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"Comme beaucoup de domaines des connaissances humaines, la cancérologie ne constitue pas 

une "vraie" science au sens épistémologique du terme. C'est plutôt un extraordinaire champ de 

convergences et d'applications de concepts, de connaissances et de technologies diverses issues de la 

génétique, de la biologie cellulaire, de la biochimie, de l'immunologie et de la physique. Dans un 

monde de plus en plus complexe, l'homme isolé, tout imbu soit-il de son maigre savoir, est perdu et 

impuissant. Au contraire, la cancérologie me semble constituer aujourd'hui l'un des modèles humains 

les plus achevés de gestion collective de la complexité. Elle mériterait à cet égard un intérêt de plus en 

plus grand non seulement de la part de nos décideurs et de nos politiques, mais aussi chez ceux des 

scientifiques dont le thème d'étude est précisément la maitrise cohérente d'un savoir qui s'étend 

exponentiellement." 

Thomas Tursz, La Nouvelle Médecine du cancer : Histoire et espoir (Cerami et al., 2012; Tursz, 

Septembre 2013) 
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Résumé  

La réactivation aberrante du gène TWIST1 embryonnaire a été identifiée dans le laboratoire comme 

un mécanisme récurrent d'inactivation des voies dépendantes de P53 et RB dans de nombreuses tumeurs. 

En diminuant la sénescence et l’induction de l'apoptose, TWIST1 coopère avec des protéines 

oncogéniques dans la transformation cellulaire in vitro et intervient dans l'initiation et la progression 

tumorale in vivo. Comme TWIST1 est très faiblement exprimée dans la plupart des cellules adultes 

différenciées, elle constitue une cible attrayante pour des thérapeutiques futures. Récemment, 

l’héterodimère TWIST1/E2A (E12 ou E47, deux produits d'épissage alternatif du gène TCF3) joue un 

rôle pro-métastatique dans le cancer de la prostate (Gajula et al., 2015), alors que ce complexe est la 

forme oncogénique de TWIST1 dans des cellules épithéliales mammaires humaines (Jacqueroud et al., 

2016). L'héterodimérisation par l'intermédiaire des domaines HLH est une condition sine qua non pour la 

formation de domaine de liaison à l’ADN (Massari & Murre, 2000). Une approche in silico basée sur la 

modélisation par homologie des complexes de TWIST1 met en évidence le rôle déterminant des boucles 

inter-hélicales dans le maintien de complexes de TWIST1 à l’ADN en étudiant plusieurs insertions de 

TWIST1 observées chez les patients atteints du syndrome Saethre-Chotzen (Bouard et al., 2014). Ensuite 

des approches in silico et in vitro nous ont permis de comprendre les mécanismes moléculaires sous-

jacents à la reconnaissance des séquences E-box des promoteurs de gènes cibles par l'héterodimère TE et 

leur stabilisation sur l'ADN (Bouard et al., 2016). Nous avons décrit trois états différents du complexe 

TWIST1/E12 lié à l'ADN, à des séquences E-box fonctionnelles et modifiées, en fonction de l'affinité de 

reconnaissance des E-box par TWIST1/E12 (Bouard et al., 2016). Et enfin, cette approche in silico nous a 

permis de montrer l’impact de la phosphorylation de TWIST1 sur la dimérisation et sur la liaison à 

l’ADN des complexes de TWIST1. Cette dernière étude met en exergue l’importance des régulations 

post-traductionnelles dans l’étude de l’activité de la protéine TWIST1 et dans la recherche d’inhibiteurs. 

Mots clefs : 

TWIST1/E12, facteur de transcription bHLH, liaison à l’ADN, E-box, cancer, stratégie in silico. 
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Abstract  

Aberrant reactivation embryonic TWIST1 gene has been identified in the laboratory as a recurrent 

inactivation mechanism dependent pathways of P53 and RB in many tumors. Decreasing senescence 

and the induction of apoptosis, TWIST1 cooperates with oncogenic proteins in cell transformation in 

vitro and is involved in tumor initiation and progression in vivo. As TWIST1 is very weakly expressed 

in most adult differentiated cells, it is an attractive target for future therapies. Recently, the 

heterodimer TWIST1 / E2A (E12 or E47, two alternative splice product of the TCF3 gene) plays a 

pro-metastatic role in prostate cancer (Gajula et al., 2015), while the complex is the oncogenic form of 

TWIST1 in human mammary epithelial cells (Jacqueroud et al., 2016). The heterodimerization 

through HLH areas is a prerequisite for DNA binding domain of training (Massari & Murre, 2000). An 

in silico approach that based homology modeling of complex TWIST1 highlights the key role of inter-

hélicales loops in the DNA TWIST1 complex retention student TWIST1 several insertions observed in 

patients Saethre-Chotzen syndrome (Bouard et al., 2014). Then approaches in silico and in vitro have 

enabled us to understand the molecular mechanisms underlying the recognition of E-box sequences of 

the promoters of target genes by TE heterodimer and stabilize DNA (Bouard et al., 2016). We have 

described three different states of the complex TWIST1 / E12 bound to DNA to functional E-box 

sequences and modified according to the affinity recognition by E-box TWIST1 / E12 (Bouard et al., 

2016). Finally, this approach in silico allowed us to show the impact of TWIST1 phosphorylation on 

dimerization and binding to DNA TWIST1 complexes. This latest study highlights the importance of 

post-translational regulation in the study of the activity of the protein and TWIST1 in the search for 

inhibitors. 

Key words: 

TWIST1/E12, bHLH transcription factor, DNA binding, E-box, cancer, in silico strategy. 

Title : 

In silico study and functional characterization of TWIST1 complexes. 
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 De la préhistoire à nos jours  1

Les pathologies cancéreuses existent depuis l’origine de la vie. Les premières descriptions 

connues concernent les squelettes d'un dinosaure retrouvé dans le Wyoming et du pithécanthrope de 

Java qui portaient des signes d'ostéosarcomes (-700 000 avant Jésus-Christ). Plus tard, des traces 

d'ostéosarcomes ont également été mises en évidence sur des guerriers néolithiques, l'homme de 

Mixnitz en Autriche et l'homme de Münsingen en Suisse (-10 000 avant Jésus-Christ).  

 Plus récemment, la description de cancer, sans que le terme cancer ne soit utilisé, a été 

retrouvée dans des Papyrus Égyptiens datant de -3500 avant Jésus-Christ. Le papyrus Edwin Smith, 

traité de pathologie interne et de chirurgie osseuse, décrit huit cas de tumeurs ou d'ulcères de la 

poitrine enlevés par cautérisation. Ce traité spécifie qu'il s'agit de maladie sans traitement. Un autre 

papyrus, datant de -1552 avant Jésus-Christ, déconseille d'enlever une grosse tumeur de la cuisse pour 

éviter les problèmes infectieux qui pourraient être fatals. Il y a cependant très peu de descriptions 

précises de cancer avant Hippocrate (460-370 avant Jésus-Christ, Grec). Ce dernier est un médecin 

grec considéré comme le père de la médecine. Il décrit longuement l'extension locale et la 

généralisation de la maladie en utilisant les termes : "carcinos" (crabe), "skirros" (tumeur dure) et 

"carcinoma", qui permettent d'introduire clairement la notion de gradation et d'évolution progressive. 

Il y eu peu d'évolution pendant les 3 siècles suivants. De -25 avant Jésus-Christ à 50 après Jésus-

Christ, le médecin Romain Aulus Cornelius Celsus influencé par les médecines grecques et 

égyptiennes, traduisit "carcinos" en cancer pour décrire des ulcérations malignes avec pénétration 

profonde et "carcinoma" (néologie du grec) pour décrire des lésions pré-malignes et malignes 

superficielles. Déjà à cette époque, Aulus Cornelius Celsus pensait que seuls les premiers degrés 

pouvaient être traités montrant donc que le traitement du cancer était associé à l'avancement de la 

maladie. Par la suite de 130 à 201 après Jésus-Christ, Claude Galien (129-216, grec) proposa des 

théories valables pendant un millénaire. Il considérait que les tumeurs "oncos" (terme utilisé pour les 

spécialistes du cancer : les oncologues) étaient dues à un excès d'humeur (de bile noire) qui se 

solidifiait dans certaines parties du corps. Son traitement consistait en l'administration de purges pour 

dissoudre la bile « solidifiée » et si la lésion ne régressait pas alors il pratiquait l'excision. 

 Au Moyen Age, la médecine arabe se distingua notamment au niveau de la lutte contre le 

cancer. Avicenne (980-1037, Perse) et Albucasis (1013-1106, Espagnol) préconisaient l'excision des 

cancers débutants et accessibles tout en cautérisant les tissus avoisinants. Ils conseillaient de ne rien 

faire en cas de lésions avancées. De plus, Albucasis purgeait les patients de leur bile noire en guise de 

traitement préopératoire. C'est également au Moyen Age que les chirurgiens tels que John of Arderne 

(1307-1390, Anglais) et Guy de Chauliac (1300-1370, Français) contribuèrent à une meilleure 

connaissance des cancers. Le premier a décrit les symptômes du carcinome du rectum avec ses 
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hémorragies et obstructions. Le second a réalisé de larges excisions de lésions débutantes et soignait 

les lésions graves avec des onguents de manière palliative. 

 A l'époque de la Renaissance, l'éveil de l'esprit critique qui traversait le monde, permit une 

évolution de la médecine. D'une part, la levée d'interdiction de la pratique d'autopsie a permis une 

meilleure connaissance de l'anatomie. Gabriele Falloppio (1523-1562, Italien) décrivit plusieurs types 

de cancers, pratiqua l'excision et la cautérisation des lésions récentes et traita les lésions avancées avec 

différents onguents dont l'Arsenic. Gaspare Aselli (1581-1626, Italien) découvrit le système 

lymphatique qui joue un rôle clef dans la dissémination métastatique. Jean Pecquet (1622-1674, 

Français) découvrit le collecteur principal des vaisseaux lymphatiques qu'est le canal thoracique. 

D'autre part l'observation clinique des différentes formes de cancers ainsi que l'enregistrement des cas 

sont écrits par Wilhelm Fabricius Hildanus (1560-1634, Allemand), Marco Aurelio Severino (1580-

1656, Italien), qui fut le premier à illustrer ses descriptions avec des dessins et enfin Johann Schultes 

(1595-1645, Allemand).  

 Au XVIIème siècle, Daniel Sennert (1572-1637, Allemand) affirme que le cancer est 

contagieux. C'est ainsi que les cancéreux sont exclus de nombreux hôpitaux pendant près de 2 siècles. 

En 1740, le Chanoine et mécène Jean Godinot (1661-1749, Français) fit construire un des premiers 

hôpitaux exclusivement dédiés aux pathologies tumorales à Reims. 

 Au cours des XVIII et XIXème siècles, la théorie des humeurs de Claude Galien va largement 

influencer les médecins. Henri François le Dran (1685-1770, Français) décrit que le cancer commence 

localement et peut ensuite s'étendre par les canaux lymphatiques vers les ganglions lymphatiques ce 

qui explique comment un cancer du sein, par exemple, peut atteindre ensuite les poumons. Il préconise 

donc l'excision de la tumeur mais également des ganglions lymphatiques axillaires. Il conclut que si 

ces derniers sont envahis alors le cancer était grave. Xavier Bichat (1771-1802, Français) découvre 

que les différentes localisations de cancer ne sont en réalité qu'une seule et même maladie mais dans 

différents organes. C'est le début de la notion de métastase. C'est également au cours de ces deux 

siècles que le traitement du cancer va être associé à la pathologie. En effet Giovanni Battista Morgagni 

(1682-1771, Italien) fut le créateur de l'Anatomie Pathologique via des dissections réalisées dans le but 

de connaitre les lésions ayant provoqué la mort du sujet. Ce dernier liait donc les résultats d'autopsie 

vue à l'œil nu avec l'évolution clinique de la maladie. Percivall Pott (1714-1788, Anglais), médecin 

anglais, est le précurseur de l'épidémiologie des cancers. Il constata que plusieurs garçons ramoneurs 

mourraient vers l'âge de vingt ans de cancers du scrotum mettant en avant un lien entre cancer et une 

substance chimique contenue dans la suie. Bernard Peyrilhe (1737-1804, Français) contribua à la 

recherche expérimentale dans le traitement du cancer en prélevant le liquide par une ponction au 

niveau d'une lésion de cancer du sein et en l'injectant ensuite dans la cavité péritonéale d'un chien. Il 

confirma la théorie métastatique via les canaux lymphatiques mise en évidence par Henri François le 
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Dran. John Hunter (1728-1793, Britannique) a décrit précisément la conduite à tenir des chirurgiens 

pour l'opération de cancers et fut le premier à évoquer des prédispositions au cancer comme l'hérédité, 

l'âge et le climat. Rudolf Virchow (1821-1902, Allemand) est considéré comme l'un des fondateurs de 

l'anatomie pathologique moderne. Il est également le fondateur de la théorie de la pathologie cellulaire 

d'après laquelle les maladies trouvent leurs origines dans les altérations des cellules. L'utilisation du 

microscope moderne lui a permis, sur les traces de Giovanni Battista Morgagni, de corréler 

l'observation des lésions micro- et macroscopiques aux signes cliniques et à la pathologie. Cette 

approche permet une meilleure compréhension des dommages et aide le développement de la chirurgie 

du cancer. Joseph Lister (1827-1912, Britannique) appliqua la théorie de Louis Pasteur en introduisant 

l'antisepsie et l'asepsie en chirurgie ce qui permit de réduire considérablement le taux de mortalité des 

patients par infection post-opératoire.  

 Au cours des XX et XXIème siècle, les connaissances et les traitements du cancer ont 

progressé énormément grâce à la multidisciplinarité. En effet, les rayons X ont été découverts en 1895 

par Wilhelm Röntgen (1845-1923, Allemand), puis la radioactivité en 1898 par Pierre (1859-1906, 

Français) et Marie Curie (1867-1934, Polono-Française) à partir du phénomène découvert par Henri 

Becquerel (1852-1908, Français). Ces découvertes bouleversent les thérapeutiques. Puis la 

chimiothérapie, qui est l'utilisation de médicaments pour tuer les cellules malignes, est mise en place 

dès 1946 avec l'utilisation de moutardes azotées (agents alkylants) qui diminue la croissance des 

cellules leucémiques. En 1971, le taxol est utilisé pour inhiber la croissance de cellules leucémiques. 

En 1977, les prémices de la thérapie hormonale voient le jour puisque des essais sur des modèles 

animaux approuvent l'utilisation du tamoxifène (modulateur des récepteurs aux œstrogènes) dans le 

traitement du cancer du sein, ce qui est en accord avec les travaux de George Thomas Beatson qui 

montrait le lien entre le développement des cancers du sein et les oestrogènes (1848-1933, 

Britannique). Plus récemment, l'immunothérapie, impliquant l'utilisation d'anticorps monoclonaux ou 

de cytokines, stimule la réponse immunitaire des patients afin de détruire les cellules cancéreuses. Les 

marqueurs biologiques et le progrès de l'imagerie médicale (IRM, PET scan) permettent la détection 

de certains cancers à des stades très précoces et assurent ainsi une meilleure prise en charge. Dès 1928, 

les mutations génétiques sont proposées comme pouvant être à l'origine des cancers. Après la 

découverte de l'ADN (Acide DésoxyriboNucléique) avec Watson et Crick en 1953 (Watson & Crick, 

1953), Alfred George Knudson (né en 1922, Américain) qui est un généticien spécialisé dans la 

génétique du cancer, révèle en 1971 que le cancer nécessite au moins deux mutations. Cette approche 

génétique permet une meilleure connaissance de la biologie cellulaire et moléculaire avec la 

découverte de l'implication d'enzymes et de protéines clefs dans le cancer. Cette approche met en 

évidence également la transmission héréditaire de certains cancers, avec aujourd'hui plus de 70 gènes 

de prédisposition décrits.  
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 Aujourd'hui la prise en charge des patients atteints de cancer est en pleine transformation. 

Après l'ère de la thérapeutique empirique (de l'antiquité à la fin du XVIIIème siècle) et fonctionnelle 

(début du XXème siècle), nous entrons dans l'ère de la médecine personnalisée. En effet, le 

développement des techniques d'analyse en génétique, en protéomique, en imagerie médicale modifie 

l'approche thérapeutique en favorisant aujourd'hui les thérapies ciblées c'est à dire des thérapies qui 

s'attaquent à des cibles spécifiques des cellules cancéreuses limitant ainsi leur action sur les cellules 

saines. L’ère de la médecine personnalisée permet à chaque malade d’avoir un traitement qui tient 

compte des caractéristiques de chaque tumeur afin de préciser le diagnostic, d'identifier les anomalies 

en cause et de les traiter tout en considérant l'âge et l'environnement du patient, et en limitant les effets 

indésirables des traitements. 

La rédaction de cette partie a été réalisée à partir de différentes sources bibliographiques 

((Canada); Bordet; Tour) (Society; Tursz, Septembre 2013). 
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 Données épidémiologiques en France 2

Ces données sont issues du rapport de l’Institut National du Cancer (INCa) « les cancers en 

France » édition 2014 (cancer, Février 2015). Il est à noter que les chiffres sont ceux de 2012 et qu’il 

n’y a actuellement pas de chiffres plus récents. « Tous les cancers » permettent d’appréhender 

l’incidence et la mortalité de manière globale, toutefois ils regroupent un ensemble très hétérogène qui 

peut masquer certaines évolutions. 

2.1 Incidence de tous les cancers 

 Le nombre de nouveaux cas de cancer a considérablement augmenté entre 1980 et 2012 avec 

une augmentation de +107,6% chez l'homme et de +111,4% chez la femme. Cette hausse peut 

s'expliquer par l'augmentation et le vieillissement de la population, la majorité des cas survenant chez 

les personnes âgées (65 ans et plus). En 2012, l'INCa estime en France le nombre de nouveaux 

diagnostics de cancer et montre que la survenue des cancers est plus fréquente chez l’homme. L'âge 

médian au moment du diagnostic est variable selon le type de cancer. Chez l'homme, les trois cancers 

les plus fréquents sont ceux de la prostate, du poumon et du colon-rectum alors que chez les femmes, 

ce sont les cancers du sein, du colon-rectum et du poumon. Ce dernier connaît une progression 

constante chez les femmes en raison du tabagisme, avec une multiplication par 7 du nombre de 

nouveaux cas au cours des 30 dernières années (Figure 1).  

Le taux d'incidence des cancers rapporte le nombre de cas pour 100 000 personnes par an 

standardisé en utilisant comme population de référence la population mondiale. En 2012, il est estimé 

à 362,6 chez l'homme et à 252,0 chez la femme. En 1980, les taux d'incidence étaient respectivement 

de 283,5 chez les hommes et de 176,4 chez les femmes. En termes de variation du taux d'incidence de 

1980-2012 (standardisés sur la population mondiale), une augmentation de +0,8% par an chez 

l'homme et de +1,1% par an chez les femmes est observée. Cependant, les tendances semblent s'être 

inversées sur la période 2005-2012 avec une diminution de -1,3% par an chez l'homme et une 

Figure 1: chiffres clefs de l'incidence du cancer en 2012. 
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stabilisation de l'augmentation chez la femme avec une augmentation +0,2% par an, au lieu de +1,6% 

entre 1980 et 2005 chez la femme (Figure 2). Ces tendances sont liées à celle du cancer de la prostate 

chez l'homme et du cancer du sein chez la femme.  

2.2 Mortalité de tous les cancers 

 La prise en charge des pathologies tumorales est un enjeu de santé publique majeur, puisque 

depuis 2004, les cancers constituent la première cause de mortalité en France, avant les maladies 

cardio-vasculaires. Ils représentent 33% de l'ensemble des décès masculins et 24% de l'ensemble des 

décès féminins.  

Les trois cancers à plus haut taux de mortalité chez l'homme sont le cancer du poumon, le 

cancer colorectal et le cancer de la prostate alors que chez la femme ce sont le cancer du sein, le cancer 

du poumon et le cancer colorectal (Figure 3). Néanmoins, le taux de mortalité par cancer du sein chez 

la femme diminue depuis 15 ans.  

Figure 2 : évolution de l'incidence et de la mortalité en France de 1980 à 2012 en fonction du

sexe.  

Source INCa, "les cancers en France" édition 2014 (cancer, Février 2015) 

Figure 3 : chiffres clefs de la mortalité par cancer en 2012. 
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 En 2012, les taux de mortalité (standardisés sur la population mondiale) des cancers sont 

estimés à 133,6 pour 100 000 personnes-années chez l'homme et à 73,2 chez la femme. Le nombre de 

décès par cancer a augmenté de +11,0% chez l'homme et de +20,3% chez la femme entre 1980 et 

2012. L'augmentation constatée peut être attribué à l'évolution démographique (augmentation et 

vieillissement de la population). Le taux standardisé de mortalité (sur la population mondiale) a 

diminué en moyenne de -1,5% par an chez les hommes et de -1% chez les femmes au cours de la 

période 1980-2012. Les taux de mortalité restent cependant toujours plus élevés chez les hommes que 

chez les femmes, néanmoins ils diminuent plus rapidement chez les hommes (diminution des 

consommations d'alcool et de tabac ; Figure 2). La baisse du taux de mortalité peut s’expliquer par le 

développement et l’amélioration des méthodes de dépistages avec des diagnostics plus précoces, mais 

aussi des approches thérapeutiques avec des traitements plus efficaces. S’ajoute à cela, la diminution 

globale du risque de développer un cancer. 

2.3 Survie 

La survie que l'on observe si le cancer est la seule cause de décès possible, des personnes 

atteintes de cancers (diagnostiqués entre 1989 et 2004) varie selon la localisation cancéreuse. La survie 

nette à 10 ans varie en effet de 1% à 93% chez l'homme et de 5% à 92% chez la femme (Figure 4). 

Localisation 
cancéreuses 

Survie nette à 10 ans 
chez l’homme 

Localisation 
cancéreuses 

Survie nette à 10 ans 
chez la femme 

Mésothéliome de la plèvre 1% Pancréas 5% 
Testicule 93% Thyroïde 92% 

Figure 4 : survie nette à 10 ans selon la localisation cancéreuse et le sexe. 

Les cancers de mauvais pronostic et les cancers de bon pronostic peuvent être classés selon la 

survie nette à 10 ans. Les hommes ont un pourcentage plus élevé de cas de cancers de mauvais 

pronostics alors que les femmes ont un pourcentage plus élevé de cancers de bon pronostic (Figure 5). 

Pour la majorité des localisations cancéreuses, la survie nette est meilleure chez la femme que chez 

l'homme, et elle est plus favorable chez les plus jeunes entre 15 et 44 ans que chez les plus âgés de 75 

ans et plus.  

 Cancers de mauvais 
pronostics 

Cancers à pronostics 
intermédiaires 

Cancers de bon 
pronostics 

Survie nette à 10 ans <33% 33 à 65% >66% 

Pourcentage de cas 
Homme 40% 32% 28% 

Femme 16% 32% 52% 

Figure 5 : survie nette à 10 ans selon le pronostic et le sexe. 
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A l'exception du cancer du col de l'utérus et du cancer des poumons, la majorité des cancers 

diagnostiqués entre 1989 et 2004 ont montré une amélioration de la survie des patients. Cette 

amélioration peut s’expliquer par l'augmentation de la durée d'observation de la maladie, 

l’amélioration des dépistages (plus précoces et plus précis), les progrès thérapeutiques. D'autres 

paramètres, comme l'âge et l'état de santé "hors cancer" au moment du diagnostic, sont également des 

facteurs d’influence. De manière générale, plus un cancer est détecté tôt, meilleures sont les chances 

de survie. 

2.4 Prévalence de tous les cancers 

Le nombre de personne de 15 ans et plus en vie en 2008 ayant eu un cancer (toutes 

localisations confondues) au cours de leur vie est de l'ordre de 3 millions en France, avec 1 570 000 

hommes (6,4% de la population masculine de 15 ans et plus) et 1 412 000 femmes (5,1% de la 

population féminine de 15 ans et plus). Chez l'homme, la moitié des cas de prévalence à 5 ans est 

attribuable au cancer de la prostate alors que chez la femme, la moitié des cas de prévalence à 5 ans est 

attribuable au cancer du sein. Ces données sont bien en accord avec l’incidence que nous avons vu 

précédemment (Figure 1). 
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 Regard élémentaire de la tumorigenèse 3

Le terme « cancer » englobe un grand groupe de maladies très différentes caractérisées par la 

multiplication et la propagation anarchique de cellules anormales. Les cancers peuvent être classés en 

fonction de la nature de la cellule ou du tissu dans lequel ils se développent (Figure 6).  

Cellules ou tissus d’origine Exemple de tumeurs malignes 
Tissus épithéliaux (Carcinome) 
85% des nouveaux cas de cancers 

Carcinome épidermoïde (épithélium malpighien) 
Adénocarcinome (épithélium glandulaire) 

Tissus conjonctifs (Sarcome) 
Moins de 1% des nouveaux cas de cancers 

Fibrosarcome (Fibroblastes) 
Liposarcome (Adipocytes) 

Tissus hématopoïétiques Syndrome myéloprolifératifs (Myéloides) 
Lymphome (Lymphocytes) 

Autres tissus Mélanome (Mélanocytes) 
Neuroblastome (Tissus embryonnaire nerveux) 

Figure 6 : nomenclature générale des tumeurs en fonction de l'origine cellulaire. 

3.1 Origine du cancer et hétérogénéité tumorale  

 Une cellule saine évolue progressivement vers un état néoplasique suite à l'acquisition 

successive de propriétés caractéristiques. Une des caractéristiques majeures des tumeurs humaines est 

leur hétérogénéité au niveau biologique, morphologique et de l’expression de marqueurs moléculaires.  

• Il y a tout d’abord l’hétérogénéité inter-tumorale qui correspond à l’hétérogénéité entre des 

tumeurs issues de différents patients. Dans l’étude des altérations géniques impliquées soit 

dans les cancers du sein soit dans les cancers colorectaux, l’hétérogénéité inter-tumorale a 

permis d’identifier certains gènes couramment mutés dits « mountains » d’autres moins 

souvent mutés dits « hills » montrant ainsi la variabilité des mutations génétiques 

impliquées dans un type de cancer donné (Wood et al., 2007). L’étude génomique de 100 

tumeurs du sein montre une variabilité du nombre de mutations somatiques avec 73 

combinaisons différentes de gènes mutés possibles (Stephens et al., 2012).  

 

• Il y a également l’hétérogénéité intra-tumorale qui correspond à une hétérogénéité entre les 

cellules d’une même tumeur. L’hétérogénéité intra-tumorale a été mise en évidence via 

plusieurs approches : des études de caryotypes, de gènes individuels ou de l’ensemble du 

génome (Hoglund, Gisselsson, Sall, & Mitelman, 2002; Nik-Zainal et al., 2012; Shibata, 

Schaeffer, Li, Capella, & Perucho, 1993). Au vu de ces hétérogénéités décrites, Marco 

Gerlinger et son équipe ont cherché à savoir si une seule biopsie était suffisante pour 

connaître l’ensemble des altérations génétiques d’une tumeur. Il a réalisé des études sur des 

biopsies de tumeurs rénales issues de quatre patients. Le profil d’altération génétique des 

différentes régions de la tumeur primaire diffère significativement de celui des métastases. 
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De plus, il existe différentes populations de cellules malignes au sein d’une tumeur 

primaire dont une pourrait d’ailleurs être à l’origine de la formation des métastases (Région 

4 cf. Figure 7) (Gerlinger et al., 2012). Deux autres types d’hétérogénéité tumorale ont été 

décrits : l’hétérogénéité inter-métastatique et l’hétérogénéité intra-métastatique (Vogelstein 

et al., 2013). 

L’hétérogénéité tumorale a longtemps été expliquée par le modèle stochastique de 

transformation maligne qui est le modèle Darwinien de l’expansion clonale (Figure 8). La succession 

de mutations aléatoires conférant un avantage sélectif aboutit à la formation d’une tumeur maligne 

(Hanahan & Weinberg, 2011; Nowell, 1976). Les mutations conférant un avantage de croissance 

Figure 7 : représentation de l'hétérogénéité intra-tumorale. 

(Gerlinger et al., 2012) 

A: Localisation des différents sites de biopsies au niveau de la tumeur primaire ou des métastases

situées au niveau de sites secondaires réalisées chez un patient (G représente le grade de la tumeur). 

B: L’analyse du séquençage à haut débit met en évidence la présence en gris ou l’absence en bleu 

d’altérations génétiques selon la localisation des sites de biopsies décrits ci-dessus. Les barres de 

couleur au-dessus de l’analyse de séquençage classent les mutations selon qu'elles soient

ubiquitaires, au niveau de la tumeur primaire, au niveau des sites métastatiques, ou uniques à la

région décrite.  
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concernent les gènes dits « drivers » (140 gènes drivers ont été décrits) et conduisent à l’émergence de 

nouvelles sous populations cellulaires (Vogelstein et al., 2013). Au cours des nombreux cycles 

réplicatifs subits par les cellules lors de la progression tumorale, les cellules peuvent acquérir de 

nombreuses altérations annexes ne conférant pas d’avantage sélectif et dites « passengers » (Stratton, 

Campbell, & Futreal, 2009). En résumé, une tumeur se compose de différentes sous-populations 

cellulaires qui se distinguent par le profil d’altérations spécifiques qu’elles ont sélectionnées au cours 

du processus de tumorigenèse (Bernards & Weinberg, 2002). Dans certains cas, les nouvelles 

mutations acquises conduisent à la perte des propriétés tumorigéniques et sont donc perdues au cours 

du développement tumoral. 

Depuis quelques années, l’hétérogénéité est associée à un autre modèle de transformation 

tumorale qu’est le modèle hiérarchique basé sur le concept de cellules souches cancéreuses (CSC) 

(Figure 8)(Reya, Morrison, Clarke, & Weissman, 2001). Une CSC présente des caractéristiques d’une 

cellule souche normale, à savoir une capacité d’auto-renouvellement et de multi-potentialité 

(processus de différenciation). L’essor du concept des CSC est dû à la capacité d’une faible proportion 

de cellules tumorales présentes au sein de leucémies myéloïdes chroniques de générer des tumeurs 

chez des souris immunodéficientes (Bonnet & Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). Des CSC ont été 

identifiées puis isolées dans le cancer du sein et dans d’autres types de tumeurs solides (Al-Hajj, 

Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003; Qiu, Fang, Luo, & Ouyang, 2015). Selon le 

type de tumeur, les CSC expriment des marqueurs spécifiques (Qiu et al., 2015). Les CSC sont 

impliquées dans l’initiation, la croissance, les métastases, la résistance aux traitements et la récurrence 

des cancers humains (Hanahan & Weinberg, 2011) (Qiu et al., 2015).  

Figure 8 : les mécanismes de transformation contribuant à l’hétérogénéité tumorale. 

D’après Visvader and Lindeman, 2008 (Visvader & Lindeman, 2008) 

A: Modèle stochastique Darwinien. Ce premier modèle d’hétérogénéité repose sur l’acquisition

d’altérations génétiques ou épigénétiques aléatoires conférant un avantage prolifératif et/ou de survie

aux cellules tumorales qui conduit donc à l’émergence d’une nouvelle sous-population (cellules jaunes

ou vertes). B: Modèle hiérarchique basé sur le concept de cellules souches cancéreuses. Ce second

modèle repose sur le concept que seule une proportion restreinte de cellules possédant certaines

propriétés de cellules souches serait à l’origine de la tumeur. Ces cellules seraient capables de se

multiplier et de donner naissance à une progéniture différenciée contribuant par ce biais à

l’hétérogénéité intra-tumorale.  
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Ces deux théories sont bien différentes, mais elles ne sont pas mutuellement exclusives et il 

semblerait que certains types de tumeurs suivent préférentiellement l’un ou l’autre modèle 

(Shackleton, Quintana, Fearon, & Morrison, 2009). Il est important de noter également que le 

microenvironnement aurait un impact sur l’hétérogénéité intra-tumorale en favorisant les instabilités

génomiques (Radisky & Bissell, 2006). Les cellules tumorales auraient, selon leur localisation au sein 

de la tumeur, un accès différent aux signaux du microenvironnement ce qui influencerait leur 

phénotype (Bissell & Hines, 2011; Magee, Piskounova, & Morrison, 2012; Polyak, Haviv, & 

Campbell, 2009).  

3.2 Principales caractéristiques biologiques, fonctionnelles et moléculaires des 
cellules cancéreuses 

Les cellules cancéreuses adaptent les grandes fonctions cellulaires pour leur permettre de 

croître et de résister à différentes conditions environnementales. Malgré la diversité et la complexité 

des pathologies cancéreuses, Douglas Hanahan et Robert Weinberg ont montré que les cellules 

tumorales partageaient des propriétés communes qui les différenciaient des cellules normales 

(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Dans un premier temps, ils ont décrit six propriétés 

caractéristiques pour les cellules cancéreuses (Figure 9) (Hanahan & Weinberg, 2000). Dans un 

second temps, ils ont complété la description de ces propriétés en y associant d’une part l’état 

inflammatoire des lésions précancéreuses et malignes liées aux cellules immunitaires, et d’autre part 

l’acquisition d’une instabilité génomique des cellules cancéreuses avec l’apparition de mutations 

aléatoires et de réarrangements chromosomiques (Hanahan & Weinberg, 2011). 

  

Figure 9 : caractéristiques des cellules cancéreuses. 

D’après Hanahan and Weinberg, 2000 (Hanahan & Weinberg, 2000). 
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3.2.1 Indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération 

Les tissus normaux assurent le maintien de l'homéostasie cellulaire alors que les cellules 

cancéreuses cherchent à devenir maîtresses de leur propre destin avec une capacité de prolifération 

infinie. Cette propriété est souvent liée à l’activation de proto-oncogènes impliqués dans les 

différentes voies de signalisation de la prolifération ou de la croissance cellulaire. En fait, un oncogène 

est une version altérée dominante d’un gène dit proto-oncogène qui est normalement impliqué dans 

ces voies et favorise ainsi la transformation maligne. Par exemple, les facteurs de croissance, les 

récepteurs à la surface de la membrane plasmique, les protéines des voies de signalisation, les facteurs 

de régulation de la transcription peuvent avoir des fonctions oncogéniques. 

 

Les cellules cancéreuses maintiennent la signalisation proliférative par l’intermédiaire de 

différentes stratégies alternatives plus ou moins indépendantes des signaux mitogènes. Les cellules 

cancéreuses peuvent produire des facteurs de croissance, ligands des récepteurs de la cellule 

cancéreuse elle-même, on parle alors de stimulation proliférative autocrine. Par exemple, il a été 

montré que l’interleukine 6, molécule inflammatoire, était capable de favoriser la prolifération de 

cellules tumorales de l’endomètre et du sein (Che et al., 2014; Iliopoulos, Hirsch, & Struhl, 2009).  

 

Mais les cellules cancéreuses peuvent également envoyer des signaux aux cellules stromales 

qui vont pouvoir en retour alimenter en facteurs de croissance les cellules tumorales, on parle alors de 

stimulation paracrine (Bhowmick, Neilson, & Moses, 2004). Il a été montré notamment que les 

chémokines CXCL14 et CXCL12 (C-X-C motif chemokine 14 et C-X-C motif chemokine 12), 

surexprimées respectivement dans les cellules myoépithéliales et les cellules myofibroblastiques, lient 

un récepteur des cellules épithéliales en favorisant ainsi la prolifération, la migration et l’invasion dans 

le cancer du sein (Allinen et al., 2004). Une délétion au niveau du récepteur TGF-béta de type 2 des 

fibroblastes est corrélée à une augmentation de la sécrétion du facteur de croissance Hepatocyte 

Growth Factor (HGF) par les fibroblastes. L’HGF ainsi sécrété va se fixer à son récepteur de l’HGF 

localisé au niveau de la surface des cellules épithéliales et favorise ainsi l’invasion et la prolifération 

des cellules épithéliales (N. Cheng, Chytil, Shyr, Joly, & Moses, 2008).  

 

Les cellules cancéreuses peuvent permettre à leurs récepteurs d’augmenter leur sensibilité vis 

à vis du facteur de croissance afin de les rendre « hyperactifs ». L’étude des tumeurs de Kyllikki 

Haapala a montré que dans 33% des cas l’amplification du gène codant pour le récepteur aux 

androgènes, entrainant une augmentation de l’expression de son récepteur, est associée à une 

augmentation de prolifération puisque ces récepteurs deviennent alors sensibles aux faibles doses 

d’androgènes (Haapala et al., 2007).  
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Les cellules cancéreuses peuvent également altérer la structure de leurs récepteurs ou d’un 

élément en aval de leurs voies de signalisation afin qu’ils soient actifs de manière constitutive. Par 

exemple, 40% des mélanomes humains ont une mutation activatrice de la protéine B-RAF (Rapidely 

Accelerated Fibrosarcome homologue B) résultant en l'activation constitutive de la voie des MAPK 

(Mitogen Activated Protein Kinase) (Davies & Samuels, 2010). D’autre part, le gène codant un 

récepteur de facteur de croissance avec une partie intracellulaire à activité Tyrosine Kinase ERBB2 

(erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) se trouve dans une région du génome qui est amplifiée dans de 

nombreux cancers. La surexpression de cette protéine entraine l’activation constitutive de la 

phosphorylation de la partie intracellulaire de celui-ci et favorise ainsi la prolifération cellulaire via 

notamment l’activation d’AKT (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase PKB) (Figure 10)(B. P. 

Zhou et al., 2000) (D. Yu & Hung, 2000) (X. Zhou et al., 2004) (Stoica et al., 2003).  

Une voie de signalisation majeure dans le maintien de l’homéostasie cellulaire est la voie 

PI3K/AKT/mTOR (Phosphatidyl Inositol 3 inase ; Mechanistic target Of Rapamycin) qui est 

souvent dérégulée dans les cellules cancéreuses. Cette voie est impliquée dans des fonctions 

régulatrices au niveau de l’apoptose, du métabolisme, de l’angiogenèse, de la croissance et du cycle 

cellulaire (Carnero, Blanco-Aparicio, Renner, Link, & Leal, 2008; Dreyer, Sablin, Faivre, & 

Raymond, 2009). La PI3K est une kinase intracellulaire permettant la conversion du PIP2 en PIP3 

Figure 10 : stratégies alternatives de la cellule cancéreuse pour le maintien de la prolifération. 
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(Phosphatidyl Inositol 4,5 Phosphate en Phosphatidyl Inositol 3,4,5 Phosphate). La phosphatase PTEN 

quant à elle permet la dégradation du PIP3 et agit donc comme un inhibiteur de la PI3K. Ainsi, les 

mutations associées à une perte de fonction de la phosphatase PTEN sont très fréquentes et favorisent 

la tumorigenèse via l’amplification de la voie de la PI3K (Carnero et al., 2008; Jiang & Liu, 2009; 

Leslie & Longy, 2016; Salmena, Carracedo, & Pandolfi, 2008; Yuan & Cantley, 2008). A l’inverse, 

des mutations activatrices de la PI3K ou de la sérine/thréonine kinase AKT en aval favorisent 

également le processus de tumorigenèse (Carnero et al., 2008). Une autre kinase, nommée mTOR, 

intervient dans cette voie de signalisation en aval de la PI3K et d’AKT. Cette dernière joue un rôle 

important dans la synthèse des protéines, l’autophagie, la croissance et la prolifération cellulaire 

(Sudarsanam & Johnson, 2010). Des études récentes ont permis d’identifier des mutations activatrices 

de mTOR favorisant également le processus tumoral (Figure 11)(Gerlinger et al., 2012; Grabiner et al., 

2014; Sato, Nakashima, Guo, Coffman, & Tamanoi, 2010). 

3.2.2 Insensibilité aux signaux antiprolifératifs 

Au-delà de l’indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération, les cellules cancéreuses 

contournent les fonctions des gènes dits suppresseurs de tumeurs. Ces gènes peuvent exercer des 

fonctions de contrôle négatif du cycle cellulaire (comme par exemple P16/INK4A, P21 (Cyclin-

dependent kinase inhibitor 1 (CDK-1)), RB), du maintien de la stabilité du génome (comme par 
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Figure 11 : mutations de la voie PI3K/AKT/mTOR associées à la tumorigenèse. 
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exemple p53, ATM), de la réparation de l'ADN ou encore des gènes pro-apoptotiques (exemple p53). 

Parmi ces gènes, les plus connus sont ceux codant pour les protéines RB et P53 (Figure 12). La 

protéine RB exerce un contrôle négatif sur le cycle cellulaire et est une protéine de séquestration de la 

protéine E2F (Deshpande, Sicinski, & Hinds, 2005; Sherr & McCormick, 2002). Une perte de fonction 

de la protéine RB dans des tumeurs humaines ou dans des modèles murins contribue à l'initiation et à 

la progression tumorale (Burkhart & Sage, 2008). La protéine P53 est considérée comme le gardien de 

l'intégrité du génome (Bieging & Attardi, 2012; Meek, 2015). C'est un facteur de transcription qui 

répond à différents stresses génotoxiques et cytotoxiques en provoquant l'arrêt du cycle cellulaire, 

l'apoptose, la réparation de l’ADN, la différentiation cellulaire ou encore la sénescence (Figure 

12)(Evan & Vousden, 2001; Stommel & Wahl, 2005; Vassilev, 2005). Toutefois la plupart des 

mutants de P53 associés à différents phénotypes cancéreux sont caractérisés par une perte de fonction 

suppresseur de tumeur d’une part, et un gain de fonction oncogénique contribuant à la progression 

maligne d’autre part (P. A. Muller & Vousden, 2014). 

3.2.3 Stimulation de l'angiogenèse 

L'angiogenèse est le processus dynamique aboutissant à la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de vaisseaux préexistants, le plus souvent des capillaires et des veinules (Folkman & 

Shing, 1992; Scoazec, 2000). Au cours de l'embryogenèse, le développement du système vasculaire 

implique deux mécanismes distincts. D’une part, la vasculogenèse qui consiste en la formation de 

vaisseaux de novo à partir de cellules précurseurs endothéliales (formation des premiers vaisseaux 

embryonnaires mais également l’extension du réseau vasculaire) (Swift & Weinstein, 2009). D’autre 

part, l’angiogenèse qui consiste en la formation de nouveaux vaisseaux à partir de ceux existants via 

Figure 9 : Rb et p53 sont des facteurs suppresseurs de tumeur Figure 12 : RB et P53, facteurs suppresseurs de tumeur. 

A. Rôle de la séquestration de RB au cours du cycle cellulaire (À partir de Knusden and Knusden, 

2008)(Knudsen & Knudsen, 2008). B. P53 est le gardien du génome (Bieging & Attardi, 2012). 
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deux types de processus d’angiogenèse (Carmeliet & Jain, 2000; Risau, 1997). Le premier type est 

l’angiogenèse par bourgeonnement avec les « tip cells » qui sont des cellules endothéliales motiles et 

invasives créant des extensions qui guident la formation de nouvelles ramifications (R. H. Adams & 

Alitalo, 2007). Le second type est l’angiogenèse par intussusception ou un vaisseau existant peut se 

scinder en deux vaisseaux par compartimentation (Figure 13A). Chez l'adulte une fois que le réseau 

vasculaire définitif est établi, les cellules endothéliales demeurent essentiellement dans un état 

quiescent à l'exception des processus de néo-vascularisation qui apparaissent au cours d'évènements 

physiologiques ou pathologiques. En effet chez l'adulte, dans le cadre de processus physiologiques tels 

que la cicatrisation, l’appareil reproducteur femelle durant les cycles menstruels et la gestation, 

l'angiogenèse survient, mais uniquement de façon transitoire (Ferrara et al., 1998; Goede, Schmidt, 

Kimmina, Kozian, & Augustin, 1998).  

En revanche, dès les stades précoces de la tumorigenèse, il y a une commutation angiogénique 

(« switch angiogenic ») en faveur d’une stimulation permanente de ce processus favorisant ainsi la 

formation continue de nouveaux vaisseaux dont l’organisation semble avoir de multiples anomalies 

structurelles et fonctionnelles (Baluk, Hashizume, & McDonald, 2005; Hanahan & Folkman, 1996; 

Raica, Cimpean, & Ribatti, 2009). Outre les mécanismes classiques d’angiogenèse et de 

vasculogenèse, les cellules tumorales utilisent d’autres processus pour la vascularisation tumorale : le 

phénomène des vaisseaux co-optés où les cellules tumorales entourent les vaisseaux sanguins 

préexistants (Holash et al., 1999), le phénomène de mimétisme vasculaire où les cellules tumorales 

forment des vaisseaux sanguins tumoraux à la place des cellules endothéliales (Bittner et al., 2000; 

Maniotis et al., 1999), et le phénomène de différenciation où la formation d’un endothélium tumoral se 

fait à partir des cellules souches tumorales qui acquièrent un phénotype pseudo-endothélial et tapissent 

la paroi interne des vaisseaux. (Figure 13B). D’autre part, la vascularisation tumorale semble 

impliquer également l’artério-veinogenèse qui consiste en un remodelage des artères et veines 

préexistantes (Nagy, Chang, Shih, Dvorak, & Dvorak, 2010).  

D’un point de vue moléculaire, la commutation angiogénique, étape indispensable au 

développement tumoral, est régulée par des facteurs activateurs, tel que VEGF, et inhibiteurs, tel que 

la Thrombospondine-1 (TSP-1), de l’angiogenèse (Figure 13C). Ces facteurs pouvant être sécrétés à la 

fois par les cellules tumorales et par les cellules du microenvironnement (Baeriswyl & Christofori, 

2009; Bergers & Benjamin, 2003). Le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire A (VEGF-A) 

semble être la plus puissante des molécules angiogéniques et cible les cellules endothéliales en se 

fixant à des récepteurs de surface de type tyrosine kinase (Ferrara & Henzel, 1989). A l’inverse des 

cellules adultes normales, les cellules tumorales sont très dépendantes du VEGF-A. L'expression du 

VEGF-A est induite par l'hypoxie et par la signalisation oncogénique (Carmeliet, 2005; Ferrara, 2009; 

Mac Gabhann & Popel, 2008). Certains facteurs pro-angiogéniques de la famille des facteurs de 
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croissance fibroblastiques (FGF) sont impliqués dans l’angiogenèse tumorale suite à leur activation 

chronique (Baeriswyl & Christofori, 2009). A l’inverse la TSP-1, l’angiostatine et l’endostatine 

(fragment C-terminal du collagène XVIII (Carboxy-terminal)) peuvent agir comme des inhibiteurs 

endogènes de l’angiogenèse et sont donc des obstacles naturels de l’angiogenèse tumorale (Folkman, 

2002, 2006; Kazerounian, Yee, & Lawler, 2008; Nyberg, Xie, & Kalluri, 2005; Ribatti, 2009). 

En effet, il existe des tumeurs très fortement angiogéniques et donc très vascularisées (Turner, 

Harris, Melmed, & Wass, 2003; Zee et al., 2010). Toutefois, certaines tumeurs y compris des tumeurs 

très agressives comme les adénocarcinomes canalaires pancréatiques sont hypo-vascularisées et sont 

caractérisées par la présence de déserts vasculaires au niveau du stroma (Olive et al., 2009).
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Figure 13: formation de vaisseaux sanguins et la commutation angiogénique. 

A: La formation des vaisseaux sanguins dans les tissus normaux et tumoraux. B: La formation des

vaisseaux sanguins dans les tumeurs (D’après Jain and Carmeliet 2012) (Jain & Carmeliet, 2012) C: La 

commutation angiogénique est dépendante de la balance entre des facteurs pro- et anti-angiogéniques et

favorise le développement tumoral (D’après Bergers and Benjamin, 2003) (Bergers & Benjamin, 2003). 
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3.2.4 Potentiel de réplication illimité 

 La plupart des cellules normales ont un nombre de cycles cellulaires limités. En effet la 

prolifération des cellules est freinée par deux barrières : la sénescence réplicative (Hayflick & 

Moorhead, 1961) et la catastrophe génétique, autrement nommée « la crise » (Wright & Shay, 1992).  

La sénescence réplicative est un arrêt de prolifération cellulaire mis en place en réponse à un 

raccourcissement des télomères. Les télomères préservent l’intégrité du matériel génétique au cours 

des cycles cellulaires et participent à l’architecture fonctionnelle des chromosomes (Zakian, 1995). En 

effet, ce sont de multiples répétitions d'hexa-nucléotides en tandem composées de protéines 

spécifiques qui protègent les extrémités des chromosomes en évitant les fusions par leurs extrémités et 

la dégradation des séquences contenues dans la partie interne du chromosome (Blackburn & Gall, 

1978; Blasco, 2005; de Lange, 2006; H. Muller, 1938; Shay & Wright, 2000). A chaque cycle de 

division cellulaire, les télomères se raccourcissent progressivement ce qui rend les extrémités 

chromosomiques dépourvues de protection (Harley, Futcher, & Greider, 1990; Hastie et al., 1990). 

Carol Greiner et Elisabeth Blackburn ont découvert une enzyme capable de synthétiser et d'allonger 

les télomères, la télomérase (Greider & Blackburn, 1985). Une activité télomérase reconstituée dans 

des cellules fibroblastiques permettrait de stabiliser la longueur des télomères de ces cellules et ainsi 

leur permettrait d'échapper à la sénescence (Bodnar et al., 1998). Chez l'Homme, cette enzyme est 

présente dans les cellules de la lignée germinale et dans certaines cellules souches somatiques, mais 

elle est absente ou présente en très faible quantité dans les cellules somatiques adultes (K. Masutomi et 

al., 2003). Cette enzyme est en revanche réactivée dans la majorité des cancers (Kim et al., 1994; 

Kenkichi Masutomi & Hahn, 2003). La présence de la télomérase permet de maintenir la longueur des 

télomères malgré les cycles de division cellulaire que la cellule subit, et confère donc aux cellules une 

résistance à l'induction de la sénescence alors que, la suppression de la télomérase entraîne le 

raccourcissement des télomères et donc l'activation de l'un ou l'autre de ces obstacles prolifératifs 

(Figure 14) (Shay & Wright, 2000).La sénescence réplicative est une réponse cellulaire apparentée à la 

réponse aux dommages de l'ADN. En effet, l’entrée en sénescence est dépendante des voies 

suppresseurs de tumeurs P53/RB et présente de nombreuses similitudes avec la réponse aux cassures 

de l’ADN (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Il est important de préciser que dans certains cas, la 

modification des télomères peut déclencher une mort par apoptose dépendante de P53 (Deng, Chan, & 

Chang, 2008).  
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En revanche, lors de l’inactivation de P53 et de RB, les cellules échappent à la sénescence et 

continuent de proliférer en accumulant des altérations chromosomiques (Counter et al., 1992; Ducray, 

Pommier, Martins, Boussin, & Sabatier, 1999; Shay, Van Der Haegen, Ying, & Wright, 1993) 

(Klingelhutz, Barber, Smith, Dyer, & McDougall, 1994). En accord avec ces données, il a été montré 

sur des souris qu’une déficience de P53 associée à une altération de la fonction des télomères 

favoriserait la progression tumorale (Artandi et al., 2000; Artandi & DePinho, 2010; L. Chin et al., 

1999). La prolifération des cellules est alors limitée par une seconde barrière proliférative, appelée la 

« crise ». En effet, lorsque l’instabilité du génome devient trop importante les cellules entrent en crise 

et meurent massivement. En revanche certaines cellules sont capables d’échapper à cette seconde 

barrière proliférative. Celles-ci ont stabilisé leurs télomères soit par la réactivation de la télomérase 

soit par un processus de recombinaison dit Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) (Counter et 

al., 1998) (Deng et al., 2008; Muntoni & Reddel, 2005; J. Zhu, Wang, Bishop, & Blackburn, 1999). 

L'équipe de Christophe Raynaud a étudié les modifications de la longueur de télomères et l'activation 

de la voie de réponse aux dommages de l'ADN à trois étapes différentes de la carcinogénèse 

mammaire humaine. Les lésions précancéreuses auraient des niveaux d'expression de la télomérase 

non significatifs et semblent marquées par le raccourcissement des télomères. En revanche, les 

carcinomes déclarés semblent au contraire avoir un niveau d'expression élevé, en accord avec les 

télomères plus allongés. Toutefois l'acquisition de la télomérase au cours du processus tumoral, permet 

le maintien des phénotypes acquis au stade des lésions précancéreuses avec des mutations favorisant le 

développement tumoral (Figure 15)(K. Chin et al., 2004; Raynaud et al., 2010).  
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Figure 14 : structure et fonction des télomères. 

D’après “The nobel Committe for physiology or medicine” 2009 / Annika Röhl. 
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3.2.5 Résistance à la mort cellulaire

Dans le contexte cancéreux, la croissance des tumeurs n'est pas uniquement la conséquence 

d'une prolifération excessive mais c'est le résultat d'un déséquilibre entre la prolifération et la mort 

cellulaire (Martin & Green, 1995). En effet l'apoptose, considérée comme une barrière naturelle au 

développement tumoral, serait diminuée dans certaines tumeurs augmentant ainsi la malignité et la 

résistance aux traitements (Cory & Adams, 2002) (J. M. Adams & Cory, 2007; Lowe, Cepero, & 

Evan, 2004). Il existe deux voies majeures de l'apoptose qui mènent à l'activation des caspases, 

protéases à cystéine intracellulaires, puis à l'activation de la cascade de démolition cellulaire (J. M. 

Adams, 2003) (Vermeulen, Van Bockstaele, & Berneman, 2005). La première voie est dite 

extrinsèque ou voie des récepteurs de morts impliquant par exemple, les Fas Ligand/ Fas Receptor. 

Cette première voie n’implique pas ou très peu la mitochondrie. Elle est activée suite à un signal 

extracellulaire via la fixation des ligands spécifiques aux récepteurs de mort. La seconde voie est dite 

intrinsèque ou voie apoptotique mitochondriale, celle-ci implique plusieurs protéines de la famille des 

BCL-2 (pro-apoptotiques et anti-apoptotiques ; B-cell Chronic Lymphocytic leukemia/lymphoma-2) 

ainsi que des protéines mitochondriales (Vermeulen et al., 2005; J. Yu & Zhang, 2005). L'entrée en 

apoptose de la cellule via cette seconde voie est déterminée par l'interaction de 3 protéines de la 

famille des BCL-2 avec l'intervention de protéines pro et anti-apoptotiques (J. M. Adams & Cory, 

2007). La sous famille des BCL-2 lie les protéines BAX (BCL-2-Associated X Proteins) et BAK 

(BCL-2 homologous antagonist/killer) par l'intermédiaire de leurs motifs BH3, dans la membrane 

externe mitochondriale afin d'annihiler leur effet pro-apoptotique. Lorsque l'inhibition anti-

apoptotique est levée, BAX et BAK perturbent l'intégrité de la membrane mitochondriale externe pour 
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libérer le cytochrome C pro-apoptotique. Ensuite le Cytochrome C relâché par la mitochondrie va 

activer la cascade des caspases qui induiront de nombreux changements cellulaires associés à 

l'apoptose (diminution du volume cellulaire, condensation et fragmentation de la chromatine, 

bourgeonnements cellulaires et formation de corps apoptotiques par exemple). Au-delà de ces deux 

voies principales d’activation, il existe de nombreux facteurs capables de déclencher ou non l’apoptose 

comme notamment le suppresseur de tumeur P53 (Junttila & Evan, 2009) (Lowe et al., 2004). En effet 

cette protéine est capable d'enclencher la voie apoptotique par l'intermédiaire de deux protéines de la 

famille BCL-2 (BH3 only ; B-cell Chronic Lymphocytic leukemia/lymphoma-2) que sont NOXA et 

PUMA (P53 Upregulated Modulator of Apoptosis) en réponse à des anomalies de l'ADN et à des 

cassures chromosomiques (Figure 16). Parmi les stratégies mises en place par les cellules tumorales 

pour contourner l’apoptose, il y a la perte de la protéine P53. Les tumeurs peuvent également atteindre 

des objectifs similaires en augmentant l'expression des régulateurs anti-apoptotiques (BCL-2), en 

diminuant l'expression des facteurs pro-apoptotiques (BAX, PUMA) ou en court-circuitant la voie 

extrinsèque d'apoptose par le ligand.  

Figure 16 : deux voies principales de l'apoptose. 
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A ce jour, l’apoptose n'est plus la seule mort envisagée comme barrière contre le cancer, 

puisqu’il existe d'autres formes de mort cellulaire telles que l'autophagie, la nécrose et la sénescence. 

L'autophagie est une voie majeure du catabolisme lysosomal qui permet la dégradation, en plusieurs 

étapes, des macromolécules et des organites cellulaires. Il y a la formation d'une vacuole à double 

membranes, nommée phagophore, dans laquelle est immergée une partie du cytoplasme. Puis la 

membrane du phagophore s’allonge jusqu’à ce que les deux extrémités se rejoignent pour former 

l'autophagosome qui fusionnera ensuite avec les lysosomes (Figure 17A)(Mizushima, 2007). Lorsque 

le contexte physiologique est normal, les niveaux d'autophagie sont faibles. Dans certains états de 

stress, le plus évident semble être la carence en nutriments, l'autophagie peut être fortement induite 

(Levine & Kroemer, 2008; Mizushima, 2007). Au cours de ces dernières années, le rôle de 

l’autophagie a été très controversé. Cette voie de dégradation lysosomale semble agir comme un 

régulateur clef de la tumorigenèse en empêchant le développement de cancer précoce et en facilitant la 

progression de la tumeur avancée (Kenific & Debnath, 2015). L’équipe de Guido Kroemer avance 

l’hypothèse que ce phénomène implique une perte temporaire des compétences autophagiques 

notamment au cours des stades précoces du développement tumoral. Ainsi à des stades précoces, des 

défauts du processus autophagique permettraient aux cellules saines d’acquérir des caractéristiques 

malignes via l’accumulation de dommages cellulaires (Galluzzi et al., 2015; Xu, Zhang, Wang, Xu, & 

Liu, 2015). Cette hypothèse est en accord avec l’absence d’expression de certains gènes responsables 

de l’autophagie et avec l’activation de voies comme PI3K/AKT/mTOR qui inhibent l’autophagie dans 

des tumeurs malignes humaines (Ahn et al., 2007; Maiuri et al., 2009). De plus, dans les modèles de 

souris l'inactivation de gènes spécifiques de l'autophagie (comme Becline-1) semblent augmenter la 

susceptibilité de développer un cancer (Levine & Kroemer, 2008; Qu et al., 2003; White & DiPaola, 

2009; H. Zhu et al., 2007). Alors qu’à des stades plus avancés, c’est à dire lorsque la malignité est 

établie, la restauration des réponses autophagiques serait essentielle pour soutenir la survie, la 

prolifération et la croissance des cellules cancéreuses (Galluzzi et al., 2015). L’autophagie pourrait 

également aider à la survie des cellules tumorales en favorisant le recyclage intracellulaire pour fournir 

ainsi des substrats pour le métabolisme cellulaire et donc promouvoir la tumorigenèse (Figure 

17B)(Galluzzi et al., 2015; Kimmelman, 2011; White, 2012; Xu et al., 2015). Toutefois, les raisons du 

« switch autophagique » au cours du processus tumoral ne sont pas établies. D’autre part, les voies 

autophagique et apoptotique semblent interconnectées via la voie PI3K/AKT/mTOR et la Becline-1 

entre autre. En fonction de l'état physiologique de la cellule et des signaux cellulaires, les voies 

autophagique et/ou d'apoptose peuvent être induites (Levine & Kroemer, 2008; Mathew, Karantza-

Wadsworth, & White, 2007; Sinha & Levine, 2008; White & DiPaola, 2009).  
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Dans le cas de la mort par nécrose, la cellule gonfle et explose en libérant son contenu dans le 

microenvironnement local (Figure 18). Lorenzo Galluzzi et Guido Kroemer ont montré que la nécrose 

était, comme l'apoptose, un mécanisme régulé et non pas un évènement cellulaire accidentel ou 

aléatoire (Galluzzi & Kroemer, 2008; Hitomi et al., 2008; Zong & Thompson, 2006). Contrairement à 

l'apoptose et à l'autophagie, la nécrose entraine la libération de signaux pro-inflammatoires dans le 

microenvironnement et ainsi les cellules nécrotiques sont capables de recruter des cellules 

inflammatoires du système immunitaire (Galluzzi & Kroemer, 2008; Grivennikov, Greten, & Karin, 

2010). Les cellules nécrotiques peuvent libérer des facteurs de régulation comme l'IL-1 qui stimulent 

la prolifération des cellules viables et ainsi faciliter la prolifération néoplasique (Grivennikov et al., 

2010). C'est ainsi que la nécrose favorise l'hyper-prolifération et le développement tumoral. Les 

cellules cancéreuses utilisent la mort nécrotique pour le développement tumoral en tolérant la nécrose 

afin d'utiliser les cellules inflammatoires qui apportent des facteurs de croissances pour stimuler la 

croissance des cellules survivantes (Hanahan & Weinberg, 2011). 
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La sénescence, quant à elle, est un processus physiologique qui entraine une lente dégradation 

des fonctions de l’organisme suite à un arrêt de réplication qui aboutit à la mort de la cellule. Le 

premier type de sénescence cellulaire découvert est lié au raccourcissement des télomères et est appelé 

sénescence réplicative. Nous en avons discuté dans le chapitre 3.2.4 au sujet du potentiel de réplication 

illimité. Aujourd’hui d’autres types de sénescence, indépendants des télomères, ont été décrits. La 

sénescence prématurée est induite par différents stress (endommagement de l’ADN, modification de la 

structure de la chromatine, signaux mitogéniques, activation d’oncogènes) aussi bien dans les cellules 

normales que dans les cellules tumorales. Au-delà du rôle de protection de la sénescence, ce processus 

pourrait dans certaines conditions favoriser l’émergence des cellules tumorales et promouvoir la 

croissance des cellules pré-néoplasiques.  

3.2.6 Pouvoir d'invasion et de dissémination métastatique 

La tumorigenèse est l’ensemble des évènements impliqués dans le développement d’un cancer à 

partir d’une cellule saine et comprend la formation de la tumeur primaire d’une part et la cascade 

métastatique d’autre part. Cette cascade métastatique est initiée par l’invasion locale qui consiste en la 

migration des cellules issues de la tumeur primaire dans la matrice extracellulaire environnante. 

Néanmoins cette première étape peut être dissociée des suivantes puisqu’une tumeur invasive 

localement ne devient pas forcément métastatique. La seconde étape du processus est l’intravasation, 

permettant aux cellules tumorales de pénétrer dans la circulation via le franchissement de la paroi des 

vaisseaux sanguins ou lymphatiques. Cette seconde étape initie donc la dissémination dans la 

circulation supposant que les cellules tumorales deviennent alors circulantes pour une durée 

indéterminée et survivent en suspension dans le sang ou dans la lymphe jusqu’à leur extravasion qui 

consiste en la traversée de la paroi des vaisseaux sanguins ou lymphatiques pour atteindre et coloniser 

le tissus d’un organe cible (troisième et quatrième étape). Il s’en suit donc la dernière étape de la 

progression métastatique : la formation des métastases allant de la formation de micrométastases à la 

formation de métastases cliniquement décelables (De Craene & Berx, 2013; Talmadge & Fidler, 2010; 

Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009). Pour cela il faut que les cellules tumorales s’implantent dans 

l’organe cible, survivent plus ou moins longtemps, c’est ce qu’on appelle la « dormance » et 

acquièrent à nouveau la capacité à proliférer pour donner naissance à une micro-métastase, puis une 

macro-métastase (Figure 19). De plus, le développement des métastases est un processus très 

inefficace car seulement 2% des cellules tumorales circulantes survivant dans le flux vasculaire sont à 

l’origine de micro-métastases et seulement 1% de ces micro-métastases progressent jusqu’à un stade 

macroscopique (Luzzi et al., 1998).  
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Les cellules impliquées dans ce processus métastatique acquièrent de nouvelles propriétés. Elles 

ont des modifications de leurs contacts intercellulaires et cellule–matrice extracellulaire (MEC) mais 

également une diminution de l’expression des molécules favorisant un état cytostatique. A l’inverse, 

dans ces cellules il y a une augmentation de l’expression des molécules favorisant la migration 

cellulaire. En effet dans des tumeurs épithéliales humaines, différents mécanismes d’inactivation de la 

E-Cadhérine (Epithelial-Cadherin), une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans les 

interactions intercellulaires qui permettrait de limiter l’invasion tumorale, ont été rapportés. Au 

contraire, la N-Cadhérine (Neural Cadherin), activateur de la nucléation du cytosquelette d’actine, va 

être surexprimée dans des cellules de carcinomes invasifs (Figure 20)(Behrens, Mareel, Van Roy, & 

Birchmeier, 1989; Berx & van Roy, 2009; Cavallaro & Christofori, 2004; Gavard, Marthiens, Monnet, 

Lambert, & Mege, 2004).  

De nombreuses études ont montré l’implication de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM ou 

EMT pour Epithelio-Mesenchymal Transition en anglais) au cours de la cascade métastatique de 

cellules épithéliales transformées, mais également au cours de l’initiation tumorale (De Craene & 

Berx, 2013; Hugo et al., 2007; Morel et al., 2012). La TEM est un processus embryonnaire 

fondamental et réversible qui implique de profonds changements cellulaires, morphologiques et 

comportementaux. De manière intéressante, il a été montré que la TEM conférait aux cellules 

tumorales des propriétés de cellules souches, favorisant leur capacité d’adaptation dans un 

environnement différent de celui du tissu d’origine (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008). Par ailleurs 

cette transition, permettant la conversion de cellules épithéliales polarisées et jointives en cellules 

mésenchymateuses individuelles et motiles, est régulée par des facteurs de transcription dits « EMT-

TFs » (Epithelio-Mesenchymal Transition Transcription Factors)(Morel et al., 2012; Puisieux et al., 

Figure 19 : étapes clefs de la tumorigenèse. 
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2014). Certains de ces facteurs de transcription comme SNAI1 (snail family transcriptional repressor 

1), SNAI2 (SLUG ; snail family transcriptional repressor 2), SNAI3 (SMUC ; snail family 

transcriptional repressor 3), ZEB1/2 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1/2) répriment directement 

la transcription de la E-Cadhérine contrairement à d’autres de ces facteurs comme TWIST1 et 

TWIST2 qui la répriment indirectement (Puisieux et al., 2014; Thiery et al., 2009). Par ailleurs, il a été 

montré que la répression des facteurs de polarité cellulaire apico-basale pouvait être impliquée dans 

l’activation de voies oncogéniques (Aigner et al., 2007; Cordenonsi et al., 2011). De plus les EMT-

TFs pourraient induire l’expression de métalloprotéases de la MEC, l’augmentation de la motilité et la 

résistance à l’apoptose (Aigner et al., 2007; Spaderna et al., 2008; Tsai, Donaher, Murphy, Chau, & 

Yang, 2012). En revanche, les dernières étapes de la progression métastatique implique une transition, 

opposée à la TEM, dite Mésenchymo-Epithéliale (TME ou MET en anglais) montrant ainsi la 

plasticité des cellules tumorales (De Craene & Berx, 2013; Jolly et al., 2015). Une cellule tumorale 

disséminée ayant acquis un phénotype mésenchymateux doit subir cette TME pour former des tumeurs 

secondaires avec un phénotype similaire à celui retrouvé au niveau de tumeur primaire (D. Gao, 

Vahdat, Wong, Chang, & Mittal, 2012; Hugo et al., 2007; Jolly et al., 2015). En effet cette transition 

est associée, entre autre, à une augmentation de la E-Cadhérine. Certains facteurs comme GRHL2 

(GRainyHead Like transcription factor 2) et ELF3/ELF5 (E74 like ETS transcription factor 3 ; E74 

like ETS transcription factor 5) sont sous exprimés au cours de la TEM alors qu’ils induisent une TME 

lorsqu’ils sont surexprimés dans des cellules mésenchymateuses (De Craene & Berx, 2013). Toutefois 

la TEM peut être partielle et ainsi permettre aux cellules d’acquérir de nouveaux traits 

mésenchymateux tout en exprimant des traits épithéliaux résiduels (Hanahan & Weinberg, 2011). De 

manière intéressante, la cascade métastatique met en évidence l’existence d’une balance Epithélio-

Mésenchymateuse qui est régie selon l’expression de facteurs de transcription en faveur de la TME 

comme par exemple, GRLH2, ELF5, miR-200 (micro RNA 200), miR-3 (micro RNA 3) ou en faveur 

de la TEM comme par exemple, TWIST1, SNAI1, ZEB1, PRRX1 (Figure 20)(Jolly et al., 2015). 

5353

Figure 20: balance EMT/MET. 

D’après Kalluri and Weinberg, 2009(Kalluri & Weinberg, 2009). 
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D’autres mécanismes que la TEM (autrement nommée invasion unicellulaire mésenchymateuse) 

sont mis en jeu par les cellules néoplasiques pour l’acquisition de propriétés invasives. Certains de ces 

programmes d’invasion impliquent des cellules isolées. C’est par exemple, le cas des mouvements 

amiboïdes (proches de celui des organismes unicellulaires amibes) impliquant une morphologie 

cellulaire ronde avec deux modes de migrations amiboïdes distincts : le mode protrusif pseudopodial 

et le mode contractile dit blebby à cause de la présence importante de bulles membranaires (bleb) 

(Friedl & Wolf, 2010). D’autres programmes d’invasion sont multicellulaires et impliquent des 

mouvements cellulaires massifs en cohortes et/ou en structures coordonnées tout en préservant 

l’adhésion cellule-cellule au cours de la migration. Ces stratégies ne nécessitent vraisemblablement 

pas de TEM dans sa forme complète (Figure 21)(Clark & Vignjevic, 2015).

Migration 
Amiboïde 

Contractile 

Protrusif pseudopodial 

Mésenchymateux 

Cohorte  
Migration en chaine 

Structure coordonnée 

UNICELLULAIRE 

MULTICELLULAIRE 

Figure 21 : différents modes de migration mis en œuvre par les cellules tumorales au cours de

l’invasion. 

D’après Clark and Vignjevic, 2015(Clark & Vignjevic, 2015). 
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 Approches thérapeutiques 4

4.1 De la molécule au médicament 

Le développement d’un nouveau médicament est long et onéreux. De manière générale, deux 

approches principales sont à l’origine d’un médicament. La première approche peut être le fruit du 

hasard. La découverte d’un principe actif peut être issue des connaissances de la chimie médicinale 

suite au fractionnement des extraits de plantes ou suite au criblage d’extraits de plantes ou de 

bibliothèques de composés chimiques. Cette première approche consiste en réalité à identifier une 

substance qui a l’effet pharmacologique recherché lors de son administration à un être humain, à un 

animal ou à des cellules sans en connaître le mode d’action. La seconde approche se fait suite à la 

découverte d’une cible moléculaire. Elle consiste en la recherche de composés capables de se fixer à la 

cible moléculaire déterminée afin d’en moduler ses propriétés. Ainsi, lorsque la structure 

tridimensionnelle de la cible est connue, nous pouvons, par des approches in silico, prédire l’affinité 

de fixation de certaines molécules chimiques pour la cible. Toutefois, la prédiction de l’affinité de 

fixation demande une compréhension des différentes interactions mises en jeu entre la molécule 

chimique et la cible, certes, mais également entre la molécule chimique et son véhicule au cours de 

son acheminement vers la cible (Figure 22).  

Au cours des recherches précliniques, les candidats médicaments vont être testés in vitro sur des 

modèles cellulaires, puis in vivo chez l’animal afin de déterminer les paramètres pharmaco-toxico-

cinétiques et les constantes d’utilisations pharmacologiques et toxicologiques. Ces connaissances vont 

permettre de connaitre le devenir d’une molécule dans un organisme vivant et d’estimer l’efficacité du 

produit potentiel dans des systèmes physiologiques allant de l’échelle cellulaire à l’échelle animale. 

L’étude de l’efficacité comprend des études d’effet-dose et de cinétique mais également des études sur 

la cinétique d’élimination du produit. Ensuite ces approches permettent également de faire des études 

toxicologiques du médicament candidat afin d’évaluer les effets secondaires éventuels (génotoxicité, 

tératogénicité, cardiotoxicité, hépatoxicité). Parmi les animaux utilisés au cours de ces tests 

précliniques, il y a les modèles rongeurs, le chien, le porc (proximité biologique avec l’homme) et les 

primates selon les organes cibles ou le système ciblé par la molécule candidate (Figure 22). Les 

recherches précliniques mènent à la recherche clinique organisée en quatre phases : les phases I à IV. 

C’est au cours de ces différentes phases que l’intérêt thérapeutique, la dose optimale d’utilisation et le 

rapport bénéfice/risque du médicament potentiel seront déterminés. Ainsi le médicament potentiel peut 

faire l’objet d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) qui est un accord obligatoire pour la 

commercialisation d’un médicament. Suite à l’AMM, la pharmacovigilance permet de détecter des 

effets indésirables très rares (Figure 22). 
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De nombreux composés ont des effets significatifs sur des modèles cellulaires et ou animaux 

mais ne seront jamais des médicaments. En effet, les candidats médicaments doivent être de puissants 

modulateurs de leurs cibles et ne doivent pas moduler d’autres fonctions physiologiques que celles 

ciblées. De plus, les molécules candidates ne doivent pas avoir de toxicité dans les différents 

environnements testés. De plus, les candidats médicaments doivent être faciles à administrer et doivent 

être assez stables dans le temps pour atteindre leur cible en concentration suffisante pour être 

efficaces. 

4.2 L’action des médicaments 

Lorsqu’une molécule entre dans l’organisme, elle est confrontée à différents obstacles et son 

action suit trois phases : une phase de biopharmaceutique, qui correspond à la mise à disposition du 

principe actif dans l’organisme, une seconde phase de pharmacocinétique, qui correspond au devenir 

du médicament dans l’organisme, et enfin une phase de pharmacodynamie qui correspond aux effets 

du médicament sur l’organisme. La première phase de biopharmaceutique concerne les formes orales 

solides et comprend la libération du principe actif dans l’organisme et la dissolution du principe actif 

(solubilisation ou passage à travers les membranes selon la cible). La seconde phase, la 

pharmacocinétique, est en lien avec son absorption, sa distribution, son métabolisme et son excrétion. 

Ces quatre notions de pharmacocinétique sont regroupées sous le terme de propriétés ADME 

(Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion). L’absorption est le passage du site 

Figure 22 : développement d’un médicament.
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d’administration à la circulation générale ou directement au site d’action. La distribution est la 

distribution du principe actif dans les différents tissus de l’organisme. Le métabolisme est la 

transformation chimique du principe actif dans l’organisme. L’élimination est l’excrétion ou la 

métabolisation du principe actif. Et enfin, la pharmacodynamie est l’étude des effets biochimiques et 

physiologiques du médicament sur l’organisme, aussi bien des effets thérapeutiques que des effets 

indésirables (Figure 23). 

4.3 Apport de l’in silico dans la découverte des médicaments

Les champs d’applications in silico concernent le développement des outils informatiques pour 

le traitement de systèmes très variés. Ils concernent la biologie, la chimie, les polymères, les 

matériaux, les nanotechnologies et la découverte d’agents thérapeutiques. Ce champ est basé sur les 

lois de la physique et de la chimie qui elles-mêmes reposent sur les lois mathématiques. Les approches 

in silico permettent donc de simuler ou de modéliser un phénomène biologique à l’aide d’outils 

informatiques. Il existe deux grandes familles de méthodes in silico.  

La première est basée sur les relations « structure-activité » plus communément appelées QSAR 

(Quantitative Structure-Activity Relationship). Celle-ci repose sur une relation mathématique couplée 

à des méthodes d’analyse de données reliant des propriétés moléculaires à un effet expérimental pour 

Figure 23 : action des médicaments en trois phases. 



58

une série de composés chimiques similaires. La relation QSAR peut être utilisée pour la prédiction de 

propriétés de molécules candidates et donnent des informations sur la nature des interactions entre 

ligands et récepteurs. En effet dans la découverte d’agents thérapeutiques, les approches in silico 

concernent l’optimisation, le développement et la biodisponibilité et offrent une alternative non 

couteuse et rapide aux expérimentations biologiques (Nendza et al., 2013). Cette approche permet 

d’affiner le choix des molécules candidates pour sélectionner les molécules les plus spécifiques et les 

moins toxiques. Ces outils, comme par exemple le logiciel ADC/Percepta (Advanced Chemistry 

Development), permettent de prédire les effets biologiques potentiels et les propriétés ADMET des 

molécules candidates (Administration, distribution, métabolisme, élimination, toxicité) en se basant 

sur les relations « structure-activité ». Ces méthodes sont en effet utilisées comme des outils prédictifs, 

mais plus récemment elles ont été utilisées comme des outils confirmatifs, pour évaluer les propriétés 

ADMET de médicaments putatifs au cours des premières étapes de la recherche et de développement. 

Outre les avantages économiques de cette approche, celle-ci permet l’identification de « hits » et leur 

optimisation structurelle afin d’augmenter leur biodisponibilité, leur activité sans ignorer leur sécurité 

(Tao et al., 2015; Y. Wang et al., 2015). 

Cette première approche ne permet toutefois pas de quantifier la force d’une liaison ni les 

atomes impliqués dans cette liaison contrairement à la seconde grande famille de méthodes in silico. 

Celle-ci, est basée sur les propriétés atomistiques de l’entité ou du système étudié. En effet, les 

méthodes de modélisation à l’échelle atomique reposent sur des approches de mécaniques quantiques 

et moléculaires (cf. chapitre 2). Les méthodes quantiques sont capables de calculer les propriétés 

électroniques des systèmes. Les méthodes moléculaires permettent de déterminer la structure 

tridimensionnelle, l’énergie ainsi que les propriétés physico-chimiques des molécules et des systèmes 

biologiques à partir de leur composition atomique. Ces approches de modélisation moléculaires sont à 

la base des études d’amarrage moléculaire et de criblage in silico. Les études d’amarrage moléculaire 

consistent à rechercher les positions et les orientations les plus probables de molécules chimiques en 

interaction avec une cible et à déterminer l’énergie d’interaction entre la molécule chimique et la cible. 

Le criblage in silico permet de réaliser rapidement et à moindre coût des prédictions de l’activité des 

molécules chimiques. Le criblage virtuel consiste à cibler in silico une bibliothèque de molécules 

chimiques afin d’éliminer les composés supposés inactifs ou les molécules indésirables tout en 

priorisant les composés les plus susceptibles d’être actifs.  

L’explosion du nombre de publications recensées au cours des vingt dernières années sur ces 

différentes approches in silico montre le réel intérêt de ces stratégies. Ces publications s’intéressent à 

ces méthodes, parce qu’elles facilitent la recherche et le développement dans la conception de 
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nouveaux médicaments pour évaluer leur toxicité, mais également aux techniques permettant 

d’évaluer leur fiabilité (Ramasamy & Selvam, 2015). 

4.4 Perspectives thérapeutiques 

Aujourd'hui, la biologie des cancers ne peut pas être comprise en énumérant simplement les 

caractéristiques intrinsèques des cellules cancéreuses compte tenu de l'importance des interactions 

entre les cellules précancéreuses et cancéreuses et leur microenvironnement au cours des différentes 

étapes de la tumorigenèse. A la différence des chimiothérapies classiques qui ciblent les cellules en 

division (cancéreuses ou non), les thérapies ciblées bloquent les mécanismes spécifiques des cellules 

cancéreuses et exploitent ainsi les différences biologiques et moléculaires existant entre les cellules 

cancéreuses et les cellules saines de l’organisme. Pour exemple, des médicaments interférant avec 

chacune des capacités acquises nécessaires à la croissance et la progression tumorale, sont représentés 

et utilisés en clinique dans le traitement de certaines formes de cancer humain (Figure 24). La thérapie 

ciblée est possible aujourd’hui en raison des nombreuses évolutions notamment en termes de 

génétique, de protéomique et d’outils de détections qui permettent de préciser les caractéristiques 

biologiques et moléculaires de chaque tumeur. En effet, l’identification de biomarqueurs permettra de 

guider l’accès à une thérapie ciblée. Les biomarqueurs sont des molécules ou des protéines 

surexprimées ou anormalement absentes dans certains types de tumeurs. Ces marqueurs peuvent être 

prédictifs d’une réponse positive à une thérapie ciblée ou encore de l’évolution d’une tumeur et/ou de 

sa sévérité. Les biomarqueurs permettent d’établir un diagnostic précis, de choisir un traitement ciblé 

quand il est disponible, de suivre l’efficacité d’un traitement ou au contraire la résistance à une 

chimiothérapie, d’établir un pronostic sur l’évolution d’une tumeur, d’évaluer le risque d’apparition de 

métastases.  

Ces stratégies ciblées conduisent à une médecine personnalisée en traitant chaque patient de 

manière individuelle en fonction des spécificités génétiques et biologiques de sa tumeur afin 

d’améliorer la performance des soins, d’éviter les traitements inutiles et d’améliorer la qualité de vie 

des patients. A ce jour, plus de 80% des autorisations de mise sur le marché concernent des thérapies 

ciblées. 
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Figure 24: exemple de thérapies ciblées des caractéristiques clefs des cellules cancéreuses. 

D’après Hanahan and Weinberg, 2011(Hanahan & Weinberg, 2011). 
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La cristallographie aux rayons X, la résonnance magnétique nucléaire et la cryo-microscopie 

électronique sont trois méthodes permettant de déterminer par une approche expérimentale la structure 

tridimensionnelle de macromolécules biologiques. Ces structures 3D expérimentales sont contenues 

dans des banques de données Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000; PDB). Ces fichiers PDB 

ne contiennent pas d’informations concernant la connexion entre les atomes et généralement ne 

contiennent pas les coordonnées des atomes d’hydrogènes. Ainsi, la « connectivité » entre les atomes 

doit être calculée avant de visualiser les structures. Le RMSD (Root Mean Square Deviation) permet 

de comparer la ressemblance structurale entre deux protéines et correspond à l’écart quadratique 

moyen des distances interatomiques entre les atomes de deux structures.  

 Généralité sur la modélisation moléculaire 1

Lorsque la structure tridimensionnelle de ces macromolécules biologiques n’a pas été 

déterminée de manière expérimentale, des approches de bio-informatique structurale permettent de la 

construire in silico. Un des objectifs de la bio-informatique structurale est la modélisation moléculaire. 

Cette dernière regroupe un ensemble de méthodes permettant de simuler le comportement d’un 

système allant de la molécule diatomique aux macromolécules biologiques. Ainsi, ces approches 

permettent de décrire le comportement électronique des atomes et des molécules afin de mieux 

comprendre leur réactivité, l’importance de certains acides aminés et le processus de repliement d’une 

protéine. Les approches de modélisation moléculaire reposent sur l’énergie d’interaction des atomes 

du système moléculaire en fonction de leurs positions relatives et reposent ainsi sur les lois de la 

mécanique quantique et de la mécanique moléculaire.  

Les méthodes quantiques dont les calculs sont basés sur l’équation de Schrödinger, distinguent 

les noyaux et les électrons dont les interactions déterminent la distribution spatiale et l’énergie 

associée. Cette méthode est particulièrement bien adaptée pour les petites molécules avec un nombre 

d’atomes inférieur à 300.  

Les méthodes moléculaires sont des méthodes « tout atomes ». Les atomes sont alors 

représentés sous forme de sphères chargées. Les interactions sont considérées comme des « ressorts » 

et modélisées par des oscillations autour d’une position d’équilibre définie par un référentiel : le 

champ de force. Les interactions déterminent la distribution spatiale des particules atomiques et leurs 

énergies. Toutefois, cette approche de l’étude du mouvement des noyaux ne prend pas en compte 

directement celui des électrons mais le prend en compte indirectement comme une « perturbation » au 

mouvement du noyau. Ainsi cette approche permet de calculer la conformation de la molécule sans 

donner aucune information directe sur la configuration électronique. 
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 Différentes énergies en mécanique moléculaire 2

La mécanique moléculaire a pour but de calculer l’énergie potentielle (énergie associée à une ou 

plusieurs molécules d’un système biologique) d’une molécule ou d’un système de molécules en 

fonction des coordonnées des atomes. La définition de cette énergie potentielle dépend du champ de 

force appliqué sur lequel nous reviendrons ultérieurement. Elle est représentée par la somme des 

contributions internes, entre atomes liés chimiquement, et externes, entre atomes non liés lorsque le 

champ de force associé est CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Maachanics ; Figure 25). 

Les interactions entre atomes liés représentent l’énergie covalente du système et mettent en 

évidence la contribution énergétique de la déformation de la structure chimique en maintenant les 

centres de chiralité de la molécule. Le potentiel entre atomes liés comprend (Figure 46): 

- les liaisons covalentes ELiaison qui évaluent l’énergie d’élongation d’une liaison chimique : 

o Kr est analogue à une constante de force autrement nommée constante de raideur du 

ressort en kcal/Å2 (kilocalorie par angström carré);  

o r correspond à la distance interatomique mesurée ;  

o r0 correspond à la distance « idéale » définit comme l’équilibre selon le champ de 

force. 

- les angles de valence EValence qui évaluent l’énergie de déformation angulaire entre deux 

liaisons chimiques : 

o Kθ est la constante de force angulaire en kcal/rad2 ; 

o θ correspond à l’angle de valence mesuré ; 

o θ0 correspond à l’angle de valence « idéal » définit comme l’équilibre selon le champ 

de force. 

- les angles dièdres EDiedres qui représentent l’énergie de torsion des liaisons chimiques: 

o Kφ est la constante de force angulaire en kcal ; 

o n est la périodicité ;  

o δ est l’angle de rotation possible parmi N possibilités ; 

o φ est l’angle dièdre mesuré. 

- l’énergie impropre EDièdreImpropre qui permet, par exemple, aux atomes d’un cycle de rester 

dans le même plan : 

o Kω est la constante de planarité angulaire en kcal/rad2 ; 

o ω est l’angle de planarité 

o ω0 est l’angle de planarité « idéal » définit comme l’équilibre selon le champ de 

force.  
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Le potentiel entre atomes non liés considère les atomes de deux molécules distinctes ou alors 

deux atomes appartenant à une même molécule mais séparés par au moins trois liaisons. Ce second 

potentiel permet d’évaluer la contribution non covalente de l’énergie du système. Le potentiel entre 

atomes non liés comprend (Figure 25):

- les interactions électrostatiques EElec qui décrivent les interactions entre particules chargées : 

o ij une paire d’atomes ; 

o qi et qj représentent les charges ponctuelles de i et j ;  

o ε0 correspond à la permittivité du vide ;  

o εr correspond à une constante diélectrique ;  

o rij correspond à la distance entre les charges. 

- les interactions de van der Waals EVdW qui correspondent aux forces dites de dispersion : 

o εij correspond à une constante diélectrique ; 

o le potentiel « r12» correspond au terme répulsif et représente le principe d’exclusion de 

Pauli et la répulsion internucléaire à courte distance ;  

o le potentiel « r-6» correspond au terme attractif et représente les forces de London.  

Comme nous l’avons dit précédemment la définition de l’énergie potentielle dépend du choix du 

champ de force. Ainsi, selon le champ de force, l’énergie potentielle ne considère pas les mêmes 

contributions internes. L’énergie potentielle associée au champ de force AMBER (Assisted Model 

Building and Energy Refinement) par exemple, ne considère pas l’énergie impropre (EDièdreImpropre) qui 

permet par exemple aux atomes d’un cycle de rester dans le même plan mais en revanche considère un 

potentiel permettant de mesurer la participation des liaisons hydrogènes du système. 

Figure 25: illustrations des potentiels impliqués dans l'énergie potentielle. 
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 Notion de champ de force  3

Le champ de force est l’outil de base de la mécanique moléculaire. Il correspond à l’ensemble 

des paramètres décrivant un atome et permettant de résoudre l’expression analytique de l’énergie 

potentielle du système. Autrement dit, le champ de force correspond à un modèle mathématique 

représentant, aussi bien que possible, les variations de l’énergie potentielle tout en tenant compte de la 

géométrie moléculaire. Ainsi plusieurs champs de force existent selon le domaine d’application : 

- AMBER : adapté aux protéines et acides nucléiques (Weiner, 1981), 

- CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Maachanics) : adapté aux protéines, aux acides 

nucléiques et aux lipides (Brooks, 1983), 

- MMFF94 (Merck Molecular Force Field) : champ de force spécialisé dans le traitement des 

petites molécules organiques (Halgren & BNachbar, 1996), 

- MM2, MM3 (Allinger Molecular Mechanics) : adapté aux petites molécules organiques (N., 

1977) (Norman L. Allinger, Fanbing Li, Liqun Yan, & Tai, 1990). 

Les champs de force couramment utilisés pour la modélisation de biomolécules biologiques sont 

AMBER et CHARMM. La paramétrisation des champs de force est faite à partir de données 

expérimentales (Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN), RX) sur le plus grand nombre possible de 

molécules.  
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 Méthodes de modélisation moléculaire 4

Comme nous l’avons vu la modélisation moléculaire est donc un des objectifs de la bio-

informatique structurale qui consistent à prédire la structure tridimensionnelle de protéines. Il existe 

quatre grandes classes de méthodes, qui sont mises en œuvre selon les taux d’identité de séquences 

obtenus, que sont la méthode d’enfilage des repliements, les alphabets structuraux, la méthode ab 

initio et la modélisation par homologie. De manière générale, les modèles obtenus sont toujours faux 

et il convient de les confronter à l’expérience afin de les valider.  

Méthodes 
Enfilage des 

repliements 

Alphabets 

structuraux 
Ab initio 

Modélisation par 

homologie 

Taux identités de 

séquences 
30% 30% <15% >30% 

Figure 26 : relation entre le taux d'identité de séquence et les méthodes de mécanique 
moléculaire utilisées. 

4.1 Méthode d’enfilage des repliements 

Cette méthode s’applique lorsque la séquence à modéliser présente une identité de séquence de 

l’ordre de 30% avec une structure connue. La méthode d’enfilage consiste à « enfiler » une séquence 

de structure inconnue dans une structure 3D connue et définie dans la PDB. Ensuite, un potentiel 

empirique permet de vérifier la compatibilité du repliement et de la séquence « enfilée ». Cette 

approche est souvent utilisée pour exclure les repliements improbables. 

4.2 Alphabets structuraux 

Le principe de cette seconde approche repose sur la décomposition des structures 

tridimensionnelles en fragments. Au lieu de considérer la structure entière ou des fragments de 

structures secondaires (information insuffisante pour la construction d’une structure 

tridimensionnelle), on considère des « alphabets structuraux » qui correspondent à des éléments 

structuraux essentiels pour la structure tridimensionnelle. Autrement dit, les alphabets structuraux sont 

des bibliothèques de petits prototypes qui approximent des partie de structures protéiques. Ainsi cette 

approche permet l’approximation de la structure tridimensionnelle des protéines avec un pouvoir 

prédictif plus ou moins fort selon le nombre d’éléments d’alphabets structuraux nécessaires 

dépendants de la taille de la protéine considérée.  
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4.3 Méthode ab initio 

Cette méthode est particulièrement bien adaptée et fiable pour les molécules de petites tailles 

lorsque les identités de séquences sont inférieures à 15%. Elle permet de donner une structure 

tridimensionnelle à une protéine à partir de l’information contenue dans sa séquence en se basant sur 

des calculs d’énergies d’interactions au sein des macromolécules biologiques et en cherchant la 

structure de plus basse énergie.  

4.4 Modélisation par homologie 

Cette approche est basée sur le fait que des protéines homologues ont des structures 3D proches 

puisque les structures tridimensionnelles sont mieux conservées que les séquences d’une espèce à 

l’autre (Chothia et Lesk, 1986). Ainsi, si la structure 3D expérimentale d’une protéine homologue est 

définie alors elle servira d’empreinte pour modéliser la structure 3D proche de l’empreinte en incluant 

la séquence d’intérêt de la protéine à modéliser. Cette stratégie nécessite un taux d’identité de 

séquence au moins supérieur ou égale à 30% entre la séquence de la protéine à modéliser et la 

séquence de la protéine « empreinte ». Cette modélisation est celle qui permet l’obtention de la 

structure tridimensionnelle ayant la meilleure résolution après les approches expérimentales. Les 

régions structurellement conservées sont directement modélisées à partir de l’empreinte alors que les 

zones d’insertions/de délétions et les boucles, qui sont des zones très flexibles restent difficiles à 

modéliser par cette approche. 

Cette approche nécessite plusieurs étapes : le choix de l’empreinte, l’alignement des séquences 

et des structures secondaires, et enfin la construction qui consiste en le remplacement de la séquence 

de l’empreinte par la séquence de la protéine dont la structure 3D est à déterminer. La qualité de la 

structure dépend donc de la qualité et de la résolution de la structure dite « modèle » mais également 

de la qualité de l’alignement fourni. 

4.4.1 Choix du support 

La première étape consiste donc en la détermination de la structure tridimensionnelle qui servira 

d’empreinte et donc de modèle pour la construction de la structure tridimensionnelle de la protéine 

d’intérêt. Lorsque deux séquences de longueur comparable présentent plus de 30% d’identité répartie 

sur plus de 70% de la longueur de la séquence la plus longue, alors la relation d’homologie est dite 

sans risques. Ensuite, il peut ne pas exister de protéine homologue dont la structure est résolue ce qui 

rend la modélisation par homologie impossible. Enfin lorsque le taux d’identité de séquence est plus 

faible, on parle d’homologie distante. Dans ce cas, une approche alternative à la transitivité 

d’homologie basée sur la comparaison des structures secondaires permet également d’optimiser le 

choix du support malgré les faibles taux d’identité de séquences. Le SOV (Structural OVerlap) permet 
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de mesurer l’accord entre un élément de structure prédit et observé et est ainsi un bon indicateur pour 

la ressemblance des éléments de structures secondaires entre deux protéines.  

4.4.2 Alignement entre la séquence et les empreintes 

L’alignement entre la séquence à modéliser et la séquence de l’empreinte est important pour 

localiser les zones de modifications structurales. Le modélisateur joue un rôle clef puisque 

l’alignement de séquence optimal n’est pas forcément celui qui est pertinent biologiquement. Ainsi 

c’est le modélisateur qui doit optimiser au mieux l’alignement en limitant les empêchements stériques 

qui sont compliqués à résoudre.  

4.4.3 Construction du modèle 

Il y a plusieurs stratégies pour la construction. La première méthode, rarement utilisée de nos 

jours, consiste à construire d’abord le cœur de la protéine qui est bien structuré et commun à 

l’empreinte et la protéine d’intérêt. Les autres méthodes sont des approches substitutives ou globales. 

Il existe en effet une approche dite substitutive qui consiste à faire des mutations ponctuelles pour 

transformer l’empreinte en modèle de la protéine d’intérêt. Cette stratégie est applicable si les deux 

séquences sont proches et présentent peu de zones de réarrangements structurales (peu d’insertions, de 

délétions et/ou de réorientations des chaines latérales des acides aminées). Lorsque les séquences sont 

un peu plus éloignées, il existe une seconde approche qui consiste à construire d’abord les blocs 

structurellement très conservés avant de les relier par les boucles modélisées soit de novo soit en 

cherchant dans la PDB les boucles, déjà construites, pouvant s’ajuster au modèle. L’inconvénient de 

ces méthodes est qu’elles utilisent une seule empreinte alors que l’utilisation de plusieurs empreintes 

chevauchantes permettrait l’obtention d’un modèle plus grand et plus qualitatif même avec des taux 

d’identités faibles. 

Ainsi une méthode dite globale ou géométrique a été mise en place afin de pouvoir utiliser toutes 

les empreintes disponibles. Cette approche calcule, pour chaque atome, une distance moyenne entre 

les différentes empreintes avec un écart-type associé permettant de définir un intervalle de variation 

possible pour la position des atomes correspondants et communs avec la séquence d’intérêt. Une liste 

des atomes et des angles communs aux empreintes et à la protéine d’intérêt est établie et sera imposée 

via une modélisation sous contraintes. Enfin, il y a une étape d’optimisation de la géométrie qui 

dépend du logiciel utilisé.  

  



72

 



73 

 Dynamique moléculaire 5

La dynamique moléculaire a pour objectif de simuler le comportement d’une molécule au cours 

du temps dans des conditions bien définies. Pour cette approche de dynamique moléculaire on part 

d’une conformation déterminée en mécanique moléculaire et on cherche à augmenter l’énergie 

cinétique du système via l’augmentation de la température afin de déterminer l’énergie cinétique d’une 

molécule ou d’un système moléculaire. La dynamique moléculaire peut être utilisée pour étudier le 

comportement dynamique d’une molécule au cours du temps (simulation des mouvements intra-

moléculaires) ou pour faire de la recherche conformationnelle (optimiser les structures). 

5.1 Dynamiques moléculaires d’un point de vue théorique 

5.1.1 Equations de mouvements 

La dynamique moléculaire permet de calculer la force exercée sur chaque atome et fournit ainsi 

différentes informations sur leurs trajectoires : vitesse et position des atomes. Cette approche est 

décrite par les principes de la mécanique classique newtonnienne. La force Fi(t) exercée sur chaque 

atome i de coordonnées ri(t) au temps t est déterminée par dérivation de la fonction énergie potentielle 

E et définie telle que: Fi(t) = - . En considérant un pas de temps très court, on peut intégrer les 

équations de mouvement et obtenir une trajectoire de chaque atome en fonction du temps.  

5.1.2 Intégrations des équations 

Il existe plusieurs méthodes de dynamiques moléculaires mais généralement la dynamique 

repose sur la résolution des équations de mouvement de Newton pour chacun des atomes constituant le 

système moléculaire. La résolution de ces équations se fait par des méthodes d’intégrations 

numériques. Il en existe plusieurs et le choix de la méthode d’intégration est importante pour la qualité 

des calculs et donc la trajectoire définie in silico du système moléculaire. Ce type de méthode a pour 

but de calculer les différentes coordonnées ainsi que la vitesse des différents atomes à l’instant t + Δt à 

partir de l’instant t. Au-delà du choix de la méthode d’intégration, le choix du pas Δt est important 

pour la qualité des calculs. En effet, selon le système étudié, le pas d’intégration Δt devra être 

approprié. D’autre part, l’énergie totale du système doit être conservée durant toute la simulation.  

5.2 Dynamiques moléculaires d’un point de vue pratique : déroulement d’une 
simulation 

Une simulation de dynamique moléculaire comprend plusieurs étapes. La première étape 

consiste en la détermination de l’état initial qui est une conformation optimisée par la mécanique 

moléculaire. La seconde étape consiste en une phase de mise en température. Au cours de cette étape 
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le système passe du zéro absolu à la température définie pour la simulation via des paliers de 

température. A chaque palier de température la vitesse et la position des atomes sont recalculées. Il 

s’en suit ainsi la troisième étape qui est la simulation proprement dite où le mouvement des atomes est 

recalculé jusqu’à ce que le système atteigne un état d’équilibre. A cet état d’équilibre, l’énergie 

cinétique est redistribuée en énergie potentielle pour qu’à l’équilibre l’énergie potentielle et l’énergie 

cinétique soient égales.  

La notion de température est fondamentale puisque la vitesse est proportionnelle à la racine carrée 

de la température. Ainsi les dynamiques moléculaires sont effectuées soit à température constante, soit 

à volume constant, soit à pression constante. 
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 Optimisation des structures tridimensionnelles 6

D’un point de vue énergétique, la conformation optimale est celle pour laquelle l’énergie est la 

plus basse. Ainsi les approches de minimisation de l’énergie potentielle permettent d’optimiser la 

structure des protéines en appréhendant au mieux ces minima énergétiques permettant donc à la 

molécule, ou à plusieurs molécules, d’atteindre une structure dite « relâchée » optimisant ainsi la 

géométrie du système. Au-delà de son utilisation au cours de la modalisation moléculaire, la 

minimisation de l’énergie potentielle peut être utilisée pour les approches expérimentales (RMN par 

exemple). 

Cette approche de minimisation consiste à trouver les coordonnées des atomes qui permettent de 

minimiser la fonction d’énergie potentielle du système étudié sachant que les positions atomiques du 

système sont variables. Toutefois, l’importance des degrés de liberté fait fluctuer le système autour 

d’un ensemble de conformation stable avec différents minima. Cependant, l’état de plus basse énergie, 

appelé minimum global par opposition aux minima locaux, n’est généralement pas atteint avec les 

méthodes de minimisation d’énergie classiques, comme la plus grande pente par exemple, car elles ne 

permettent pas le franchissement des barrières d’énergie. De plus un autre inconvénient de cette 

méthode est que le minimum local obtenu pour deux configurations initiales différentes n’est pas 

identique.  

Dès 1983, les méthodes de recuit simulé ont été développées. Cette méthode est un algorithme 

basé sur le processus physique de refroidissement d’un liquide ou de cristallisation d’un métal. Cette 

méthode de recuit simulé peut être réalisée par la méthode de dynamique moléculaire. Cette approche 

repose sur un « chauffage virtuel » via un apport énergétique de la molécule. Cette étape de chauffage 

permet à la molécule de franchir les barrières énergétiques. Ceci permet donc d’aller au-delà des 

minima locaux au voisinage de la structure initiale afin d’explorer un nouvel espace conformationnel 

pour atteindre des minima plus lointains de la structure initiale ayant un état de plus basse énergie 

(Figure 27). 
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Figure 27 : représentation des minima énergétiques locaux et globaux par une approche de 

minimisation classique. 

( g )
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CHAPITRE 3 : TWIST1 DANS LES CANCERS 
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 TWIST1, facteur de transcription de la famille des bHLH 1

1.1 La grande famille des bHLH 

La grande famille des facteurs de transcriptions bHLH (basic Helix-Loop-Helix) regroupe plus 

de deux cents membres extrêmement conservés entre les espèces (PFAM : PF00010)(S. Jones, 2004; 

Murre et al., 1994). Ces facteurs de transcription ont des fonctions cellulaires variées. En effet, 

certains jouent un rôle dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation en tant que 

régulateurs positifs ou négatifs, l’apoptose, la prolifération, la myogenèse, la neurogenèse, la 

détermination sexuée et la lymphomagenèse (Jan & Jan, 1993; S. Jones, 2004; Puisieux et al., 2006; 

Teng & Li, 2014). Les membres de cette superfamille ont un motif protéique d’une soixantaine 

d’acides aminés composé de deux domaines hautement conservés et fonctionnellement distincts 

(Figure 28 ; Figure 29)(Murre et al., 1994). Le premier domaine est un domaine basique à l’extrémité 

amino-terminale qui permet aux facteurs de transcription de lier l’ADN au niveau de séquence 

hexanucléotidique nommé E-box (Enhancer-box)(Ellenberger, Fass, Arnaud, & Harrison, 1994; 

Murre, McCaw, Vaessin, et al., 1989). Le second domaine est un domaine Hélice-Boucle-Hélice riche 

en résidus hydrophobes au niveau de l’extrémité carboxy-terminale qui facilite les interactions avec les 

autres protéines pour former des homodimères et des héterodimères (Murre, McCaw, Vaessin, et al., 

1989). Ainsi différents dimères peuvent se former et se lier avec différentes affinités au niveau des 

séquences E-box de promoteurs de gènes conduisant donc à une régulation transcriptionnelle (Figure 

29B, C et D) (S. Jones, 2004).  

A partir de ces caractéristiques, différentes approches de classification ont été mises en œuvre. 

La plus commune des classifications est celle de Murre qui tient compte de la distribution tissulaire, 

des capacités de dimérisation et des capacités de liaison à l’ADN (Murre et al., 1994) (Massari & 

Murre, 2000). Les protéines HLH sont ainsi classées en 7 grandes familles. La classe I regroupe les 

protéines dites E et inclut E12, E47. Ce sont des protéines HLH, exprimées dans différents tissus, 

capables de former des homodimères et des héterodimères liant l’ADN au niveau de E-box. La classe 

II contient des membres comme MYOD1 (MYOblast Determination protein 1), NeuroD1/BETA2 

(Neurogenic Differenciation factor 1), HAND1 (Heart And Neural crest Derivatives expressed 1) et 

TWIST1 qui ont une expression tissu spécifique. Ils sont capables de former des homodimères mais 

forment préférentiellement des héterodimères avec des protéines E. Les protéines ayant un motif 

Leucine Zipper adjacent au motif HLH appartiennent à la classe III et comprennent, entre autre, des 

protéines de la famille des facteurs de transcription MYC (Myc proto-oncogene protein), SREBP-1 

(Sterol regulatory element-binding protein 1) (Alt et al., 1986; Zhao, Zhao, Zhou, Mattei, & de 

Crombrugghe, 1993). La classe IV est composée des protéines MAD (Mitotic Arrest Deficient 

protein), MAX (MYC-Associated factor X) qui peuvent se dimériser avec MYC ou avec d’autres 
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protéines (Ayer, Kretzner, & Eisenman, 1993; Blackwood & Eisenman, 1991). Les protéines HLH 

sans domaine basique appartiennent à la classe V (Benezra et al., 1990). Ce sont des régulateurs 

négatifs des bHLH de classe I et II. La protéine Id (DNA-binding protein inhibitor ID) appartient à 

cette classe de par l’absence de domaine basique (Benezra et al., 1990). Les protéines HLH de la 

classe VI sont définies par une proline caractéristique au niveau de leur domaine basique. La protéine 

de drosophile hairy appartient par exemple à cette classe VI (Rushlow et al., 1989). La dernière classe 

VII regroupe des protéines avec un domaine bHLH-PAS avec, par exemple, le récepteur aux 

hydrocarbures aromatiques (AHR) ou encore HIF-1α (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) (Figure 

28B)(Crews, 1998). 

Les protéines bHLH ont la capacité de se dimeriser via les hélices α-amphipatiques du domaine 

HLH afin d’exercer leur activité transcriptionnelle. La nature des complexes formés dépend des 

concentrations relatives des différents partenaires et de leurs affinités réciproques. Les protéines de la 

classe II ne sont pas stables sous forme homodimèrique et forment préférentiellement des 

héterodimères en s’associant avec des protéines de la classe I autrement nommées protéines E 

(Connerney et al., 2006; Vinals et al., 2004; Vinals & Ventura, 2004). Les protéines de la classe V 

Figure 28 : classification structurelle des protéines bHLH. 

A: Alignement des séquences bHLH (Muscle Software). B: Classification des protéines bHLH 

(D’après Murre and al., 1994) (Murre et al., 1994).  
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vont se dimeriser préférentiellement avec des protéines E afin de modifier l’équilibre des 

héterodimères associant les protéines de la classe I et de la classe II (Connerney et al., 2006; Massari 

& Murre, 2000). Au-delà des protéines Id, des régulations post-traductionnelles semblent modifier la 

balance homodimère/héterodimère et donc guider la formation de certains complexes, critique pour la 

fonction biologique (Figure 29A)(B. A. Firulli et al., 2005; Vichalkovski, Gresko, Hess, Restuccia, & 

Hemmings, 2010). Ainsi, selon l’environnement, certains dimères se formeront préférentiellement et 

auront, par conséquence, des fonctions spécifiques transcriptionnelles activatrices ou répressives au 

niveau de gènes cibles qui leur sont propres (Barnes & Firulli, 2009; Chen & Behringer, 1995). 

La dimérisation des facteurs de transcription de la famille des bHLH est un prérequis pour la 

fixation de ces dimères à des éléments de réponse nommés E-box de l’ADN, via leur domaine basique 

(Figure 29B) (De Masi et al., 2011; B. A. Firulli, Redick, Conway, & Firulli, 2007; Massari & Murre, 

2000). Les séquences E-box sont des séquences hexanucléotidiques palindromiques ou semi-

palindromiques, de type 5’-CANNTG-3’, constituées de 4 bases externes consensus et de deux bases 

centrales variables (Figure 29C et D). Les dimères permettront ainsi l’activation ou la répression de la 

transcription de gènes cibles spécifiques (Barnes & Firulli, 2009; Chen & Behringer, 1995). Cette 

caractéristique de liaison à l’ADN a permis la mise en place d’une de classification des protéines 

bHLH en six groupes phylogénétiques de A à F selon les séquences E-box auxquelles ces protéines se 

fixent (Atchley & Fitch, 1997; S. Jones, 2004; Ledent, Paquet, & Vervoort, 2002). Lorsqu’un dimère 

lie une séquence E-box, chaque monomère lie un « demi-site 5’-CAN-3’» avec une certaine affinité 

(Figure 29D). Ainsi chaque dimère aura une affinité différente pour les E-box selon la nature des 

monomères qui les constituent.  
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Figure 29 : deux domaines clefs des facteurs de transcription bHLH. 

A: Dimérisation via le domaine hélice-boucle-hélice (HLH) et balance homodimère (gris) / 

héterodimère (gris et vert) selon le contexte cellulaire (niveau d’expression des facteurs bHLH et

modifications post-traductionnelles). B: Liaison à l’ADN des dimères bHLH via leur domaine basique 

(cylindre gris et vert) suite à la dimérisation via les domaines HLH. C: Exemple de liaison d’un 

homodimère sur une séquence E-box avec deux bases centrales variables (magenta) et quatre bases 

externes variables (vert). D: Exemple de liaison d’un héterodimère sur deux demi sites « CAN » 

respectivement orange et rose pour bHLH1 et bHLH2.  
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1.2 TWIST, facteur de transcription bHLH 

1.2.1 Du gène à la protéine 

En général tous les gènes TWIST ont une organisation génomique conservée (Gitelman, 2007). 

Les gènes TWIST sont constitués de deux exons. Le premier exon contient l’intégralité de la région 

codante flanquée par la région 5’UTR et une petite partie, de 35 paires de bases, de la région 3’UTR. 

Le reste de la région 3’UTR se situe dans le second exon (Gitelman, 2007). Entre ces deux exons, il y 

a un intron central de taille variable selon les espèces. La taille varie entre 400 paires et 600 paires de 

base pour le gène TWIST1 alors qu’il est 5 à 150 fois plus long pour le gène TWIST2(Gitelman, 2007; 

M. S. Lee, Lowe, Flanagan, Kuchler, & Glackin, 2000). 

La protéine TWIST1 humaine est codée par un gène TWIST humain localisé sur le bras court du 

chromosome 7 (7p21.1 pour ensembl et 7p21.2 pour NCBI gene ; références des séquences via NCBI : 

NM_000474.3 et NP_000465.1)(Bourgeois, Stoetzel, Bolcato-Bellemin, Mattei, & Perrin-Schmitt, 

1996). Le premier exon de ce gène est composé de 609 paires de bases chez l’homme et contient 

l’intégralité de la séquence codante de la protéine TWIST1 de 202 acides aminés pour environ 21 kDa. 

Il s’en suit une partie non traduite de 45 paires de bases, un intron de 536 paires de bases, et un second 

exon non traduit. 

La protéine TWIST2 humaine est codée par un gène localisé sur le bras long du chromosome 2 

(2q37.3 ; références des séquences via NCBI : NM_001271893.3 et NP_001258822.1)(Perrin-Schmitt, 

Bolcato-Bellemin, Bourgeois, Stoetzel, & Danse, 1997). L’organisation de ce dernier est un peu 

différente puisque le gène TWIST2 humain est une exception qui comporte 4 exons et 3 introns. Le 

premier exon de 650 paires de base contient l’intégralité de la séquence codante de la protéine 

TWIST2 de 160 acides aminés pour environ 18 kDa (M. S. Lee et al., 2000). Les 3 derniers exons, de 

263, 474 et 699 paires de bases respectivement, peuvent chacun être utilisés comme deuxième exon. 

Ainsi, il existe trois transcrits de cette protéine qui sont différents au niveau de la région 3’UTR 

(Gitelman, 2007). Les 3 introns sont constitués respectivement de 18 021, 18 782 et 16 483 paires de 

bases. 

1.2.2 TWIST1 au cours de l’évolution 

Les protéines TWIST1 et TWIST2 sont des protéines structurellement conservées au cours de 

l’évolution (Germanguz, Lev, Waisman, Kim, & Gitelman, 2007). Nous allons nous focaliser sur 

TWIST1 dans cette partie puisque les séquences de cette protéine sont déterminées pour un plus grand 

nombre d’espèces que ne le sont celles de TWIST2. Les protéines TWIST1 présentent un taux 

d’identité de séquence supérieur à 40% si on considère la totalité des séquences des protéines TWIST1 

de différentes espèces. Les structures des domaines bHLH sont extrêmement bien conservées au cours 
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de l’évolution puisque ces domaines caractéristiques des facteurs de transcription de la famille des 

bHLH présentent un taux d’identité de séquence entre 80 et 100% (Figure 30) (Castanon & Baylies, 

2002; Thisse, el Messal, & Perrin-Schmitt, 1987).  

1.2.3 Structure des protéines TWIST1 et TWIST2  

Elles sont constituées d’un domaine HLH de dimérisation strictement identique (en position 

121-164 pour TWIST1 et en position 79-122 pour TWIST2) qui permet à ces protéines TWIST de se 

dimeriser avec un second facteur HLH. L’importance de ce domaine fonctionnel a été mise en 

évidence suite à la découverte de mutations ponctuelles localisées au niveau de ce domaine bHLH et 

associées au syndrome de Saethre-Chotzen qui se caractérise par une craniosténose et une 

malformation des membres (el Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997). Nous reviendrons sur les 

caractéristiques de cette maladie génétique ultérieurement. Ces protéines sont également constituées 

d’un domaine basique de liaison à l’ADN (en position 109-120 pour TWIST1 et en position 67-78 

pour TWIST2). Le taux d’identité de séquence entre le domaine basique de TWIST1 et celui de 

TWIST2 est de 83,33%. La dimérisation de deux facteurs de transcription bHLH, via le domaine 

HLH, crée un domaine de liaison à l’ADN en rapprochant les domaines basiques des deux facteurs 

bHLH dimérisés permettant ainsi aux dimères de se lier spécifiquement à des séquences 

hexanucléotidiques de type 5’-CANNTG-3’, dénommées E-box, présentes aux niveaux des 

promoteurs de gènes cibles des facteurs de transcription. La variabilité observée au niveau de ce 

domaine basique explique que l’activité transcriptionnelle induite par TWIST1 est différente de celle 

induite par TWIST2 (Figure 31C).  

Outre ces deux domaines caractéristiques des bHLH, les protéines TWIST possèdent, au niveau 

de leur région N-terminale (Amino-terminale), deux séquences signal identiques de localisation 

   

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

Figure 30 : alignement de protéines TWIST1 issues de différentes espèces avec Clustal Omega
(Sievers & Higgins, 2014). 
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nucléaire (Singh & Gramolini, 2009). Ces deux séquences, riches en arginine et en lysine chargés très 

positivement, permettent de réguler le transport des protéines dans le noyau via la reconnaissance de 

ces séquences par des protéines réceptrices d’import nucléaire (Dingwall & Laskey, 1991). La 

première de ces deux séquences RKRR est située en position 37-40 pour TWIST1 et 31-34 pour 

TWIST2. La seconde KRGKK est située en position 73-77 pour TWIST1 et en position 49-53 pour 

TWIST2. De plus, elles sont constituées d’un domaine WR identique au niveau de leur extrémité C-

terminale, domaine d’interaction protéique autrement nommé domaine Twist en position 183-202 pour 

TWIST1 et en position 141-160 pour TWIST2 (Puisieux et al., 2006; Singh & Gramolini, 2009). Une 

mutation faux sens F187L au niveau du domaine WR de la protéine TWIST1 humaine est suffisante 

pour induire le syndrome de Saethre-Chotzen ce qui montre l’importance fonctionnelle de ce domaine 

(Figure 28)(Gripp, Zackai, & Stolle, 2000; Kress et al., 2006). En revanche, contrairement à TWIST2, 

TWIST1 possède un domaine NSEEE en position 19-23 et un domaine riche en glycine en position 

47-98, au niveau de son extrémité N-terminale (Puisieux et al., 2006; Singh & Gramolini, 2009). Afin 

d’étudier la fonction du domaine riche en glycine de TWIST1, différentes insertions ou délétions au 

niveau de ce domaine, associées au Syndrome de Saethre-Chotzen, ont été étudiées (Elanko et al., 

2001; Funato et al., 2005). Ces études ont montré que ces mutations n’étaient pas les plus pathogènes : 

elles ne conduisent pas forcément au syndrome de Saethre-Chotzen puisqu’en effet elles sont été 

retrouvées chez les parents de sujets atteints, n’étant eux-mêmes pas touchés par ce syndrome (Elanko 

et al., 2001). D’autre part, les variations de la longueur de ce domaine riche en glycine ne semble pas 

avoir d’impact sur la fonction de la protéine TWIST1 (Funato et al., 2005). Ceci met en évidence la 

flexibilité de ce domaine qui, de part ces propriétés, est moins sujet aux contraintes imposées par les 

mutations (Figure 31)(Elanko et al., 2001; Funato et al., 2005). 
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1.2.3.1 TWIST1 selon la classification de Murre  

Selon la classification la plus fréquente qui tient compte de la distribution tissulaire, des 

capacités de dimérisation et des capacités de liaison à l’ADN, TWIST1 appartient à la classe II 

(Massari & Murre, 2000; Murre et al., 1994). Cette classe regroupe des protéines qui ont une 

expression tissue spécifique. TWIST1 s’exprime dans les tissus dérivés du mésoderme et 

préférentiellement dans les cellules progénitrices telles que les ostéoblastes et les myocytes (Bialek et 

al., 2004; Hebrok, Wertz, & Fuchtbauer, 1994; Pettersson et al., 2011; Spicer, Rhee, Cheung, & 

Lassar, 1996). TWIST1 est également exprimé au niveau des tissus adipeux blancs et bruns (Pan, 

Fujimoto, Lopes, & Wang, 2009; Pettersson et al., 2010). D’un point de vue pathologique, TWIST1 

est surexprimée dans de nombreux cancers humains et dans de nombreuses lignées cellulaires 

cancéreuses (Ansieau et al., 2008; J. Yang et al., 2004). D’autre part, les protéines TWIST1, sont 

capables de former des homodimères TWIST1/TWIST1 mais forment préférentiellement des 

héterodimères avec des protéines E comme par exemple TWIST1/E12 ou TWIST1/E47 (Connerney et 

al., 2006; De Masi et al., 2011; Murre et al., 1994).  

Figure 31: structure des protéines TWIST1 et TWIST2. 

A: Alignement des séquences TWIST1 (Q15672) et TWIST2 (Q8WVJ9) avec Clustal Omega (Sievers

& Higgins, 2014) B: Schématisation des domaines de structures de TWIST1 et TWIST2 (D’après

Puisieux and al ., 2006) (Puisieux, Valsesia-Wittmann, & Ansieau, 2006) C: Taux d’identité de

séquence entre les domaines de structures de TWIST1 et de TWIST2 (Clustal Omega ; (Sievers & 

Higgins, 2014)). 
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1.2.3.2 TWIST1 selon la classification de Jones  

TWIST1, via son domaine basique, pourra lier sous forme dimérique, des séquences E-box 

hexanucléotidiques palindromiques ou semi-palindromiques de type 5’-CANNTG-3’ (S. Jones, 2004). 

La classification de Jones est basée sur cette caractéristique de liaison à l’ADN. TWIST1 appartient 

ainsi à la classe A liant les E-box CAGCTG ou CACCTG. Certains acides aminés des domaines 

basiques et HLH semblent jouer un rôle clef dans la liaison de ces dimères à l’ADN. De Masi a montré 

que la Thréonine en position 121 est important dans la reconnaissance des demi-sites de l’E-box (De 

Masi et al., 2011). D’autre part, les résidus d’Arginine 118, de Sérine 144 et de Lysine 145 jouent un 

rôle clef dans la liaison des dimères de TWIST1 à l’ADN (Bouard et al., 2014). Ainsi le choix du 

partenaire de dimérisation, dépendant du contexte cellulaire, influence, de par sa composition en 

acides-aminés et ainsi sa structure, la réponse cellulaire puisqu’il impacte directement l’affinité de la 

liaison des dimères bHLH à l’ADN (Bouard et al., 2014; De Masi et al., 2011). 

1.2.4 Partenaires de dimérisation de TWIST1 via son domaine HLH 

Le choix du partenaire de dimérisation conduit à une diversité des réponses cellulaires et est un 

point de régulation cellulaire majeur (Castanon, Von Stetina, Kass, & Baylies, 2001; N. Jones, 1990; 

Kadesch, 1993). En effet, les homodimères ou les héterodimères, selon la nature des monomères qui 

les constituent, n’auront pas la même affinité de liaison à l’ADN ni les mêmes cibles biologiques. Les 

deux types de complexes homodimèriques ou héterodimériques de TWIST1 possèdent des fonctions 

distinctes voire antagonistes au cours du développement notamment au cours de la myogenèse de la 

Drosophile (Castanon et al., 2001) ou lors du développement des membres et des structures crânio-

faciales chez la souris (Connerney et al., 2006; Spicer et al., 1996). 

Il a été montré chez la drosophile que l’expression de l’homodimère ne permettait pas de 

compenser les altérations phénotypiques induites par une délétion complète du gène twi (analogue du 

gène TWIST1 humain) (Castanon et al., 2001; Spicer et al., 1996). Ceci implique donc l’existence 

d’autres complexes fonctionnels de TWIST1 de type hétérodimérique. Les protéines bHLH de la 

classe II, à laquelle TWIST1 appartient, forment préférentiellement des héterodimères qui, selon leur 

nature, peuvent avoir des fonctions antagonistes (Castanon et al., 2001; Connerney et al., 2008; 

Connerney et al., 2006; De Masi et al., 2011; B. A. Firulli et al., 2005; Murre et al., 1994). TWIST1 

est capable de former des héterodimères avec les facteurs de transcription bHLH de la classe I que sont 

les protéines dites E2A : E12 et E47 (El Ghouzzi et al., 2000; Gajula et al., 2015; Spicer et al., 1996). 

Ces deux protéines sont issues de l’épissage alternative du même gène nommé TCF3 (Funato et al., 

2005). Des expériences de FRET montrent en effet que TWIST1 peut former des homodimères 

TWIST1/TWIST1 et des héterodimères en s’associant avec E47 mais également en s’associant avec 

HAND2, une autre protéine de classe II (Castanon et al., 2001; B. A. Firulli et al., 2005; Murre, 
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McCaw, & Baltimore, 1989). L’héterodimère TWIST1/E12 semble être la forme pro-métastatique de 

TWIST1 dans le cancer de la prostate (Gajula et al., 2015).  

L’état de phosphorylation de la protéine TWIST1 permettrait de réguler la balance 

homodimère/héterodimère en modifiant son affinité pour son partenaire de dimérisation. Des 

mutations mimant un état phosphorylé de TWIST1 (T121D et S123D) favoriseraient la formation de 

l’héterodimère TWIST1/HAND2 au profit de l’homodimère TWIST1/TWIST1. A l’inverse, des 

mutations mimant un état dé-phosphorylé de TWIST1 (T121A et S123A) favoriseraient la formation 

de l’homodimère de TWIST1 (B. A. Firulli et al., 2005). De plus, les mutations de TWIST1 à 

proximité des résidus T121 et S123, associées au syndrome de Saethre-Chotzen, impacteraient d’une 

part la phosphorylation des résidus 121 et 123 par la Protéine Kinase A (PKA), comme nous le 

reverrons dans la partie du syndrome de Saethre-Chotzen, mais impacteraient également la 

dimérisation de TWIST1 avec MYOD1 (B. A. Firulli et al., 2005; Hamamori, Wu, Sartorelli, & 

Kedes, 1997). Ce qui confirme en effet que l’interaction de TWIST1, avec ces différents partenaires, 

peut être régulée par la phosphorylation notamment pour sa dimérisation avec MYOD1.  

D’autre part des mutations faux sens au niveau des hélices du domaine bHLH rapportées dans le 

syndrome de Saethre-Chotzen abolissent la formation des dimères de TWIST1 contrairement aux 

insertions/délétions ou mutations faux sens localisées au niveau des boucles du domaine bHLH (El 

Ghouzzi et al., 2000).  

Toutefois, l’équilibre entre ces deux formes dimériques, homo et hétérodimérique, semble 

dépendre également du niveau de la protéine HLH inhibitrice Id appartenant à la classe V qui va se 

dimeriser préférentiellement avec des protéines E (Connerney et al., 2006; Massari & Murre, 2000). 

Ces protéines Id sont exprimées au niveau des fronts ostéogéniques et sont donc en compétition avec 

TWIST1 pour la dimérisation avec les protéines E (Connerney et al., 2006). Au niveau des fronts 

ostéogéniques, la protéine Id s’associe avec E12, alors, TWIST1 est majoritairement présent sous 

forme homodimèrique. A ce même niveau l’expression, des gènes FGFR2 (Fibroblast Growth Factor 

Receptor 2) et périostine, régulée par l’homodimère de TWIST1, est retrouvée de manières cohérentes. 

A l’inverse, la forme hétérodimérique TWIST1/E12 est exprimée au milieu des sutures du crâne, 

puisque la protéine Id est absente, où se retrouve exprimé le gène codant la TSP-1 régulé par cet 

héterodimère (Connerney et al., 2006). 
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Ainsi l’expression relative des partenaires, la modification post-traductionnelle de résidus clefs 

de la protéine TWIST1 et la présence de protéines HLH Id permettent la régulation de la balance entre 

homodimères et héterodimères (Figure 32) (Connerney et al., 2008; Connerney et al., 2006; B. A. 

Firulli et al., 2005).

1.2.5 Les E-box reconnues par TWIST1 

Le domaine de liaison à l’ADN, formé suite au rapprochement des domaines basiques des deux 

monomères d’un dimère, permet au dimère bHLH de se lier à l’ADN en deux temps (Castanon & 

Baylies, 2002; Ephrussi, Church, Tonegawa, & Gilbert, 1985; Sauve, Naud, & Lavigne, 2007). Dans 

un premier temps, les hélices α amphipatiques des monomères ne seront que partiellement stabilisées 

de sorte à pouvoir scanner l’ADN. Dans un second temps, lorsque le dimère reconnaitra une séquence 

E-box spécifique, alors les hélices α amphipatiques des monomères subiront un réarrangement 

conformationnel induit par l’ADN ce qui permettra donc la stabilisation du dimère sur la séquence E-

box reconnue (Sauve et al., 2007). En revanche lorsque le dimère reconnaitra une séquence E-box qui 

n’est pas spécifique, alors, les hélices α amphipatiques des monomères resteront dans un état 

conformationnel instable de sorte à ce que le dimère continue sa fonction de « scanning » (Sauve et al., 

2007). De plus la dimérisation et la localisation nucléaire semblent être des prérequis à l’activité 

transcriptionnelle du facteur de transcription TWIST1 (Figure 33)(El Ghouzzi et al., 2000; Schwoebel 

& Moore, 2000).  

Figure 32: balance entre homodimère et héterodimère de TWIST1. 
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De manière générale ces E-box, séquences hexanucléotidiques, sont constituées de quatre bases 

externes dites consensus et de deux bases centrales qui sont dites variables. L’affinité de liaison des 

dimères à l’ADN varie selon les acides aminés des domaines basiques des dimères et selon la nature 

des bases qui composent les E-box (Figure 34). Ces différences d’affinité permettent de moduler les 

fonctions de transactivation induites par ces facteurs de transcriptions (De Masi et al., 2011; Fong et 

al., 2012; Grove et al., 2009). Une autre approche montre que chacun des deux monomères constituant 

un dimère lie un demi site de l’E-box constitué de 3 nucléotides 5’-CAN-3’ (De Masi et al., 2011). 

Dans ce cas, c’est la troisième base du demi-site qui régit la spécificité de liaison car elle est variable.

Les travaux de De Masi ont montré que TWIST1 était une des deux protéines ayant un demi site 

unique de liaison à l’ADN défini 5’-CAT-3’ (De Masi et al., 2011). Lors de la liaison d’un 

héterodimère à une séquence non palindromique, la présence d’un demi-site de haute affinité pour un 

des deux monomères pourrait constituer une base solide de liaison du dimère à l’ADN et permettre 

ainsi à l'autre monomère bHLH de tolérer une liaison de plus faible affinité pour le second demi-site 

(De Masi et al., 2011). Ainsi il existe une grande variabilité de liaison des dimères de TWIST1 aux E-

box selon le contexte cellulaire. En effet, la classification de Jones montre que TWIST1 lie les 

séquences E-box 5’-CAGCTG-3’ ou 5’-CACCTG-3’ (S. Jones, 2004). Les membres de la famille 

TWIST lie préférentiellement 5’-CATATG-3’ aussi bien in vitro qu’in vivo (Castanon & Baylies, 

2002; Ozdemir et al., 2011). Si on s’intéresse plus particulièrement à l’héterodimère TWIST1/E12, les 

demi-sites de liaisons décrits pour TWIST1 et E12 sont respectivement 5’-CAT-3’ et 5’-CAT-3’ ou 

5’-CAC-3’ ou 5’-CAG-3’ (De Masi et al., 2011). Ainsi TWIST1 lierait, sous forme hétérodimérique 

TWIST1/E12-E47, la séquence palindromique 5’-CATATG-3’ ou les séquences non palindromiques 

5’-CATCTG-3’ and 5’-CATGTG-3’ (Figure 34)(De Masi et al., 2011). 

Figure 33 : dimérisation de TWIST1 est un prérequis à son activité transcriptionnelle. 
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Selon Jones 
(S. Jones, 2004) 
(M. H. Yang et al., 2010) 

Selon Castanon 
(Castanon & Baylies, 2002) 
(Ozdemir et al., 2011) 
(B. A. Firulli et al., 2007)  
(De Masi et al., 2011) 

Selon De Masi sous forme 
hétérodimérique 

TWIST1/E2A 
(De Masi et al., 2011) 
(B. A. Firulli et al., 2007) 

CAGCTG / CACCTG CATATG CATATG / CATCTG 

Figure 34 : principales E-box décrites pour TWIST1. 

Une étude récente montre que la régulation des fonctions de transactivation induites par 

l’héterodimère TWIST1/E47 se ferait par l’intermédiaire d’une organisation tétramérique permise par 

le rapprochement des domaines WR de deux protéines TWIST1. Ainsi ces doubles complexes ne 

lieraient non plus une mais deux E-box consécutives. Ceci augmente les contraintes de reconnaissance 

et ainsi augmente la spécificité et la stabilité de liaison des tétramères à l’ADN (Chang et al., 2015). 

1.2.6 Autres domaines de liaison de TWIST1 

BioGRID référence plus de 60 interactions pour la protéine TWIST1 (BioGRID). Parmi ces 

interactions, il y a celles qui impliquent le domaine bHLH que nous avons vues précédemment. Mais 

la protéine TWIST1 contient également d’autres régions capables de se lier à des protéines. Les 

partenaires sont nombreux impliquant une grande variabilité de la fonction de TWIST1. Nous allons 

voir ensemble quelques-unes des interactions de TWIST1 décrites dans la littérature (Figure 35). La 

majorité de ces interactions ont été découvertes par des approches de type western blot ou par des 

méthodes de spectrométrie de masse, de double-hybrides ou encore via la reconstitution de complexes 

in vitro.  

Des études ont montré que TWIST1 était capable d'inhiber la liaison de P53 à l'ADN via une 

liaison directe de la partie N-terminale ou de la partie C-terminale de TWIST1 (entre les résidus 1 et 

50 ou entre les résidus 175 et 199 de TWIST1) avec P53 (Maestro et al., 1999; Piccinin et al., 2012; 

Shiota et al., 2008). Ainsi, l’interaction de la partie N-terminale de TWIST1 (1-50) avec le domaine de 

liaison à l’ADN de P53 (161-223) inhiberait l’apoptose induite par ce dernier en impactant l’induction 

des gènes cibles de P53 en réponse à des dommages de l’ADN et inhiberait également la répression du 

promoteur YB-1 dépendante de TWIST1 (Shiota et al., 2008). D’autre part, l’interaction du domaine 

C-terminal TWIST-box de TWIST1 (175-199) avec le domaine de régulation de la protéine P53 

impacterait les modifications post-traductionnelles de P53 et faciliterait ainsi sa dégradation médiée 

par la protéine MDM2 (Double Minute 2 protein) (Piccinin et al., 2012). Les études de Shiota et de 

Puccini se contredisent sur le domaine de TWIST1 impliqué dans l’inhibition de P53 (Piccinin et al., 

2012; Shiota et al., 2008). Toutefois, les études de Stanisopoulos confirment les données de Shiota. En 

effet, l’interaction de TWIST1 et P53 semble pouvoir être modulée partiellement par la protéine 

HOXA5 (Stasinopoulos et al., 2005). Les résidus de 1 à 50 de TWIST1 semblent permettre la liaison 
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directe à la protéine HOXA5, impliquée dans la tumorigenèse mammaire, via ses résidus de 81 à 105 

(Figure 35) (Stasinopoulos et al., 2005).  

D’autre part, TWIST1 est capable de moduler l’activité de deux Histones Acetyl-Transférases 

(HAT) indépendantes via une interaction directe. Les HAT sont des enzymes impliquées dans la 

régulation épigénétique de l’expression des gènes. La première HAT concernée est p300 qui joue un 

rôle à la fois au niveau de la chromatine et à la fois au niveau des HAT elles-mêmes (Delvecchio, 

Gaucher, Aguilar-Gurrieri, Ortega, & Panne, 2013). Hamamori et son équipe ont montré que p300 

interagissait avec les résidus de TWIST1 compris entre les deux domaines NLS (Nuclear Localization 

Signal) localisés entre les acides aminés 30 et 80 (Hamamori et al., 1999). La seconde HAT concernée 

est la p300/CBP-Associated Factor (pCAF) qui appartient à la famille des HAT nucléaire 

GCN5/pCAF (GCN5 related N-acetyltransferases). En 1999, les travaux de Hammamori ont montré 

que cette HAT interagissait directement avec TWIST1 notamment avec les acides aminées 1 et 111 

(Figure 35) (Hamamori et al., 1999).  

TWIST1 interagit également avec plusieurs composants du complexe Mi2β/NuRD (NUcleosome 

Remodeling and Deacetylase). Ce complexe joue de nombreuses fonctions notamment dans la 

répression des gènes de nombreux processus physiologiques comme l’initiation et la progression 

tumorale (Fu et al., 2011). TWIST1 semble lier MTA2 (MeTastasis Associated 1 family member 2), 

RbAp46 (Retinoblastoma-binding protein p46), Mi2β (Mi-2 autoantigen 218 kDa protein) and 

HDAC2 (Histone DeACetylase 2). La région N-terminale de TWIST1, comprend les acides aminés de 

1 à 112 lie Mi2β alors que la région C-terminale de TWIST1, comprend les acides aminés de 110 à 

202 lie RbAp46 (Fu et al., 2011). La protéine MTA2, via son domaine C-terminal (principalement les 

acides aminés compris entre 308 et 436 de ce domaine, puis, dans une moindre mesure les acides 

aminés de 434 à 561 et les acides aminés de 563 à 668) se lie à TWIST1 aussi bien au niveau de sa 

partie N et C-Terminale (Fu et al., 2011). De plus la partie C-terminale de MTA2 interagit également 

avec RbAp46 et HDAC2 (Fu et al., 2011). Contrairement aux interactions directes de TWIST1 et de 

MTA2, de TWIST1 et de RbAp46 ainsi que TWIST1 et de Mi2β, l’interaction de HDAC2 avec 

TWIST1 semble toutefois indirecte et se fait par l’intermédiaire du domaine C-terminal de MTA2 

(Figure 35) (Fu et al., 2011). 

TWIST1 joue un rôle au niveau de la différenciation ostéoblastique via son interaction directe 

avec RUNX2 appartenant à la famille des facteurs de transcription RUNX. TWIST1 interagit avec 

RUNX2 via sa séquence d’acides aminés comprise entre 183 et 202, qui n’est autre que le domaine 

WR autrement nommé TWIST box (Figure 35) (Bialek et al., 2004).D’autre part, TWIST est capable 

de réguler la voie de signalisation des cytokines (Sosic, Richardson, Yu, Ornitz, & Olson, 2003). En 

effet, le domaine WR de TWIST1, permettrait à TWIST1 d’interagir directement avec NF-kB (Nucear 

Factor kappa B) et influencerait ainsi l’expression de l’interleukine 8 (Figure 35) (S. Li et al., 2012).  
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Le domaine N-terminal de TWIST1 comprenant les acides aminés situés entre 1 et 30, est 

également impliqué dans une autre interaction directe avec la protéine PGC-1α (Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha PPARGC1A) (Pan et al., 2009). Cette 

dernière est un co-activateur transcriptionnel qui joue un rôle clef de régulateur dans la thermogenèse 

de la graisse brune (Figure 35) (Pan et al., 2009). 

1.3 Pathologies associées aux mutations des protéines TWIST 

Certaines mutations des gènes TWIST humains conduisent à une altération de l’expression et/ou 

de la fonction protéique. L’haplo-insuffisance de TWIST1 est associée à une perte fonctionnelle de la 

protéine TWIST1 caractéristique du syndrome de Saethre-Chotzen (SCS). Cette pathologie est 

caractérisée par une craniosténose et une malformation des membres, phénotype retrouvé chez des 

souris hétérozygotes Twist1+/-(Ansieau, Morel, Hinkal, Bastid, & Puisieux, 2010; A. B. Firulli & 

Conway, 2008). Autrefois le syndrome de Robinow-Sorauf était un syndrome bien à part, mais les 

études de Cai en 2003 l’ont associé au syndrome de Saethre-Chotzen (Cai, Shoo, Sorauf, & Jabs, 

2003; Robinow & Sorauf, 1975). Il a également été décrit qu’une trisomie au niveau du gène TWIST1 

conduisait à de multiples anomalies dont une encéphalocèle (crâne bifidum) (Stankiewicz et al., 2001). 

Figure 35 : domaines d’interactions de TWIST1 avec ces partenaires. 
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1.3.1 Pathologie associée aux mutations de TWIST1 : Le syndrome de Saethre-Chotzen 

Les craniosténoses sont des anomalies très fréquentes de l’ossification du crane dont l’incidence 

à la naissance concerne 1 nouveau-né sur 3000. Nous nous intéresserons dans cette partie, uniquement 

à une craniosténose autosomique dominante qui correspond au syndrome de Saethre-Chotzen mis en 

évidence dès 1931 par le neuropsychiatre norvégien H. Saethre et le pédiatre allemand F. Chotzen 

(Chotzen, 1932; Saethre, 1931). Ce syndrome est caractérisé par une fusion prématurée d’une ou 

plusieurs sutures crâniennes. Il entraine une déformation du crâne et parfois une hypertension 

intracrânienne chronique, ainsi que des anomalies des membres (el Ghouzzi et al., 1997; Howard et 

al., 1997). Une haplo insuffisance du gène TWIST1, situé sur le chromosome 7p21.2 chez l’Homme, 

conduit à ce syndrome dont l'incidence à la naissance est estimée à 1/25 000 à 1/50 000 nouveau-nés. 

1.3.1.1 Les signes cliniques et traitements 

Les phénotypes associés à ce syndrome peuvent être plus ou moins marqués. L’intelligence des 

patients atteints est habituellement normale, bien que ceux ayant de grandes délétions génomiques 

soient plus susceptibles d'avoir des retards de développement. Le diagnostic clinique du SCS est basé 

sur les caractéristiques cliniques suivantes (Figure 36) :  

- Une craniosténose qui correspond à une fusion prématurée d'une ou plusieurs sutures de la 

voûte crânienne (suture coronale). Cette caractéristique clinique est souvent associée à une 

brachycéphalie (morphologie du crâne plus large) et à une acrocéphalie (morphologie du crâne 

en pointe), 

- Une implantation basse des cheveux sur le front, ptosis (chute de la paupière supérieure), 

strabisme, asymétrie faciale (en particulier chez les personnes atteintes synostose coronale 

unilatérale), 

- Un aspect caractéristique de l'oreille (oreille petite et ronde avec une déformation 

caractéristique du pavillon),  

- Des anomalies des membres, y compris une brachydactylie (doigts et orteils anormalement 

courts), une syndactylie partielle (accolement/fusion des deuxième et troisième doigts de la 

main) et une clinodactylie (déviation et chevauchements des doigts et orteils). 
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En ce qui concerne la prise en charge des patients atteints par le syndrome de Saethre-Chotzen, 

il y a une prise en charge chirurgicale qui doit être réalisée dans les meilleurs délais après la naissance. 

Autrefois la prise en charge chirurgicale consistait à éliminer la compression cérébrale alors 

qu’actuellement la prise en charge est à la fois neurochirurgicale et plastique afin de corriger 

également les dysmorphies. 

1.3.1.2 Tests diagnostics 

Le diagnostic de ce SCS est principalement basé sur les résultats cliniques après avoir établi 

un arbre généalogique des deux parents afin de déterminer s’il y a des antécédents médicaux ou des 

maladies génétiques connus. C’est l’invalidation hétérozygote de Twist1 dans un modèle murin, qui a 

mis en évidence un phénotype osseux similaire aux symptômes décrits dans le SCS, en parallèle de la 

localisation du gène TWIST1 qui ont permis d’identifier le gène TWIST1 comme responsable de cette 

maladie (el Ghouzzi et al., 1997; A. B. Firulli & Conway, 2008; Howard et al., 1997). Cependant il est 

important de noter que certains patients présentant des mutations du gène FGFR3, notamment porteurs 

de la mutation Pro250Arg impliquée dans le syndrome de Muenke, ont été assimilés pendant 

longtemps au Syndrome de Saethre-Chotzen, tout comme les patients présentant une mutation du gène 

FGFR2 (Paznekas et al., 1998). Toutefois, Wolfram Kress et son équipe ont montré des 

caractéristiques fonctionnelles différentes de ces phénotypes issus des mutations des gènes FGFR 

permettant de les différentier du SCS (Kress et al., 2006). Parfois, les personnes touchées ont une 

translocation chromosomique impliquant le locus 7p21. Ainsi, les mutations du gène codant pour la 

protéine TWIST1 restent la principale cause du SCS (Kress et al., 2006).  

Figure 36 : signes cliniques associés au Syndrome de Saethre-Chotzen.  

D’après El Ghouzzi and al., 1997(el Ghouzzi et al., 1997) 

A: Dimorphisme facial avec ptosis asymétrique et brachycéphalie. B: brachycéphalie avec front plat,

implantation des cheveux anormalement basse. C: Petite oreille ronde avec forme du pavillon

caractéristique. D: Syndactylie partielle des 2ième et 3ème doigts. 

A B C D 
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1.3.1.3 Les mutations de TWIST1 associées au SCS 

De nombreuses mutations ont été décrites au niveau de la séquence protéique de TWIST1 pour 

les patients atteints de ce syndrome. Nous pouvons retrouver des mutations décrites et associées au 

SCS tout le long du premier exon du gène codant pour la protéine TWIST1 (comprenant les acides 

nucléiques de 1 à 609). Toutefois, nous pouvons noter que plus de 75% des mutations concernent des 

acides nucléiques impliquant des acides aminés localisés au niveau des domaines bHLH. Les 

mutations peuvent être non-sens c’est à dire qui entrainent l’apparition d’un codon stop de manière 

prématurée. C’est le cas, par exemple, de la mutation C368A qui change le codon TCG en TAG et qui 

remplace donc le résidu de sérine en position 123 par un codon stop (el Ghouzzi et al., 1997; Kress et 

al., 2006). Les mutations peuvent également être des mutations faux sens. Dans ce cas la mutation 

ponctuelle du nucléotide au sein d’un codon conduit à un changement de l’acide aminé codé par le 

codon. La mutation G353A induit une mutation faux sens en substituant le résidu d’arginine 118 en 

histidine (Rose, Patel, Reardon, Malcolm, & Winter, 1997). Les mutations associées au SCS peuvent 

également être des insertions ou des duplications, avec ou sans décalage du cadre de lecture, ou 

également des délétions qui entrainent l’apparition prématurée d’un codon terminal, ou qui allongent 

au contraire la protéine (El Ghouzzi et al., 1999; Gripp et al., 2000; Howard et al., 1997). L’insertion 

de sept acides aminés au niveau de la boucle située entre les deux hélices du domaine bHLH, aussi 

bien en position 135 qu’en position 139, a été décrite dans le SCS et déstabilise les complexes de 

TWIST1 mutants sur l’ADN ce qui peut être une explication de la perte de fonction de cette protéine 

(Bouard et al., 2014; el Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997; Rose et al., 1997). D’autre part, 

certaines mutations associées à ce syndrome comme par exemple la mutation faux sens R39G conduit 

à un défaut d’import nucléaire de TWIST1 (Funato et al., 2005; Singh & Gramolini, 2009) 

(Vichalkovski et al., 2010). Contrairement au TWIST1 sauvage, la translocation nucléaire de ce 

mutant nécessite la présence de E12 (Funato et al., 2005). Néanmoins il n’existe pas de corrélation 

entre la nature des mutations et la sévérité des phénotypes associés au SCS qui est caractérisé par une 

perte fonctionnelle de TWIST1. En effet une même mutation, par exemple C309G, peut engendrer une 

expression phénotypique caractéristique du SCS dans une première famille ou engendrer une 

expression phénotypique non syndromique dans une seconde famille (Figure 37) (Kress et al., 2006).  

Ces différentes mutations ont permis de mettre en évidence les zones fonctionnelles de la 

protéine TWIST1 puisque ce syndrome est associé à une perte fonctionnelle de la protéine TWIST1. 

De ce fait Vincent El Ghouzzi et son équipe ont mis en évidence une corrélation entre la nature de la 

mutation, sa position au niveau du domaine bHLH et la mécanistique de perte de fonction de TWIST1 

associée (El Ghouzzi et al., 2000; El Ghouzzi et al., 2001). En effet, les mutations non-sens impactent 

la stabilité de la protéine en favorisant la dégradation des protéines tronquées. Lorsqu’une mutation 

faux sens est localisée au niveau d’une des deux hélices du domaine bHLH ceci impacte la 
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dimérisation de TWIST1 qui est un prérequis pour sa translocation nucléaire et pour sa liaison à 

l’ADN. Et enfin, les mutations concernant des acides aminés du domaine basique ou à la jonction 

entre la boucle et la seconde hélice n’ont pas d’impact sur la dimérisation de TWIST1 avec ces 

partenaires, mais altèrent la fixation des dimères à l’ADN.  

D’autres part, au vu de la localisation de certaines mutations à proximité des sites de 

phosphorylation de TWIST1 au niveau de la première hélice α du domaine bHLH et compte tenu que 

l’état de phosphorylation d’une protéine semble influencer la balance homo/héterodimère et donc 

l’activité de ces facteurs de transcription, l’équipe de Anthony B. Firulli a étudié l’impact de ces 

mutations sur la phosphorylation de TWIST1 (B. A. Firulli et al., 2005). L’étude individuelle de cinq 

mutations R116W, R118H, Q119P, R120A et E117K a mis en évidence une diminution de la 

phosphorylation des résidus T121 et S123 par la PKA en présence des mutations. Ceci démontre que 

les mutations adjacentes aux sites de phosphorylation peuvent influencer la phosphorylation de la 

protéine et donc modifier la balance homo/héterodimère (B. A. Firulli et al., 2005). Ceci peut être pour 

Anthony B. Firulli, une explication de la perte fonctionnelle de TWIST1 associée au syndrome de 

Saethre-Chotzen. En accord avec ces hypothèses, l’altération de la dimérisation de TWIST1 avec la 

protéine HAND2 dans les bourgeons de membres de la souris conduit ainsi une polydactylie, un défaut 

typique du syndrome de Saethre-Chotzen, soulignant de nouveau l’importance des mécanismes de 

régulation post-traductionnelle dans le contrôle de l’activité de la protéine TWIST1 (B. A. Firulli et 

al., 2007).  
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Figure 37: mutations du gène codant pour TWIST1 associées au SCS. 
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1.3.2 Pathologie associée aux mutations de TWIST2 : Le syndrome de Setleis 

Le syndrome de Setleis a été découvert pour la première fois par le pédiatre Américain Howard

Setleis lors de l’étude de cinq enfants d’une famille Portoricaine consanguine (Setleis, Kramer, 

Valcarcel, & Einhorn, 1963). Le mode de transmission de ce syndrome n’est pas clairement établi 

puisqu’il est considéré comme maladie héréditaire autosomique récessive extrêmement rare d’une part 

et comme une maladie héréditaire autosomique dominante d’autre part (OMIM 227260) (Cervantes-

Barragan et al., 2011) (Girisha et al., 2014; McGaughran & Aftimos, 2002; Ward & Moss, 1994). 

1.3.2.1 Les signes cliniques, diagnostics et traitements

Cette maladie est une dysplasie ectodermique faciale de type III qui affecte généralement les 

cheveux, les dents, les ongles et / ou la peau. En effet les patients atteints du syndrome Setleis 

présentent une dysmorphie des traits du visage avec un faciès spécifique dit Léonin, des marques 

bilatérales au niveau des tempes, des traits supplémentaires au visage, des anomalies au niveau des 

cils, des sourcils (absence des glandes Meibonius), du nez (bout du nez en forme de bulbe c’est à dire 

très arrondi) et des lèvres (forme caractéristique en V inversé avec une lèvre supérieure anormalement 

importante, et / ou des lèvres anormalement épaisses ; Figure 38). De plus les patients atteints 

présentent également des manifestations non faciales comme par exemple une hyper- ou hypo-

pigmentation de certaines zones du corps (Girisha et al., 2014; McGaughran & Aftimos, 2002; Tukel 

et al., 2010).  

Figure 38 : signes cliniques associés au syndrome de Setleis. 

D’après Girisha and al. 2014 (Girisha, Bidchol, Sarpangala, & Satyamoorthy, 2014) et Tukel and al.,

2010 (Tukel et al., 2010). 

A et C: Visage léonin avec lésions bitemporales vues de face. B et D: Lésions bitemporales vues de 

profil. E: Plis de peaux associés aux lésions bitemporales. F: Anomalies des cils supérieurs.  

A B C D 

E F 
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Ce syndrome de Setleis est basé sur une évaluation clinique approfondie et est diagnostiqué 

généralement peu après la naissance. En complément, des examens microscopiques de petits 

échantillons de peau ainsi que des tests génétiques peuvent être effectués. Des mutations homozygotes 

de TWIST2 ont été récemment identifiées chez des patients atteints du syndrome de Setleis issus de 

deux familles consanguines indépendantes, alors que les patients de cinq autres familles atteints par ce 

syndrome Setleis ne présentent pas de mutation de TWIST2 (Tukel et al., 2010). De plus il existe des 

similitudes phénotypiques entres les souris Twist2 -/- et les patients atteints par la syndrome de Setleis 

(Tukel et al., 2010). Toutefois, au vu de la majorité des cas n’ayant pas de mutations du gène codant 

pour TWIST2 et compte tenu des doutes persistants sur le mode de transmission de cette maladie, les 

mécanismes moléculaires mis en jeu restent à élucider. 

D’un point de vue thérapeutique, le traitement reste symptomatique. En effet, les anomalies 

visibles sur chacun des individus atteints (nasales, labiales et oculaires) peuvent être corrigées 

chirurgicalement. Toutefois, comme les anomalies faciales ont tendance à diminuer avec l’âge des 

patients dans certains cas, la chirurgie corrective peut éventuellement être retardée. 

1.3.2.2 Les mutations de TWIST2 associées au Syndrome de Setleis 

A ce jour, seules des mutations au niveau du facteur de transcription bHLH TWIST2 semblent 

pouvoir expliquer le syndrome de Setleis. En effet la découverte de mutations non-sens ou encore de 

délétion homozygote d’un seul nucléotide au niveau du gène codant pour la protéine TWIST2 chez des 

personnes atteintes conduisent à l’expression d’une protéine instable et tronquée (Figure 39)(Girisha et 

al., 2014; Tukel et al., 2010). Les études de Tukel ont montré que deux mutations non-sens du gène 

codant la protéine TWIST2 ont été retrouvées chez deux patients atteints du syndrome de Setleis 

(Tukel et al., 2010). La première mutation non-sens concerne un membre d’une famille arabe. Il s’agit 

d’une substitution de l’acide nucléique en position 324 (C324T) qui entraine l’apparition d’un codon 

stop au niveau du résidu 65 (Q65X)(Tukel et al., 2010). La seconde mutation non-sens concerne un 

membre d’une famille portoricaine. Il s’agit d’une substitution de l’acide nucléique en position 486 

(C486T) causant l’apparition d’un codon stop au niveau du résidu 119 (Q119X) (Tukel et al., 2010). 

De plus, un enfant atteint par ce syndrome, né d’un couple consanguin indien, est porteur d'une 

délétion homozygote d’un seul nucléotide en position 91 (91delC) conduisant à une modification du 

cadre de lecture et donc à une modification de la séquence en acide aminé à partir du résidu 31, créant 

un codon stop en position 71 (p.R31GfsX71)(Girisha et al., 2014). Et enfin, dans une famille 

mexicaine, la simple délétion homozygote d’un nucléotide en position 168 (168delC) entraine une 

modification du cadre de lecture et donc une modification de la séquence en acide aminé à partir du 

résidu 57 en créant un codon stop en position 100 et est responsable de ce syndrome (p.SS7AfsX45) 

(Cervantes-Barragan et al., 2011). Au regard des cas atteints, pour lesquels aucune mutation de 



100

TWIST2 n’a été définie, des études complémentaires doivent être menées afin de mieux comprendre 

les mécanismes moléculaires associés à ce syndrome.  

1.4 Incidence des mutations de TWIST1 associées au syndrome de Saethre-
Chotzen sur le développement de cancers. 

Au-delà de ses propriétés embryonnaires, la protéine TWIST1 a des propriétés oncogéniques 

(nous reviendrons sur ce point ultérieurement). Une première étude des années 1983 menée par 

Elisabeth A. McKeen et son équipe a associé le syndrome de Saethre-Chotzen à la survenue de cancers 

en raison d’une diminution des capacités immunitaires des individus concernés (McKeen, Mulvihill, 

Levine, Dean, & Howley, 1984). L’étude concernait une famille de six frères et sœurs, les trois sœurs 

et le père présentaient un phénotype caractéristique du syndrome de Saethre-Chotzen associant 

craniosténose et faciès asymétrique alors que les trois frères ne présentaient pas de signes de 

dysmorphie (McKeen et al., 1984). Une des sœurs a eu un carcinome du nasopharynx à 32 ans, deux 

des frères ont développé la maladie de Hodgkin à 22 et 28 ans et le dernier des frères a eu un 

séminome avec un tératome des testicules à 18 ans. Pour la sœur atteinte du Syndrome de Saethre-

Chotzen et les trois frères sans dysmorphie, l'apparition de malignomes a été associées à un 

dysfonctionnement immunitaire (McKeen et al., 1984). Ainsi le développement de tumeurs pour les 

frères sans dysmorphie serait lié au génotype et non pas au phénotype associé au syndrome de Saethre-

Chotzen (McKeen et al., 1984; Seifert, Kress, Meisel, Henze, & Seeger, 2006). Par la suite, Georg 

Seifer semble avoir constaté, pour une patiente atteinte du syndrome de Saethre-Chotzen, une 

corrélation entre son syndrome et le développement d’un carcinome rénal (Seifert et al., 2006). Une 

autre équipe, l’équipe de Pelle Sahlin en 2007, a montré qu’il existait une corrélation entre le 

syndrome de Saethre-Chotzen et les cancers du sein (Sahlin et al., 2007). En effet, cette étude portant 

sur 15 familles atteintes par le syndrome de Saethre-Chotzen a permis de mettre en évidence que des 

femmes atteintes de ce syndrome, suite à des mutations de TWIST1, avaient un risque plus élevé de 

développer un cancer du sein (Sahlin et al., 2007).  

A l’inverse, les études plus récentes de Paul A. James et son équipe ont montré que le risque de 

développer un cancer du sein n’est en aucun cas augmenté chez les patients avec des mutations de 

TWIST1 associées au SCS (James et al., 2009). L’étude de 89 individus atteints par le SCS a rapporté 

que, parmi ces 89 individus, seuls trois ont développé un cancer. Le premier individu a été 

Figure 39 : mutations de TWIST2 décrites dans le syndrome de Setleis. 
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diagnostiqué pour un cancer de l'estomac à l’âge de 79 ans. Les deux autres ont été diagnostiqués pour 

un cancer de la prostate à l’âge de 65 ans (James et al., 2009). D’autre part, cette étude rapporte que 

les mutations de TWIST1 non associées à un phénotype du SCS ne sont pas non plus corrélées à une 

augmentation du risque de développer un cancer, infirmant ainsi la relation entre le développement de 

tumeurs et le génotype/phénotype associés au SCS avancée par Elisabeth A. McKeen et Georg Seifer 

(James et al., 2009; McKeen et al., 1984; Seifert et al., 2006). De plus, l’étude de Bergman remet 

également en cause les études de Pelle Sahlin menées en 2007 qui montraient que les personnes 

porteuses de mutations de TWIST1 associées au SCS avaient un risque plus élevé de développer un 

cancer du sein (Bergman et al., 2009; Sahlin et al., 2007). En effet, les travaux de Annika Bergman 

montrent que les mutations de TWIST1 associées au SCS sont rares ou absentes dans les cancers du 

sein héréditaires négatifs pour BRCA1/2 (Bergman et al., 2009). 

A ce jour, aucune étude n’a été menée sur l’incidence des mutations de TWIST2 sur le 

développement tumoral. Ceci peut s’expliquer par le très faible taux de mutations de TWIST2 associé 

au syndrome de Setleis. En effet, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ce syndrome ne sont 

que très peu compris.  

1.4.1 Les mutations de TWIST1 et de TWIST2 retrouvées dans les cancers. 

1.4.1.1 Les mutations de TWIST1 retrouvées dans les cancers 

Cent vingt et une études concernant les altérations de TWIST1 dans les cancers ont été 

rapportées sur la base de données cBioPortal (Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 2013; Genomics). Les 

cancers présentant le plus d’altérations de TWIST1 sont le carcinome invasif du sein (17,2% soit 5 cas 

sur 29), l’adénocarcinome de la prostate (9,8% soit 6 cas sur 61) et le carcinome urothélial (8,7% soit 

11 cas sur 127). Cependant il existe différents types d’altérations (Figure 40).  

L’amplification du gène est l’altération génomique le plus fréquente de TWIST1. Les cancers 

présentant le plus fréquemment une amplification de TWIST1 sont le carcinome invasif du sein 

(17,2% soit 5 cas sur 29), l’adénocarcinome de la prostate (8,2% soit 5 cas sur 61) et le carcinome 

urothélial (7,9% soit 10 cas sur 127 ; Figure 40A et B).  

Ensuite il y a des délétions au niveau du gène codant la protéine TWIST1. Les trois principaux 

cancers concernés par une délétion de TWIST1 sont le lymphome diffus à grandes cellules B (2,1% 

soit 1 cas sur 48), le cancer urothélial (2,1% soit 2 cas sur 97) et le carcinome adénoïde kystique (1,7% 

soit 1 cas sur 60 ; Figure 40A et B).  

Puis il y a les mutations, qui sont majoritairement des mutations faux sens et plus rarement des 

mutations non-sens. Celles-ci sont réparties uniformément le long de la séquence protéique de 

TWIST1 et concernent différents domaines : le domaine riche en glycine et la séquence NLS2, le 
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domaine basique, le domaine HLH et enfin le domaine WR (Figure 40A et C). Les principaux types de 

cancers touchés par ce genre d’altération sont l’adénocarcinome pulmonaire (5,9% soit 2 cas sur 34), 

le cancer du poumon à petites cellules (2,7% soit 3 cas sur 110) et enfin l’adénocarcinome 

oesophagien (1,4% soit 2 cas sur 146 ; Figure 40A et B). D’autre part, si nous comparons les 

mutations retrouvées dans les cancers et celles associées au Syndrome de Saethre-Chotzen, nous 

pouvons voir que six d’entre elles concernent des acides aminés communs. Il s’agit des résidus R116, 

R120, P136, A152, E181 et W190. Parmi ces résidus, deux sont importants dans la liaison du domaine 

basique de TWIST1 à l’ADN (R116 et R120). Les deux dernières mutations concernent des acides 

aminés de la partie C-terminale de TWIST1 et pourraient être impliquées dans la conformation du 

facteur de transcription. Notons également que deux mutations R116W et A152V sont associées à la 

fois au syndrome de Saethre-Chotzen et aux cancers, respectivement, de l’estomac et du poumon. Ceci 

montre que certains cancers, en particulier ceux de l’estomac et des poumons, pourraient être associés 

à une perte fonctionnelle de TWIST1. Et enfin, nous terminerons cette partie par un cas particulier qui 

présente de multiples altérations au niveau du gène codant la protéine TWIST1. Il s’agit d’un patient 

atteint d’un carcinome épidermoïde du poumon (0,6% soit 1 cas sur 178). Ce patient est porteur d’une 

amplification du gène codant TWIST1 et d’une mutation faux sens P136H au niveau de la séquence 

protéique codante (Figure 40A). 
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Figure 40: analyse des altérations somatiques de TWIST1 sur cBioPortal. 

D’après les données de cBioPortal (Genomics). 

A: Fréquences des altérations du gène codant la protéine TWIST1 selon le type de cancer. B: Les trois

premiers types de cancers concernés par les différentes altérations possibles. C: Répartition des 

mutations rapportées comme altérations du gène codant la protéine TWIST1. 
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1.4.1.3 Les mutations de TWIST2 retrouvées dans les cancers 

Tout comme pour TWIST1, cent vingt et une études concernant les altérations de TWIST2 dans 

les cancers ont été rapportées sur la base de données cBioPortal (Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 

2013; Genomics). Les cancers présentant le plus d’altérations de TWIST2 sont le cancer du pancréas 

(8,3% soit 9 cas sur 109), le sarcome (6,7% soit 16 cas sur 240), le carcinome cervical à cellules 

squameuses et l'adénocarcinome endo-cervical (4,7% soit 9 cas sur 191). Cependant il existe plusieurs 

types d’altérations du gène codant pour TWIST2 dans les cancers (Figure 41).  

Il y a tout d’abord des délétions du gène TWIST2. En effet, contrairement à TWIST1 pour lequel 

les altérations majoritaires sont des amplifications, dans ce cas ce sont les délétions du gène TWIST2 

qui sont majoritairement associées aux cancers. Ainsi les trois types de cancers les plus concernés par 

ces délétions sont le sarcome (5,4% soit 13 cas sur 240), les gliomes de bas grade (4 ,2% soit 12 cas 

sur 283), le carcinome cervical à cellules squameuses et l'adénocarcinome endo-cervical (3,7% soit 7 

cas sur 191 ; Figure 41A et B). 

Ensuite il y a des amplifications du gène codant pour TWIST2. Celles-ci se retrouvent 

principalement dans le cancer du pancréas (7,3% soit 8 cas sur 109), le carcinome invasif du sein 

(3,4% soit 1 cas sur 29) et enfin le cystadénocarcinome séreux ovarien (2,3% soit 7 cas sur 311 ; 

Figure 41A et B).  

Enfin, il y a les mutations qui sont uniquement des mutations faux sens dans le cas des altérations 

du gène codant la protéine TWIST2. Dans les cancers, les mutations associées à TWIST2 sont 

beaucoup moins nombreuses que celles associées à TWIST1 (6 contre 23 mutations). Ces mutations 

sont retrouvées dans le lymphome diffus à grandes cellules B (2,1% soit 1 cas sur 48), le carcinome 

endométrioïde du corps utérin (1,3% soit 3 cas sur 240), le carcinome cervical à cellules squameuses 

et l'adénocarcinome endo-cervical (0,5% soit 1 cas sur 191 ; Figure 41A et C).  



105

 

  

Figure 41: analyse des altérations somatiques de TWIST2 sur cBioPortal. 

D’après les données de cBioPortal (J. Gao et al., 2013; Genomics). 

A: Fréquences des altérations du gène TWIST2 selon le type de cancer. B: Les trois premiers types de

cancers concernés par les différentes altérations possibles. C: Répartition des mutations rapportées 

comme altérations du gène codant la protéine TWIST2. 
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 TWIST d’un point de vue fonctionnel 2

2.1 Fonction embryonnaire de TWIST de la drosophile aux vertébrés 

2.1.1 TWIST chez la drosophile  

Le gène twist est requis pour de multiples étapes du développement embryonnaire, notamment 

la gastrulation, la formation du mésoderme et la migration des cellules de la crête neurale (Barnes & 

Firulli, 2009; Castanon & Baylies, 2002; Leptin, 1991; Thisse et al., 1987). L’invalidation du gène 

zygotique twist chez la Drosophile conduit à une gastrulation incomplète, une absence de formation du 

mésoderme, une torsion de l’abdomen (d’où la nomenclature de cette protéine TWIST) et à la mort à 

la fin de l’embryogenèse (Grau, Carteret, & Simpson, 1984; Simpson, 1983; Thisse et al., 1987) 

(Leptin, 1991). Le gène twist a été identifié chez la drosophile comme un gène nécessaire à la 

structuration dorso-ventrale au cours de l’embryogenèse (Nüsslein-Volhard, 1984; Simpson, 1983). En 

effet au stade blastula, Twist est initialement exprimée dans les cellules les plus ventrales de l'embryon 

de manière uniforme, sous le contrôle d’un gradient nucléaire de la protéine Dorsal et est nécessaire 

pour l'activation d'un certain nombre de régulateurs spécifiques du mésoderme (Barnes & Firulli, 

2009; Ip, Park, Kosman, Yazdanbakhsh, & Levine, 1992; Leptin, 1991). Le gène twist de la 

Drosophile est également nécessaire à l'activation de snail qui est crucial pour la gastrulation et pour le 

maintien de l'expression de twist (Ip et al., 1992; Leptin, 1991). Toutefois l’implication de twist 

semble aujourd’hui bien plus vaste puisque des études de ChIP ont permis l’identification de plus de 

500 gènes cibles de TWIST incluant des gènes nécessaires au développement du muscle, de la 

prolifération cellulaire, de la morphogenèse et de la migration cellulaire (Sandmann et al., 

2007)(Figure 42). 

2.1.2 TWIST chez les vertébrés 

Chez les vertébrés, il existe deux gènes Twist, Twist-1 et Twist-2 (L. Li, Cserjesi, & Olson, 

1995; Puisieux et al., 2006)(Figure 42). Alors que le gène twist de drosophile est nécessaire à la 

gastrulation et au développement du mésoderme, l’expression de Twist1 chez la souris n’est pas 

détectée tant que la gastrulation n’est pas initiée (Barnes & Firulli, 2009). Au cours de l’embryogenèse 

chez la souris, l’expression de la protéine TWIST1 est détectée dans les somites, dans les bourgeons 

des membres, dans les cellules mésenchymateuses de la tête et dans les arcs branchiaux (Wolf et al., 

1991).  

TWIST1 inhibe le développement musculaire en séquestrant les protéines E qui forment des 

complexes myogéniques en s’associant avec les facteurs de transcription bHLH spécifiques du muscle 

squelettique MYOD1 et en inhibant la transactivation de MEF2 (Myocyte-specific Enhancer Factor 2) 

(Hebrok et al., 1994; Spicer et al., 1996) (Hamamori et al., 1997).  
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Les souris homozygotes Twist1-/- ont une gastrulation normale mais meurent au stade 

embryonnaire E10,5. En effet chez la souris, la protéine TWIST1 joue un rôle dans la différenciation 

spatiale du mésoderme et régule à la fois la formation et le développement des dérivés de la crête 

neurale. Ces souris présentent également des anomalies au niveau des somites, des bourgeons des 

membres et de la suture du tube neural (Chen & Behringer, 1995). D’autre part ces souris montrent la 

présence de cellules apoptotiques au niveau des somites ce qui suggèrent que TWIST1 possède des 

propriétés anti-apoptotique (Chen & Behringer, 1995). Les effets anti-apoptotiques de TWIST1 ont été 

confirmés dans des fibroblastes embryonnaires murins (Maestro et al., 1999). En effet, TWIST1 

bloque la réponse apoptotique dépendante de la voie ARF-p53 (Alternative Reading Frame) induite 

par c-MYC (Maestro et al., 1999). Après la naissance, l’expression de TWIST1 chute rapidement et 

reste confinée à quelques rares précurseurs de tissu d’origine mésodermique chez l’animal (Wolf et al., 

1991).  

Les souris hétérozygotes Twist1+/- ont un phénotype plus modéré et présentent une 

craniosténose et une malformation des membres, un phénotype similaire à celui observé chez les 

patients humains atteints du syndrome de Saethre-Chotzen (Bourgeois et al., 1996; el Ghouzzi et al., 

1997) (Franco, Casasnovas, Rodriguez-Medina, & Cadilla, 2011). D’autre part, la découverte de 

mutations ponctuelles localisées au niveau du domaine bHLH ou juste en amont du domaine WR de 

TWIST1 est également associée au syndrome de Saethre-Chotzen qui se caractérise par une suture 

prématurée des os du crâne et par une malformation des membres (Castanon & Baylies, 2002; el 

Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997). De plus via son domaine WR, TWIST1 interagit avec 

RUNX2 une protéine qui intervient dans la régulation du développement des ostéoblastes (Barnes & 

Firulli, 2009; Seto et al., 2007). 

Au cours du développement, le gène Twist2 présente un profil d’expression tissulaire proche 

mais distinct du gène Twist1, avec une accumulation au niveau du dermatome et des dérivés des arcs 

bronchiaux (d’où son ancien nom Dermo-1)(L. Li et al., 1995). Chez la souris, l’expression de 

TWIST2 augmente progressivement dans les somites et les bourgeons des membres au cours de 

l’embryogenèse. Par la suite elle se limite au perichondrium, c’est à dire au niveau du tissu conjonctif 

qui entoure le cartilage des os en développement. L’expression de TWIST2 augmente progressivement 

dans le derme et persiste jusqu’à la naissance. En revanche, à l’âge adulte, son expression chute 

rapidement puisque TWIST2 n’est détectable qu’en faible quantité dans le derme (L. Li et al., 1995). 

Chez la souris, la délétion hétérozygote du gène Twist2 est viable (Sosic et al., 2003). La perte 

de TWIST2 n’impacte pas le développement embryonnaire mais conduit à la mort des nouveau-nés au 

cours des premiers jours à la suite d’une augmentation de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires (Puisieux et al., 2006; Sosic et al., 2003). Cette augmentation conduit à une cachexie 

sévère induite par une production anormalement élevée de cytokines pro-inflammatoires due à 

l’incapacité de la protéine TWIST2 à réprimer l’activité du facteur de transcription NF-kB (L. Li et al., 
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1995; Sosic & Olson, 2003; Sosic et al., 2003). Ces souris présentent également des lésions 

bitemporales et des anomalies oculaires, un phénotype similaire à celui observé chez les patients 

atteints du syndrome de Setleis caractérisé par des mutations non-sens de TWIST2 (Tukel et al., 

2010). Les souris double hétérozygotes pour Twist1 et Twist2 montrent des phénotypes similaires à 

ceux obtenus avec les souris délétées de manière homozygote pour le gène Twist2 (Puisieux et al., 

2006). 

Comme nous venons de la voir, les pertes hétérozygotes de Twist1 et Twist2 conduisent à des 

phénotypes bien différents avec un impact respectivement au niveau du développement des os et de la 

peau. Ceci confirment que, malgré leur homologie de séquence, les deux protéines possèdent des 

profils d’expression et des fonctions distinctes au cours du développement embryonnaire (Franco et 

al., 2011; Tukel et al., 2010). 

 Espèce Génotype Phénotype Références 
bibliographiques 

TWIST1 

Drosophile Twi-/- 

Gastrulation incomplète, absence de 
formation du mésoderme, torsion de 
l’abdomen, létal en fin d’embryogenèse 

(Grau et al., 1984; 
Simpson, 1983; Thisse et 
al., 1987) (Leptin, 1991) 

Souris Twist1-/- 

Létal à E10,5, gastrulation normale mais 
anomalies des somites, des bourgeons de 
membres et de la suture du tube neural, 
présence de cellules apoptotiques au 
niveau des somites 

(Chen & Behringer, 
1995). 

Souris Twist1+/- 
Craniosténose, malformation des membres (el Ghouzzi et al., 1997) 

(Bourgeois et al., 1996) 
(Franco et al., 2011) 

Homme TWIST1+/- 

Syndrome de Saethre-Chotzen : suture 
prématuré des os du crâne et par une 
malformation des membres 

(el Ghouzzi et al., 1997) 
(Howard et al., 1997) (A. 
B. Firulli & Conway, 
2008) 

TWIST2 

Souris Twist2-/- Viable (Sosic et al., 2003) 
(Puisieux et al., 2006) 

Souris Twist2+/- 

Pas d’impact sur le développement 
embryonnaire, lésions bitemporales et des 
anomalies oculaires, cachexie sévère dans 
les premiers jours de vie conduisant à la 
mort du nouveau-né 

(Sosic & Olson, 2003) 
(Sosic et al., 2003) (Tukel 
et al., 2010) (L. Li et al., 
1995) 

Figure 42: Récapitulatif des phénotypes observés selon le génotype et les espèces. 

2.2 Fonction de TWIST à l’âge adulte 

De nombreuses études montrent chez l’animal que l’expression des protéines TWIST chute 

rapidement à la fin du développement embryonnaire pour être exprimée à l’âge adulte au niveau de 

rares précurseurs de tissus d’origine mésodermique (Isenmann et al., 2009; Wolf et al., 1991). Chez 

l’Homme, l’expression de TWIST1 à la naissance est limitée au placenta, au cœur et aux muscles 
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squelettiques qui sont dérivés du mésoderme (S. M. Wang et al., 1997). En effet à l’âge adulte, 

TWIST jouerait un rôle dans la croissance et la régénération musculaire en inhibant la différenciation 

des cellules musculaires squelettiques (Currie & Bate, 1991; Leshem, Spicer, Gal-Levi, & Halevy, 

2000). De plus TWIST1 interviendrait également dans le maintien de l’homéostasie de la pulpe 

dentaire en régulant la différenciation des odontoblastes (Galler et al., 2007; Meng et al., 2015). 

TWIST1 est également exprimé dans le tissu adipeux comprenant la graisse brune et la graisse blanche 

impliquant donc une fonction de TWIST1 dans la balance énergétique. TWIST1 jouerait un rôle dans 

la régulation de la thermogenèse de la graisse brune (Pan et al., 2009). En outre, TWIST1 chez 

l’homme pourrait, contrairement aux observations faites chez la souris, être un régulateur positif de 

l'oxydation des acides gras dans les adipocytes blancs humains (Pettersson et al., 2010). TWIST1 a 

également été impliqué dans l’inflammation associé à l’obésité dans les tissus adipeux blancs (via peut 

être PPARγ ; Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma) avec une expression diminuée de 

TWIST1 chez les patients obèses (Ma et al., 2014; Pettersson et al., 2011). D’autre part, TWIST1 est 

également exprimé de manière dépendante de NFκB, de l’Interleukine 12 et de STAT4 (Signal 

transducer and activator of transcription 4) dans les lymphocytes T « helpers 1 » LTH1 (Niesner et al., 

2008). Dans ce contexte TWIST1 se comporte comme un facteur limitant la réponse pro-

inflammatoire des LTH1 en réponse à leur activation (Niesner et al., 2008). 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’expression de TWIST2 à l’âge adulte est retrouvée en 

faible quantité au niveau du derme (L. Li et al., 1995). TWIST2 a été identifié dans les progéniteurs 

myéloïdes comme un inhibiteur de leur différentiation et leur prolifération (Sharabi et al., 2008). 

TWIST2 a également été trouvé dans les cellules myéloïdes matures en inhibant la production de 

cytokines pro-inflammatoires et en favorisant la production de cytokine anti-inflammatoire (Sharabi et 

al., 2008).  
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 Impact des modifications post-traductionnelles sur les fonctions de 3
TWIST1 

Le niveau d’expression de la protéine TWIST1 est sous le contrôle de modifications post-

traductionnelles que sont la phosphorylation et l’ubiquitination comme le montre la différence de 

concordance entre l’expression de l’ARNm (Acide RiboNucléique messager) et de la protéine 

(Gitelman, 1997). En effet des analyses comparatives entre le taux d’ARNm et le taux de protéine 

TWIST1 ne sont pas comparables. En effet au niveau embryonnaire chez la souris, une forte 

expression de l'ARN (Acide RiboNucléique) dans le mésoderme pré-somitique, les somites 

épithéliaux, et le mésoderme antérieur a été détectée alors que la protéine restait indétectable 

(Gitelman, 1997). De plus le taux d’ARN est maximal à sept jours post-coïtum alors que celui de la 

protéine est maximal le neuvième jour au cours du développement embryonnaire de la souris. Au-delà 

de la phosphorylation et de l’ubiquitination sur lesquelles nous reviendrons, TWIST1 pourrait être 

acétylé au niveau du résidu de lysine 73 via d’après des études de prédiction (Hornbeck et al., 2012). 

3.1 Phosphorylation 

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle consistant en l’addition d’un 

groupement phosphoryle PO3
2-. Cette modification post-traductionnelle constitue un des mécanismes 

de régulation les plus importants. La phosphorylation se fait par l’intermédiaire de protéines kinases 

spécifiques alors que les protéines dites Phosphatases, quant à elles, ont une action de 

déphosphorylation. Ces protéines aux actions antagonistes sont régulées par des signaux extérieurs 

comme par exemple les hormones, les cytokines et les facteurs de croissances.  

D’autre part, les mutations du syndrome de Saethre-Chotzen adjacentes aux sites de 

phosphorylation peuvent influencer la phosphorylation de la protéine TWIST1, modifier ainsi la 

balance homo/héterodimère et modifier la fonction de la protéine (el Ghouzzi et al., 1997; B. A. Firulli 

et al., 2005; Howard et al., 1997). En effet, l’étude de mutations ponctuelles à proximité des résidus de 

thréonine 121 et de sérine 123 a montré un impact non négligeable de ces mutations au niveau de la 

phosphorylation par le PKA (B. A. Firulli et al., 2005; Lu et al., 2011). De plus, les mutations non-

sens conduisant à la formation d’une protéine TWIST1 tronquée pourraient conduire à une 

dégradation de TWIST1 suite à une phospho-régulation du résidu 68 s’il est présent dans la protéine 

tronquée.  
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TWIST1 possède de nombreux sites de phosphorylation répartis tout au long de sa séquence. La 

sérine 45, la sérine 78, la sérine 99, la sérine 102, la tyrosine 103 et la thréonine 108 sont des sites de 

phosphorylations déterminés par spectrométrie de masse (Figure 43)( (Klammer et al., 2012; Trinidad 

et al., 2012; Wei et al., 2015; Williams et al., 2016; H. Y. Wu et al., 2009). 

3.1.1 Phosphorylation des Sérines 18 et 20 de TWIST1 

TWIST1 possède de nombreux sites de phosphorylation potentiels dont le premier se situe entre 

les résidus 18 et 21 et comprend deux résidus de sérine en position 18 et 20 (Figure 44). Ce site est un 

motif consensus de type « SNSE » conservé au sein de différentes espèces de TWIST1 et 

caractéristique des substrats de CDK2 (Caséine Kinase 2), une sérine/thréonine Kinase ubiquitaire (Su, 

Xie, Sano, & Myers, 2011). Des études de la stabilité protéique de TWIST1 sauvage ou mutant 

mimant, soit un état déphosphorylé de TWIST1 S18A/S20A, soit un état phosphorylé de TWIST1 

S18D/S20D, ont été réalisées. Celles-ci ont montré que le temps de demi-vie de TWIST1 sauvage était 

de 4,69 heures alors que le mutant S18D/S20D avait un temps de demi-vie beaucoup plus long (9,62 

heures) contrairement au mutant S18A/S20A qui avait un temps de demi-vie beaucoup plus court 

(2,45 heures). La phosphorylation de TWIST1 par CDK2 au niveau des résidus de sérine 18 et 20 

permet la stabilisation de TWIST1 (Su et al., 2011). D’autre part la surexpression du mutant 

S18D/S20D semble augmenter la motilité cellulaire contrairement à TWIST1 sauvage ou au mutant 

S18A/S20A. La phosphorylation des deux résidus de sérine 18 et 20 par la CDK2 se fait en réponse à 

l’interleukine 6 (IL-6) ainsi l’IL-6 stabilise TWIST1 et favorise la motilité cellulaire (Su et al., 2011).  

Figure 43 : sites de phosphorylation de TWIST1 (Hornbeck et al., 2015). 



113

 

3.1.2 Phosphorylation de la Sérine 42 de TWIST1 

TWIST1 est une protéine capable d’activer la transcription d’AKT2 en se liant à une E-box de 

son promoteur (RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (PKB))(G. Z. Cheng et al., 2007). D’autre 

part, il semble exister une co-expression élevée de TWIST1 et d’AKT2 dans des échantillons de 

cancer du sein à des stades avancés (G. Z. Cheng et al., 2007). PKB/AKT correspond à la protéine 

kinase B dont l’expression est ubiquitaire. Cette kinase est impliquée dans la régulation de nombreux 

mécanismes cellulaires comme la croissance cellulaire, la survie, la prolifération, l’apoptose, le 

métabolisme et l’angiogenèse (Risso, Blaustein, Pozzi, Mammi, & Srebrow, 2015). Des mutations en 

alanine des résidus de sérine en position 42, 45, 123 et du résidu de thréonine en position 121 de la 

protéine TWIST1 ont permis de montrer que seules les mutations des résidus en positions 42 et 123 

entrainaient une perte de la phosphorylation de la protéine TWIST1 par la PKB in vitro Figure 

45)(Vichalkovski et al., 2010). En revanche, in vivo il semblerait que la PKB phosphoryle 

préférentiellement la S42 (Vichalkovski et al., 2010). De plus, cette phosphorylation de la S42 de 

TWIST1 par la PKB semble importante pour les effets anti-apoptotiques de TWIST1 sans toutefois 

impacter sur la localisation de la protéine. Ainsi TWIST1 phosphorylé favoriserait la survie cellulaire 

notamment dans le contexte tumoral. TWIST1 semble apparaître préférentiellement sous forme 

phosphorylé au niveau du résidu de S42 dans de nombreux cancers comme notamment les cancers du 

sein, du rectum et du colon (Vichalkovski et al., 2010). 

Figure 44 : phosphorylation de TWIST1 par CDK2 permet la stabilisation de la protéine
TWIST1. 
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3.1.3 Phosphorylation de la Sérine 68 de TWIST1 

La sérine 68 de TWIST1 est un site majeur de phosphorylation de la protéine TWIST1. 

L’analyse de la séquence TWIST1 montre un site spécifique de phosphorylation par les MAPK de 

type Pro-X-Ser/Thr-Pro en position 66 : Pro-Gly-Ser-Pro (Figure 46)(Hong et al., 2011; Widmann, 

Gibson, Jarpe, & Johnson, 1999). La sérine 68 de TWIST1 inclue dans une séquence consensus de 

phosphorylation peut être phosphorylée par différents membres de la famille des MAPK : p38, JNK 

(c-Jun N-terminal Kinase), ERK1 and ERK2 (Extracellular signal Regulated Kinase 1 et 2) aussi bien 

in vitro qu’in vivo (Hong et al., 2011). Des études ont montré que la demi-vie du mutant mimant une 

hypo-phosphorylation S68A est de 1,8 heures alors que le temps de demi-vie de la protéine sauvage 

est de 6,2 heures. Ainsi, l’activation de la voie des MAPK ou le traitement au TGFβ permettent la 

phosphorylation de TWIST1 et donc l’augmentation du temps de demi-vie de la protéine TWIST1 

(Hong et al., 2011). Cette phosphorylation protège TWIST1 contre son ubiquitination et sa 

dégradation par le protéasome mais n’est toutefois pas nécessaire ni à la localisation nucléaire, ni à la 

dimérisation de TWIST1 (Figure 46)(Hong et al., 2011).  

Figure 45: phosphorylation de la sérine 42 par PKB favorise les effets anti-apoptotiques de 

TWIST1. 
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Toutefois la phosphorylation au niveau de la sérine 68 ne semble pas être le seul site impliqué 

dans la stabilisation de TWIST1. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, les 

phosphorylations des résidus de sérine 18, 20 et 42 permettent également de stabiliser la protéine 

TWIST1 (Su et al., 2011; Vichalkovski et al., 2010). 

3.1.4 Phosphorylation des résidus de Thréonine 121 et Sérine 123 de TWIST1  

Les résidus de T121 et de S123 situé au niveau de l’hélice α 1 de TWIST1 sont des résidus très 

conservés au niveau du domaine bHLH de facteurs de transcription de la même famille comme 

HAND1, HAND2 et TWIST2. Des alignements de séquences montrent que les protéines TWIST1, 

HAND1, TWIST2 et HAND2 possèdent dans plusieurs espèces un motif consensus de type  X  X X 

 spécifiquement reconnu par la protéine kinase B (Lu et al., 2011). TWIST1 est, comme HAND1, 

phosphorylé aussi bien au niveau de la T121 que de la S123 par la PKB (Figure 47) (Lu et al., 2011). 

D’autre part la mutation de ces deux résidus de thréonine et de sérine en alanine ainsi que des 

expériences de co-immunoprécipitation ont permis de mettre en évidence leur phosphorylation par la 

protéine kinase A aussi bien au niveau de TWIST1 que de HAND2 (B. A. Firulli et al., 2003; B. A. 

Firulli et al., 2005). De plus ce double mutant T121A/S123A mimant un état déphosphorylé de 

TWIST1 semble favoriser l’homodimérisation de TWIST1 avec lui-même (B. A. Firulli et al., 2005). 

A l’inverse la double mutant T121D/S123D mimant un état phosphorylé semble favoriser 

l’héterodimérisation de TWIST1 avec E47 (B. A. Firulli et al., 2005).  

Figure 46 : phosphorylation de la sérine 68 stabilise la protéine TWIST1. 
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Il a également été montré que les mutations associées au syndrome de Saethre-Chotzen 

localisées à proximité de ces deux résidus de sérine et thréonine affectaient leur phosphorylation par la 

PKA (B. A. Firulli et al., 2005). De plus, l’état de phosphorylation de HAND1 impacterait le choix de 

son partenaire de dimérisation (Centonze, Firulli, & Firulli, 2004; B. A. Firulli, Hadzic, McDaid, & 

Firulli, 2000; B. A. Firulli et al., 2003). Les mutations de TWIST1 à proximité des résidus T121 et 

S123 associées au syndrome de Saethre-Chotzen impacteraient d’une part la phosphorylation des 

résidus 121 et 123 par la PKA comme nous l’avons vu précédemment mais impacteraient également la 

dimérisation de TWIST1 avec MYOD1 (B. A. Firulli et al., 2005; Hamamori et al., 1997). Ce qui 

laisse penser en effet que l’interaction de TWIST1 et MYOD1 peut être régulée par la 

phosphorylation. Ainsi l’état de phosphorylation de la protéine TWIST1 pourrait guider le choix de 

son partenaire de dimérisation tout comme cela a été précédemment montré pour HAND1, moduler 

ainsi sa liaison à l’ADN et influer directement sur sa fonction (Figure 47)(B. A. Firulli et al., 2005; B. 

A. Firulli et al., 2007; Hamamori et al., 1997).  

 

En accord avec ces données, il a été montré, dans des cellules cancéreuses de la prostate, que la 

phosphorylation de TWIST1 au niveau des résidus de thréonine et sérine respectivement en position 

121 et 123 via la voie PI3K/AKT/mTOR favorisait la formation de l’héterodimère TWIST1/E12 et 

conférait à ces cellules des capacités migratoires (Gajula et al., 2015). De manière intéressante, les 

Figure 47: impact de la phosphorylation de la thréonine 121 et de la sérine 123 sur la balance
homo-héterodimère. 
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études de Vichalkovski semblent montrer in vitro que la phosphorylation via la PKB ne concerne non 

pas les résidus de thréonine 121 et de sérine 123 mais uniquement le résidu de sérine 123 

(Vichalkovski et al., 2010). 

3.2 Ubiquitination 

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle importante pour la régulation de le 

stabilité de la protéine TWIST1 puisque l’utilisation d’un inhibiteur du protéasome entraine 

l’inhibition de la dégradation de TWIST1 (Demontis et al., 2006; Lander, Nordin, & LaBonne, 2011). 

En effet, la TWIST-box au niveau de l’extrémité C-terminale de TWIST1 serait importante pour la 

dégradation de la protéine TWIST1 (Diaz, Vinas-Castells, & Garcia de Herreros, 2014; Lander et al., 

2011). Dans un contexte cellulaire normal, TWIST1 est une protéine qui a une demi-vie plus courte 

avant d’être poly-ubiquitinylée et dégradé par le protéasome 26S. La poly-ubiquitination consiste en 

l’addition d’une ubiquitine, qui est une protéine de soixante-seize acides aminés, à la protéine cible. 

Ce mécanisme implique trois enzymes : l’Enzyme E1 (activation de l’ubiquitine via un ATP 

(Adénosine TriPhosphate)), l’Enzyme E2 (Transfert l’ubiquitine activée sur l’enzyme E2) et l’Enzyme 

E3 (transfert de l’ubiquitine activé vers la protéine cible) (Diaz et al., 2014). Lorsque la protéine cible 

est poly-ubiquitinylée par un branchement de l’ubiquitine via la lysine 48 alors elle peut être reconnue 

par le protéasome pour être dégradée (Diaz et al., 2014). Pour TWIST1, l’enzyme E3 impliquée serait 

de type RING-finger SCF (Skp1-Cullin1-F-box protein) avec Ppa (Partner of paired) comme protéine 

F (Lander et al., 2011). Par ailleurs, la protéine TWIST1 peut être déradée par autophagie. Dans une 

cellule dépourvue d’autophagie, une accumulation de p62 (sequestosome 1(SQSTM1)) pourrait 

conduire à l’interaction de p62 avec TWIST1 poly-ubiquitinylée et ainsi à la stabilisation de TWIST1 

en inhibant sa dégradation par le protéasome (Qiang et al., 2014). 
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 Des fonctions embryonnaires aux fonctions oncogéniques de TWIST1 4

4.1 Forte expression de TWIST1 dans de nombreux cancers 

Comme nous l’avons vu précédemment, TWIST1 est un facteur de transcription impliqué dans 

le développement embryonnaire (Chen & Behringer, 1995; Puisieux et al., 2006). De nombreuses 

études montrent qu’au-delà de son rôle embryonnaire, TWIST1 joue un rôle au cours du 

développement tumoral et métastatique (Kwok et al., 2005; Puisieux et al., 2006; J. Yang et al., 2004). 

A l’inverse des tissus normaux adultes où TWIST1 est peu détectable, ce facteur de transcription est 

ré-exprimé dans de nombreux cancers humains, comme le neuroblastome (Valsesia-Wittmann et al., 

2004), le cancer du sein (J. Yang et al., 2004), le cancer de la prostate (Kwok et al., 2005; Raatikainen, 

Aaltomaa, Palvimo, Karja, & Soini, 2015; Yuen et al., 2007), le carcinome hépatocellulaire (T. K. Lee 

et al., 2006; M. H. Yang et al., 2009), le cancer du pancréas (Satoh et al., 2008), le carcinome à 

cellules squameuses de l'œsophage (Sasaki et al., 2009), le cancer de la vessie (Wallerand et al., 2010; 

Zhang et al., 2007), le cancer gastrique (Feng et al., 2009), et les cancers de la voie Oto-Rhino-

Laryngologie (K. J. Wu & Yang, 2011; M. H. Yang et al., 2010). 

cBioPortal est une banque de données de la génomique des cancers. Les études cBioPortal nous 

ont permis de voir que les mutations de TWIST1 dans les cancers étaient des mutations rares (Cerami 

et al., 2012; J. Gao et al., 2013; Genomics). De plus ce sont des mutations qui ne sont pas 

systématiquement associées au syndrome de Saethre-Chotzen et donc ne conduisent pas forcement à 

une perte fonctionnelle de la protéine TWIST1 surexprimée. Ces résultats montrent que TWIST1 joue 

un rôle clef dans le contexte cancéreux et qu’il est très rarement la cible de mutations conduisant à une 

inhibition fonctionnelle. 

4.2 Les fonctions oncogéniques de TWIST1  

TWIST1 est un facteur de transcription qui intervient à plusieurs étapes du développement 

tumoral. En effet il joue un rôle au cours de l’initiation et de la progression tumorale ainsi qu’au cours 

de la cascade métastatique. Une partie du potentiel oncogénique de TWIST1 consiste à neutraliser 

conjointement les deux voies onco-suppressives dépendantes des protéines Rb et P53 et à coopérer par 

ce biais avec différentes onco-protéines dans la transformation maligne (Figure 48) (Ansieau et al., 

2008; Maestro et al., 1999; Valsesia-Wittmann et al., 2004; T. Wang et al., 2014). D’autres effets 

délétères sont associés à TWIST1, comme l’induction d’une instabilité chromosomique, en lien avec 

l’inactivation de la protéine P53, et un effet pro-angiogénique (Mironchik et al., 2005). En favorisant 

la conversion de cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses via la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM/EMT), la protéine TWIST1 facilite également la conversion maligne, 

accorde aux cellules un potentiel d’auto-renouvellement ainsi que des propriétés migratoires et 
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invasives, facilitant ainsi leur dissémination (Mani et al., 2008; Morel et al., 2012; Morel et al., 2008; 

J. Yang et al., 2004). Mais TWIST1 semble jouer un rôle également dans l’augmentation de la 

résistance aux traitements de chimiothérapie (G. Z. Cheng et al., 2007; Q. Q. Li et al., 2009). 

4.2.1 TWIST1/E12 est une forme oncogénique de TWIST1  

Des données récentes suggèrent que TWIST1/E12 est la forme pro-métastatique de TWIST1 

dans le contexte tumoral prostatique (Gajula et al., 2015). Pour rappel, E12 est un facteur de 

transcription de la famille des bHLH, comme E47. E12 et E47 sont des protéines issues de l’épissage 

alternatif du gène E2A. En effet ce sont des protéines de Classe I qui ont la caractéristique d’être 

ubiquitaires et qui ont la capacité de former des héterodimères en s’associant avec TWIST1 (El 

Ghouzzi et al., 2000; Gajula et al., 2015; Spicer et al., 1996).  

4.2.2 TWIST1 et mécanismes de sauvegarde 

Comme nous l’avons vu très succinctement au cours de l’introduction des fonctions 

oncogéniques de TWIST1, une partie du potentiel oncogénique de TWIST1 passe par l’inhibition des 

mécanismes de sauvegarde, que sont la sénescence et l’apoptose, dépendants des protéines Rb et P53. 

Cette inhibition permet aux cellules d’échapper à l’apoptose et à la sénescence, induit tous deux suite à 

une activation mitogénique (Ansieau et al., 2008; Maestro et al., 1999; Valsesia-Wittmann et al., 

2004).  

La sénescence et l'apoptose sont des barrières naturelles permettant de contenir l'émergence de 

cellules dotées d’un potentiel de prolifération exacerbé au sein de lésions précancéreuses. La 

neutralisation de ces systèmes de protection permet l’amplification de cellules à risque, favorisant 

l’initiation tumorale, et contribue à leur survie au cours des différentes étapes de la progression 

tumorale (Bartkova et al., 2005; Braig et al., 2005; Collado & Serrano, 2005; Gorgoulis et al., 2005). 

L'altération des voies dépendantes des protéines onco-suppressives Rb et P53 joue un rôle déterminant 

dans les mécanismes d’échappement à ces systèmes de sauvegarde, offrant ainsi une explication 

rationnelle à l’inactivation de ces protéines onco-suppressives et à la coopération oncogénique 

observée entre les onco-protéines MYC, RAS (RAt Sarcoma), B-RAF ou E2F1 (Larsen, 2004; Lowe 

et al., 2004).  

TWIST1 est une protéine codée par le gène embryonnaire TWIST1 réactivé de manière 

aberrante notamment dans le cadre du neuroblastome. TWIST1 neutralise l’activité pro-apoptotique de 

la protéine N-MYC et coopère avec la protéine mitogénique dans la neuroblastomagenèse (Ansieau et 

al., 2008; Maestro et al., 1999; Puisieux et al., 2006; Valsesia-Wittmann et al., 2004). En effet, au-delà 

de son potentiel oncogénique, le facteur de transcription c-MYC constitue également un puissant 

inducteur d'apoptose (Evan et al., 1992). La transformation cellulaire par c-MYC nécessite donc la 
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mise en place de mécanismes susceptibles de neutraliser son activité pro-apoptotique telle 

l’inactivation directe ou indirecte de gènes suppresseurs de tumeurs. L’analyse du mécanisme 

d’inactivation de l’apoptose induite en réponse à c-MYC par les gènes TWIST a montré qu’il repose 

sur une inactivation de la voie onco-suppressive ARF-P53, conférant aux protéines TWIST une 

activité pro-oncogénique (Maestro et al., 1999). Mais l’altération de l’activité des protéines P53 ne se 

limite pas à l’inactivation de la voie ARF. Nous avons vu précédemment que la protéine TWIST1 est 

capable d’interagir directement avec la protéine P53 ce qui in fine empêche la fixation de la protéine 

P53 sur ses éléments de réponse et ainsi annihile l’induction des gènes cibles en aval (Shiota et al., 

2008; Stasinopoulos et al., 2005). TWIST1 inhibe les modifications post-traductionnelles 

stabilisatrices de P53, notamment la phosphorylation de la sérine 20 de P53 (Stasinopoulos et al., 

2005). L’interaction directe entre la TWIST-box de TWIST1 et P53 inhibe la phosphorylation de la 

sérine 392 de P53 conduisant à une augmentation de l’affinité de P53 pour MDM2, ce qui facilite la 

dégradation de P53 médié par MDM2 (Piccinin et al., 2012). D’autre part l’interaction direct de 

TWIST1 et de HOX5 (Homeobox-leucine zipper protein HOX5) bloquerait également l’activité 

transcriptionnelle du gène TP53 puisque cela empêche la fixation activatrice de HOX5 au niveau du 

promoteur de P53(Raman et al., 2000; Stasinopoulos et al., 2005). Et enfin, TWST1 séquestre les 

protéines p300/CPB et pCAF via une interaction directe (Hamamori et al., 1999). Ces deux 

acétyltransferases sont nécessaires pour l’activité de transactivation induite par P53 (Hamamori et al., 

1999). 

Outre ces propriétés anti-apoptotiques, TWIST1 permet l’échappement à la sénescence en 

réponse à différents stress génotoxiques comme par exemple le peroxyde d’hydrogène et le cisplatine 

conduisant ainsi à la prolifération cellulaire avec une accumulation des dommages à l’ADN (Kwok et 

al., 2005). D’autre part, la surexpression de TWIST permet également l’échappement à la sénescence 

suite à une activation oncogénique (Burns et al., 2013). En effet, l’expression d’oncogène tel que RAS 

semble induire un mécanisme de sénescence contrairement à MYC qui induit plutôt l’apoptose 

(Serrano, Lin, McCurrach, Beach, & Lowe, 1997; Trost et al., 2005; Valsesia-Wittmann et al., 2004). 

Les protéines TWIST, en coopérant avec l’oncogène RAS, neutralisent l’induction de la sénescence et 

favorisent ainsi la transformation néoplasique des cellules (Ansieau et al., 2008). RAS est un proto-

oncogène qui conduit à l’augmentation de p16INK4a et de P53 (Serrano et al., 1997) (Burns et al., 2013). 

De plus, il a été montré la présence de séquences E-box au niveau du locus INK4A/ARF/INK4B 

contenant deux gènes avec chacun leur promoteur (P16INK4a et ARF) (Hansson, Manetopoulos, 

Jonsson, & Axelson, 2003; Popov & Gil, 2010; Serrano et al., 1997). Celles-ci permettraient la 

régulation de ce locus par les facteurs de transcription tel que TWIST1 comme cela a été montré 

notamment pour TAL1 au niveau du promoteur p16INK4a (Hansson et al., 2003). De plus il a été montré 

que TWIST1 activait deux protéines EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) et BMI1 (B Lymphoma 
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Mo-MLV insertion region 1 homolog (mouse)) qui sont des inhibiteurs des deux protéines codées par 

le locus INK4A/ARF/INK4B (Cakouros et al., 2012; Popov & Gil, 2010; M. H. Yang et al., 2010). 

À l'appui de ces conclusions, la diminution des niveaux de TWIST1 d'expression dans différents 

modèles suite à un traitement par le 8-bromo-5-hydroxy-7-methoxychrysin ou via l’utilisation de 

shRNA (small hairpin RNA or short hairpin RNA) ou de petits ARN interférents (small interfering 

RNA siRNA) permet de restaurer la sénescence et la mort cellulaire (Ansieau et al., 2008; Ren et al., 

2013; Tran et al., 2012; Valsesia-Wittmann et al., 2004).  

4.2.3 TWIST1 est impliqué dans la TEM 

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) est un processus embryonnaire fondamental 

au cours duquel les cellules épithéliales polarisées et jointives deviennent des cellules 

mésenchymateuses individuelles et motiles. Ce processus réversible favorise la migration des cellules 

au cours des processus embryonnaires notamment au cours de l’organogenèse (Nieto, 2013; Thiery et 

al., 2009). La TEM a tout d’abord été associé aux étapes d’invasions et de cascade métastatique, mais 

récemment il a été montré son rôle au cours de l’initiation et du développement des tumeurs primaires 

(Ansieau et al., 2008; Morel et al., 2012; Thiery et al., 2009; J. Yang & Weinberg, 2008). Ce 

programme de trans-différenciation est orchestré par des facteurs de transcription dits « EMT-TFs » et 

peut être réactivé à l’âge adulte notamment au cours de la tumorigenèse (Morel et al., 2012) (Puisieux 

Figure 48: TWIST1 inhibe les mécanismes de sauvegardes cellulaires. 
D’après Puisieux, Brabletz et Caramel 2014 (Puisieux, Brabletz, & Caramel, 2014) 
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et al., 2014). TWIST1 est un facteur de transcription capable d’induire le processus de trans-

différenciation qu’est la TEM. Ainsi, TWIST1 est un facteur de transcription qui joue un rôle 

important au cours de la tumorigenèse (notamment au cours de l’initiation et de la progression 

tumorale) et de la différenciation métastatique (Ansieau et al., 2008; Morel et al., 2012; Smit, Geiger, 

Song, Gitelman, & Peeper, 2009; J. Yang et al., 2004; J. Yang & Weinberg, 2008). En effet, 

l’expression ectopique de TWIST1 conduit à des caractéristiques morphologiques et moléculaires 

associées à la TEM (motilité cellulaire, perte de la E-cadhérine, activation des marqueurs 

mésenchymateux) (J. Yang et al., 2004).  

4.3 TWIST1 : une cible thérapeutique 

Comme nous l’avons vu précédemment, TWIST1 est une protéine indétectable dans la plupart 

des cellules normales adultes différenciées qui est surexprimée dans de nombreux cancers et est 

fréquemment associée à un mauvais pronostic dans les modèles humains et de souris (Kwok et al., 

2005; Raatikainen et al., 2015; Wushou, Hou, Zhao, & Shao, 2014; J. Yang et al., 2004). De ce fait, 

TWIST1 constitue une cible attrayante pour élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

En accord avec cette hypothèse, l’inhibition de son expression dans différentes lignées 

tumorales induit effectivement la réactivation des mécanismes de sauvegarde cellulaire et entraine un 

effet cytostatique sur des xénogreffes de carcinomes pulmonaires chez la souris (Ansieau et al., 2008; 

Tran et al., 2012; Valsesia-Wittmann et al., 2004). D’autre part la répression de TWIST1 par le 8-

bromo-5-hydroxy-7-methoxychrysine, un analogue chimique de la chrysine, diminue la croissance de 

xénogreffes (Ren et al., 2013). Enfin, une diminution des niveaux d'expression de TWIST1 via 

l’utilisation de siRNA a montré une potentialisation de l'effet de la chimiothérapie du trioxyde 

d'arsenic (Seo et al., 2014). 
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CHAPITRE 4 : OBJECTIFS DE LA THESE 
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TWIST1 est une cible thérapeutique potentielle. Afin d’identifier des inhibiteurs spécifiques, il faut 

décrypter les mécanismes moléculaires structuraux. Les objectifs de mes travaux de thèse ont été 

(Figure 49) : 

- de modéliser in silico les complexes TWIST1/TWIST1 et TWIST1/E12. Ces modèles in silico 

tridimensionnels ont été construits par homologie à partir de l’empreinte du complexe murin 

NeuroD1/E47. Ils ont permis d’identifier le rôle des boucles des domaines bHLH et le rôle des 

acides aminés clefs impliqués dans la fixation de TWIST1 à l’ADN (Travail 1 : (Bouard et al., 

2014)). 

- de participer à l’identification du complexe oncogénique : TWIST1/E12 afin de déterminer au 

mieux la cible moléculaire (Travail 2 : (Jacqueroud et al., 2016)).  

- d’identifier les éléments clefs de TWIST1/E12 impliqués dans la reconnaissance des 

séquences E-box d’ADN cibles des promoteurs de gènes régulés par cet héterodimère, 

d’estimer in silico l’affinité de TWIST1/E12 pour différentes séquences E-box et de valider in 

vitro ces prédictions par une approche stréptavidine/biotine (Travail 3 :(Bouard et al., 2016)). 

- de prédire l’impact d’une mutation sur la fonction de dimérisation et de reconnaissance d’un 

E-box des complexes de TWIST1 en étudiant plus spécifiquement une mutation associée au 

syndrome de Saethre-Chotzen (Travail 4 : (Bouard et al., 2016b)). 

- de mieux comprendre les impacts structuraux et les mécanismes moléculaires sous-jacents 

associés à la phosphorylation de la sérine 123 de TWIST1 dans sa forme hétérodimérique. 

Mais également d’identifier l’histidine 593 de E12 comme un résidu clef pour la formation de 

l’héterodimère TWIST1/E12 (en cours). 

  

Figure 49: objectifs de la thèse 
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CHAPITRE 5 : TRAVAUX REALISES 
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1 Travail de synthèse : Plasticité des cellules cancéreuses et dissémination 
métastatique 

La dissémination métastatique est une suite d'événements qui conduit certaines cellules 

cancéreuses à envahir des tissus distants de la tumeur primaire, on parle alors d’invasion. Chaque 

événement constitue un obstacle pour les cellules cancéreuses et seul un nombre limité de cellules 

cancéreuses sont capables de les franchir. Toutefois la diversité génétique des cellules cancéreuses au 

sein d’une tumeur et la plasticité cellulaire transmise suite aux signaux du microenvironnement 

facilitent le franchissement de ces étapes et la dissémination des cellules cancéreuses dans l’organisme 

et favorisent la formation de métastases en favorisant l’émergence de cellules tumorales ayant une 

résistance intrinsèque aux différentes pressions rencontrées. Ainsi, la progression tumorale et la 

dissémination métastatique font preuve d’une grande adaptabilité et font appel à des interactions 

étroites entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Un processus de trans-différenciation 

embryonnaire, la transition épithélio-mésenchymateuse, est fréquemment réactivée au cours du 

développement de la tumeur. Ce processus donne aux cellules tumorales différentes propriétés de 

cellules souches et donc de plasticité permettant aux cellules tumorales de s’adapter aux nouveaux 

environnements et contraintes rencontrées lors de l'invasion en faveur également de l’hétérogénéité 

tumorale.  

Dans le cadre de ma thèse, j’ai participé au travail de synthèse, à la rédaction de cette revue et à 

l’élaboration des figures 1 et 2   
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Summary 

Metastatic dissemination consists of a sequence of events resulting in the invasion by 
cancer cells of tissues located away from the primary tumour. This process is highly 
inefficient, since each event represents an obstacle that only a limited number of cells can 
overcome. However, two biological phenomena intrinsically linked with tumour development 
facilitate the dissemination of cancer cells throughout the body and promote the formation of 
metastases, namely the genetic diversity of cancer cells within a given tumour, which arises 
from their genetic instability and from successive clonal expansions, and cellular plasticity 
conveyed to the cells by micro-environmental signals. Genetic diversity increases the 
probability of selecting cells that are intrinsically resistant to biological and physical 
constraints encountered during metastatic dissemination, whereas cellular plasticity provides 
cells with the capacity to adapt to stressful conditions and to changes in the 
microenvironment. The epithelial-mesenchymal transition, an embryonic trans-differentiation 
process frequently reactivated during tumour development, plays an important role in that 
context by endowing tumor cells with a unique capacity of motility, survival and adaptability 
to the novel environments and stresses encountered during the invasion-metastasis cascade.  

Résumé  

La dissémination métastatique repose sur une séquence d’événements qui aboutit à la 
colonisation par les cellules cancéreuses d’un tissu à distance de la tumeur primaire. Il s’agit 
d’un processus inefficace, chaque étape représentant un obstacle que seul un petit nombre de 
cellules réussissent à franchir. Deux phénomènes intrinsèquement associés au développement 
tumoral favorisent cependant leur dissémination au sein de l’organisme et la formation de 
métastases : la diversité génétique des cellules cancéreuses au sein d’une tumeur et la 
plasticité conférée à ces cellules par des signaux provenant du microenvironnement. La 
transition épithélio-mésenchymateuse, processus de trans-différenciation cellulaire, joue un 
rôle important dans ce contexte en accordant aux cellules tumorales une capacité unique de 
motilité, de survie et d’adaptation aux stress et aux nouveaux environnements rencontrés au 
cours des différentes phases de la dissémination métastatique. 
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Introduction 

Alors que 90% des cas de décès par cancer 
sont dus au développement de métastases, le 
processus de dissémination métastatique des 
cellules cancéreuses reste mal connu. Cette relative 
méconnaissance traduit la complexité biologique du 
phénomène. Il s’agit d’un processus séquentiel, 
impliquant plusieurs étapes successives, d’où la 
terminologie fréquemment employée de « cascade 
métastatique » [1]. Dans le contexte des tumeurs 
d’origine épithéliale, de loin les plus fréquentes 
chez l’adulte, le processus est initié par le 
détachement de certaines cellules cancéreuses du 
tissu épithélial par modification des interactions 
cellules-cellules. Les cellules qui survivent à ce 
stress pourront migrer, de manière individuelle ou 
collective, dans le tissu conjonctif intra- et péri-
tumoral, entraînant une invasion locale. Cette étape 
précoce peut être dissociée des suivantes 
puisqu’une tumeur invasive localement ne devient 
pas forcément métastatique à distance. Le processus 
d’intravasation constitue une étape critique de la 
dissémination des cellules tumorales au sein de 
l’organisme puisqu’elle consiste en la traversée de 
la paroi des vaisseaux sanguins ou lymphatiques 
par les cellules cancéreuses pour entrer dans la 
circulation. Ce phénomène est favorisé par 
l’angiogenèse d’origine tumorale ou « néo-
angiogenèse », c’est-à-dire la formation de 
nouveaux vaisseaux capables d’irriguer la tumeur 
en développement. Les cellules qui survivent aux 
pressions physiques et aux contraintes soumises par 
la circulation pourront procéder par la suite à 
l’étape d’extravasion, la sortie des vaisseaux leur 
permettant d’atteindre et de coloniser un organe 
cible. La sélection de ces organes est dépendante 
des caractéristiques biologiques de ces derniers, 
notamment de la microcirculation et du 
microenvironnement tissulaire, et des 
caractéristiques des cellules tumorales qui leur 
confèrent un tropisme tissulaire qui leur est propre. 
Les dernières étapes de la progression métastatique 
correspondent à l’implantation des cellules 
tumorales extravasées dans l’organe cible sous 
forme de cellules isolées ou d’amas pauci-
cellulaires, puis à la formation de micrométastases 
et enfin à la formation de métastases cliniquement 
décelables (figure 1) [2,3]. De nombreuses 
observations et données expérimentales démontrent 
que le développement de métastases est un 
processus hautement inefficace. Ainsi, on estime 
que seuls 2% des cellules circulantes ou CTCs 
(pour Circulating Tumor Cells) qui survivent dans 
le flux sanguin sont à l’origine de micro-métastases 
et seulement 1% de ces micro-métastases progresse 
jusqu’à un stade macroscopique [4]. En effet, la 
majorité des cellules qui ont réussi à entrer dans la 
circulation, ou à arriver dans un tissu à distance, 
meurent du fait de leur incapacité à s’adapter à leur 

nouvel environnement. Les cellules survivantes 
entrent pour la plupart dans un état de 
« dormance », caractérisé par une absence de 
prolifération. L’échappement à cet état de dormance 
est donc nécessaire au développement de 
métastases. 

Le franchissement de chacune des étapes de 
la dissémination métastatique requiert des capacités 
uniques de motilité, d’adaptation métabolique et de 
survie des cellules cancéreuses. Nous proposons 
d’explorer le rôle de la plasticité cellulaire et du 
dialogue entre les cellules cancéreuses et leur 
microenvironnement dans ce processus complexe et 
d’évoquer l’importance de l’hétérogénéité intra-
tumorale dans l’émergence de cellules à potentiel 
métastatique. 

 

Plasticité cellulaire et dissémination 
métastatique 

La dissémination métastatique a longtemps 
été présentée comme une phase tardive de la 
progression tumorale. En effet, sur la base d’une 
vision exclusivement génétique de la 
cancérogenèse, il était proposé que les étapes 
d’invasion et de dissémination étaient initiées par 
l’acquisition par quelques cellules tumorales 
d’anomalies génétiques leur conférant des 
propriétés de motilité et de survie. Cependant, trois 
observations majeures ont conduit à réviser cette 
notion : le faible nombre d’événements génétiques 
connus pour être directement associés au processus 
métastatique ; l’observation de processus précoces 
d’invasion et de dissémination dans certains 
cancers ; la mise en évidence de la complexité 
biologique du processus et du nombre de propriétés 
requises pour en franchir les différentes étapes. 
Aussi, une hypothèse mécanistique additionnelle a 
été proposée: la dissémination métastatique ferait 
appel à une reprogrammation épigénétique des 
cellules cancéreuses qui pourrait survenir dès les 
phases précoces de la progression tumorale. La 
réactivation de la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) se trouve au cœur de ce 
concept. 

La TEM est un processus embryonnaire au 
cours duquel les cellules épithéliales perdent leur 
cohésion, modulent leur polarité et réorganisent la 
structure de leur cytosquelette. Elles 
s’individualisent, deviennent mobiles et acquièrent 
des caractéristiques morphologiques et 
fonctionnelles de cellules mésenchymateuses. La 
TEM est nécessaire à plusieurs étapes critiques de 
la morphogenèse aboutissant à la construction du 
plan de l’embryon et au développement des 
organes. Ce processus est contrôlé par des signaux 
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du microenvironnement et est orchestré par un 
réseau de facteurs de transcription (FT-TEM), dont 
les mieux caractérisés appartiennent aux familles 
SNAI, ZEB et TWIST [5,6]. Il consiste en une 
reprogrammation importante de l’épigénome, 
impliquant notamment des changements dans la 
méthylation de l’ADN, des modifications post-
traductionnelles des histones, des changements 
d’expression de microARNs ou de lncARNs (ARNs 
longs non codants) [7,8]. Bien que l’implication de 
la TEM dans la dissémination métastatique reste 
encore un sujet de controverse [9,10], de 
nombreuses observations montrent, au moins dans 
certains types tumoraux, que sa réactivation 
aberrante peut constituer un événement déterminant 
des étapes précoces de celle-ci. En effet, des figures 
morphologiques de TEM associées à une 
surexpression de FT-TEM ont pu être mises en 
évidence sur le front invasif de certains carcinomes 
humains [11], au niveau des cellules tumorales 
circulantes chez les patients atteints de cancer, ainsi 
que dans des modèles expérimentaux de 
dissémination métastatique [12]. La TEM favorise 
ainsi l’étape d’invasion locale en conduisant à la 
perte des protéines d’adhésion intercellulaire, les 
FT-TEM se conduisant notamment comme des 
répresseurs de la E-cadhérine, et en initiant le 
réarrangement du cytosquelette. Ces événements 
confèrent aux cellules cancéreuses des capacités 
accrues de motilité et d’invasion. L’invasion est 
également facilitée par l’induction d’expression de 
métalloprotéases (MMPs), permettant aux cellules 
tumorales de cliver les composants de la matrice 
extracellulaire notamment au niveau des 
invadopodes. Ces structures spécialisées des 
cellules invasives sont des régions de réorganisation 
du cytosquelette d'actine dans lesquelles se 
concentre une MMP (MT1-MMP) essentielle à 
l'invasion et à la dégradation de la matrice [13]. De 
façon importante, l’expression des FT-TEM 
procure aux cellules tumorales une capacité de 
survie accrue, en particulier en inhibant les voies 
onco-suppressives dépendantes de p53 et de Rb 
[5,14,15]. Cette propriété favorise le 
développement de la tumeur primaire, et protège les 
cellules tumorales en cours d’invasion et de 
dissémination contre les stress associés aux 
processus d’anoïkie (mort cellulaire consécutive à 
la perte de contacts cellules-cellules et au 
détachement de la matrice extracellulaire sous-
jacente), d’invasion et de dissémination. Enfin, la 
TEM permet aux cellules cancéreuses d’acquérir 
des propriétés caractéristiques de cellules souches, 
incluant des propriétés d’auto-renouvellement, 
favorisant leur adaptation dans un environnement 
différent de celui du tissu d’origine [16,17].  

Si les étapes initiales de la dissémination 
métastatique sont favorisées, et peut-être parfois 
initiées, par une TEM, les étapes tardives telles que 

l’extravasation et la colonisation du tissu hôte 
semblent nécessiter une transition inverse, dite 
mésenchymo-épithéliale (TME) [3,18], apportant 
une explication rationnelle à l’observation selon 
laquelle les métastases reproduisent généralement le 
phénotype de la tumeur primaire. Ainsi, 
expérimentalement, une cellule tumorale 
disséminée ou DTC (pour Disseminated Tumor 
Cell) ayant acquis un phénotype mésenchymateux 
doit subir une TME pour former un clone 
métastatique exprimant la E-cadhérine [18]. Cette 
nécessité est probablement liée aux capacités 
réduites de prolifération des cellules à l’état 
mésenchymateux. Comme la TEM, la TME est un 
processus dynamique contrôlé par des facteurs 
protéiques (GRHL2, ELF3/ELF5) et des micro-
ARNs (miR-200, miR-3) [3,18,19] (figure 2). 
Ainsi, la cascade métastatique semble reposer sur 
une balance épithélio-mésenchymateuse, les 
cellules cancéreuses à même de former une 
métastase étant probablement celles qui présentent 
la plus forte plasticité phénotypique et 
fonctionnelle. Cette hypothèse donne une 
explication rationnelle à l’observation chez les 
patientes atteintes de cancer du sein de cellules 
circulantes présentant un phénotype mixte intégrant 
à la fois des caractéristiques épithéliales et 
mésenchymateuses [20]. Il est important de 
souligner, qu’au-delà des propriétés intrinsèques 
des cellules cancéreuses, la balance épithélio-
mésenchymateuse, et de façon générale la plasticité 
cellulaire, sont fortement dépendantes des signaux 
provenant du microenvironnement. Le dialogue 
entre les cellules cancéreuses et leur 
microenvironnement constitue donc une 
composante essentielle de la cascade métastatique.  

 

Rôle du microenvironnement dans la 
plasticité des cellules cancéreuses et la 
dissémination métastatique  

Au sein de la tumeur primaire, les cellules 
tumorales sont intégrées dans un environnement 
complexe constitué des composants de la matrice 
extracellulaire (MEC) et de différents types 
cellulaires, incluant fibroblastes, cellules 
endothéliales, adipocytes et cellules du système 
immunitaire. La progression tumorale est le résultat 
d’un dialogue réciproque et dynamique entre les 
cellules tumorales et leur microenvironnement. Ce 
dernier va influencer le comportement cellulaire au 
travers de signaux diffusibles (facteurs de 
croissance, cytokines) et de contraintes structurelles 
(molécules d’adhésion) [21]. Initialement 
considérée comme une structure passive de soutien, 
la MEC joue un rôle actif dans l’acquisition de 
propriétés plastiques par les cellules tumorales en 
modulant au travers de récepteurs d’adhérence des 
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voies de signalisation de type IGF1 (Insulin Growth 
Factor 1)[25]. Une modification de la structure de 
la MEC telle qu’une rigidification peut induire un 
confinement de cellules tumorales conduisant à une 
reprogrammation épigénétique activant l’expression 
de FT-TEM. En retour, les cellules tumorales ayant 
subi une TEM vont modifier leur environnement. 
Elles libèrent en effet des facteurs solubles (facteurs 
de croissance, cytokines, chimiokines) qui servent 
de médiateurs de communication entre cellules 
cancéreuses et cellules stromales environnantes, et 
qui favorisent la création d’un environnement apte à 
la génération d’une niche pro-métastatique. Les 
fibroblastes constituent des cellules clefs de ce 
dialogue entre cellules cancéreuses et 
microenvironnement. Alors qu’ils sont relativement 
peu présents au sein de la matrice extracellulaire 
normale, ils représentent la composante cellulaire 
majoritaire du microenvironnement tumoral [22]. 
La sécrétion par les cellules tumorales de TGFβ et 
de PDGF, ainsi que le stress oxydatif associé à une 
activation mitogénique aberrante favorisent, d’une 
part, l’initiation d’une TEM dans les cellules 
cancéreuses et conduisent, d’autre part, à 
l’activation des fibroblastes résidents [23]. Ces 
fibroblastes activés (CAFs pour Cancer Associated 
Fibroblasts) vont former des myofibroblastes, qui 
peuvent ainsi représenter jusqu’à 80% du 
compartiment fibroblastique. Les CAFs présentent 
des modifications de leur phénotype telles que 
l’expression de l’α-SMA (α-Smooth Muscle Actin), 
de la vimentine, de la desmine, de la FAP 
(Fibroblast Activated Protein) ainsi que 
l’acquisition de capacités migratoires [24]. Ils sont 
capables d’interagir avec la matrice extracellulaire 
qui les entoure, et son remodelage, qui fait appel à 
des protéases de types MMPs ou uPA (une sérine 
protéase), assure d’une part la modification des 
barrières physiques qui entourent les cellules 
tumorales et d’autre part la libération de molécules 
séquestrées telles que l’IGF, le TGFβ, Wnt et les 
FGF [21,25] pouvant induire une TEM. L’uPA peut 
notamment générer une molécule active, la 
plasmine, ayant le potentiel de cliver des 
composants essentiels de la MEC que sont la 
laminine et la fibronectine. L’uPA induit la 
prolifération et la migration cellulaire et représente 
un facteur de mauvais pronostic dans les cancers du 
sein [26].  

 
L’inflammation, fréquemment associée au 

processus de tumorigenèse, favorise également des 
interactions cellulaires qui facilitent le 
franchissement de certaines étapes de la 
dissémination métastatique. Le cancer est ainsi 
considéré comme une “blessure non réparée” où 
l’auto-renouvèlement et la prolifération des cellules 
immunes induisent une inflammation permanente, 
par rétrocontrôle positif [27]. L’inflammation 

conduit à la production d’espèces réactives de 
l’oxygène, de protéases, de cytokines et de 
chemokines par les cellules immunitaires. A titre 
d’exemple, les TAM (pour Tumor Associated 
Macrophages) sécrètent de l’IL-10 et du TGFβ qui 
vont moduler la réponse immunitaire et activer la 
néo-angiogenèse [28], favorisant simultanément la 
plasticité cellulaire et la dissémination métastatique. 
La néo-angiogénèse, angiogenèse initiée par le 
développement tumoral, constitue en effet un 
élément clef du remodelage favorisant le 
développement métastatique [29]. Ce processus est 
initié par un déséquilibre entre facteurs pro- (ex. 
VEGF, FGF2) et anti-angiogéniques, (ex. TBSPD-1 
et 2, IL-10) appelé switch angiogénique. Les néo-
vaisseaux tumoraux présentent des anomalies 
structurales telles qu’une membrane basale 
fragmentée présentant une perméabilité accrue qui 
favorise l’intravasation des cellules tumorales. La 
néo-angiogénèse fait également intervenir le facteur 
de transcription HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor-
1), qui stimule l’expression de gènes cibles comme 
le VEGFA ainsi que certains FT-TEM et le gène 
SPARC dont l’expression est souvent associée à une 
TEM. La protéine SPARC a été montrée 
récemment comme étant capable de favoriser 
l’extravasation des cellules de mélanome en 
provoquant l'ouverture des jonctions endothéliales 
vasculaires ce qui facilite la formation de 
métastases pulmonaires [30].  

 

Au total, la progression tumorale et la 
dissémination métastatique font appel à des 
interactions étroites entre les cellules tumorales et 
les cellules et composants du microenvironnement 
(figure 3). Certains signaux provenant du 
microenvironnement tumoral favorisent ainsi 
l’initiation d’une TEM et le franchissement 
d’étapes clefs de la dissémination métastatique. En 
retour, les cellules cancéreuses peuvent modifier 
leur microenvironnement. Dans ce contexte, des 
travaux récents démontrent le rôle de la sécrétion 
par les cellules tumorales d’exosomes, structures à 
double-membrane hautement spécialisées, capables 
de contrôler la communication intracellulaire et le 
microenvironnement local. Les exosomes 
contiennent en effet des protéines, des lipides, de 
l’ADN, des ARNs et des microARNs qui peuvent 
être transférés après fusion avec des cellules et ainsi 
initier la TEM, promouvoir la néo-angiogenèse, 
favoriser l’échappement des cellules cancéreuses à 
la reconnaissance par les cellules immunitaires et 
participer à la formation d’une niche pré-
métastatique [31,32].  

 
Plasticité cellulaire, hétérogénéité 

tumorale et invasion métastatique 
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La plasticité cellulaire constitue une 
composante essentielle de l’hétérogénéité intra-
tumorale. Cette hétérogénéité repose en effet sur 
deux phénomènes principaux. Le premier est un 
processus génétique basé sur la survenue de vagues 
successives d’expansion clonale au cours du 
développement tumoral. Chacune de celles-ci a 
pour origine l’acquisition d’une mutation conférant 
un avantage sélectif de croissance [33]. Ce 
processus est à l’origine d’une diversité génétique 
intra-tumorale accordant à la population cellulaire 
une forte capacité d’adaptation vis-à-vis d’un stress, 
au travers de la sélection de clones résistants. Le 
deuxième processus est de nature épigénétique, à 
l’origine de la plasticité phénotypique et 
fonctionnelle. Cette plasticité est associée à une 
capacité individuelle d’adaptation (figure 4). 
Comme illustré précédemment par le processus de 
TEM, cette notion de plasticité cellulaire est 
intrinsèquement associée aux capacités de 
différenciation cellulaire. Différents modèles 
théoriques évoquant le rôle de de la différenciation 
et de la plasticité cellulaires au cours de la 
cancérogenèse ont été établis. Le modèle 
hiérarchique stipule qu’au sein d’une tumeur 
maligne, seule une minorité des cellules 
cancéreuses, appelées « cellules souches 
cancéreuses » (CSCs) présente des propriétés 
d’auto-renouvèlement et la capacité de régénérer 
une tumeur [34]. Le modèle stochastique d’inter-
conversion repose quant à lui sur les propriétés 
intrinsèques de plasticité des cellules tumorales 
[35]. La TEM joue dans ce modèle un rôle 
important, en permettant aux cellules tumorales 
différenciées d’acquérir des propriétés de cellules 
souches [16,17].  

De nombreuses observations montrent que 
l’hétérogénéité intra-tumorale et la plasticité des 
cellules cancéreuses soutiennent le processus 
métastatique en permettant l’émergence des cellules 
tumorales présentant une résistance intrinsèque aux 
différentes pressions de sélection rencontrées, et des 
cellules aptes à s’y adapter [36]. Des modélisations 
mathématiques ont ainsi permis de mettre en 
évidence un processus darwinien de formation des 
métastases impliquant une évolution du phénotype 
cellulaire tout au long de l’invasion et de la 
dissémination [37]. Seules les cellules qui ont 
suffisamment évolué en s’affranchissant des 
contraintes du site primaire et pouvant se multiplier 
dans un environnement « étranger » peuvent 
générer la formation de métastases. Cette 
dynamique évolutive induit à la fois une divergence 
phénotypique entre différents clones métastatiques 
et une convergence phénotypique des cellules 
colonisant le même organe.  

 

Conclusion et Perspectives 

Le développement tumoral est fréquemment 
considéré comme un processus d’évolution 
génétique dont la formation des métastases 
constitue la phase ultime. L'importance de 
l’hétérogénéité génétique intra-tumorale est reflétée 
par l’observation selon laquelle une grande 
diversité clonale prédit la progression d'un état pré-
malin vers la malignité [38]. Cependant, au-delà de 
la diversité génétique, il apparait clairement que le 
franchissement des différentes étapes du 
développement métastatique fait également appel 
aux capacités d’adaptation des cellules cancéreuses, 
en relation directe avec leur microenvironnement. 
Ainsi, le processus de TEM, mécanisme de trans-
différenciation cellulaire contrôlé par des signaux 
du microenvironnement, peut conférer aux cellules, 
dès les phases précoces de la tumorigenèse, une 
plasticité associée à une capacité unique de motilité 
cellulaire, de survie et d’adaptation aux stress et aux 
nouveaux environnements rencontrés au cours des 
différentes phases de la dissémination. Remettant 
en question le modèle d’évolution linéaire de la 
progression tumorale dont le développement 
métastatique constitue une phase tardive et 
indépendante, l’initiation d’une TEM favorise la 
croissance de la tumeur primaire, au travers de 
l’acquisition de propriétés d’auto-renouvèlement et 
de l’inhibition des voies onco-suppressives 
dépendantes de p53 et de Rb. Aussi, l’initiation de 
la dissémination métastatique pourrait être une 
conséquence secondaire d’événements nécessaires 
au développement de la tumeur primaire. La 
prévention des processus assurant une plasticité 
phénotypique et fonctionnelle aux cellules 
cancéreuses constitue une opportunité nouvelle 
pour le développement d’approches ciblant des 
étapes clefs de la progression tumorale et capables 
d’empêcher l’adaptation des cellules malignes aux 
thérapeutiques conventionnelles.  
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Figure 1 : Principales étapes du développement d’une tumeur d’origine épithéliale et de la 
cascade métastatique 

La formation d’une tumeur bénigne (adénome) puis maligne (carcinome) repose sur l’acquisition 
progressive d’anomalies génétiques et épigénétiques conférant aux cellules des capacités accrues de prolifération 
et de survie. La cascade métastatique est initiée par une phase d’invasion tissulaire, menant à un carcinome 
invasif, suivie par une phase d’intravasation, les cellules cancéreuses pénétrant alors dans la circulation sanguine 
ou lymphatique. La survie dans la circulation de certaines cellules malignes et leur extravasation pourront 
conduire, après une phase de latence, à la colonisation d’un site secondaire pour former des micro-métastases 
puis des métastases détectables dans un site distant de celui de la tumeur primaire. 

Figure 2 : Transition épithélio-mésenchymateuse et dissémination métastatique 
La plasticité des cellules cancéreuses joue un rôle déterminant en leur permettant de s’adapter aux 

contraintes qui leur sont imposées au cours des différentes étapes de la cascade métastatique. La transition 
épithélio-mésenchymateuse (TEM) et son processus réverse (TME) sont impliqués respectivement dans les 
phases précoces et tardives de cette cascade. L’expression des FT-TEM des familles TWIST, ZEB et SNAI 
induit une TEM, conduisant à l'apparition de cellules mésenchymateuses motiles et invasives, alors que les 
facteurs GRLH2 ou ELF5 ainsi que certains micro-ARNs, tels que les membres de la famille miR-200, 
promeuvent un phénotype épithélial. 
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Figure 3 : Rôle du stroma au cours de la progression tumorale 
Le stroma et la matrice extracellulaire (MEC) subissent d’importantes modifications au cours de la 

tumorigenèse et de la dissémination des cellules cancéreuses. Ainsi, les monocytes recrutés au niveau de la 
tumeur se différencient en macrophages activés (TAM) et participent à la création du microenvironnement 
tumoral, en favorisant, l’angiogenèse, la migration et la croissance des cellules tumorales. L’activation des 
adipocytes et des fibroblastes (CAFs) conduit à une augmentation de la sécrétion de facteurs de croissance, de 
composants de la matrice extracellulaire et de métalloprotéases facilitant le franchissement de la membrane 
basale, la néo-angiogenèse et le processus d’intravasation. 

 

Figure 4 : Hétérogénéité intra-
tumorale et métastases 

L’hétérogénéité intra-tumorale, 
d’origine génétique et épigénétique, favorise 
le franchissement des différentes étapes de la 
cascade métastatique. L’instabilité génétique 
associée au développement tumoral promeut 
une diversité génétique intra-tumorale et 
augmente la probabilité de sélection de 
cellules intrinsèquement résistantes aux 
contraintes biologiques et physiques 
rencontrées au cours de la dissémination 
(exemples de l’intravasation, de la survie 
dans la circulation et de l’extravasation). 
Dans la figure, les anomalies génétiques 
acquises sont représentées par une étoile *. 
La plasticité qui caractérise certaines cellules 
cancéreuses en réponse à des signaux 
microenvironnementaux leur confère une 
capacité individuelle d’adaptation, leur 
permettant de franchir les différentes étapes 
de la cascade métastatique. L’importance 
relative des processus génétiques et 
épigénétiques dans ce phénomène est 
probablement dépendante du type tumoral. 
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Travail 1 

« Interhelical loops within the bHLH domain are determinant in maintaining TWIST1–

DNA complexes »  

Bouard C., Terreux R., Hope J., Chemelle JA., Puisieux A., Ansieau S. et Payen L. 

 Journal of Biomolecular Structure & Dynamics, 2014 
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2 Travail 1 : élaboration de modèles in silico de TWIST1/TWIST1 et de 
TWIST1/E12 

Afin de mieux décrypter l’organisation structurale de TWIST1, nous avons créé par 

modélisation moléculaire différents domaines bHLH des dimères de TWIST1 par homologie à la 

structure cristalline murine NeuroD1/E47 (PDB : 2QL2). Nous avons construit ainsi les dimères 

sauvages TWIST1/TWIST1 et TWIST1/E12 ainsi que des dimères mutants décrits dans le syndrome 

de Saethre-Chotzen TWIST1-ins135/E12, TWIST1-ins139/E12, TWIST1-ins135/TWIST1-ins135 et 

TWIST1-ins139/TWIST1-in139. Nous avons soumis nos modèles à des dynamiques moléculaires de 

10 ns afin de mimer au mieux le contexte physiologique. Nous avons étudié les éléments structuraux 

clefs de ces complexes de TWIST1, notamment le rôle clef que jouent les boucles, situées entre les 

hélices alpha des domaines basiques, dans la stabilisation des complexes TWIST1-ADN. 

Cette étude de modélisation in silico de mutants associés au syndrome de Saethre-Chotzen, 

caractérisé par une perte fonctionnelle de TWIST1, nous a permis de comprendre l’organisation 

structurale du domaine bHLH de la protéine TWIST1. Effectivement, nous avons identifié les résidus 

clefs nécessaires à la dimérisation de TWIST1 mais également à la liaison à l’ADN de TWIST1 qui 

sont des prérequis aux fonctions de facteurs de transcription de cette protéine. En effet, la 

conformation des deux hélices α amphipatiques ainsi que la boucle du domaine bHLH diffèrent entre 

la forme monomérique et dimérique de TWIST1 d’une part mais aussi entre les différents dimères de 

TWIST1 formés montrant donc la rôle important de la flexibilité de ce domaine bHLH pour la 

dimérisation en impactant le choix du partenaire de dimérisation de TWIST1 mais également pour la 

reconnaissance des éléments de réponse E-box des promoteurs de gènes selon les dimères formés. Au-

delà de la flexibilité induite par certaines mutations/insertions au niveau du domaine bHLH, nous 

avons montré que ces modifications impactaient également les liaisons hydrogènes formées par les 

résidus du dimère et impliquées dans la dimérisation et donc le maintien de la proximité des deux 

monomères ou dans la liaison des dimères à l’ADN et impliquées dans les fonctions de transactivation 

des complexes de TWIST1. D’autre part, l’impact structural est dépendant des modifications 

appliquées à TWIST1 puisque tous les mutants n’ont pas les mêmes variations structurales. De 

précédents travaux montrent que le résidu de sérine l44 joue un rôle déterminant dans la liaison des 

dimères de TWIST1 à l’ADN puisque la mutation ponctuelle associée au Syndrome de Saethre-

Chotzen S144R abolit la liaison TWIST1-ADN (El Ghouzzi et al., 2001; Maia et al., 2012). Au cours 

de notre analyse nous avons pu confirmer l’importance de certains résidus de TWIST1 localisés au 

niveau des boucles. En effet, les deux insertions au niveau des boucles de TWIST1 (Ins-135 et Ins-

139) que nous avons étudiées in silico impactaient fortement la capacité de la sérine 144 (résidu situé 

au niveau de la boucle inter-hélicale) à interagir avec la première base de l’E-box contenue dans 

l’ADN aussi bien au niveau des homodimères que des héterodimères. Notre étude montre le rôle clef 

de stabilisateur que jouent les boucles via les liaisons hydrogènes directes établies entre les acides 
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aminées de ces boucles et l’ADN, pour stabiliser les complexes de TWIST1 sur l'ADN. De plus nous 

avons montré que la boucle de E12 dans le dimère TWIST1/E12 avait une forme caractéristique 

unique présentant une cavité créant ainsi une cible spécifique pour un modulateur pharmacologique 

potentiel de l’héterodimère de TWIST1/E12. Cette approche nous a également permis d’étudier 

l’évolution de la stabilité de nos dimères sauvages ou mutants au cours du temps. Grâce à ces données, 

nous avons mis en évidence le rôle clef des boucles du domaine bHLH de TWIST1 et expliqué de 

manière structurale la perte fonctionnelle associée aux mutations/insertions retrouvées chez les 

patients atteints du syndrome de Saethre-Chotzen.  

Compte tenu de la réactivation aberrante des facteurs de transcription embryonnaires au cours 

de la transformation maligne et de la dissémination métastatique, mieux comprendre leurs mécanismes 

moléculaires sous-jacents permettrait ouvrir la voie à de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, 

la description et la caractérisation des complexes de TWIST1 permettrait de faire des complexes de 

TWIST1 une cible intéressante pour des études de criblages moléculaires in silico afin de trouver des 

inhibiteurs de TWIST1 efficaces. Ainsi des études complémentaires permettant de définir la forme 

dimérique et oncogénique de TWIST1 ont permis de compléter ces résultats in silico et de définir des 

zones structurales cibles et spécifiques de la forme oncogénique active de TWIST1. 
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Travail 2 
« The heterodimeric TWIST1-E12 complex drives the oncogenic potential of TWIST1 in 

human mammary epithelial cells»  

Jacqueroud L., Bouard C., Richard G., Payen L., Devouassoux-Shisheboran M., Spicer 

DB., Caramel J., Collin G., Puisieux A., Tissier A., Ansieau S.  

Neoplasia, mars 2016 
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3 Travail 2 : identification du complexe oncogénique de TWIST1 dans un 
contexte cancéreux mammaire humain 

Le but de cette étude est de déterminer via l’utilisation de dimère forcé de TWIST1 la 

contribution de l’homodimère et des héterodimères de TWIST1 dans la transformation maligne et 

ainsi de déterminer la forme oncogénique de TWIST1 pour pouvoir développer une nouvelle stratégie 

thérapeutique ciblée. 

La construction du dimère TWIST1R154P-E12 confirme que les interactions entre les deux 

partenaires d’un dimère forcé sont nécessaires pour générer un dimère forcé actif. Ce mutant 

n’impacte pas la localisation nucléaire de TWIST1 mais cette mutation diminue la dimérisation de 

TWIST1 mutée avec E12 et donc diminue l’activation des gènes cibles des dimères de TWIST1. La 

construction de l’homodimère TWIST1K145E-TWIST1K145E permet de générer une forme inactive de 

l’homodimère puisque K145 joue un rôle clef dans la stabilisation des complexes de TWIST1 à 

l’ADN (Bouard et al., 2014; El Ghouzzi et al., 2001). Le rôle de TWIST1 dans l’atténuation de la 

sénescence induite par un oncogène est lié à la forme hétérodimérique de TWIST1/E12 et non pas à 

TWIST1/TWIST1. Les formes mutantes sont également dépourvues de cette fonction. Ainsi, la 

dimérisation de TWIST1 et de E12 est nécessaire à la fonction de contournement de la sénescence 

induite par un oncogène.  

Nous avons alors cherché à voir si la présence de l’homodimère TWIST1-TWIST1 ou de 

l’héterodimère TWIST1-E12 forcées étaient suffisants pour favoriser la carcinogenèse du sein in vivo. 

Les résultats montrent que les souris produisant l’héterodimère forcé TWIST1-E12 développent des 

cancers du sein avec une fréquence de 37,9% avec n=29 et une latence plus courte alors que les souris 

produisant l’homodimère TWIST1-TWIST1 développent des cancers du sein avec une fréquence de 

18,1% avec n=14 contre 6,1% et n=16 chez les souris contrôles. Ainsi, l’expression du dimère forcé de 

TWIST1/E12 induit le développement spontané de cancer du sein chez la souris. Les complexes 

héterodimériques TWIST1-E12 sont les formes oncogéniques de TWIST1 dans les cellules 

épithéliales mammaires. Le complexe hétérodimérique TWIST1-E12 est détecté dans des lésions pré-

malignes du sein chez l’homme.  

Ensuite, nous avons inhibé l’expression de TWIST1 endogène via l’utilisation d’un shRNA 

ciblant les séquences non traduites à l’extrémité 3’ de l'ARN endogène de TWIST1, séquences 

absentes de l’ADNc codant pour les héterodimères, afin de réaliser des essais de complémentation. 

Dans trois lignées cellulaires mammaires, l’utilisation de ce shRNA conduit à un arrêt de prolifération 

et au déclenchement du programme de sénescence. Après cela, nous avons infecté ces différentes 

lignées avec les dimères de TWIST1 homodimèrique et hétérodimérique. Nous avons pu observer que 

le complexe hétérodimérique TWIST1-E12, à la différence du complexe homodimèrique TWIST1-
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TWIST1, était capable de compenser la perte de la protéine TWIST1 endogène dans le maintien de la 

prolifération des cellules cancéreuses épithéliales mammaires.  

Cette étude a permis de confirmer les fonctions distinctes des différents dimères de TWIST1 

d’une part et de montrer que TWIST1-E12 était la forme oncogénique dans le contexte cancéreux 

mammaire d’autre part. Ainsi en abaissant l'activité des voies onco-suppressives et le mécanisme de 

contrôle du cycle cellulaire, la protéine TWIST1, sous sa forme oncogénique TWIST1-E12, favorise la 

transformation néoplasique des cellules et protège également les cellules épithéliales mammaires de la 

sénescence induite par un oncogène et / ou de l'apoptose latente. Ainsi TWIST1-E12 pourrait être une 

cible thérapeutique intéressante dans le contexte tumoral. Ainsi TWIST1-E12 est la forme active de 

TWIST1 qu’il faut caractériser in silico afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu par cette 

protéine dans le but de trouver un inhibiteur spécifique de cette TWIST1-E12. 

Pour ce projet, j’ai contribué à la sélection des différents dimères inactifs de TWIST1. En effet 

j’ai participé au choix de l’héterodimère TWIST1R154P-E12 comme étant un héterodimère inactif de 

TWIST1-E12 puisque la présence de la proline conduit à un changement conformationnel de l’hélice 

du domaine bHLH de TWIST1 ce qui impacte directement la stabilité de ce domaine in silico et donc 

ces capacités de dimérisation avec d’autres protéines bHLH dans le contexte cellulaire. Au-delà de 

l’impact conformationnel cela impacte l’activité transcriptionnelle de ces facteurs puisque leur 

dimérisation est un prérequis à leur liaison à l’ADN et donc à leur fonction. De plus la caractérisation 

des résidus clefs impliqués dans la fixation à l’ADN des dimères de TWIST1 de l’article 1, a guidé le 

choix de l’homodimère mutant inactif TWIST1K145E-TWIST1K145E puisque le résidu de lysine 145 

est capital dans la conformation du cœur des dimères de bHLH ainsi que dans la reconnaissance des 

motifs E-box de l’ADN. D’autre part, j’ai également contribué à l’interprétation et à l’analyse des 

résultats expérimentaux obtenus.  
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Abstract 241 words (limited to 250 words) 
The TWIST1 embryonic transcription factor displays biphasic functions during the course of 

carcinogenesis. It facilitates the escape of cells from oncogene-induced fail-safe programs (senescence, 
apoptosis) and their consequent neoplastic transformation. Additionally, it promotes the epithelial-to-
mesenchymal transition and the initiation of the metastatic spread of cancer cells. Interestingly, cancer cells 
recurrently remain dependent on TWIST1 for their survival and/or proliferation, making TWIST1 their Achilles’ 
heel. TWIST1 has been reported to form either homodimeric or heterodimeric complexes mainly in association 
with the E bHLH class I proteins. These complexes display distinct, sometimes even antagonistic functions 
during development and unequal pro-metastatic functions in prostate cancer cells. Using a tethered dimer 
strategy, we successively assessed the ability of TWIST1 dimers to cooperate with an activated version of RAS 
in human mammary epithelial cell transformation, to provide mice with the ability to spontaneously develop 
breast tumors, and lastly to maintain a senescence program at a latent state in several breast cancer cell lines. We 
demonstrate that the TWIST1-E12 complex, unlike the homodimer, is an oncogenic form of TWIST1 in 
mammary epithelial cells, and that efficient binding of both partners is a prerequisite for its activity. The 
detection of the heterodimer in human premalignant lesions by a proximity ligation assay, at a stage preceding 
the initiation of the metastatic cascade, is coherent with such an oncogenic function. TWIST1-E protein 
heterodimeric complexes may thus constitute the main active forms of TWIST1 with regards to senescence 
inhibition over the time course of breast tumorigenesis. 

 
Keywords: TWIST1 dimers, escape from fail-safe programs, tumor initiation, breast. 
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Introduction  
The TWIST1 gene is aberrantly reactivated 

in a large set of solid cancer types, including a 
variety of carcinomas, melanomas, sarcomas and 
neuroblastomas (Ansieau et al., 2010). As a 
reminiscence of its embryonic functions, this 
transcription factor was originally shown to 
promote the metastatic dissemination of cancer 
cells through its ability to trigger an epithelial-to-
mesenchymal transition (Yang et al., 2004). We and 
others additionally highlighted its ability to 
alleviate the induction of fail-safe programs 
(senescence, apoptosis) in response to oncogenic 
activations, thereby cooperating with mitogenic 
oncoproteins in promoting cell neoplastic 
transformation in vitro and tumor initiation in vivo 
(Maestro et al., 1999; Valsesia-Wittmann et al., 
2004; Kwok et al., 2007; Ansieau et al., 2008; Tran 
et al., 2012; Morel et al., 2012; Burns et al., 2013). 
Furthermore, cancer cells often remained dependent 
on TWIST1 functions to protect them from latent 
senescence or apoptosis (Valsesia-Wittmann et al., 
2004; Ansieau et al., 2008; Tran et al., 2012; 
Piccinin et al., 2012; Burns et al., 2013; Beck et al., 
2015). Its oncogenic properties are mostly related to 
its ability to down-modulate the activity of p53 
(Maestro et al., 1999; Valsesia-Wittmann et al., 
2004; Stasinopoulos et al., 2005; Piccinin et al., 
2012) and to dampen the expression of numerous 
cyclin-kinase inhibitors (p15INK4B, p16INK4A 
p21CIP1), the relative contribution of these activities 
varying according to the cellular context (Ansieau 
et al., 2008; Burns et al., 2013). 

Basic-helix-loop-helix (bHLH) transcription 
factors were originally classified into different 
categories based on their expression pattern, 
partners and structural features (Massari and Murre, 
2000). The TWIST1 protein belongs to Class II, 
which encompasses tissue-specific bHLH, such as 
MyoD. These proteins heterodimerize with the 
ubiquitously expressed Class I bHLH proteins, 
termed E proteins (Massari and Murre, 2000). They 
include the two splice variants of the TCF3/E2A 
protein E12 and E47, the TCF4/ITF2, and the 
TCF12/HEB transcription factors. All TWIST1-E 
heterodimers have been shown to display similar 
functional properties (Connerney et al., 2006). The 
TWIST1 protein also interacts with the Class II 
bHLH transcription factors HAND1 and HAND2, 
and additionally displays the property to constitute 
functional homodimers, as originally demonstrated 
in Drosophila (Castanon et al., 2001). The TWIST1 
protein preferentially heterodimerizes providing a 
rationale for the similar limb formation defects 
triggered by the enforced expression of the 
TWIST1-E12 heterodimer or of the TWIST1 
monomer (Villavicencio et al., 2002; Firulli et al., 
2005; Laursen et al., 2007). Nonetheless, 
homodimerization is either privileged at low protein 
concentration (e.g. TWIST1 haploinsufficiency in 

Saethre-Chotzen patients), in the presence of ID 
HLH proteins which titrate E proteins, or following 
the phosphorylation of residues located in the helix 
I of TWIST1 (i.e. Thr121 and Ser123) by protein 
kinase A (Connerney et al., 2006; Firulli et al., 
2007; Connerney et al., 2008). Point mutations 
preventing the post-translational modification of 
these residues (TS121-123AA) or mimicking their 
constitutive phosphorylation (TS121-123ED) were 
demonstrated to functionally mimic the TWIST1 
homodimer and heterodimer, respectively (Firulli et 
al., 2005). The phospho-regulation of TWIST1 was 
additionally shown to influence its affinity for E-
boxes in a cis-element dependent manner (Firulli et 
al., 2007). Post-translational modifications of 
TWIST1 thus have an impact on dimer choice and 
on the downstream activation of targeted genes 
(Firulli and Conway, 2008). The contribution of 
these complexes to the embryonic TWIST1 
functions has been largely explored using tethered 
dimers, the reliability of this approach being 
unquestionably established through successful in 
vivo complementation assays (Castanon et al., 
2001; Firulli et al., 2005; Connerney et al., 2008). 
The validity of this strategy was also supported by 
the demonstration that the tethered TWIST1~E12 
dimer binds DNA and trans-activates reporter genes 
similarly to when TWIST1 and E12 are expressed 
as separated polypeptides (Castanon et al., 2001; 
Firulli et al., 2007). Exploiting this tethered dimer 
strategy unveiled differential and even antagonistic 
properties of the TWIST1 complexes during 
embryonic development, demonstrating the key role 
of the TWIST1 partner in determining and 
regulating TWIST1 functions. Whether the balance 
between these dimers also modulates TWIST1 
functions during tumorigenesis remains relatively 
unexplored. Enforced expression of tethered 
TWIST1~TWIST1 or TWIST1~E12 dimers in 
prostate cancer cell lines led to the conclusion that 
the pro-metastatic properties of TWIST1 are 
allotted to the heterodimeric TWIST1 complex 
(Gajula et al., 2015). Their contribution to the 
malignant transformation nonetheless still remains 
to be determined. Moreover, identifying the 
TWIST1 complex implicated in the escape from 
fail-safe program and upon which cancer cells are 
dependent for their proliferation and survival, 
constitutes an essential step in the development of 
novel therapeutic strategies aiming at eradicating 
cancer cells through TWIST1 inactivation. To 
tackle this question, we employed this tethered 
dimer strategy to assess the oncogenic potentials of 
both TWIST dimers in vitro and in vivo. 

 
Material and Methods 
DNA constructs 
The EcoR pBabe Zeo, ER-HRASG12V 

pLNCX2-Neo, and HRASG12V pbabe-Puro 
retroviral construct and the VIM1-luciferase 
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reporter have been previously described (Le et al., 
2005; Boehm et al., 2005; Barradas et al., 2009; 
Mikaelian et al., 2013). The tethered dimers were 
generated by PCR using FLAG-human TWIST1 
(Ansieau et al., 2008) and E12 expression 
constructs (Murre et al., 1991) as templates. The 
strategy employed to generate the tethered dimers is 
described in details in the Supplementary 
Information section. The shRNA TWIST1 A 
pLKO.1 lentiviral construct was previously 
described (Ansieau et al., 2008). The shRNA 
TWIST1 B pSIREN (5’-
CTCTGGAGCTGGATAACTAAA-3’) retroviral 
construct was kindly provided by Patrice Lassus 
(IGMM, Montpellier). The shRNA TCF3 pLKO.1 
was supplied by Sigma. 

 
Mouse strains 
Animal maintenance and experiments were 

performed in a specific pathogen free animal 
facility “Anican” in accordance with the animal 
care guidelines of the European Union and French 
laws and were validated by the local Animal Ethic 
Committee (CECAAP). The CAG-LSL-Twist1-
Twist1 or CAG-LSL-Twist1-E12 (FVB/NJ genetic 
background) (Connerney et al., 2008) were crossed 
with the WAP-Cre (Whey Acidic Protein promoter, 
Wagner et al., 1997) mouse strain (B6.Cg-Tg(Wap-
Cre)11738 Mam, obtained from the mouse models 
of Human Cancers Consortium and back-crossed to 
the FVB/NJ genetic background). Cohorts of 
multiparous female WAP-Cre; Twist1-Twist1 and 
WAP-Cre; Twist1-E12 mice (with two rounds of 
lactation) were generated. Genotyping was 
performed on genomic DNA from tails using the 
5’-AATGAAATGGAGAGCTTGGGCGAC-3’ and 
5’-CATCACTCGTTGCATCGACC-3’ primer pair 
for the WAP-Cre transgene and 5’-
GCAAGCGCGGCAAGAAATCTG-3’ and 5’-
CCCGTTCAAGTCCTCTTCAGAAATGAC-3’ 
primer pair for the Twist1 transgene as described 
previously (Wagner et al., 1997; Connerney et al., 
2008). Mice were monitored twice a week for 
tumor incidence. End points were based on tumor 
diameter (up to 1.5 cm) unless natural death 
occurred. Mice were euthanized by CO2 inhalation. 
Tumors were fixed in 10% phosphate-buffered 
formalin for 24 h, and embedded in paraffin. 
Mammary gland, lung, liver, kidney and spleen 
were collected either to check for malignant lesions 
or to assess potential metastatic dissemination. 

 
Cell culture 
HMEC-hTERT cells and derived cells were 

cultured as described previously (Morel et al., 
2012). The Hs578T, MDA-MB-436, MDA-MB-
231 and BT-474 breast cancer cell lines and 
HEK293T were provided by the ATCC, and 
cultured according to the supplier’s instructions. 

 

Protein analysis and 
immunohistochemistry  

Cells extracts were performed in RIPA 
buffer (100 mM NaCl, 1% NP40, 0.1% SDS, 50 
mM Tris pH8) supplemented with protease (Roche) 
and phosphatase inhibitor cocktails (Sigma) and 
clarified by centrifugation. Proteins were analyzed 
by Western-blot using the monoclonal anti-
TWIST1 2C1a (Abcam), anti-p21CIP1 clone SX118 
(Dako), and the polyclonal anti-TWIST2 
(proteintech), anti-E2A V18, anti-HEB A20, anti-
ITF2 K12, anti-H-RAS C20, anti-p15INK4B C20, 
anti-p16INK4A H156, p-histone H3 (Ser10)-R (Santa-
Cruz Biotechnology) and anti-GAPDH Abs16 
(Millipore) antibodies and horseradish-peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Dako). Antigen-
antibody complexes were revealed with the 
Western-blotting Luminol reagent (Santa Cruz 
Biotechnology). 

Analysis of TWIST1 by 
immunohistochemistry in mouse breast carcinomas 
was performed as described previously (Morel et 
al., 2012) using the monoclonal anti-TWIST1 2C1a 
(Abcam). 

 
Gene expression analysis 
RNA preparation and reverse transcription 

were performed as described previously (Gras et 
al., 2014). Real time PCR intron-spanning primers 
were designed with the primer3 software. The 
HPRT1 housekeeping gene was used for 
normalization. The combinations of primers used 
are listed in the Supplementary Information section.  

 
Retroviral infections, SA-β-galactosidase, 

growth curves, and soft-agar colony assays 
Enforced expression of H-RASG12V and/or 

TWIST1 proteins was performed through retroviral 
infections as described previously (Gras et al., 
2014). Briefly cells were “murinized” by 
expressing the ecotropic receptor (Baker et al., 
1992; Boehm et al., 2005) before being infected 
with retroviral expression constructs 48 h later. 
Selection was initiated 24 h post-second infection 
with puromycin (0.5 µg/ml) or neomycin (100 
µg/ml).  

shRNA TWIST1 lentiviral particles were 
generated through the co-transfection of 293T cells 
with pLKO.1, pCMV ΔR8.91 (gag-pop-Tat-Rev) 
(Zufferey et al., 1997) and phCMVG-VSVG (env) 
(Burns et al., 1993) expression constructs and 
shRNA TWIST1 retroviral particles through the 
transfection of HEK293GP cells with pSIREN and 
phCMVG-VSVG (env) expression constructs using 
the calcium phosphate precipitation technique. 
TWIST1 knock-down was achieved via double 
retroviral (shRNA TWIST1 B pSIREN) or lentiviral 
(shRNA TWIST1 A pLKO.1) infections at 48 h 
intervals. Over 90% of cells were infected. 
Consequences of TWIST depletion on cell survival 
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and proliferation was assessed in the absence of 
selection. Activation of ER-RASG12V with 4-OH-
Tamoxifen (4-OHT, 625 nM, Sigma Aldrich) was 
specifically performed in medium supplemented 
with 1 mM D-Glucose. Three days later, cells were 
washed twice with PBS, either fixed in 3% 
formaldehyde and stained with crystal violet or 
tested with a SA-β-galactosidase assay (Dimri et 
al., 1995). Transformation assays were performed 
one week post-infection (TWIST1 transduction) or 
post-second infection (RAS + TWIST transduction), 
as described previously (Gras et al., 2014). 

 
Immunofluorescence 
104 cells were seeded on a 12-well IBIDI-

chamber slide, fixed in 4% formaldehyde (Sigma) 
for 15 min, washed with 1% bovine serum albumin 
(BSA) in PBS buffer and permeabilized in 0.1% 
Triton 100X (Sigma), 1% BSA in PBS buffer at 
room temperature for 10 min. The cells were then 
washed 3 times with 1% BSA in PBS buffer and 
incubated with the anti-TWIST1 2C1a primary 
antibody (Abcam, diluted 1/100 in 0.5% BSA in 
PBS buffer) overnight at 4°C. Following extensive 
washing in 1% BSA in PBS buffer, cells were 
incubated with FITC-conjugated Alexa goat anti-
mouse antibody (Life Technology, 1/600 in 0.5% 
BSA in PBS buffer) for 30 min at room 
temperature. Nuclei were stained with Hoechst 5 
mg/ml in 0.5% BSA in PBS buffer for 10 min and 
mounted with Fluoromount-G (SouthernBiotech). 
Images were taken on an immunofluorescence 
microscope (Leica) at identical exposure times. 

 
Immuno-precipitation 
HEK293T cells were transfected with wild-

type or mutant FLAG-tagged TWIST1 and/or Myc-
tagged E12 expression constructs using the 
calcium-phosphate technique. Cells were lysed 36 h 
post-transfection in a 50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton buffer 
supplemented with protease inhibitors (Roche), 
cleared by centrifugation and incubated with an 
anti-FLAG M2 resin (Sigma-Aldrich). After 
intensive washing to eliminate non-specific 
binding, the resin was resuspended in Laemmli 
buffer and boiled for 3 min. After elimination of the 
beads by centrifugation, samples were reduced by 
adding β-mercaptoethanol and separated on SDS-
PAGE. Proteins were analyzed with the murine 
monoclonal anti-TWIST1 C2a antibody (Abcam) 
and the rabbit polyclonal V18 E2A antibody (Santa 
Cruz Biotechnology). 

Immunoprecipitation of endogenous E12 
protein by ectopically expressed FLAG-TWIST1 
was performed in HMEC-hTERT cells. 2x106 cells 
were resuspended in an extraction buffer (20 mM 
Tris pH8, 125 mM NaCl, 1mM EDTA, 0.5% NP40) 
supplemented with protease inhibitors (Roche), 
sonicated and cleared by centrifugation. Protein 

extracts were diluted in a final 20 mM Tris pH8 
buffer containing 125 mM NaCl, 1mM EDTA, 
NP40 0.125%, Glycerol 10%, and successively 
incubated in the presence of 4 µg of M2 α-FLAG 
antibody (Sigma) for 4 h at 4°C and protein-A 
sepharose beads (protein A sepharose ®4B, 
InVitrogen) for 1 h. After intensive washing in a 20 
mM Tris pH8 buffer containing 125 mM NaCl, 
1mM EDTA, NP40 0.1%, Glycerol 10% buffer, 
beads were resuspended in Laemmli buffer (in 
absence of β-mercaptoethanol), boiled at 95°C for 3 
min. After elimination of the beads by 
centrifugation, samples were reduced by adding β-
mercaptoethanol and separated on SDS-PAGE. 

 
Proximity Ligation Assay  
Human ductal carcinoma in situ (DCIS) 

samples were obtained through the Biological 
Resource Center of the Centre Léon Bérard with the 
agreement of the ethical review board of the Centre 
Léon Bérard. Samples were used with the patient’s 
written informed consent. The present study was 
approved by the ethical review board of the Centre 
Léon Bérard. DCIS samples were selected on the 
basis of TWIST1 protein detection, as previously 
reported (Morel et al., 2012). 

After deparaffinization and rehydratation, 
tissue sections were boiled in a 10 mM pH6 citrate 
buffer for 40 min. After saturating unspecific 
binding sites for 20 min with a 1% BSA PBS 
buffer, sections were incubated overnight with the 
mouse monoclonal anti-TWIST1 Twist2C1a 
(Abcam) and the rabbit polyclonal anti-E2A N-649 
(Santa Cruz) antibodies in a 0.5% BSA in PBS 
buffer. Incubation with PLA probes, ligation and 
amplification steps were performed according to the 
manufacturer instructions (Duolink® In Situ kit, 
Sigma). The specificity of the signal was confirmed 
using paraffin-embedded MDA-MB-436, Hs578T 
(TWIST1-positive, E12-positive) and HMEC-
hTERT (TWIST1-negative, E12-positive) 
mammary cells, in which TWIST1 or TCF3 (the two 
E2A protein variants E12 and E47 encoding gene) 
were specifically knocked-down through RNA 
interference. Number of dots per cell was assessed 
using the ImageJ software. 

Results 
Design of wild-type and mutant tethered 

TWIST1 dimers. 
Since both HAND1 and HAND2 genes were 

found to be transcriptionally inactive in breast 
cancer cells and since E proteins, are expressed as 
anticipated in all of the studied breast cancer cell 
lines (Figure S1A), the experiments were 
performed either with homodimeric (TWIST1-
TWIST1, hereafter named T~T) or heterodimeric 
(TWIST1-E2A E12, hereafter named T~E) tethered 
dimers. Following previous studies (Castanon et al., 
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2001; Firulli et al., 2007; Connerney et al., 2008; 
Gajula et al., 2015), the E2A splice variant E12 was 
employed as the model for E proteins, since all 
TWIST1-E protein complexes were reported to 
display similar properties (Connerney et al., 2006). 
Tethered dimers were generated by linking the two 
partners with a flexible glycine-serine polylinker, 
also used in previous studies (Castanon et al., 2001; 
Firulli et al., 2007; Connerney et al., 2008; Gajula 
et al., 2015), and the TWIST1 protein was tagged at 
the N-terminus with a single FLAG peptide, a 
position that we previously confirmed does not 
interfere with TWIST1 oncogenic functions 
(Ansieau et al., 2008) (Figure S1B). The production 
and correct nuclear localization of the resulting 
tethered dimers were validated (Figure S1C). 
Noticeably, C-terminal truncated sub-products 
(revealed with both anti-TWIST1 and anti-FLAG 
antibodies) were detected. Very similar sub-
products were revealed with the functional murine 
MYC-tagged T~T and MYC-tagged T~E forced 
dimers generated in the laboratory of D. Spicer 
(Connerney et al., 2006) (Figure S1D). In 
particular, the detection with the T~T dimer of a 
predominant sub-product with a molecular size 
close to the monomer, likely reflects a difference in 
the accessibility of a consensus caspase 3/7 
cleavage site present in the C-terminal of TWIST1 
within the two tethered dimers. Cleavage of 
TWIST1 by caspase 3 was originally reported in 
apoptotic cells, and was quickly followed by its 
proteasome-mediated degradation (Demontis et al., 
2006). It is, therefore, very likely that the cleavage 
occurs during protein extraction.  

As the study progressed, additional mutants 
were generated including the T R154P~E 
heterodimer (hereafter named T RP~E) to confirm 
the need of the interaction between both partners to 
generate an active tethered heterodimer. The R154P 
mutation was previously reported to disrupt the 
TWIST1-E2A protein interaction (Spicer et al., 
1996), and this was herein confirmed by performing 
a co-immunoprecipitation assay (Figure S2A). 
Insertion of this mutation into the T~E tethered 
dimer (T RP~E) did not have an impact on its 
nuclear sub-localization (Figure S2B) but, as 
anticipated, abrogated the ability of the fusion 
protein to activate the TWIST1-targeted vimentin 
(VIM) gene, in a reporter assay (Figure S2 C). A 
TWIST1 K145E-TWIST1 K145E (T KE~T KE) 
tethered dimer was also generated as an inactive 
version of the T~T tethered dimer. The Lys145 
residue plays a determining role in stabilizing 
TWIST1 complexes on the DNA by contributing to 
the establishment of the inter-helical loops and by 
directly interacting with oxygen atoms of DNA 
bases (Maia et al., 2012; Bouard et al., 2014). The 
K145E mutation thus affects the global structure of 
TWIST1 complexes and abrogates TWIST1 DNA 
binding properties (El Ghouzzi et al., 2001).  

 
The TWIST1 dimers unequally alleviate 

oncogene-induced senescence in human 
mammary epithelial cells. 

To compare the ability of both TWIST1 
dimers in preventing oncogene-induced senescence 
(OIS), immortalized and non-transformed human 
mammary epithelial cells (HMEC-hTERT) were 
sequentially infected with retroviral vectors 
encoding either for an inducible activated version 
of HRAS (ER-HRASG12V) or for TWIST1 
(monomer T, T~T or T~E dimer) (Figure 1A). 
Activation of the ER-HRASG12V fusion protein by 
4-hydroxyl-tamoxifen (+ 4-OHT) triggered a 
senescence program, as revealed by the permanent 
proliferation arrest and the detection of a SA-β-
galactosidase activity (Figure 1B). While the 
CDKN2A-ARF locus is methylated in HMEC-
hTERT cells (Huschtscha et al., 1998; Brenner et 
al., 1998; Kiyono et al., 1998), commitment into 
senescence was associated with an accumulation of 
p15INK4B (p15) and p21CIP1/WAF1 (p21) (Figure 1B). 
In line with our previous observations (Ansieau et 
al., 2008), enforced expression of the TWIST1 
monomer successfully prevented the activation of 
cyclin-kinase inhibitors and sustained cell 
proliferation, as assessed in a crystal violet 
coloration assay (Figure 1C-D). The heterodimer 
turned out to be functionally active in this assay and 
the homodimer inactive (Figure 1C), suggesting 
that the dimerization between TWIST1 and E 
protein partners is a prerequisite to carry out this 
function. To support this hypothesis, we observed 
that the disruption of the partner interaction through 
the insertion of the R154P point mutation in 
TWIST1 abolished T~E activity (Figure 1C). 
Collectively, this assay demonstrated that both 
monomeric and tethered heterodimers similarly 
prevent OIS, supporting the concept that ectopically 
expressed TWIST1 can form heterodimers with 
endogenous E proteins (Villavicencio et al., 2002; 
Laursen et al., 2007). Indeed, ectopic TWIST1 was 
confirmed to immuno-precipitate the endogenous 
E12 protein (Figure S3). Of note, in light of the 
absence of activity of the TWIST1 homodimeric 
complex, the functionality of the fusion protein was 
further controlled by assessing its ability to 
transactivate a set of TWIST1 targeted genes, 
selected on the basis of previous studies (Taube et 
al., 2010; Morel et al., 2012). As shown in Figure 
S4, the homodimer was confirmed to be functional. 
As an internal control, the insertion of the K145E 
mutation (T KE~T KE tethered dimer), described to 
abolish the TWIST1 DNA binding capability (El 
Ghouzzi et al., 2001), annihilated its transactivation 
potential. 

To strengthen the differences observed 
between the two TWIST1 complexes, we next 
assessed their ability to cooperate with the H-
RASG12V protein in promoting the neoplastic 
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transformation of HMEC-hTERT cells. To this end, 
cells were sequentially infected with TWIST1 and 
constitutive H-RASG12V retroviral expression 
constructs. While the sole expression of the 
TWIST1 tethered dimers failed to transform cells, 
concomitant production of H-RASG12V and the 
active heterodimeric complex successfully 
transformed cells, as assessed in a colony formation 
assay (Figure 2A-B). Neither the homodimeric T~T 
complex nor the inactive form of the T~E complex 
(T RP ~E) were found to be functional in this 
second assay.  

 
The enforced expression of the T~E 

tethered dimer induces the spontaneous 
development of breast carcinoma in mice.  

Next, we validated the different oncogenic 
activities observed between the two TWIST1 
complexes in vivo. We previously reported that the 
combined production of either the murine 
monomeric TWIST1 or the T~E fusion protein with 
an activated version of K-RAS (K-RASG12D) in 
luminal committed epithelial cells induced breast 
tumor development in the first five months with a 
complete penetrance (Morel et al., 2012). However, 
not a single one of the three mice examined, co-
expressing the homodimer T~T and K-RASG12D, 
developed breast tumors within the same period of 
time, suggesting that the homodimer failed to 
cooperate with RAS in promoting tumor initiation 
(G. W. Hinkal, unpublished data). To strengthen 
this result, we examined whether the ectopic 
expression of T~T or T~E in the absence of an 
oncogenic insult was sufficient to promote breast 
carcinogenesis, with an anticipated lower 
penetrance and extended latency to accumulate 
requested secondary events. T~T or T~E production 
was enforced in luminal committed cells through 
the generation of WAP: Twist1~Twist1 and WAP: 
Twist1~E12 mice (producing the murine T~T or 
T~E fusion proteins under the control of the whey 
acidic protein promoter) by crossing either the 
CAG-LSL-Twist1~Twist1 or and CAG-LSL-
Twist1~E12 and the WAP-Cre mouse strains 
(Wagner et al., 1997; Connerney et al., 2008). Full 
activation of the WAP promoter was assured by 
two consecutive lactations. As shown in Figure 2 
C-E, T~E-producing mice were found to develop 
breast carcinomas with a higher frequency (37.9%, 
n=29) and a shorter latency than T~T-producing 
mice (18.1%, n=14) and control littermates (6.2%, 
n=16). Tumor phenotypes were found to be 
heterogeneous and classified (Cardiff, 2001), as (i) 
adenosquamous, (ii) metaplastic spindle cell, (iii) 
papillary and cribriform, (iv) solid and cribriform, 
and (v) adenosquamous carcinomas (Table S1). No 
secondary tumor site was detected. Collectively, 
these observations support our conclusion that the 
heterodimeric complexes are the oncogenic forms 
of TWIST1 in mammary epithelial cells. 

 
The heterodimeric TWIST1-E12 complex 

is detected in human breast premalignant 
lesions. 

If the assumption that the heterodimeric 
TWIST1 complex plays a role in malignant 
transformation, breast cancer cell survival and 
proliferation is correct, we would expect that this 
complex would already be detectable in in situ 
ductal carcinoma (DCIS), before the initiation of 
the metastatic cascade. We thus assessed TE 
complex formation through a proximity ligation 
assay (PLA), selecting cases previously defined as 
TWIST1-positive or -negative by 
immunohistochemistry (Morel et al., 2012). 
Experimental conditions were established in 
mammary carcinoma cell lines and the specificity 
of the signal was confirmed by turning-down the 
expression of either the endogenous TWIST1 or 
TCF3 (the E12/E47 proteins-encoding gene) 
through RNA interference. Depletion in the 
TWIST1 and E2A proteins significantly reduced 
the number of dots detectable in the TWIST1-
positive MDA-MB436 (8.8 ± 1.1 dots/cell to 4.9 ± 
1.0 and 1.6 ±1.5 dots/cell, respectively) and 
Hs578T (9.8 ±3.1 dots/cell to 3.1 ± 1.9 and 2.2 ±1.7 
dots/cell, respectively), while the number of 
dots/cell remained <1 in TWIST1-negative HMEC-
hTERT cells (Figure S5). As shown in Figure 3, the 
TE complex was invariably detected in all 
TWIST1-positive DCIS, while no signal was 
detected in the control samples, namely TWIST1-
negative DCIS and normal mammary glands. The 
detection of the TE complex in premalignant 
lesions is thus compatible its role in the inhibition 
of a fail-safe program.  

 
The TWIST1-E12 heterodimeric complex, 

unlike the homodimeric TWIST1 complex, 
complements the loss of the endogenous 
TWIST1 protein in sustaining mammary 
epithelial cancer cell proliferation. 

By lowering the activity of oncosuppressive 
pathways and of the cell cycle control machinery, 
the TWIST1 protein not only favors the cell 
neoplastic transformation, but also protects cancer 
cells from latent OIS and/or apoptosis (Valsesia-
Wittmann et al., 2004; Kwok et al., 2007; Ansieau 
et al., 2008; Tran et al., 2012; Burns et al., 2013; 
Beck et al., 2015). To assess the contribution of 
TWIST1 dimers in these secondary activities, we 
selected a shRNA targeting the 3’-untranslated 
sequences of the endogenous TWIST1 RNA, which 
are absent from the heterodimer cDNAs, in order to 
inhibit endogenous TWIST1 expression and 
performed complementation assays with the 
tethered dimers. We confirmed that this shRNA 
(shRNA TWIST1 B), similarly to the shRNA used 
in our previous studies (shRNA TWIST1A, 
(Ansieau et al., 2008)) induced a proliferation arrest 
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(as assessed by a crystal violet coloration assay and 
the amount of phospho-Ser10 histone H3 (H3-S10)) 
and triggered a senescence program, as revealed by 
the detection of a SA-β-galactosidase activity 
(Figure 4), in all three breast cell lines tested 
(MDA-MB-436, Hs578T and BT-474). The 
permanent growth-arrest was invariably associated 
with an accumulation of p15INK4B (p15) and p21CIP1 
(p21) cyclin-dependent kinase inhibitors, p16INK4A 
(p16) remaining undetectable (Figure 4). No trace 
of cleaved caspases-3 or PARP fragments were 
detected, excluding a concomitant apoptosis 
induction (data not shown). To evaluate the 
contribution of both the homodimeric and 
heterodimeric TWIST1 complexes, MDA-MB-436 
cells were next sequentially infected with TWIST1-
expressing constructs (using a monomeric TWIST1 
cDNA lacking 3’ untranslated sequence as an 
internal positive control) and depleted in 
endogenous TWIST1 through RNA interference. 
As shown in Figure 5, similarly to the ectopically 
expressed TWIST1 monomer, the heterodimeric 
T~E complex avoided cyclin-kinase inhibitor 
accumulation and sustained cell proliferation. As 
anticipated, the inactive T~E variant (T RP ~E) 
failed to do so. The T~T homodimer also failed to 
complement the endogenous TWIST1 functions. 
Similar results were obtained in the two additional 
Hs578T and BT-474 cell lines (Figure S6). These 
data unambiguously demonstrated that the T~E 
heterodimeric complex is necessary to prevent OIS 
and to maintain the senescence program in a latent 
state in mammary epithelial cells.  
 

Discussion 
The embryonic transcription factor 

TWIST1 displays pleiotropic functions during 
carcinogenesis, promoting the neoplastic 
transformation of cells and tumor initiation, on the 
one hand, and the metastatic spread of cancer cells 
through EMT induction, on the other hand (Ansieau 
et al., 2010). Determining whether these functions 
rely on the activities on various TWIST1 
complexes or whether the oncogenic and pro-
metastatic properties are conferred upon a single 
complex is essential in order to further understand 
the TWIST1 functions, as well as to design 
strategies to inactivate the transcription factor. By 
using a tethered dimer approach, previously proven 
to delineate the TWIST1 complex functions in 
vitro, as well as in vivo, we demonstrated that the 
TWIST1-E12 heterodimer efficiently avoided OIS 
in mammary epithelial cells. Furthermore, its 
enforced expression complements the activity of the 
endogenous TWIST1 protein in keeping cyclin-
kinase inhibitors under a threshold compatible with 
breast cancer cell proliferation. In comparison, the 
homodimeric complex failed to do so, highlighting 
the pivotal role of the TWIST1 partner in regulating 
its oncogenic functions. To support this conclusion, 

the monomeric TWIST1 protein and the 
heterodimeric TWIST1 complex were found to 
efficiently cooperate with RAS in promoting breast 
carcinogenesis in vivo (Morel et al., 2012). Despite 
the limited number of mice examined, the absence 
of pathology observed when the homodimeric 
TWIST1 complex was combined with RAS, 
demonstrated that T~T was less efficient that T~E 
in promoting tumor initiation in this context (G. W. 
Hinkal, unpublished results). The tendency of mice, 
ectopically expressing T~E in mammary epithelial 
cells, to spontaneously develop breast carcinoma 
with a higher frequency than their T~T counterparts 
and control littermates, further supports this 
conclusion.  

Several bHLH transcription factors are 
known to heterodimerize with TWIST1, including 
the TCF3/E2A splice variants E12 and E47, the 
TCF4/ITF2, the TCF12/HEB, and the HAND 
proteins. As the HAND genes were found to be 
transcriptionally inactive in the examined breast 
cancer cells (Figure S1), we focused on E proteins, 
using E12 as a prototype. Considering the degree of 
homology in their bHLH domains (81.8% identity 
with TCF3/E2A E47 splice variant, 89.1% identity 
with TCF4/E2-2, and 92.7% identity with 
TCF12/HEB), it is likely that all of these complexes 
display similar oncogenic properties. Furthermore 
E2A proteins are the predominant E proteins 
expressed in the breast cancer cell lines employed 
in the present study, as assessed by Western-blot 
(Figure S1A). Unfortunately, we cannot exclude 
that additional TWIST1 bHLH protein partners also 
contribute to its oncogenic activity. For example, 
the TWIST1-related TWIST2 protein is expressed 
in basal-B breast cancer cells (Figure S1A). 
Although co-expression of both transcription 
factors at the cellular level remains to be 
demonstrated, the two proteins are able to 
heterodimerize (Fu et al., 2011). It is worth noting 
that the heterodimeric TWIST1-E12 complex was 
additionally shown to drive the pro-metastatic 
activity of TWIST1 in prostate cancer cells (Gajula 
et al., 2015), suggesting that the TWIST1-E 
complexes are the active forms of TWIST1 with 
regards to tumorigenesis, promoting both tumor 
initiation and progression. Using a proximity 
ligation assay, we confirmed that the heterodimer is 
detectable in DCIS before the metastatic cascade is 
initiated (Figures 3 and S6).  

Since the ectopic expression of the 
tethered dimer T~T did not affect breast cancer cell 
proliferation, it is possible that the homodimeric 
complex does not display transdominant negative 
properties, at least with regards to the functions and 
cellular models considered in this study. The 
balance between the two complexes rather spatially 
and temporally controls the amount of 
heterodimeric complex, and, thereby, the oncogenic 
and pro-metastatic properties of TWIST1. To 
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support this hypothesis, ID HLH proteins which tilt 
the balance in favor of the TWIST1 homodimer, 
were shown to suppress the TWIST1-driven 
invasive properties and to favor secondary site 
colonization through the induction of a 
mesenchymal-to-epithelial transition (Stankic et al., 
2013; Rahme and Israel, 2015). Interestingly, in 
both C-elegans and mouse development, 
respectively, the HLH8 (the C. elegans TWIST 
ortholog) and HAND1 homodimeric complexes 
were found to play a key role and the heterodimers 
functions were restricted to that of counterbalancing 
their activity (Philogene et al., 2012; Hu et al., 
2013). The relative contribution of bHLH 
complexes during embryonic development and 
senescence inhibition over the time course of breast 
carcinogenesis may thus be inverted. Nonetheless, 
the ability of the homodimer to modulate 
downstream targeted genes suggests that it might 
also display unrelated and yet-uncharacterized pro-
tumoral properties.  

In numerous tumor models, cancer cells 
were shown to remain dependent on TWIST1 to 
sustain proliferation (Valsesia-Wittmann et al., 
2004; Ansieau et al., 2008; Tran et al., 2012; 
Piccinin et al., 2012; Burns et al., 2013; Beck et al., 
2015). We now extend this observation to EMT-
committed basal-B breast cancer cells (such as 
MDA-MB-436 and Hs578T), which express a large 
spectrum of EMT-inducers including ZEB1. ZEB1, 
similarly to TWIST1, has been demonstrated to 
down-regulate the expression of INK4B and CIP1, 
and to prevent EGFR-driven OIS in lung cancer 
cells (Liu et al., 2008; Ohashi et al., 2010). The 
observed lack of complementation between the two 
proteins in these breast cancer cells either suggests 
cell type specific regulations (e.g. post-translational 
regulations) or unveils yet-unidentified TWIST1-
dependent properties. Among the various 
possibilities, the embryonic transcription factor has 
been reported to interact directly with p65RelA and 
to alleviate the transactivation of cytokine 
expressing genes, such as IL6 (Sosic et al., 2003), 
known to take part in the senescence-associated 
secretory phenotype (SASP) and, thereby, to 
contribute to the maintenance of a senescent 
phenotype. The key regulators leading to the 
specificity of the genetic program driven by 
TWIST1 complexes remain to be defined. Of note, 
a tandem E-box separated by a 5 nucleotide spacer 
was recently shown to be specifically recognized by 
the TWIST1-E2A complexes (similarly with both 
E2A splice variants), a tetrameric complex formed 
and stabilized through the interaction between the 
α-helixes of the WR domain of TWIST1 proteins 
(Chang et al., 2015). Enforced expression of the 
T~E heterodimer in HMEC-hTERT cells affected 
the expression of a limited number of genes (data 
not shown), suggesting that the tethered dimer 
strategy avoids titration of bHLH factors. This 

experimental approach may lead the way to 
defining the TWIST1-E complex-downstream 
targeted genes and to exploring their contribution to 
the oncogenic activity of TWIST1.  
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Figure 1. Homo- and heterodimeric TWIST1 complexes unequally avoid RAS-

induced senescence in immortalized human mammary epithelial cells. 
A, HMEC-hTERT cells were sequentially infected with the inducible ER-H-RASG12V 

fusion protein and with either monomeric TWIST1, the homodimeric TWIST1~TWIST1 
tethered dimer, or the wild-type (wt) or mutant (RP) TWIST1~E12 heterodimeric tethered 
dimer. B, In the absence of TWIST1, the activation of the ER-H-RASG12V protein, using 4-
OHT, was associated with the induction of senescence as shown in the SA-β-galactosidase 
assay, and the accumulation of the cyclin-kinase inhibitors p15INK4B (p15) and p21CIP1 (p21), 
as assessed by Western-blot. C-D, Five days post-activation of ER-H-RASG12V using 4-OHT, 
cell proliferation was assessed through a crystal violet staining (C) and p21CIP1 (p21), p15INK4B 

and TWIST1 proteins were analyzed by Western-blot (D). Relative signal quantification with 
respect to MOCK cells is indicated. 
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Figure 2. The heterodimeric TWIST1 complex displays oncogenic properties in 
vitro and in vivo. 

A, HMEC-hTERT cells were sequentially infected with TWIST1 (T~T, wt or mutant 
T~E) and H-RASG12V retroviral expression vectors. The transformation potential of the 
established cell lines was assessed in a soft-agar colony formation assay. Mean of numbered 
colonies and SD of one experiment performed in triplicates are shown. B, Analysis of 
TWIST1 and RAS proteins by Western-blot. C-E, Assessment of the TWIST oncogenic 
potential in vivo. The enforced expression of Twist1 in luminal committed mammary 
epithelial cells was achieved by crossing either CAG-LSL-Twist~Twist1 or CAG-LSL-
Twist1~E12 with WAP-Cre mice. C, Kaplan-Meier tumor-free survival. D, Histogram 
indicating the number of mice spontaneously developing breast carcinoma during their 
lifespan. Stars mark mice with two breast tumors. E, Left panel: plot boxes indicating the 
expression of ectopic TWIST1 transcripts in tumors, as assessed by qRT-PCR. Levels were 
expressed relative to the housekeeping HPRT1 gene transcript, and were normalized against 
wild-type mice-derived breast carcinoma. Right panel: example of TWIST1 staining in a 
metaplastic spindle cell carcinoma. 
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Figure 3. The heterodimeric complex is detectable in breast premalignant lesions, 
as assessed in a Proximity Ligation Assay.  

Assessment of the TWIST1-E12 heterodimeric complex in a proximity ligation assay 
(PLA) in TWIST1-positive and TWIST1-negative in situ ductal carcinoma (DCIS) (Morel et 
al., 2012). Healthy mammary gland was used as a control. Each single dot corresponds to the 
detection of a TE complex. 

   



183 

Figure 4. Depletion in TWIST1 reactivates latent OIS in breast cancer cells. 
Breast cancer cells (A, MDA-MB-436; B, Hs578T; C, BT-474) were depleted in 

TWIST1 through RNA interference (shRNA TWIST1 A or B). Left panels: Two days post-
infection, cells were seeded at low density and stained after 3 days with crystal violet or 
assessed for their SA-β-galactosidase activity. Right upper panels: analysis of the level of the 
endogenous TWIST1 transcripts by qRT-PCR. Levels were expressed relative to the 
housekeeping HPRT1 gene transcript and were normalized against uninfected cells. Mean, SD 
and Student’s t-test of one experiment performed in triplicates are shown. Right lower panels: 
analysis of Ser10-histone H3 (H3-S10), p15INK4B (p15), p16INK4A (p16), p21CIP1 (p21), and 
TWIST1 by Western-blotting (relative signal quantification with respect to shRNA Control 
infected cells is indicated). - means below the threshold. 
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Figure 5. A fully active TWIST1-E12 heterodimeric complex is required to 
complement the endogenous TWIST1 function in sustaining MDA-MB-436 breast 
cancer cell proliferation. 

A, MDA-MB-436 breast cancer cells were sequentially infected with T, T~T or T~E 
(either wild-type or RP mutant) retroviral expression vectors and depleted in endogenous 
TWIST1 through RNA interference (shRNA TWIST1B). Of note, the shRNA targets 3’ 
untranslated sequences absent from ectopically expressed TWIST1 constructs and, thus, 
specifically turns-down the endogenous TWIST1 expression. B, Cells were seeded at low 
density 48 h post-second infection and stained with crystal violet 3 days later. C, Analysis of 
the level of expression of endogenous TWIST1 by qRT-PCR. Levels were expressed relative 
to the housekeeping HPRT1 gene transcript, and were normalized against uninfected MDA-
MB-436 cells. Mean, SD and Student’s t-test of one experiment performed in triplicates are 
shown. D, Analysis of p15INK4B (p15), p21CIP1 (p21), and TWIST1 proteins by Western-blot 
(relative signal quantification in respect to MOCK cells is indicated). 
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4 Travail 3 : étude de l’interaction de TWIST1/E12 avec différentes 
séquences E-box 

La dimérisation est un prérequis à la fixation des différents dimères à l’ADN au niveau de 

séquence dites E-box. Ce sont des séquences hexanucléotidiques composées de deux bases centrales 

variables et de quatre bases externes conservées. Lorsqu’un dimère bHLH se lie à une séquence E-

box, le premier monomère se lie à la première moitié de l’E-box qui correspond au premier demi-site, 

tandis que le second monomère se lie au second demi-site qui se situe à l’extrémité inverse de l’E-box 

et qui est sur le brin complémentaire. Ainsi chaque monomère contribue à la spécificité d’interaction 

des dimères aux E-box. Afin d’appréhender les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la liaison 

à l’ADN de ces dimères, nous avons analysé la dynamique moléculaire du modèle tridimensionnel de 

l’héterodimère TWIST1/E12 lié à différentes E-box. Nous avons ainsi comparé la fixation de 

l’héterodimère TWIST1/E12 sur une E-box active (de haute affinité du dimère TWIST1/E12) et sur 

différentes E-box modifiées actives ou inactives. Les modifications des E-box concernent les bases 

variables ou consensus de l’E-box ou les bases adjacentes à l’E-box. Nous avons validé toutes nos 

analyses in silico par des analyses in vitro mesurant l’affinité de TWIST1/E12 aux différentes 

séquences E-box.  

Nous avons tenté d’évaluer l’affinité de liaison de l’héterodimère TWIST1/E12 à différentes 

séquences E-box. Pour cela, nous avons analysé les liaisons hydrogènes et hydrophobes établies au 

sein du dimère protéique lui-même ou entre le dimère et les différentes E-box étudiées. Dans un 

premier temps, nous avons décrit les interactions protéiques au cœur du dimère. La stabilité des 

interactions hydrophobes situées au cœur du dimère impliquant à la fois des résidus de Leucine et de 

phénylalanine, sont de bons indicateurs de l’orientation des domaines bHLH des deux partenaires dans 

le sillon de l’ADN. Au-delà des interactions hydrophobes, il existe des liaisons hydrogènes clefs au 

cœur du dimère. Deux couples de résidus clefs localisés, N125-K145 au niveau de TWIST1 et N566-

K588 au niveau de E12, jouent un rôle clef dans le maintien de la conformation du cœur du dimère et 

donc dans la stabilisation de la liaison des dimères de TWIST1 à l’ADN. En effet, il existe des liaisons 

hydrogènes entre les résidus de lysine et d’asparagine au sein de ces deux couples de résidus qui 

impactent directement les liaisons spécifiques de résidus clefs comme la R118 de TWIST1 et le E558 

de E12 avec les bases variables centrales de l’E-box. Plus les liaisons spécifiques de R118 de TWIST1 

et de E558 de E12 sont préservées au cours du temps plus l’affinité de liaison des dimères de TWIST1 

à l’ADN est importante. Nous avons noté que l’interaction de la S144 (résidu clef de la boucle de 

TWIST1), stable tout au long de la dynamique moléculaire contenant la TE-box et donc stabilisatrice 

de la liaison du dimère TWIST1 à la TE-box, était perdue lorsque les bases adjacentes sont modifiées. 

Ainsi les résidus retrouvés mutés dans le SCS sont importants de par leur interaction pour la stabilité 

de la fixation de TWIST1 à l’ADN et donc pour les fonctions de TWIST1. 
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Dans un second temps, nous avons étudié les interactions établies entre les résidus d’acides 

aminés des protéines et les acides nucléiques de l’ADN. Notre approche in silico nous a permis de 

différencier l’affinité de TWIST1/E12 pour les E-box actives ou inactives et de montrer le rôle 

important des premières bases de chacun des deux demi-sites de l’E-box. Ce sont les bases consensus 

(1) et (1*) qui jouent un rôle clef dans la reconnaissance des E-box par les dimères b-HLH. En effet, 

les interactions spécifiques impliquant ces bases ont été perdues lorsque la dynamique moléculaire a 

été réalisée avec le modèle contenant une E-box inactive (BMID-box où toutes les bases sont 

dégénérées). Ensuite, nous avons étudié l’impact de la substitution au niveau des bases conservées et 

variables de la TE-box sur l’affinité de liaisons établies au sein du dimère et entre le dimère et l’ADN. 

Cette approche nous a permis de mettre en évidence d’une part que les différences d’affinité de TE 

pour les différentes E-box étudiées s’expliquent par une redistribution des liaisons hydrogènes 

spécifiques au cours des simulations et d’autre part que les bases variables de l’E-box, qui sont 

également la troisième base de chacun des deux demi-sites de ces E-box, contribuent également à la 

spécificité de reconnaissance des différentes E-box par les dimères.  

Pour résumer nos résultats, nous avons décrit trois états conformationnels selon la séquence 

ADN présente entre les deux domaines basiques du dimère. La première conformation est représentée 

par la liaison du dimère à une E-box dite de haute affinité avec le complexe (TE-box). Dans cette 

configuration, il existe des liaisons hydrogènes stables établies entre les bases variables de l’E-box et 

les chaines latérales des résidus d’acides aminés. Cette conformation permettant une activité 

transcriptionnelle complète du dimère TWIST1/E12. La seconde conformation est dite intermédiaire et 

comprend toutes les E-box actives établies à partir de la TE-box où une base conservée ou variable a 

été substituée. L’affinité de TWIST1/E12 pour ces différentes E-box actives est diminuée ce qui rend 

ces E-box moins fonctionnelles pour TWIST1. Et enfin le troisième état conformationnel est non 

spécifique (fonction de « scanning »). Il correspond à une conformation protéique instable qui permet 

au dimère de TWIST1 de conserver toute sa flexibilité pour continuer à rechercher des E-box plus 

spécifiques. Dans ce cas, nous observons une augmentation des interactions des chaines latérales des 

résidus de TWIST1/E12 avec les bases adjacentes à l’E-box. En accord avec ces résultats in silico, 

nous n’avons pas observé dans ce cas de liaison à l’ADN in vitro confirmant donc l’absence d’activité 

transcriptionnelle induite lorsque l’héterodimère TWIST1/E12 rencontre une telle séquence.  

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence le rôle prépondérant de la nature des 

chaînes latérales des résidus de protéines localisés à proximité du cœur du complexe et des séquences 

d'ADN. Une diminution de l’affinité de liaison se traduit par un glissement des interactions du dimère 

protéique des bases variables centrales de l’E-box vers les bases conservées externes de l’E-box ou 

vers les bases adjacentes à l’E-box (-1; -1*). Toutes nos analyses in silico ont été validées par des 

études in vitro via une approche stréptavidine/biotine. Ainsi cette approche nous a permis de montrer 
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la valeur prédictive de nos simulations in silico et pourrait être utilisée pour différentes 

approches. En effet ces modèles tridimensionnels pourraient être utilisés pour étudier l’implication 

structurale de certains acides aminés mutés et associés notamment au syndrome de Saethre-Chotzen et 

pour le criblage d’inhibiteurs spécifiques de l’héterodimère oncogénique de TWIST1, TWIST1/E12. 

Cette stratégie in silico peut également être utilisée pour la caractérisation d'autres protéines.
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 Travail 4 : impact de la mutation R154P sur la dimérisation du 5
complexe TWIST1/E12 

Comme nous l’avons déjà vu précédemment, TWIST1 appartient à la famille des facteurs de 

transcription bHLH et joue un rôle clef au cours du développement embryonnaire et de la 

tumorigenèse. En effet certaines mutations, associées à une perte fonctionnelle de la protéine, du gène 

codant cette protéine au niveau du chromosome 7p21 sont responsables du syndrome de Saethre-

Chotzen. Au cours de cette étude, nous nous sommes focalisés sur l’étude d’une mutation rare 

associée à ce syndrome. Il s’agit de la substitution rare du résidu d’arginine 154 par un résidu de 

proline au niveau de la séquence protéique de TWIST1, localisée dans le domaine HLH de TWIST1 

au niveau de la seconde hélice α amphipatique de ce domaine. Pour cette étude, nous avons utilisé nos 

outils de dynamique moléculaire en construisant un modèle TWIST1R154P/E12 (TWIST1 muté au 

niveau du résidu d’arginine 154 en proline et E12 sauvage) afin de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à la perte fonctionnelle de TWIST1 associée à ce syndrome. 

Au cours de notre approche in silico, nous avons étudié les capacités de dimérisation et de 

liaison à l’ADN en comparant notre nouveau modèle TWIST1R154P/E12 à notre modèle 

hétérodimérique sauvage. De manière générale, on observe une distorsion de la structure de 

l’héterodimère en présence de la mutation R154P avec une augmentation de l’écartement des deux 

hélices α amphipatiques inférieures de TWIST1 et de E12 contenant le domaine basique de liaisons à 

l’ADN de ces deux protéines, impliquant donc une modification majeure de l’affinité de liaison du 

dimère à l’ADN. Toutefois, comme la dimérisation précède la liaison du complexe aux séquences E-

box de l’ADN, nous avons d'abord étudié la stabilité de dimérisation de notre modèle TE lors d'une 

simulation de MD sans tenir compte des séquences ADN.  

Nous avons montré in silico, via l’étude de la stabilité des liaisons hydrogènes formées entre les 

résidus et entre les résidus et l’ADN au cours des différentes dynamiques moléculaires, que la 

mutation R154P induisait une diminution de la stabilité des hélices α amphipatiques de TWIST1 et de 

son partenaire E12. L’altération de la liaison hydrogène établie entre la paire de résidus N566-K588 de 

E12 montre une déstabilisation du cœur du dimère. Cette diminution de stabilité impacte notamment la 

stabilité des domaines de dimérisation localisés au niveau des points de contact entre TWIST1 et E12. 

Ainsi, cette mutation R154P conduit à une altération de la dimérisation de la protéine TWIST1 et 

entraine donc une diminution de l’affinité de la liaison à une E-box de l’ADN. Ainsi, nos résultats in 

silico nous permettent de conclure que la mutation R154P induit une diminution de la dimérisation de 

TWIST1 mutée avec E12. Ces résultats ont été validés par des approches in vitro d’immuno-

précipitation montrant donc une diminution de la dimérisation de TWIST1 avec E12 en présence de la 

mutation R154P de TWIST1. Comme la dimérisation est un prérequis à la liaison à l’ADN des 

complexes de TWIST1, une diminution de celle-ci impact l’activité de transactivation induite par ces 
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complexes. Toutefois nous avons pu observer une activité de transactivation non nulle pour 

TWIST1R154P/E12 (Jacqueroud et al., 2016). Cette diminution de transactivation montre probablement 

que la stabilité du complexe est diminuée (temps de demi-vie des complexes diminué). 

Par conséquent, nous nous sommes donc intéressés à la capacité de liaison à l’ADN de ces 

différentes dynamiques moléculaires mutante ou sauvage. Ainsi, nous avons étudié l’affinité de liaison 

de nos dimères TWIST1/E12 R154P ou sauvages à une séquence E-box décrite comme étant de haute 

affinité pour l’héterodimère TWIST1/E12 sauvage. Nous avons montré une forte augmentation de 

l’implication des bases adjacentes à l’E-box associées à une baisse des interactions spécifiques avec 

les bases variables (et donc responsable de la spécificité de liaison) de l’E-box en présence de la 

mutation R154P de TWIST1. Au-delà de l’altération de la dimérisation par la mutation R154P de 

TWIST1, la présence de la mutation affecte la spécificité de liaison de l’héterodimère à l’ADN.  

Ainsi les effets de la mutation R154P modifient, non seulement la fonction de dimérisation, 

mais aussi la liaison du complexe à l’ADN. Nos résultats in silico permettent donc de donner une 

explication structurelle à la perte fonctionnelle des mutations de TWIST1 associées au Syndrome de 

Saethre-Chotzen. De plus nos résultats sont en parfait accord avec les données bibliographiques et les 

résultats obtenus in vitro ce qui confirme une nouvelle fois la valeur prédictive des simulations de 

dynamiques moléculaires in silico. Ces approches de dynamiques moléculaires pourraient ainsi être 

utilisées pour prédire l’impact de mutations présentes au niveau du domaine bHLH de TWIST1 ou 

d’autres facteurs de transcription de la famille des bHLH compte tenu du haut degré d’homologie 

entre les différentes séquences bHLH de ces facteurs de transcription. De plus, elles pourraient 

également permettre d’étudier l’impact des mutations sur les capacités de dimérisation et de liaison à 

l’ADN de ces protéines. D’autre part, au vu de l’implication de TWIST1 dans les cancers, ces 

approches pourraient permettre de faciliter l’identification d’inhibiteurs spécifiques du complexe 

TWIST1/E12 afin de bloquer la fonction oncogénique de TWIST1.  
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ABSTRACT 

The bHLH transcription factor TWIST1 plays a key role in the embryonic development and in 
tumorigenesis. Some loss-of-function mutations of the TWIST1 gene on chromosome 7p21 have been 
shown to cause an autosomal dominant craniosynostosis, known as Saethre-Chotzen syndrome (SCS). 
Although the biochemical impacts of many TWIST1 mutations have been reported, little is known on 
the molecular mechanisms underlying their loss-of-function. In a previous study, we highlighted the 
predictive value of in silico molecular dynamics (MD) simulations in deciphering the molecular 
function of several TWIST1 residues in ensuring its dimerization and subsequent DNA binding 
activities. Here, based on these studies, we demonstrate the impact of a rare SCS mutation, namely the 
substitution of the arginine 154 amino acid by a proline residue (R154P) localized in the HLH domain 
of TWIST1, on the protein/protein interactions of TWIST1 and E12. Indeed, MD simulations 
highlighted a clear decrease of the α-helix stability during the dimerization of the mutated R154P 
TWIST1/E12 (TE) dimer compared to the wild-type TE complex. In conclusion, MD simulations 
provide a structural explanation for the loss-of-function associated with the SCS TWIST1 mutation 
and provide a proof of concept of the predictive value of these MD simulations. This in silico 
methodology could be used to determine reliable pharmacophore sites leading to the application of 
docking approaches in order to identify specific inhibitors of TWIST1 complexes. Ultimately, these 
putative inhibitors may be used to block the function of the oncogenic TWIST1/E12 complex in 
cancer. 
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INTRODUCTION 

TWIST1 is a transcription factor 
belonging to the basic helix–loop–helix 
(bHLH) superfamily. During embryogenesis, it 
functions as an inducer of the epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT), a 
transdifferentiation process promoting the 
transient conversion of epithelial cells into 

mesenchymal cells (Thiery, Acloque, Huang, 
& Nieto, 2009; Yang & Weinberg, 2008). The 
TWIST1 protein is highly conserved from 
Drosophila to humans, where it plays a key 
role during embryonic morphogenesis, 
mesoderm patterning and development. It is 
involved in cell-type determination and 
differentiation during myogenesis, 
cardiogenesis, neurogenesis, hematopoiesis 



218

and osteogenesis (Anderson et al., 1997; Lister 
& Baron, 1998; Murray et al., 1992). The 
aberrant expression of TWIST1 has recently 
been implicated in cancer development, by 
fostering tumorigenesis and promoting the 
invasion-metastasis cascade (Ansieau et al., 
2008; Gajula et al., 2015; Yang & Weinberg, 
2008). 

One of the major functions of proteins 
belonging to the bHLH superfamily, which 
includes TWIST1, TWIST2, E12, E47, 
HAND1 and HAND2 (Murre et al., 1994; 
Teng & Li, 2014), is their interaction, once 
dimerized, with E-box sequences (CANNTG). 
TWIST1 proteins can form either homodimeric 
(TWIST1/TWIST1) or heterodimeric 
complexes, mainly in association with E2A 
proteins. This dimerization is a prerequisite for 
the recognition of the E-box sequences, and 
involves basic domains and key residues of the 
bHLH domains (Bouard et al., 2016; Massari 
& Murre, 2000). These complexes can bind to 
numerous variable canonical core recognition 
E-box sequences with different levels of 
affinity, and display distinct and sometimes 
even antagonistic functions during the 
embryonic development (Connerney et al., 
2008; Connerney et al., 2006; Firulli, Redick, 
Conway, & Firulli, 2007; Jones, 2004; 
Simionato et al., 2007). The differences in the 
composition of the E-box sequences, in effect, 
largely modulate the in vivo function of 
cellular transactivation by closely related 
transcription factors (Bouard et al., 2016; 
Chang et al., 2015; De Masi et al., 2011; Fong 
et al., 2012; Grove et al., 2009). Very recently, 
TWIST1 was shown to recognize a unique 
double E-box motif, constituted of two 
sequentially positioned E-boxes interspaced by 
five nucleotides, providing a highly specific 
DNA binding site for the TWIST1/E47 
complex, thus resulting in a highly stable 
intramolecular tetramer. This specific 
tetramerization was primarily due to the 
formation of molecular interactions arising 
from the TWIST-box domains (WR domain) 
of the TWIST1 proteins (Chang et al., 2015). 

The Saethre-Chotzen syndrome (SCS) is 
an autosomal dominant craniosynostosis 
characterized by facial and limb deformities 
caused by loss-of-function mutations of the 
TWIST1 gene on chromosome 7p21 (Kress et 
al., 2006). Over 160 mutations of the TWIST1 

gene have been described in SCS patients, a 
majority of which are present in the bHLH 
domains mediating protein dimerization, and 
involve a single base pair substitution (54% of 
mutations). They either create premature 
termination codons, which lead to truncated 
proteins, or substitute highly conserved 
residues in the bHLH region. These mutations 
affect the dimerization ability and the DNA-
binding properties of TWIST1. Deletions 
(25%) and insertions (15%) of nucleotides 
have also been reported in SCS patients. One 
such mutation, termed R154P, is the 
substitution of an arginine 154 amino acid by a 
proline residue on the TWIST1 protein, and is 
very rare in SCS patients. It was previously 
suggested that this substitution disrupted the 
dimerization of TWIST1 and E2A (Spicer, 
Rhee, Cheung, & Lassar, 1996), although the 
molecular mechanisms underlying this 
disruption remain unclear. 

In the present study, these mechanisms 
were investigated by comparing the dimerizing 
ability of the wild-type TWIST1/E12 (TE) 
complex, with that of the mutated R154P TE 
complex. This study was based both on the use 
of the recently published structural model of 
the TE dimer (Bouard et al., 2016; Bouard et 
al., 2014), initially generated using the murine 
NEUROD1/E47 crystal structure (Bouard et 
al., 2014; Longo, Guanga, & Rose, 2008), and 
on the previously described molecular 
dynamics (MD) simulation approach (Bouard 
et al., 2016; Bouard et al., 2014; Maia, da 
Silva, Mencalha, Caffarena, & Abdelhay, 
2012). Indeed, this approach enabled the study 
of the effects of molecular modifications 
(insertions or single base mutations) in 
TWIST1 on the binding of the TE complex to 
DNA (Bouard et al., 2016; Bouard et al., 2014; 
Maia et al., 2012). It also provided a structural 
explanation for the loss-of-function associated 
with TWIST1-haploinsufficiency observed in 
SCS patients (Corsi, Brodigan, Jorgensen, & 
Krause, 2002; Gripp et al., 2001). Here, we 
generated the in silico R154P mutated TE 
complex and verified whether it bound to 
functional E-box sequence of targeted gene 
promoters using MD simulations, as previously 
described (Bouard et al., 2016; Bouard et al., 
2014). A positive outcome of our in silico 
approach, combined with the functional in 
vitro assays conducted on cancer cells 
(Jacqueroud et al., 2016), would provide a 
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proof of concept of the predictive value of MD 
simulations in deciphering molecular 
mechanisms involved in protein dimerization 
and E-box-binding. These MD strategies may 
be used for the design of inhibitors of pro-
oncogenic dimers via docking strategies. 

 
MATERIALS AND METHODS 

Selection of X-ray structure and in 

silico model building 

The conserved TWIST1/E12 (TE) dimer 
model used throughout this study was 
previously generated by homology with the 
NeuroD1/E47 crystal structure, using a DNA 
sequence containing an E-box 5’-
TAGGCCATCTGGTCCT-3’ (Bouard et al., 
2016; Bouard et al., 2014; Longo et al., 2008). 
The R154P mutated TE complex was 
constructed by substituting the arginine 154 
residue by a proline residue, using the mutation 
function of the Sybyl-X 1.1 software package. 
The resulting in silico models studied herein 
were, therefore, the TE complex (original 
R154 residue) bound or not to the E-box, 
sequence as well as the R154P mutated (P154 
residue instead of R154) TE complex bound or 
not to the E-box sequence. 

Molecular dynamics simulations 

Prior to conducting molecular dynamics 
(MD) simulations, exhaustively described 
previously (Bouard et al., 2016; Bouard et al., 
2014), minimization of all of the in silico 
models was carried out using the Sybyl-X 1.1 
software package, elaborated by the Tripos 
Company. In the first instance, the effect of the 
R154P mutation of TWIST1 on the molecular 
interactions of the TE dimer with the E-box 
sequence was investigated in comparison with 
the effect of the WT TWIST1 protein, over a 
10 ns experimental time-course. In the second 
instance, the impact of the anchor provided by 
the DNA sequence (E-box) on the binding 
efficacy of the WT or R154P mutated TE 
dimer was studied by conducting MD 
simulations over a time course of 10 ns. 

Analysis of the stability of the 

interactions arising during MD simulations 

Among the interactions occurring 
between residue-residue and residue-base, we 
focused our current investigation on hydrogen 

bond (H-bond) interactions established 
between donor and acceptor groups. The H-
bond interaction is an intermolecular force 
involving a hydrogen atom and an 
electronegative atom, such as oxygen or 
nitrogen. H-bonds can be established between 
donor atoms (arginine, lysine and tryptophan) 
and acceptor atoms (aspartic acid, glutamic 
acid) of side chain residues. We studied the 
residue-residue or residue-base interactions, 
which are established between atoms 
(O−H…:N; O−H…:O; N−H…:N; N−H…:O). 
The lengths of the H-bond interactions were 
represented via GraphPad Prism 5: “smooth, 
differentiate or integrate curve, with 8 
neighbours”. These lengths were previously 
estimated around 2-2.8 Å depending on the 
nature of the atoms (Song, Rienstra, & 
McDermott, 2001). Using a computer 
software, we set an arbitrary threshold at 2.1 Å 
and made the following hypothesis: any 
interaction occurring under this threshold was 
deemed “true” and assigned a score of 1, 
whereas any interaction occurring above this 
threshold was deemed “false” and given a 
score of 0 (SI function: SI(test_logic; 
value_if_true;value_if_false) with logic 
test:“<2.1”, value of 1 attributed if true and 0 if 
false; NB.SI function: NB.SI(range;criterion)). 
The scores were reckoned and the value 
obtained was designated as the rate of 
occupancy of H-bond interactions. Thus, for a 
given H-bond, the higher the rate of 
occupancy, the greater the number of 
interactions occurring under 2.1 Å, the higher 
the level of stability of that H-bond during the 
MD simulation.  

 
RESULTS  

To characterize the molecular 
mechanisms involved in the dimerization of 
the TE complex (Bouard et al., 2014), we 
submitted the four in silico models (TE model 
with and without DNA, R154P model with and 
without DNA) to 10 ns MD simulations. Since 
protein dimerization precedes the binding of 
the complex to DNA sequences (Ellenberger, 
Fass, Arnaud, & Harrison, 1994), we initially 
studied the dimerizing stability of our TE 
model during a DNA sequence-free MD 
simulation. We clearly observed that the 
presence of DNA stabilizes the dimerization of 
the TE complex, possibly by limiting the 
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movement of the basic domains within the 
DNA groove, during the MD simulation 
(Figure 1Ai-Aii). Indeed, the evolution of the 
distances between the backbone methionine 
(M112) and valine (V552) residues of TWIST1 
and E12, respectively, revealed that the 
interactions were more stable in the presence, 
rather than in the absence of DNA (Figure 1Ai-
Aii). Since such a molecular instability in the 
DNA-free model may have overweighed the 
structural impact of the R154P punctual 
mutation, or led to a biological artefact, all of 
the following MD simulations will include a 
specific E-box sequence (Bouard et al., 2016). 

We next evaluated the predictive value 
of our in silico strategy in assessing the 
functional disruption generated by the R154P 
mutation of TWIST1 on protein dimerization 
and DNA binding. Indeed, we integrated the 
R154P mutation into the recently established in 
silico structural model of the bHLH domains 
of the heterodimeric TE complex bound to its 
DNA target sequence (E-box) (Bouard et al., 
2016; Bouard et al., 2014). We then conducted 
MD simulations focusing on alterations 
occurring in the top, middle and bottom 
regions of TE complex (Figure 1Bi). A clear 
distortion of the TE structure with the R154P 
mutation was observed, as indicated by the 
variation in distances between the TWIST1 
and E12 backbone residues. These distances 
either increased, namely between the M112 
and V552 residues situated at the bottom of the 
dimer (Figure 1Bii), and between the leucine 
(L124) and the aspartic acid (D564) residues of 
TWIST1 and E12 located in the middle of the 
dimer (Figure 1Biii), or decreased, namely 
between the isoleucine (I134) and L578 
residues of TWIST1 and E12, found at the top 
of the dimer (Figure 1Biv). These results 
strongly suggest that the TE basic domains are 
further apart from the E-box sequence 
(positioned at the lower half of the dimer) 
during the mutated MD simulation compared 
to the TE simulation, thus, impeding proper 
binding (Figure 1Bii-Biii). 

Next, we examined the consequences of 
the R154P mutation on a group of residues 
found on the α-helix domains of TWIST1 and 
E12, which are directly involved in 
dimerization and DNA binding, by assessing 
the stability of H-bonds established between 
residues, and between residues and DNA 

during MD simulations (Figure 1Ciii). We 
studied four dimerizing domains along the 
mutated complex, named A and B boxes for 
TWIST1, and C and D boxes for E12 (Figure 
1Ci-Cii), with A and D boxes and the B and C 
boxes facing each other, respectively (Figure 
1Ci-Ciii). As expected, the R154P mutation 
impacted the most the stability of H-bonds 
established by amino-acid residues situated 
within the B box, where the R154 residue 
resides, with a 41% decrease in H-bonds 
establishment, regardless of the DNA 
interactions (Figure 1Ciii). When evaluating 
the stability of H-bonds exclusively established 
between residues (excluding interactions with 
DNA bases), we observed that these were also 
impaired in the A box of TWIST1 (-22%) and 
D box of E12 (-11%). This clear decrease in 
the stability of these boxes (excluding 
interactions with DNA bases), when 
comparing the TE and R154P variant of the TE 
MD model, confirms that DNA acts as an 
anchor for the C-α chain of HLH domains of 
TWIST1 (Figure 1Ci-Ciii, near here). 

The destabilizing effect of the R154P 
substitution on TWIST1 was further explored, 
by studying the difference between the 
cumulated interactions of each residue within 
the A and B boxes of the wild-type and 
mutated TWIST1, during MD simulations. 
These simulations focused exclusively on the 
A and B boxes, since these domains were 
reported to experience major alterations 
(Figure 1 Ciii). This strategy revealed that the 
impact of the R154P mutation is distributed 
throughout the α-helix. Moreover, the residues 
that presented the highest rate of variation in 
their H-bond interactions, such as threonine 
(T121), glutamine (Q122), and asparagine 
(N125) within the A box (Figure 1Di), and 
leucine (L149), lysine (K150), and alanine 
(A152) within the B box (Figure 1Dii), were 
considered to be directly implicated in the 
stabilization of the complex. Furthermore, 
critical H-bonds localized in the heart of the 
dimer were disrupted, namely between the 
N125-K145 residue pair of TWIST1 and the 
N566-K588 residue pair of E12 in the R154P 
TWIST1 variant (Figure 2Ai-Aiii). This 
disruption occurs between the OD1 atom of the 
asparagine (N125 or N566) residues and either 
one of the three NZ1, NZ2 or NZ3 atoms of 
the lysine (K145 or K588) residues. Indeed, 
the interaction between the N566-K588 residue 
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pair of E12 was largely impaired, revealing the 
clear impact of the TWIST1 mutation on the 
structure of heart of the TE complex, which is 
at the interface of the functional E-box 
recognition (respectively Figure 1Di-Dii and 
Figure 2Ai-Aiii). Taken together, these results 
corroborate findings of Spicer et al. (Spicer et 
al., 1996), who suggested that the SCS 
mutation R154P (helix I) led to a decrease in 
dimerization. This, in turn, may affect the 
quantity of functional TE complexes present in 
cells, explaining the intermediate loss of 
luciferase activity, as well as the lack of 
detectable TE dimers in immunoprecipitation 
assays, following the R154P mutation 
compared to the TE complex (Jacqueroud et 
al., 2016). Consequently, we explored the 
binding affinity of the wild-type or mutated TE 
complexes, to investigate how such a mutation 
may affect the canonical E-box recognition. 
Based on recent findings (Bouard et al., 2016), 
we studied the particular involvement of the 
(1), (1*), (-1) and (-1*) DNA bases in the 
establishment of H-bond interactions between 
the wild-type or R154P mutated TE complex 
and the E-box sequence (Figure 2Bi). We 
noted an important increase (+30%) in the 
implication of (-1) and (-1*) adjacent bases in 
the R154P variant (Figure 2Bii-Biii). 
Moreover, this increase involved residues, 
namely serine (S144), R561 and R120, which 
were shown to play a pivotal role in the 
specific DNA binding affinity of the TE 
complex (Bouard et al., 2016; Bouard et al., 
2014). In conclusion, these data strongly 
indicate that the R154P mutant, similarly to the 
TE complex binding to modified E-boxes 
(Bouard et al., 2016), establishes alternative H-
bond interactions with adjacent bases in our in 
silico models in an attempt to compensate for 
the decrease in structuration of the 
heterodimer. Our previous findings 
demonstrated that the specific affinity of the 
TE complex to functional E-box sequences 
was associated with specific H-bond 
interactions established with consensus bases 
(+1), (+2), (+2*) and (+1*), as well as variable 
central bases (+3), (+4), (+3*) and (+4*) of the 
E-box (Bouard et al., 2016). Here, we studied 
their distribution in the current MD simulations 
(Figure 2C). We clearly noted that specific H-
bond interactions were lost in the case of the 
mutated R154P TE complex, especially with 
variable central bases (Figure 2Ci-Civ, near 
here). This decrease was largely compensated 

by an increase (+26%) in specific H-bond 
interactions with consensus bases (+1) and 
(+1*) of the E-box sequences in both cases 
(Figure 2Ci-Civ). The R154P mutation not 
only affects the dimerization function but also 
the DNA binding function of the TE complex. 
Collectively, our results demonstrate that the 
mutated R154P TE complex is not able to 
recognize or to bind to active E-box sequences 
with high affinity. Thus, the present in silico 
strategy is able to predict the impact of 
mutations occurring within the HLH domains 
of TWIST1, and possibly of E2A proteins, on 
the dimerization of the proteins and on DNA 
binding. 

 

DISCUSSION 

Our study provides a yet another 
rationale for using molecular dynamics (MD) 
simulations as a predictive tool in the context 
of protein interactions, dimerization and DNA-
binding, and in determining the impact of 
protein point-mutations on the stability of the 
HLH domains of the oncogenic TE complex 
(Jacqueroud et al., 2016). Using a TWIST1 
protein displaying the R154P mutation, which 
is one of the variants found in patients 
suffering from TWIST1 haploinsufficiency, we 
accurately predicted both an impairment in the 
protein dimerizing function and a subsequent 
decrease in the E-box binding affinity. We 
highlighted the determinant role of the 
interhelical loops in maintaining the TWIST1-
DNA complex structure, by studying two 
variants with a 21-bp tandem repeat insertion 
in the TWIST1 gene, leading to the aberrant 
presence of seven extra amino-acids on 
positions 135 and 139 of the interhelical loop 
in SCS patients (el Ghouzzi et al., 1997). 
These insertions strongly modified the 
structure of the interhelical loops, and led to 
fewer contacts between interhelical loops and 
DNA. The present study thus provides a 
molecular explanation for the loss-of-function 
associated with several TWIST1 
mutations/insertions observed in SCS patients 
(Bouard et al., 2014). 

Previously, using MD simulations and 
biochemical assays, we and others highlighted 
the pivotal function of the R118H/Q/C, R120P, 
S144R, and K145E/Q residues in the 
molecular binding of the TE complex (Bouard 
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et al., 2016; El Ghouzzi et al., 1999; el 
Ghouzzi et al., 1997; El Ghouzzi et al., 2001; 
Gripp et al., 2001; Johnson et al., 1998; Maia 
et al., 2012; Paznekas et al., 1998; Rose, Patel, 
Reardon, Malcolm, & Winter, 1997). 
Mutations affecting these residues, as observed 
in SCS, lead to a decrease in the binding 
affinity of the dimer with the regulatory E-box 
sequences, and likely modify the 
transactivation functions of TWIST1, (el 
Ghouzzi et al., 1997; Firulli et al., 2005; 
Howard et al., 1997) resulting in an imbalance 
in the TWIST1/TWIST1 homodimer and in the 
TWIST1/E12 heterodimer during the 
developmental process (Connerney et al., 
2006). In the present work, we completed this 
study by showing that the H-bond integrity 
between residues of bHLH was partially 
impaired, which appears to be the major cause 
of the decrease in protein dimerization. To 
compensate for this instability, the R154P 
mutant alternatively establishes H-bond 
interactions with both non-specific and 
consensus bases of the E-box, thus modifying 
the conformation of the heart of the dimer by 
losing the crucial N125-K145 and N566-K588 
H-bonds interactions. It is worth noting that 
K145 mutations are also reported in patients 
suffering from SCS syndrome (El Ghouzzi et 
al., 2001). 

Several bHLH proteins are known to 
dimerize with TWIST1, including the HAND 
proteins and proteins derived from the 
following genes: the TCF2/HEB, the 
TCF3/E2A (splice variants E12 and E47) and 
the TCF4/E2-2. Considering the degree of 
homology in their bHLH domains (92.7% 
identity with TCF2/HEB, 81.8% identity with 
TCF3/E2A E47 splice variant, and 89.1% 
identity with TCF4/E2-2), applying the current 
in silico approach to the evaluation of the 
dimerizing properties of all of these complexes 
would be highly relevant. In conclusion, these 
MD approaches allowed us to determine the 
key residues of TWIST1 and its partners 
involved in HLH dimerization, which may 
completely modify the balance of homo and 
heterodimer of TWIST1 complexes. Overall, 
MD simulations may constitute a powerful tool 
to predict the biological impact of these 
alterations in a cancer cell, in terms of 
dimerization, but also of binding affinity to 
active E-box sequences. 
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 Figure 1: Comparison of the stability of the wild-type TWIST1/E12 (TE) dimer and 
mutated R154P TE dimer. 

A: Plots representing the distances (Å) between pairs of residues close to the bottom of the 
dimer as a function of time (total time = 10 ns, 1 frame per 10 ps), during 10 ns in silico molecular 
dynamics (MD) simulations. These distances were estimated during the MD simulations using the 
VMD 1.9.1 software (Graph of Labels Bonds). The lengths of H-bond interactions were represented 
via GraphPad Prism 5: “smooth, differentiate or integrate curve, with 8 neighbours”. The dynamic 
interactions between the methionine (M112) residue of TWIST1 and valine (V552) residue of E12 was 
studied in the (i) wild-type TWIST1/E12 (TE)-model, with (blue line) or without a DNA anchor 
(dashed blue line), and (ii) mutated R154P TE-model with (green line) or without (dashed green line) 
DNA anchor. 

B: (i) 3D representation of the conserved TWIST1 (grey ribbon)/E12 (green ribbon) complex 
bound to DNA (light white ribbon) along with the E-box sequence (CATCTG), carried out using the 
VMD 1.9.1 software. The residues are numbered in each strand of the 5‘-CATCTG-3’ E-box core. 
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The three pairs of residues shown, namely M112-V552, L124-D564, I134-L578, were located at the 
bottom, in the middle and at the top of the dimer, respectively. (ii-iv) Plots representing the distances 
(Å) between pairs of residues of the TE (blue line) and TE R154P (green line) dimers as a function of 
time (total time = 10 ns, 1 frame per 10 ps), during 10 ns in silico MD simulations. Interactions 
between the (ii) M112 of TWIST1 and V552 of E12 residue pair, close to the bottom of the dimer, (iii) 
L124 of TWIST1 and D564 of E12 residue pair, close to the middle of the dimer, and (iv) I134 of 
TWIST1 and L578 of E12 residue pair, close to the top of the dimer. 

C: (i-ii) 3D representation of the conserved TWIST1 (grey ribbon)/E12 (green ribbon) complex. 
Description of the position of the two series of residues (i) boxes A and D, and (ii) boxes B and C, in 
the TE dimer is represented as a cartoon and CPK. The first dimerization blocs composed of boxes A 
and D (i), B and C (ii) are represented by cylindrical grey and green solid surfaces, on the TWIST1 
and E12 proteins, respectively. The localization of R154 on the TWIST1 ribbon is highlighted in CPK. 
(iii) Evaluation of the impact of the R154P mutation on the number of H-bonds, in each individual box 
A to D, established between residues and DNA (with DNA) or exclusively between residues (without 
DNA). 

D: Bar chart representing the variation of H-bond interactions between residues of the TE versus 
R154P TE complex. The sum of the interactions occurring between residues within the box A (i) and 
box B (ii) of the wild type or mutated TWIST1 protein is highlighted. The percentage of cumulated 
occupancies of H-bond interactions occurring in the mutated R145P TE model is normalized against 
the TE model (100%). All cumulated occupancy values of the H-bonds were calculated as described in 
the Materials and Methods section. Briefly, H-bond interactions are assigned a value according to the 
distance between their atomic donors/acceptors during the 10 ns time-course of the MD simulation 
(interactions score 1 if their distance is under 2.10 Å, and 0 if above). Higher occupancy values being 
obtained for shorter and, therefore, more stable interactions. (SI function: SI(test_logic; 
value_if_true;value_if_false) with logic test:“<2,10”, value of 1 if true and 0 if false; NB.SI function: 
NB.SI(range;criterion)).  
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Figure 2: Consequence of impaired TWIST1/E12 dimerization on DNA binding. 

A: Plots representing the shortest distances (Å) between the OD1 atom of asparagine (N125) 
and the NZ1, NZ2 or NZ3 atoms of the lysine (K145) residues (i), and between N566 and K588 
residues (ii) as a function of time (total time = 10 ns, 1 frame per 10 ps), during the wild-type 
TWIST1/E12 (TE) (blue line) and mutated TE R154P (green line) simulations. (iii) The horizontal bar 
chart shows the cumulated occupancy values for the H-bond interactions established between the 
N125-K145 residues of TWIST1 (grey) and the N566-K588 residues of E12 (green) during the TE and 
TE R154P MD simulations. All cumulated occupancy values of the H-bonds were calculated as 
described in the Materials and Methods section. Briefly, H-bond interactions are assigned a value 
according to the distance between their atomic donors/acceptors during the time (the 10 ns of the 
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MD)(interactions score 1 if their distance is under 2.10 Å, and 0 if above). Higher occupancy values 
being obtained for shorter and, therefore, more stable interactions. (SI function: SI(test_logic; 
value_if_true;value_if_false) with logic test:“<2,10”, value of 1 if true and 0 if false; NB.SI function: 
NB.SI(range;criterion)). 

B: (i) 3D in silico representation of the TE complex bound to DNA, carried out using the VMD 
1.9.1 software. The proximal flanking (-1; -1*) and first (1*; 1*) bases of the E-box are represented in 
grey and green VDW, respectively. (ii-iii) The pie charts show the percentages of cumulated 
occupancy of H-bonds established between residues of TWIST1 (grey) and E12 (green) and DNA 
bases during the (ii) TE and (iii) R154P TE MD simulations. Occupancies of H-bonds established with 
the proximal flanking (-1 and -1*) bases are represented in yellow, while the bar charts highlight the 
exact residues binding to those bases. The H-bonds established with the first consensus bases of the E-
box (1 and 1*) are represented in grey and green for the TWIST1 and the E12 residues, respectively. 

C: Distribution of “specific” H-bonds established between residues and E-box bases in the (i) 
TE and (iii) mutated R154P TE molecular dynamics simulations. The pie charts show percentages of 
the total rate of cumulated occupancy of specific H-bonds established during the MD simulations. 
Consensus bases and variable bases of the E-box sequences are represented in grey and pink, 
respectively. The bar charts highlight the specific residues binding to cytosine (+1) and (+1*) bases, 
and show their implication in the DNA binding affinity. The DNA sequences are represented for (ii) 
the TE and (iv) mutated R154P TE dimers. The arrows highlight the major base interactions for the TE 
complex (blue arrow) and mutated R154P TE complex (green arrow). 
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CHAPITRE 6 : PARTICIPATION 
COLLABORATIVE AUX TRAVAUX DE 

L’EQUIPE 
 

Mon implication dans ces travaux de l’équipe, notamment ceux du MBL-141 et du TMTZ 

m’ont permis de participer à des études précliniques. En effet dans ces deux études, j’ai participé au 

suivi et à la réalisation des protocoles ainsi qu’à l’interprétation des résultats. Ceci m’a permis de 

consolider mes connaissances et de valider mon niveau 1 en expérimentation animale. 

  



232

 



233 

Travail collaboratif 1 

« MBL-II-141, a chromone derivative, enhances irinotecan (CPT-11) anticancer efficiency 

in ABCG2-positive xenografts »  

Honorat M., Guitton J., Gauthier C., Bouard C., Lecerf-Schmidt F., Peres B., Terreux R., 

Gervot H., Rioufol C., Boumendjel A., Puisieux A., Di Pietro A. Payen L.. 

Oncotarget, 2014 
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 Travail collaboratif 1 : Etude de l’activité inhibitrice du MBLI-141 sur 1
les fonctions de transport d’ABCG2 (études précliniques) 

Les protéines ABC, pour protéines « ATP-binding casssette », sont des protéines membranaires 

capables de transporter leurs substrats à l’encontre du gradient de concentration en se servant de 

l’énergie fournie par l’hydrolyse de l’ATP. Ces protéines permettent de protéger les cellules des 

altérations physiologiques ou pathologiques induites par des molécules endogènes et exogènes 

(xénobiotiques ou des toxines). La protéine ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G member 2), 

membre de la sous famille G, qui est une protéine de résistance des cancers du sein impliquée dans les 

mécanismes de résistances multiples aux médicaments (phénotype MDR). Le transporteur ABCG2 est 

responsable de la sécrétion de nombreuses molécules comme les agents anti-cancéreux que sont la 

métoxantrone, le topotecan, l’irinotecan et son métabolite actif le SN-38. Ainsi en diminuant la 

rétention intracellulaire de ces agents anti-cancéreux, ABCG2 réduit considérablement la cytotoxicité 

de ces drogues. ABCG2 joue également un rôle physiologique. Elle est fortement exprimée au niveau 

des barrières physiologiques au niveau du pôle apicale des cellules polarisées (comme par exemple la 

barrière hémato-encéphalique) et limite ainsi la distribution cérébrale des médicaments. La forte 

l’expression de ce transporteur est associée à une plus faible survie des patients porteurs de tumeurs 

exprimant ABCG2. L’utilisation de siRNA contre ABCG2 bloque les propriétés malignes de cellules 

de carcinome hépatocellulaire exprimant ABCG2.  

La protéine ABCG2 est donc une cible thérapeutique intéressante pour vaincre la 

chimiorésistance. L’équipe d’Attilio Di Pietro a travaillé sur le criblage d’une bibliothèque de 

molécules chimiques dans le but d’identifier des inhibiteurs spécifiques de ABCG2 dépourvue de 

toxicité. Ils ont identifié un inhibiteur de haute affinité et de faible cytotoxicité : le MBL-II-141 ou 5-

(4-bromobenzyloxy)-2-(2-(5-methoxyindolyl) ethyl-1-carbonyl)-4H-chromen-4-one. Il est décrit 

comme le modulateur le plus puissant de la protéine ABCG2. Cette molécule est capable d’inhiber 

l’efflux de tous les substrats testés. Le but de cette étude a donc été d’évaluer in vivo la puissance de 

cet inhibiteur au vu de son haut index thérapeutique (>900) dans la but de sensibiliser les tumeurs 

positives à ABCG2. Pour cela, notre équipe a mis en place un protocole de traitement 

pharmacologique basé sur la dose et la voie d’administration pour évaluer l’efficacité du MBL-II-141 

sur la croissance tumorale de xénogreffes ABCG2 positives et négatives.  

Nous avons étudié la sensibilité du MBL-II-141 sur des souris ayant des xénogreffes ABCG2 

positives et négatives. Le MBL-II-141 seul a un effet négligeable sur la croissance tumorale. 

L’Irinotecan ralenti la croissance des tumeurs ABCG2 mais moins efficacement que sur les tumeurs 

ABCG2 négatives. Nous avons pu observer que la combinaison du MBL-II-141 et de CPT-11 

diminuait considérablement la croissance tumorale des xénogreffes (ABCG2 positives) et favorise 

ainsi la survie des souris. Ainsi le traitement au MBL-II-141 permet de sensibiliser les cellules de 



236

xénogreffes ABCG2 positives aux traitements CPT-11. En effet, la combinaison de 10 mg / kg de 

MBL-II-141 avec l'agent anticancéreux CPT-11 permet de bloquer complètement la croissance de 

90% des tumeurs fraîchement implantées positives pour ABCG2. Par ailleurs, la même combinaison 

permet de ralentir la croissance des tumeurs déjà établies. Nous avons également étudié l’impact du 

MBL-II-141 sur la pharmacocinétique de CPT-11 et de SN-38 au niveau du sang, du foie et du 

cerveau puisque cela est requis pour le développent préclinique. En effet, le MBL-II-141 modifie les 

pharmacocinétiques du CPT11 et du SN38. Le MBL-II-141 s’accumule très peu lorsqu’il est absorbé 

par voie intra-péritonéale et est bien toléré. De plus le MBL-II-141 augmente fortement les niveaux de 

CPT-11 dans le cerveau, et serait un agent précieux pour améliorer la distribution des médicaments 

dans le cerveau lors du traitement de gliomes agressifs. Toutes ces données sont supportées par les 

prédictions in silico du logiciel Percepta. En effet, le MBL-II-141 est une molécule prédite comme 

bien tolérée. Ce logiciel permet de prédire son absorption par voie orale, sa distribution tissulaire, sa 

génotoxicité et sa cancérogénicité via la comparaison de données expérimentales de molécules 

structurellement liée au MBL-II-141.  

Cette étude a permis de mettre en évidence que le rôle important que joue le MBL-II-141 sur les 

xénogreffes ABCG2 positives en synergie avec CPT-11 pour une activité anticancéreuse. Ainsi au vu 

de la haute tolérance des souris pour le MBL-II-141 et des effets potentialisateurs observés du MBL-

II-141, cette molécule serait adaptée pour le développement clinique pour la mise en place d’un 

traitement des cancers résistants ou le transporteur ABG2 joue un rôle central. 
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Travail collaboratif 2 
« Quantification and kinetic study in plasma and tissues of (E)-1,1,4,4-tétraméthyl-2-tétrazène, a 

liquid propellant and a transformation product of 1,1-dimethyl hydrazine » 

Payen L., Honorat M., Bouard C., Jacob G., Terreux R., Delalu H., Labarthe E., Guitton J. 

Analytical and Bioanalytical Chemistry, juin 2015
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 Travail collaboratif 2 : Etude de la tolérance et de la toxico-cinétique 2
d’un produit à usage industriel (TMTZ) 

Les propergols utilisant les dérivés d’hydrazine sont très utilisés dans la défense et 

l’aérospatiale. Aujourd’hui le monométhylhydrazine (MMH) et le 1,1-diméthylhydrazine (UDMH) 

sont les principales molécules utilisées à grande échelle pour l’industrielle spatiale. Cependant le 

MMH est génotoxique et reste longtemps dans l’environnement et l’UDMH, classé groupe 2B par le 

CIRC, augmenterait la fréquence des souris et des rats à développer un cancer. Afin d’éviter 

l’utilisation de ces produits dangereux, le (E)-1,1,4,4-tétraméthyl-2-tétrazène (TMTZ) est envisagé 

comme un nouveau propulseur pertinent pour l'espace. Le TMTZ a également été détecté parmi les 

nombreux composés formés par la décomposition de l’UDMH.  

Dans cette présente étude, nous avons évalué le niveau d’exposition et la toxicité in vivo du 

TMTZ chez la souris. Pour cela nous avons développé une méthode analythique de quantification du 

TMTZ dans différents milieux biologiques. La quantification du TMTZ extrait de la matrice 

biologique (50 µl de plasma ou de solution tissulaire) par précipitation protéique avec de l’acétonitrile 

froid a été réalisée par chromatographie liquide couplée en tandem à la spectrométrie de masse (LC-

MS/MS). 

Des études de la toxicité du TMTZ sont importantes pour déterminer les mesures de protection 

nécessaires pour empêcher les travailleurs d'être exposés à des doses nocives lors de la préparation des 

lanceurs. Une étude in silico a simulé la concentration plasmatique et les paramètres 

pharmacocinétiques du TMTZ. Afin d’approfondir les connaissances sur la toxicité du TMTZ, la 

pharmacocinétique et la distribution tissulaire de ce composé ont été étudiées de manière 

expérimentale chez la souris suite à des injections intra péritonéales. Ainsi le but de cette étude est de 

décrire une méthode permettant la quantification du TMTZ dans les milieux biologiques.  

L’étude de tolérance a été menée pendant 14 jours sur 12 souris traitées avec des doses de 

TMTZ de 0 à 300 mg/kg. Il n’a pas été observé de toxicité aigüe (Pas de modifications de leur 

comportement). Lors de l’administration de 300 mg/kg de TMTZ, après 24h d’exposition, le TMTZ 

était sous la limite de détection ce qui suggère une demi vie courte du TMTZ. Les études de la 

distribution tissulaire montrent que le TMTZ diffuse rapidement dans certains tissus et organes. Des 

concentrations élevées ont été retrouvées dans le foie et dans les reins montrant donc l’implication de 

ces deux organes dans l’élimination du TMTZ. D’autre part des concentrations élevées de TMTZ ont 

été retrouvés dans le cerveau montrant donc que ce dernier passe la barrière hémato-épithéliale 

facilement suggérant une certaine neurotoxicité.  

Certains résultats expérimentaux ne sont pas en accord avec les prédictions in silico des 

paramètres pharmacocinétiques (vitesse élimination et toxicité du TMTZ). Ainsi ces premières 
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données expérimentales permettent d’enrichir les connaissances sur la toxicité du TMTZ. Cependant 

d’autres expériences devront être réalisées afin de compléter et d’optimiser les règles de sécurité et 

d’utilisation de ce composé qui pourrait être utilisé comme un nouveau propulseur dans le secteur de 

l’aérospatial. 
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CHAPITRE 7 : RESUME DE MES TRAVAUX 
DE RECHERCHE  
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Mes activités de recherche sont réalisées au Centre de Recherche en Cancérologie de LYON 

UMR Inserm 1052-CNRS 5286 (CRCL, Pr A. Puisieux). Mon projet de recherche de thèse s’inscrit 

dans la thématique de l’EMT et de la plasticité de la cellule cancéreuse de l’équipe du Pr A. Puisieux. 

Je contribue à la caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques impliquées dans l’initiation et la 

progression tumorale avec Pr Léa Payen-Gay. Nous recherchons des molécules bioactives bloquant 

ces cibles. Mes recherches vont de la modélisation in silico de cibles thérapeutiques potentielles, 

jusqu’au développement de 

tests pharmacologiques et 

toxicologiques in vivo incluant 

la validation préalable de 

l’efficacité in vitro de 

médicaments candidats. Ces 

travaux sont décrits dans 

différents articles publiés ou 

en cours de publication.  

• Modélisation in silico de cibles thérapeutiques: nous mettons en place des stratégies 

expérimentales in silico : modélisation par homologie, dynamique moléculaire, 

amarrage moléculaire («docking»). Ces études font appel à des collaborations avec le 

Pr. R. Terreux (Lyon UMR CNRS 5305 Institut de Biologie et de Chimie des Protéines 

(IBCP)). 

• Validation in vitro des cibles thérapeutiques ou des médicaments candidats : 

initialement dans le domaine des transporteurs ABC, et maintenant dans le domaine des 

facteurs de transcription embryonnaires, nous mettons en place des outils cellulaires 

(lignées transfectées ou sélectionnées) exprimant des protéines d’intérêt (TWIST1/ E12 

ou ABCG2). Nous étudions l’activité de modulation de médicaments candidats vis-à-vis 

soit de la régulation d’expression de gènes cibles (TWIST1) impliqués dans la 

progression tumorale, soit de la diminution de la chimiorésistance aux anticancéreux 

(transporteurs ABCG2).  

• Validation in vivo des cibles thérapeutiques potentielles ou des médicaments candidats: 

nous menons des expériences mesurant l’efficacité thérapeutique de médicaments 

candidats sur différents types de tumeurs issues de modèles murins xénogreffés. 

L’efficacité thérapeutique est mesurée par le ralentissement de la croissance tumorale. 

L’étude des paramètres pharmacocinétiques est réalisée en parallèle. Tous ces 

protocoles sont accompagnés d’études de tolérance (toxicité aigüe, toxicité chronique). 

Ces données sont nécessaires au dossier toxicologique non clinique non réglementaire.  
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 Revue bibliographique : « Plasticité des cellules cancéreuses et 1
dissémination métastatique » 

La dissémination métastatique est une suite d'événements qui conduit certaines cellules 

cancéreuses à envahir des tissus distants de la tumeur primaire, on parle alors d’invasion. Chaque 

événement constitue un obstacle pour les cellules cancéreuses et seul un nombre limité de cellules 

cancéreuses sont capables de les franchir. Toutefois la diversité génétique des cellules cancéreuses au 

sein d’une tumeur et la plasticité cellulaire transmise suite aux signaux du microenvironnement 

facilitent le franchissement de ces étapes et la dissémination des cellules cancéreuses dans l’organisme 

et favorisent la formation de métastases en favorisant l’émergence de cellules tumorales ayant une 

résistance intrinsèque aux différentes pressions rencontrées. Ainsi la progression tumorale et la 

dissémination métastatique font preuve d’une grande adaptabilité et font appel à des interactions 

étroites entre les cellules tumorales et le microenvironnement. Un processus de trans-différenciation 

embryonnaire, la transition épithéliale-mésenchymateuse, fréquemment réactivée au cours du 

développement de la tumeur, donne aux cellules tumorales différentes propriétés de cellules souches et 

donc de plasticité permettant donc aux cellules tumorales de s’adapter aux nouveaux environnements 

et contraintes rencontrées lors de l'invasion en faveur également de l’hétérogénéité tumorale.  

Ces travaux ont été valorisés dans une publication internationale : « Cancer cell plasticity 

and metastatic dissemination » Moyret-Lalle C., Pommier R., Bouard C., Nouri E., Richard G., 

Puisieux A. (Médecine/Sciences, janvier 2016 ; IF 2016: 0.671). 

 Etude in silico des dimères TWIST1/TWIST1 et TWIST1/E12 2

La sénescence et l'apoptose constituent des barrières naturelles érigées contre l’apparition de 

lésions précancéreuses. Ces mécanismes diminuent et protègent l’organisme de l'émergence de 

cellules hyper-prolifératives. L’échappement à ces programmes de sauvegarde favorise la conversion 

maligne et constitue un préalable à la survie des cellules cancéreuses aux différents stades de 

progression tumorale. La réactivation aberrante des gènes TWIST embryonnaires (TWIST1 ou 

TWIST2) a été identifiée dans le laboratoire comme un mécanisme d'inactivation des voies P53 et RB 

dans de nombreux types de tumeurs {Ansieau, 2008 #6}. Ces protéines appartiennent à la grande 

famille des facteurs de transcription de la famille des b-HLH. En diminuant la sénescence et 

l’induction de l'apoptose, les facteurs de transcription TWIST coopèrent avec les protéines 

mitogéniques dans la transformation cellulaire in vitro et interviennent dans l'initiation et la 

progression tumorale in vivo {Ansieau, 2008 #6;Morel, 2008 #100;Ansieau, 2010 #101;Morel, 2012 

#26}. Inversement, la diminution de TWIST dans des cellules tumorales TWIST-positives est 

invariablement associée au programme de restauration des mécanismes de sauvegarde aussi bien in 

vitro qu’in vivo {Morel, 2012 #26;Tran, 2012 #86}. 
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2.1 Construction des modèles in silico des homo et héterodimères de TWIST1 

Dans un premier travail, in silico, nous avons élaboré par homologie des modèles 

homodimériques et hétérodimériques de TWIST1. L’empreinte utilisée est NeuroD1/E47 de souris 

(pdb 2QL2) {Longo, 2008 #23}. Les homodimères et héterodimères activent différents pools de gènes 

cibles, menant à des régulations différentes.  

Ceci nous a permis de mettre en évidence les résidus d’acides aminés critiques susceptibles 

d’intervenir dans les interactions avec les éléments de réponse (E-box) des promoteurs des gènes 

cibles {Bouard, 2014 #7}. Nous avons aussi caractérisé l’impact des insertions Ins-139 et Ins-135 

(retrouvées dans la maladie génétique appelée Saethre-Chotzen). Elles conduisent à un défaut de 

fonction des dimères TWIST, lié à une modification des boucles latérales. 

Ces travaux ont été valorisés : 

Publication internationale : « Interhelical loops within the bHLH domain are determinant 

in maintaining TWIST1–DNA complexes » Bouard C., Terreux R., Hope J., Chemelle JA., Puisieux 

A., Ansieau S. et Payen L. (Journal of Biomolecular Structure & Dynamics, 2014. ; IF 2014: 2.919). 

Communication écrite : « Interhelical loops within the bHLH domain are determinant in 

maintaining TWIST1-DNA complexes » Payen L., Bouard C., Terreux R., Hope J., Chemelle JA., 

Puisieux A. et Ansieau S. (Symposium du CRCL, février 2013). 
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2.2 Identification des éléments clefs de TWIST1/E12 qui influencent la 
reconnaissance des motifs ADN cibles des promoteurs de gènes 

Afin d’appréhender les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la liaison à l’ADN du 

dimère TWIST1/E12, nous avons analysé la dynamique moléculaire du modèle tridimensionnel de 

l’héterodimère TWIST1/E12 lié à différentes E-box. Nous avons ainsi comparé la fixation de 

l’héterodimère TWIST1/E12 sur une E-box active (de haute affinité du dimère TWIST1/E12) et sur 

différentes E-box modifiées actives ou inactives. Nous avons validé toutes nos analyses in silico par 

des analyses in vitro mesurant l’affinité de TWIST1/E12 aux différentes séquences E-box.  

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence le rôle prépondérant de la nature des 

chaînes latérales des résidus de protéines localisés à proximité du cœur du complexe et des séquences 

d'ADN. Une diminution de l’affinité de liaison se traduit par un glissement des interactions du dimère 

protéique des bases variables centrales de l’E-box vers les bases conservées externes de l’E-box ou 

vers les bases adjacentes à l’E-box (-1; -1*). Toutes nos analyses in silico ont été validées par des 

études in vitro via une approche stréptavidine/biotine. Ainsi nous avons montré la valeur prédictive de 

nos simulations in silico. En effet ces modèles tridimensionnels pourraient être utilisés pour étudier 

l’implication structurale de certains acides aminés mutés et associés notamment au syndrome de 

Saethre-Chotzen et pour le criblage d’inhibiteurs spécifiques de l’héterodimère oncogénique de 

TWIST1, 

TWIST1/E12. 

Cette stratégie in 

silico peut 

également être 

utilisée pour la 

caractérisation 

d'autres protéines. 

Ces travaux ont été valorisés : 

Publication internationale : « Deciphering the molecular mechanisms underlying the 

binding of the TWIST1/E12 complex to regulatory E-box sequences » Bouard C., Terreux R., 

Honorat M., Manship B., Ansieau S., Vigneron A., Puisieux A., Payen L. (Nucleic Acid Research, 

avril 2016 ; IF 2016: 9.112). 

Communications écrites :  

1. « Deciphering the molecular mechanisms underlying the binding of the TWIST1/E12 

complex to regulatory E-box sequences » Bouard C., Terreux R., Honorat M., Manship B., Ansieau 

S., Vigneron A., Puisieux A., Payen L. (Journée du CRCL, mai 2016). 
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2. « Deciphering the molecular mechanism of the TWIST1/E12 complex DNA binding on 

E-box regulatory sequences » Bouard C., Terreux R., Honorat M., Ansieau S., Vigneron A., Puisieux 

A., Payen L. (Symposium du CRCL, septembre 2015). 

Communications orales :  

1. « Deciphering of key mechanism of DNA binding function of the TWIST1/E12 complex 

(in silico and in vitro approaches)» Bouard C., Payen L., Bouchelouche R., Puisieux A. (Journée de 

retraite de département, juin 2015).  

2. « Deciphering of TWIST1/E12 binding to regulatory sequences of the gene promoters 

(in silico and in vitro approaches) » Bouard C., Payen L., Bouchelouche R., Puisieux A. (Journée de 

retraite d’équipe, janvier 2015). 

2.3 Recherche d’inhibiteurs spécifiques de TWIST1/E12 

Après la caractérisation fine et la validation de nos modèles de prédiction, nous allons utiliser 

ces modèles afin de lancer des screening in silico de molécules chimiques bloquant de façon 

spécifique l’hétérodimère cible, fixé à différents types de E-box. Nous avons effectué une première de 

faisabilité en réalisant un amarrage moléculaire (« Docking » réalisée sous SYBYL X 1.1) d’une 

librairie chimique de 12 000 molécules chimiques du NCI en appliquant les règles de sélections de 

Lipinski. En parallèle, nous menons également un criblage à partir d’une banque chimique originale 

sous MOE (collaboration avec A. Boumendjel, DPM Grenoble). Ainsi, nous pouvons évaluer si notre 

outil bio-informatique est en mesure de prédire la relation structure activité de molécules chimiques 

proche, comme décrit dans la figure ci-après. Actuellement des tests in vitro, sont en cours afin de 

mesurer l’efficacité de ces molécules et explorer leur site d’interaction sur le complexe TWIST1/E12.  

Ces travaux ont été valorisés : 

Communication écrite : « In silico screening of xenobiotics interacting with TWIST1 

dimers » Bouard C., Payen L., Terreux R., Puisieux A. et Ansieau S. (Journée médico-scientifique du 

CRCL, décembre 2011). 

Communication orale : « Identification de modulateurs spécifiques de la protéine TWIST1 

sur la base d’analyses structurales et fonctionnelles » Bouard C., Payen L., Puisieux A. (Journée 

JPS de l’ISPB, septembre 2014). 

 Implications dans des travaux de pharmaco-toxicologie 3

3.1 Etudes précliniques non réglementaires: tolérance et efficacité d’inhibiteurs 
de nouvelles cibles thérapeutiques (in vivo) 
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Dans le cadre du développement 

de tests précliniques sur des molécules 

actives, j’ai participé à des protocoles 

expérimentaux utilisant des modèles 

murins porteurs de xénogreffes Par 

exemple, la mise en place d’un modèle 

de xénogreffes exprimant fortement la 

protéine ABCG2 nous a permis : 

-d’étudier la voie d’administration (orale ou intrapéritonéale) la plus appropriée, 

-d'évaluer la toxicité aiguë et chronique d’inhibiteurs de transporteurs ABCG2 (MBL-II-141),

-de déterminer les paramètres pharmacocinétiques de ces molécules d’intérêt (taux plasmatique 

et distribution tissulaire), 

-d’évaluer l’efficacité pharmacologique in vivo de ces molécules bioactives. 

Ces travaux nous ont permis de mettre en place une structure réalisant des tests précliniques 

mesurant l’efficacité 

pharmacologique de médicaments 

candidats, et générant les 

premières données de toxicité 

indispensables avant la réalisation 

des tests précliniques 

réglementaires. Les activités 

réalisées se font dans le respect des 

Bonnes Pratiques de Laboratoire 

françaises et européennes (BPL).  

Ces travaux ont été valorisés dans une publication internationale : « MBL-II-141, a 

chromone derivative, enhances irinotecan (CPT-11) anticancer efficiency in ABCG2-positive 

xenografts » Honorat M., Guitton J., Gauthier C., Bouard C., Lecerf-Schmidt F., Peres B., Terreux R., 

Gervot H., Rioufol C., Boumendjel A., Puisieux A., Di Pietro A. Payen L. (Oncotarget, 2014 ; IF 

2014: 6.359). 

3.2 Mesure de la toxicité de molécules d’intérêt industriel. 

Grâce aux activités de valorisation menées par le Pr. L. Payen-Gay, j’ai eu l’occasion de réaliser 

des tests de cytotoxicités (MTT) de molécules chimiques ayant un intérêt industriel au niveau in vitro 

et in vivo. Ceci m’a permis d’élargir le panel de mes compétences. Ceci a été rendu possible grâce à 

notre maîtrise de différents modèles cellulaires (fibroblastes dermiques, cellules épithéliales 
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dermiques, cellules hépatiques) ainsi que des tests mesurant la cytotoxicité (tests in vitro de 

cytotoxicité, MTT, mesure de l’apoptose, de la sénescence …).  

Ces travaux ont été valorisés dans une publication internationale : « Quantification and 

kinetic study in plasma and tissues of (E)-1,1,4,4-tétraméthyl-2-tétrazène, a liquid propellant 

and a transformation product of 1,1-dimethyl hydrazine » Payen L., Honorat M., Bouard C., Jacob 

G., Terreux R., Delalu H., Labarthe E., Guitton J. (Analytical and Bioanalytical Chemistry, juin 2015 ; 

IF 2014: 3.436). 
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CHAPITRE 8 : PERSPECTIVES 
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A ce jour la structure tridimensionnelle cristalline de la protéine TWIST1 n’a pas été 

déterminée. Ainsi la modélisation par homologie de TWIST1 permet d’approximer sa structure et ainsi 

d’identifier les éléments structuraux clefs et nécessaires à ses fonctions. L’étude in silico des 

altérations génétiques de TWIST1 associées au syndrome de Saethre-Chotzen nous a permis de mettre 

en évidence les résidus d’acides aminés critiques susceptibles d’intervenir dans les interactions avec 

les éléments de réponse (E-box) des promoteurs des gènes cibles, notamment de déterminer le rôle de 

stabilisateur des boucles interhélicales des domaines b-HLH (Bouard et al., 2014). De plus nous avons 

définie l’héterodimère TWIST1/E12 comme la forme oncogénique de TWIST1 dans des cellules 

épithéliales mammaires humaines (Jacqueroud et al., 2016). Afin d’étudier la fixation de la forme 

oncogénique de TWIST1 à des séquences E-box contenues dans des promoteurs de gènes, nous avons 

sélectionné différentes E-box (séquence consensus « CANNTG ») définies avec plus ou moins 

d'affinité pour TWIST1 ou E12 à partir des données bibliographiques. Selon la composition des E-box 

et en accords avec les données bibliographiques, nous avons montré différentes affinités de 

reconnaissances des E-box par le complexe TWIST1/E12 aussi bien in silico qu’in vitro par des essais 

de stréptavidine/biotine (Bouard et al., 2016; B. A. Firulli et al., 2007; Gordan et al., 2013). Ainsi nous 

avons défini trois états de stabilité du dimère protéine/ADN corrélés à la stabilité et à la localisation 

des interactions entre TE et l'ADN :  

- un premier état avec une absence de stabilisation de l'hélice α-amphipatique associée à une 

absence de reconnaissance de la séquence E-box de l'ADN par le complexe ; 

- un second état correspond à une stabilisation partielle de l'hélice α-amphipatique associé à une 

reconnaissance partielle de la séquence E-box de l'ADN par TE ; 

- un troisième état correspondant à une stabilisation complète de l'hélice α-amphipatique 

associé à une reconnaissance spécifique de la séquence E-box de l'ADN par TE (Sauve et al., 

2007).  

Nous avons également montré le rôle essentiel que jouent les bases adjacentes à l'E-box 

(hautement variable entre les différents promoteurs de gènes) sur la stabilité de fixation de 

TWIST1/E12 à l'ADN. Et enfin comme la phosphorylation de TWIST1 impact sa dimérisation, nous 

avons étudié in silico l’impact de la phosphorylation de ce facteur de transcription sur sa fixation à 

l’ADN (A. B. Firulli & Conway, 2008). Dans cette étude nous avons vu que l’état de phosphorylation 

des résidus de thréonine 121 et/ou de serine 123 influençait fortement l’affinité de reconnaissance de 

l’héterodimère TWIST1/E12 à E-box (Bouard et al., 2016). De plus cette approche nous a permis 

d’identifier un résidu clef, dont le rôle, est influencé par l’état de phosphorylation du résidu de serine 

123, il s’agit de l’histidine 593. En effet la mutation de ce résidu d’histidine en alanine suffit pour 

déstabiliser l’ensemble du complexe protéine-ADN montrant donc son implication majeure dans la 

liaison à l’ADN des complexes de TWIST1.  
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Les nouveaux objectifs de ce projet pourraient être : 

- identifier la forme oncogénique de TWIST1 dans d’autres contextes tumoraux que le contexte 

tumoral mammaire. En effet, TWIST1 agit au cours du développement embryonnaire sous 

forme homodimèrique et sous différentes formes héterodimériques. Il serait intéressant de voir 

ce qu’il en est dans différents contextes cancéreux afin d’élargir les connaissances des formes 

actives de TWIST1 d’une part mais également sur les mécanismes d’actions sous-jacents mis 

en jeu par ces complexes d’autre part.  

- déterminer d’autres formes oncogéniques de TWIST1 et la caractérisation structurale de ces 

complexes qui permettraient de voir si la présence de la cavité au niveau de la boucle de E12 

est spécifique de l’héterodimère TWIST1/E12 ou si cette cavité est une caractéristique 

structurale de E12 indépendante de son partenaire de dimérisation. Cette information est 

importante pour la spécificité de reconnaissance de molécules chimiques.  

- déterminer si les boucles ont une conformation adaptable selon le partenaire de dimérisation 

puisque les boucles interhélicales jouent un rôle de stabilisateur dans la liaison des complexes 

de TWIST1 à l’ADN. 

- déterminer l’état de phosphorylation de TWIST1 afin d’étudier l’influence de cette 

phosphorylation sur la dimérisation de TWIST1 avec son partenaire. Ainsi, définir l’état de 

phosphorylation de la forme oncogénique TWIST1/E12 dans le contexte tumoral mammaire 

dans un premier temps, puis dans d’autres contextes tumoraux dans un second temps, 

permettrait de voir les phosphorylations activatrices des fonctions oncogéniques de TWIST1. 

Les études de phosphorylation de la protéine TWIST1 menées jusqu’à-là ont leurs limites. 

L’équipe de Firulli considère qu’il y a une double phosphorylation des résidus de T121 et de 

S123 ce qui semble peu probable dans la réalité. Au vu de l’encombrement stérique d’un 

groupement phosphate, il semble compliqué que deux résidus séparés d’un seul résidu 

puissent être phosphorylés en même temps compte tenu de l’encombrement stérique induit et 

de la force de répulsion entre deux charges de même signe. De plus, le résidu de T121 semble 

impliqué directement dans les interactions à l’ADN ce qui pose un problème lors de la liaison 

à l’ADN du dimère doublement phosphorylé. Et enfin, l’état de phosphorylation est mimé par 

le remplacement des résidus de thréonine et de sérine par un résidu d’Acide Aspartique. Ce 

dernier ayant une charge et un encombrement stérique différent d’un groupement phosphate. 

La caractérisation de l’état de phosphorylation de la forme oncogénique de TWIST1 est 

indispensable avant des études de criblages moléculaires. Au-delà de l’impact de la 

phosphorylation sur la dimérisation de TWIST1, la phosphorylation impacte également la 

liaison à l’ADN des dimères de TWIST1. Ainsi, il semble évident que l’état de 

phosphorylation puisse influencer la fixation et donc l’activité d’un modulateur potentiel de 

TWIST1. 
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La caractérisation fine et la validation de ces modèles tridimensionnels de TWIST1 pourraient 

être utilisées à des fins de prédiction dans l’identification de modulateurs putatifs de ces complexes 

afin d’en limiter les fonctions oncogéniques. Ces connaissances structurales permettent d’affiner et de 

définir des sites spécifiques stratégiques à cibler par les molécules chimiques testées. Les zones cibles 

clefs ne seront pas les mêmes selon les fonctions ciblées de TWIST1. En effet les zones ciblées ne 

seront pas les même si l’objectif est de moduler les capacités de dimérisation de TWIST1 avec ces 

partenaires ou si l’objectif est de moduler les capacités de liaisons à l’ADN des dimères de TWIST1. 

Si l’objectif est de bloquer la fixation à l’ADN de la protéine TWIST1, il est important de ne pas 

oublier les éventuels cofacteurs qui peuvent lier TWIST1 sur d’autres domaines que son domaine 

bHLH et qui peuvent avoir des effets secondaires non négligeables. Si l’objectif est de bloquer la 

dimérisation de la protéine TWIST1 avec ces partenaires, il ne faut pas, non plus, négliger l’impact 

que cela peut avoir sur les autres dimères du bHLH. En effet nous avons vu que certains dimères se 

formaient préférentiellement suite à la titration d’un des leurs. Une fois les zones à cibler déterminées, 

des études d’amarrages moléculaires (« Docking ») in silico, peuvent être réalisées. Après avoir définit 

les boucles de l’hétérodimère TWIST1/E12 comme pharmacophore, nous avons réalisé des études 

d’amarrages moléculaires à partir des 12000 molécules du NCI en appliquant les règles de Lepinski et 

à partir de chimiothèques originales du Professeur Achène Boumendjel de Grenoble sous SYBYL 

X1.1 puis sous MOE. Nous avons pu observer des différences de spécificités pour TWIST1 ou pour 

E12 selon la composition des molécules chimiques et notamment selon la nature des substituants des 

cycles aromatiques de celles-ci (Figure 50). De plus, au vu de l’impact structural de la phosphorylation 

de TWIST1, nous avons réalisé nos études de criblage moléculaire sur différents états de 

phosphorylation de TWIST1. La pré-sélection in silico de molécules spécifiques de TWIST1 ou de 

E12 permet d’avoir une explication structurale et ainsi de mieux comprendre le mécanisme 

moléculaire éventuellement induit in vitro et in vivo sous-jacent à la modulation de TWIST1 par les 

molécules chimiques sélectionnées in silico. Cette approche permet également de limiter les 

expériences in vitro et in vivo qui seront réalisées. 

Figure 50: spécificité d'interaction de trois molécules chimiques. 
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Une fois les molécules sélectionnées in silico, leur efficacité pourrait être estimées in vitro par 

différentes approches afin de faire une seconde sélection des molécules les plus affines avec un bon 

rapport efficacité/spécificité. En effet, l’efficacité de ces molécules pourrait être testée in vitro. Des 

immuno-précipitations en présence et en absence des molécules chimiques pourraient dire si celles-ci 

bloquent la dimérisation de TWIST1 avec ces partenaires. De plus, des essais stréptavidine/biotine 

permettraient de dire si la molécule chimique testée impacte ou non la capacité de fixation du 

complexe de TWIST1 à l’ADN. Ensuite, des expériences de transactivation en présence et en absence 

de ces molécules chimiques permettraient de tester si celles-ci bloquent l’activité transcriptionnelle 

induite par les complexes de TWIST1. Et enfin, la modulation des molécules chimiques pourra être 

testée en étudiant l’impact d’une molécule chimique sur le complexe de TWIST1 en se focalisant sur 

l’étude de la restauration des mécanismes de sauvegardes cellulaires que sont la sénescence et 

l’apoptose. Ainsi, l’évaluation de l’efficacité in vitro des molécules spécifiques sélectionnées in silico, 

nous permettra d’affiner la sélection des molécules chimiques et d’évaluer la puissance prédictive de 

notre outil bio-informatique en termes de relation « structure-activité » de molécules chimiques.  

La validation de modulateurs chimiques potentiels in vitro pourrait conduire à des expériences 

in vivo. En effet l’efficacité des molécules les plus affines pourrait être évaluée in vivo en jugeant leur 

efficacité sur le potentiel tumorigène de modèles xenogreffés avec des lignées sur-exprimant 

TWIST1/E12 après que la prise tumorale ait été initiée. Ces différentes approches alternatives 

permettront de valider le choix des molécules opéré à partir des criblages in silico par amarrages 

moléculaires et pourraient ouvrir la voie à des études précliniques (Figure 51). 
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Figure 51 : perspectives de mes travaux de thèse. 
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