
I’activité de MEK et de la synthése protéique. L utilisation de siRNA anti-FADD démontre
que FADD n’est pas impliquée dans I’activation de la caspase 8 par la voie des MAPK.
Cependant, I’étude de la régulation de FADD par les MAPK est intéressante pour au moins
deux raisons : premierement, I’induction de FADD pourrait expliquer la potentialisation par
les MAPK de I’apoptose induite par les récepteurs DR4/DR5 et Fas; deuxiémement le
mécanisme de régulation de FADD par les MAPK1/3 pourrait s’appliquer a d’autres protéines

a domaine DED.

L’induction de FADD potentialise-t-elle I’apoptose induite par les récepteurs de mort ?

Le fait que la voie des MAPK1/3 augmente I’apoptose induite par stimulation des voies Fas et
TRAIL implique la régulation d’un mécanisme commun aux deux récepteurs. Or, la protéine
FADD est I’adaptateur de caspase 8 commun a ces deux récepteurs. De plus, la cinétique
d’induction de la protéine FADD (moins de 14h, figure 8B) correspond avec la durée
nécessaire pour que la voie des MAPK1/3 augmente I’effet apoptotique de Fas et DR4/5
(moins de 26h, figure S6). Nous disposons de deux méthodes pour vérifier cette hypothese.
En effet, puisque la transfection du siRNA dirigée contre FADD ou I’inhibition de la synthese
protéique bloquent I’induction de FADD, ces deux approches devraient pouvoir inhiber I’effet
potentialisateur de la voie des MAPK1/3 sur les récepteurs Fas et DR4/DR5. Dans les cellules
de Sertoli, I’apoptose induite par Fas nécessite I’activation des MAPK (456). Nous avons
observé que la stimulation de Fas par ses ligands active les MAPK1/3; s'il s'avere que
I'activité des MAPK induit I'expression de FADD, elle pourrait ainsi participer a l'activité

proapoptotique des récepteurs de mort dans les cellules HEK293.
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L’induction de FADD dépend-elle de sa phosphorylation ?

L’augmentation post-transcriptionnelle de FADD pourrait s’expliquer soit par I’augmentation
de sa traduction, soit par sa stabilisation post-traductionnelle. Les MAPK1/3 ont été
impliquées dans la stabilisation post-traductionnelle des protéines Fral (464) et Bcl-2 (45,
111), leur phosphorylation inhibe leur dégradation par le protéasome. Nous pouvons
envisager que la phosphorylation de FADD par les MAPK permet sa stabilisation. La
phosphorylation de FADD par la voie des MAPK a déja été decrite dans les cellules Jurkat.
Cette phosphorylation est associée avec la relocalisation de FADD dans des compartiments
subcellulaires solubles au Triton, mais ne modifie cependant pas I’expression de FADD (285).
La phosphorylation du résidu sérine 194 de FADD pourrait étre responsable de ce
changement de localisation. La phosphorylation de ce résidu est en effet impliquée dans le
transport nucléo-cytoplasmique de FADD (390). Dans notre modeéle cellulaire, le changement
de localisation de FADD pourrait I’empécher d’interagir avec une protéine nécessaire a sa
dégradation. Dans un premier temps, nous allons étudier la localisation subcellulaire de
FADD lors de I’activation de la voie des MAPK1/3. Nous avons déja remarqué que la portion
de FADD insoluble aux détergents est beaucoup plus stable que la forme soluble. Si FADD
est stabilisée, nous pourrons ensuite Vérifier si son mécanisme de stabilisation dépend d'une

phosphorylation dépendante des MAPK.

La regulation de FADD implique-t-elle son association aux MAPK1/3 ?

La phosphorylation des substrats des MAPK requiert la présence d'un site de fixation
spécifique, un argument qui nous améne a rechercher s’il y a un lien entre la fixation des
MAPK & FADD et la stabilisation de FADD. La stucture tridimensionnelle du DED de FADD
est quasiment identique a celle de la partie amino-terminale de PEA15 (171). PEA15 est une
protéine a domaine DED décrite comme se liant aux MAPK1/3 et favorisant leur rétention
cytosolique (137). Le résidu acide aspartique 74 du domaine DED de PEAL5, est crucial pour
la liaison entre PEA15 et MAPKL ; or ce résidu est conservé chez FADD. La structure de
FADD lui permettrait théoriquement de s’associer aux MAPK1/3. Nous pourrons etudier cette
possibilité d’association entre FADD et les MAPK1/3 par co-immunoprécipitation des formes
surexprimées de FADD, mutées ou non sur le résidu D74, et déterminer Il'impact de
I'association aux MAPK sur la stabilité de FADD. Récemment, il a été montré que la protéine

vanishin, une protéine & domaine DED, peut se lier aux MAPK1/3. Cette protéine posséde
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d’ailleurs un acide aspartique équivalent au D74 de FADD en position 101 (428). Enfin, il
faut preciser que Hippi présente également une structure primaire similaire dans son DED
avec un aspartate conservé en position 495 (146).

L’étude de I’association entre FADD et les MAPK pourrait mettre en évidence un mécanisme
commun de liaison des MAPK aux protéines & domaine DED, mécanisme qui pourrait réguler
la localisation et I'activité de I'un ou l'autre des partenaires. L’une de ces protéines pourrait

d’ailleurs étre directement impliquée dans I’activation de la caspase 8 par la voie des MAPK.

Morphologie des cellules 293 mourantes

Bien que [I’activation prolongée de la voie des MAPK provogue des modifications
biochimiques caractéristiques de I’apoptose chez les cellules 293RER, nous avons observé
que ces cellules présentent une morphologie particuliere, avec la présence de vacuoles
cytoplasmiques ou d'un gonflement important de la membrane plasmique a l'allure d'une
"bulle™ (Figure 2A du deuxiéme article et figure S8). L’ activation de la voie des MAPK1/3 a
déja été associée a la formation d’une bulle lors de la mort induite par surexpression de ARaf-
1 (124) ou apres stimulation du récepteur a la neurokinine (65). Cette vacuolisation du
cytoplasme peut faire penser a de la mort par autophagie ou par paraptose. Or la voie des
MAPK a été impliquée dans la phosphorylation d’une protéine de contrdle de I’autophagie,
GAIP (313, 328), ainsi que dans l'induction de la paraptose (415) . Cependant, ces types de
mort cellulaire ne provoquent pas de dégradation de I’ADN ni de clivage des caspases (pour
revue (152). La formation d’une bulle est aussi associée au modele de mort cellulaire chez
Dictyostelium (220) et a la mort par nécrose induite par le récepteur Fas lorsque les caspases
sont inhibées par ZVAD (463). Ainsi le modele de mort cellulaire induite par la voie des
MAPK dans les cellules 293RER pourrait étre un type particulier de mort cellulaire non
apoptotique spécifique a I’activation prolongée des MAPK. Il serait intéressant de réaliser une
analyse par time-laps des cellules 293RER apres stimulation au tamoxiféne pour analyser si

les cellules 293ER passent par un stade de vacuolisation avant de former une bulle.

La mise en suspension des 293ER bloque la mort induite par la voie des MAPK1/3

Nos résultats sur la culture des cellules 293RER en suspension ont montré d’une part que la
perte d’ancrage n’induit pas de mort cellulaire chez les cellules 293RER, et d’autre part que la

mort cellulaire induite par activation de la voie des MAPK1/3 dépend de I’adhérence
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cellulaire. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce résultat. L’induction de la mort
cellulaire pourrait dépendre du contact entre les cellules. En réalisant des stimulations au
tamoxiféne sur des cellules ensemencées a faible densité (résultat non publié), ou en réalisant
des expériences de co-culture entre cellules 293WT et cellules 293RER (article2 fig7), nous
avons montré que la mort cellulaire ne nécessite pas de contacts cellule-cellule. La perte
d’ancrage cellulaire pourrait modifier la localisation subcellulaire des MAPK1/3. En effet, il a
été montré que la perte d’ancrage empéche la localisation nucléaire des MAPK1/3(91) ainsi
que la phosphorylation de leur substrat nucléaire Elk (13). Or plusieurs modéles de mort
cellulaire impliquent l'activation nucléaire prolongée des MAPK1/3, (69, 362, 532), en
particulier dans les cellules neuronales (6, 138, 311, 419, 426). Pour vérifier si la mort des
cellules 293RER requiert la localisation nucléaire prolongée des MAPK1/3, nous allons
analyser par microscopie confocale la localisation subcellulaire des formes phosphorylées des
MAPKZ1/3 sur des cellules attachées ou en suspension. Nous allons aussi Vérifier si la
séquestration cytosolique des formes actives des MAPK1/3, par surexpression des protéines
MKP3CS ou PEA15, est capable de bloquer la mort cellulaire comme c'est le cas dans les
cellules neuronales (243). Puisqu’il a été démontré que I’accumulation nucléaire des
MAPKZ1/3 activées requiert la synthése d’une protéine a courte durée de vie (419), il faudrait
vérifier si I’effet antiapoptotique de la cycloheximide est lié & une I’inhibition de la
localisation nucléaire. Il serait intéressant de vérifier en paralléle si I’activation nucléaire
prolongée des MAPK est liée a une relocalisation de la caspase 8. Il faut noter que la
localisation nucléaire de caspase 8 a déja été décrite lors de la mort cellulaire induite par les
séquences protéeiques polyglutaminées dans les neurones (380).

Si notre modele de mort cellulaire dépend d’une activation nucléaire prolongée des
MAPKZ1/3, il faudra rechercher alors pourquoi les phosphatases nucléaires dirigées contre les
MAPK (MKPs) sont inactivées. Les deux principaux meécanismes d’inhibition de ces
phosphatases sont leur dégradation par le protéasome ou I’inhibition de leur site catalytique
par les réactifs oxygenés (ROS) (202, 243). Si les MAPK sont accumulées sous forme active
dans le noyau, cela signifierait que I’activation de RafER dans les cellules 293 induit soit une

production de ROS, soit la dégradation des MKPs.

Ro6le des isoformes MAPK1 et MAPK3 dans la mort cellulaire

L’étude de la contribution des isoformes des MAPK dans I’induction de la mort cellulaire

comprend encore trop peu d’exemples pour en tirer une conclusion définitive. Cependant, il
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semblerait que I’isoforme MAPKZ1 joue un rdle prépondérant dans les cellules ou I’activation
de la voie des MAPK induit la mort cellulaire. Ainsi, la surexpression de MAPK1 (ERK2,
p42 MapK) ou MAPK3 (ERK1, p44 MapK) montre que c'est spécifiquement I’isoforme
MAPKZ1 qui est impliquée dans la mort par irradiation aux rayons y (78). De méme la
transfection de siRNA anti mapkl ou anti mapk3 montre que seule MAPK1 est nécessaire a la
mort induite par stimulation du récepteur a la neurokinine (65). Dans notre institut de
recherche, I’équipe du Dr Philippe Lenormand travaille sur la spécificité des fonctions des
isoformes MAPK1 et MAPK3. Il serait trés intéressant de collaborer pour vérifier si

I’induction de la mort dans les cellules 293RER est spécifique d'une isoforme de MAPK1.

Les cellules HEK 293ER, un modéle pour I’étude du rbéle des MAPK dans la

neurodégénération ?

Le rble proapoptotique de Raf-1:ER est peu documenté. A ma connaissance, seule une étude
montre I’induction de la mort cellulaire suite a I’activation prolongée des RafER dans des
osteoblastes (436). Dans ce modele, I’induction de la mort est une conséquence de la perte
d’adhérence. Une de nos hypothéses pour expliquer la sensibilité des cellules 293 serait
I’origine neuronale de ces cellules. En effet les cellules HEK 293 ont pour particularité
d’exprimer de nombreux genes spécifiques des cellules neuronales (396)et représentent
probablement une forme immortalisée de neurones immatures présents dans la préparation de
rein embryonnaire a l'origine de la lignée. De nombreuses études ont montré que I’activation
prolongée de la voie des MAPK, par les drogues chimiothérapeutiques ou par les ROS, est
liée a la mort des cellules d’origine neuronale. On peut imaginer que I’activation prolongée de
la voie des MAPK1/3 entraine I’induction de facteurs proapoptotiques spécifiguement dans
les cellules neuronales. Il faudrait vérifier si I’activation de RafER dans d’autres lignées
d’origine neuronale entraine aussi la mort cellulaire. Les cellules 293 ne sont pas des neurones
mais leur facilité de manipulation et leur trés grande efficacité de transfection en font un
modele de choix pour I’étude in vitro des mécanismes associant I’activation de la voie des
MAPK1/3 aux maladies neurodégénératives. On pourra en particulier les utiliser pour
rechercher des composés chimiques capables de bloquer la mort induite par les MAPK1/3 ou
d'empécher l'activation de la caspase 8 par les protéines a DED. La recherche d’inhibiteurs
pharmacologiques affectant la mort induite par les MAPK1/3 comme le fait le U0126 (305)
pourrait ouvrir des perspectives thérapeutiques intéressantes sur le traitement de la

neurodégénérescence post ischémique.
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Discussion finale et conclusions

L’effet antiapoptototique des MAPK1/3 passe par I’inhibition de la caspase 9, alors que leur
action proapoptotique requiert I’activation de la caspase 8. Les conséquences de la stimulation
des MAPK1/3 dans un systeme cellulaire donné pourrait refléter le degré d’implication des
deux caspases apicales dans la mort cellulaire. Dans de nombreux modeles cellulaires,
I’exécution de I’apoptose requiert I’amplification de I’activation des caspases par la voie
mitochondriale. Dans ces cellules, I’activation prolongée des MAPK1/3 favoriserait alors la
survie cellulaire. A I’inverse, les modéles dans lesquels la mort est indépendante de
I’amplification mitochondriale seraient plutdt sensibles & I’activation de la caspase 8 par la
voie des MAPK.

Il'y a d’autres niveaux de complexité : la voie des MAPK est activée par des récepteurs qui
stimulent aussi des voies de survie comme les voies AKT ou NFkB, qui peuvent freiner
I’action proapoptotiqgue des MAPK ou amplifier ses effets antiapoptotiques. Les agents
oxydants ou les drogues chimiothérapeutiques qui activent la mort dépendante des MAPK
activent aussi d’autres voies de signalisation, comme les voies des kinases de stress, qui
inhibent I’effet protecteur des MAPK. L’orientation de la réponse finale, qui dans tous les cas
implique la synthése de protéines, dépend également du répertoire exprimé par un type
cellulaire particulier.

Enfin, il n’est pas surprenant que I’activation des MAPK1/3, qui est concomitante a
I’engagement de la prolifération cellulaire puisse causer la mort des cellules. L’augmentation
de la prolifération rend les cellules plus sensibles aux processus apoptotiques, d’abord a cause
de la nécessite de maintenir un haut niveau de métabolisme, mais aussi a cause de
I’expression de certains protooncogénes comme myc aux propriétés proapoptotiques. En fait,
I’apoptose peut étre percue comme un mécanisme de rétrocontrole a I’échelle cellulaire, qui
assure que la prolifération se déroule dans des conditions appropriées. Trop ou trop peu

d’activité MAPK peut, selon le contexte, conduire a la mort cellulaire.
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