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Dans cette partie, je vais présenter des généralités sur les hémopathies malignes dont certaines 

constituent le modèle  le développement pré-clinique d

de la famille BCL-2. 

fait préférentiellement sur d . De plus, notre équipe est spécialisée 

depuis de nombreuses années dans la compréhension des mécanismes de pathogénicité et le traitement 

des lymphomes B, et en particulier le lymphome de Burkitt.  

En France, les hémopathies malignes représentent 1 cancer sur 10, soit plus de 45 000 nouveaux cas rien 

8. Aux Etats-  000 nouveaux cas détectés en 2019 avec 

personne toutes les 9 minutes, 

90 et 2018, en France, montre que cette pathologie 

touche plus fréquemment les hommes que les femmes (environ 55% des nouveaux patients sont des 

hommes) et survient en générale après 60 ans. Mais ces pathologies affectent différentes populations : 

par exemple, les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) représentent la première cause de tumeurs 

malignes chez les enfants, alors que les leucémies aigues myéloïdes touchent plutôt des personnes âgées 

avec un âge médian de 71 ans (Figure 1). Durant les trente dernières années, certains types de cancers 

ont vu leur incidence augmenter, comme le myélome multiple (MM), les leucémies aiguës myéloïdes 

(LAM) et les lymphomes lymphocytiques. Cela semble surtout dû aux changements démographiques, 

en particulier 

certains facteurs environnementaux, comme les rayons ionisants et les pesticides. Les taux de survie ont 

également beaucoup changé ces vingt dernières années, grâce aux avancées dans le domaine de 

, mais également dans le domaine du diagnostic et de la prise en charge des 

patients. Par exemple aux EU, les taux de survie des lymphomes non-hodgkiniens, et des leucémies, ont 

augmenté de plus de 20 ans. 

Les lymphomes et les leucémies sont des hémopathies malignes développées à partir des cellules 

hématopoïétiques à différents stades de différenciation : soit des cellules souches hématopoïétique 

(CSH), aussi appelées hémocytoblastes, localisées au niveau de la moelle osseuse, soit des cellules plus 

2, sou es cellules 

 
1 Dans cette partie, les chiffres fournis proviennent de la fondation ARC, de la FRM, du site de Cancer Research 

UK, de la Société de Leucémies et de Lymphomes du Canada et de Leukemia & Lymphoma Society (USA).  
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souches peuvent se diviser par mitose, et se différencier en deux types de progéniteurs (différenciation 

de niveau 1) : 

- Les cellules myéloïdes progénitrices. 
- Les cellules lymphoïdes progénitrices. 

existera alors les cancers myéloïdes et les cancers lymphoïdes (Tableau 1).   

Tableau 1 : classification des principales hémopathies malignes 

MYELOÏDES LYMPHOÏDES 

LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE LEUCEMIE LYMPHOÏDE CHRONIQUE 

LEUCEMIE MYELOIDE AIGUE LEUCEMIE AIGUE LYMPHOBLASTIQUE 

SYNDROME MYELODYSPLASIQUE MYELOME MULTIPLE  

TROUBLE MYELOPROLIFERATIF LYMPHOMES 

LEUCEMIE ERYTHROBLASTIQUE  

 

Ce sont ces progéniteurs, qui après une nouvelle étape de différenciation (différenciation de niveau 2), 

vont être capables de former les cellules du sang (Figure 2

rouges), la thrombocytopoïèse, qui aboutit à la formation des thrombocytes (plaquettes) ou la 

leucopoïèse, qui donne naissance aux granulocytes neutrophiles, basophiles et éosinophiles, ou encore 

lymphocytopoïèse permettant la formation des lymphocytes T, B ou NK (Pun et al., 2018).  

La nature des cellules affectées (myéloïdes ou lymphoïdes) est un facteur essentiel pour classifier les 

localisation des cellules cancéreuses :  

- Les leucémies se caractérisent par un développement médullaire et un envahissement sanguin. 

Il y a alors des cellules tumorales circulantes dans le sang ou dans la moelle osseuse (Valent et 

al., 2020). Initialement, les leucémies se localisent au niveau de la moelle osseuse. Si les cellules 

moelle, qui ne pourra alors plus produire les cellules sanguines « normales » comme les globules 

blancs, les globules rouges ou encore les plaquettes. Les premiers symptômes ne seront donc 

pas directement liés aux blastes malins mais plutôt à la chute du nombre de cellules sanguines 

entraînant des anémies, des infections et des saignements. Ces blastes immatures ont la 

caractéristique de se diviser et donc de proliférer de façon très rapide, ce qui explique le mauvais 

pronostic de ces  leucémies qui sont dites « aigues » (Formanek jr., 2002)
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Figure 3 : Lymphome de Hodgkin versus Lymphome non-hodgkinien. Les lymphomes sont sous-divisés en 

2 groupes majeurs : 

- Les lymphomes hodgkiniens qui se traduisent par la présence de cellules B dégénérées, les cellules 

de Reed-Sternberg (RS), bien visible sur le cliché de gauche. 

- Les lymphomes non-hodgkiniens, qui ne présentent pas de cellule de RS, mais plutôt des cellules 

en mitose (M), visible sur le cliché de droite. 

Tirée du site : http://www.anapatho.ulg.ac.be 
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les cellules cancéreuses sont plus matures, elles ne s'accumulent pas au niveau de la moelle 

osseuse, mais sont libérées dans la circulation sanguine, et peuvent par exempl

niveau de la rate, entrainant son hypertrophie. Le nombre de globules blancs, de globules rouges, 

plus matures va demander une grande quantité 

poids. Dans ce cas les leucémies sont dites « chroniques ».  

- Les lymphomes se manifestent la plupart du temps par un mode de développement tumoral dans 

(Sabattini et al., 2010). Les lymphomes sont classés 

en 2 groupes principaux (Figure 3) :  

! Les lymphomes hodgkiniens (LH), décrits pour la 1ère fois par Thomas Hodgkin en 

1832, qui se caractérisent par la présence de cellules de Reed-Sternberg (décrite par 

Carl von Sternberg en 1898 puis par Dorothy Reed en 1902) et par une certaine 

hétérogénéité des cellules malignes. Ils constituent environ 15% des cas de 

lymphomes ; 

! Les lymphomes non- -

Sternberg, et présentant des cellules malignes plus homogènes. Ces lymphomes non-

hodgkiniens, sont pour la plupart de type B (plus de 80% des cas), les autres étant soit 

de type T, soit NK. Parmi les lymphomes B, on retrouve principalement le lymphome 

diffus à grandes cellules B (DLBCL), le lymphome folliculaire (FL), le lymphome du 

manteau, et le lymphome de Burkitt (BL). Ce dernier constitue depuis de nombreuses 

 exemple le premier lymphome humain dans 

 Barr (EBV)) a été mis 

 existe différentes formes de LB, plus ou moins 

associées à EBV, en fonction notamment de leur localisation géographique. 

marqueurs hautement caractéristique mais non spécifique est la translocation de c-

MYC. Différentes translocations placent ce gène au voisinage de gènes impliqués dans 

 : t(8;14) dans 80% des cas 

lourdes des Ig qui est alors impliqué) et t(2 ;8) et t(8 ;22) (ce sont alors respectivement 

les gènes des chaines légères Kappa et Lambda qui sont impliqués). Cela se traduit par 

une surexpression de c-MYC induisant une activation lymphocytaire, un des 

événements majeur du développement du LB (Magrath, 1990). 

été identifiés : Ki67 très élevé (>90%) (Harris et al., 1999), des antigènes spécifiques 

des LB comme CD-19, CD- -6, CD-10, CD-

43 et BLA/CD77 (Burkitt Lymphoma associated Antigen) découvert par Joëlle Wiels 

(Wiels et al., 1981)  forme dite 
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« endémique » qui est principalement retrouvée en Afrique équatoriale et touche des 

jeunes enfants. Elle est quasiment toujours associée à EBV.  Dans le cadre de cette 

-1.  

Pour revenir sur le lymphome folliculaire (FL), deuxième lymphome le plus présent, il 

tire son origine des cellules B dérivées du centre germinatif, que ce soit des centrocytes 

ou des centroblastes. Ce lymphome a joué un rôle important dans la recherche sur 

 puisque a 

surexpression de la protéine BCL-2, ce qui a permis de décrire cette protéine pour la 

première fois.  

ules myéloïdes ne se développent pas dans les 

tissus lymphatiques. Il se peut en revanche que des lymphomes finissent par envahir la moelle osseuse 

ou que des leucémies se propagent aux tissus lymphatiques, ce qui fait toute la complexité du diagnostic 

de ces pathologies.  

Dans certains cas, les cellules qui prolifèrent anormalement au sein de la moelle osseuse sont des cellules 

. Le MM représente 10% des hémopathies malignes, avec une 

incidence dans les pays occidentaux proche de 10/100 000 habitants et il présente des taux de survie très 

faible : environ 50% à 5 ans, et 35% à 10 ans. Il est cependant important de noter les progrès qui ont été 

fait en termes de survie dans cette pathologie ces quarante dernières années, où le taux de survie était 

alors de 12% à 5 ans et 6% à 10 ans. 
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94 :/2/-"$+*/&'%*';"-";*/-+&*+<=%&'

(Danial and Korsmeyer, 2004; Green 

and Fitzgerald, 2016), ce qui souligne son importance au sein du monde vivant. Il entre notamment en 

jeu dans la physiologie de différents mécanismes fondamentaux.  

éliminant (Blanco-Rodríguez and 

Martínez-García, 1998).  

Elle joue ensuite un rôle primordial lors du développement embryonnaire (Danial and Korsmeyer, 

2004). Elle intervint notamment post-implantation, pour éliminer les cellules anormales, 

non fonctionnelles ou mal placées (Jacobson et al., 1997). Plus tard, lors de la formation des mains et 

de pieds, elle permet on des cellules interdigitées afin de former des doigts indépendants les 

uns des autres (Mori et al., 1995). 

Tout au long de la vie, ce processus entre en action 

(Danial and Korsmeyer, 2004). ses fonctions prépondérante 

excédentaires, indésirables (ectopiques, vieillies ou endommagées) ou qui représentent un risque car 

elles sont mutées (Green and Llambi, 2015). Elle intervient  également dans la fonction immunitaire 

(Fleisher, 1997). Lors de la différenc est en charge de 

-B auto-r

nulle (Howie et al., 1994). Par ailleurs, une fois les antigènes des agents infectieux éradiqués de 

elle permet 

T cytotoxiques induisent également ce processus apoptotique au sein de ses cellules cibles, afin de les 

éliminer de (Henkart, 1994; Kägi et al., 1996).  

  

!" #$%&'($)*+,

Le terme « apoptose » a été utilisé pour la 1ère fois en 1972, par trois 

 : John Kerr, Andrew Wyllie et Alastair Currie, pour décrire un « mécanisme peu 

connu de suppression des cellules, qui semble jouer un rôle complémentaire mais opposé à celui de la 

mitose dans la régulation de la population des cellules animales ».  Il provient du grec « apo » qui fait 

référence à éloignement, et « tose » qui pourrait se traduire par chute, le mot lui-même étant utilisé en 

 pour désigner la chute des feuilles en automne (Kerr et al., 1972). Dans ce travail, les 

, essentiellement 

observés par microscopie, comme la formation des corps apoptotiques. Pourtant, bien que ce soit la 
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première fois que le terme soit apparu, cette notion de mort cellulaire contrôlée est beaucoup plus 

ssement de la théorie cellulaire par un botaniste : Matthias 

Schleiden en 1838, puis par un zoologiste : Theodor Schwann en 1839. Cette théorie a pour principe 

 : les 

cellules (pour revue, (Ribatti, 2018) , Carl Vogt, un médecin suisse, a 

peu après décrit (en 1842), le phénomène biologique de mort de ces cellules, qui sera plus tard appelé 

apoptose. Les connaissances de ce phénomène se sont ensuite approfondies grâce au travail de nombreux 

chercheurs comme par exemple Walther Flemming (1885), qui améliora les techniques histologiques 

(fixation, coloration) pour décrire de façon détaillée la mort des cellules épithéliales ovariennes durant 

trésie folliculaire (pour revue, (Clarke and Clarke, 2012; Maghsoudi et al., 2012)), ou encore Richard 

Lockshin et Carroll M. Williams qui introduisirent la notion de « programmé », pour parler de ce 

processus, en décrivant la mort coordonnée des muscles des larves au cours de leur transformation en 

papillons adultes (Lockshin and Williams, 1965). Pourtant, les travaux les plus importants décrivant ce 

processus sont assez récents (années 90), avec de nombreuses études menées sur le nématode 

Caenorhabditis elegans. Lors du développement de cette espèce, 1090 cellules somatiques vont être 

formées, dont 131 meurent via le processus apoptotique. Lors de ces études, des larves présentant des 

s 

ont été sélectionnées pour être étudiées. Onze gènes ont été identifiés comme jouant un rôle dans la 

C. elegans. Parmi eux, 

 : ced-3 et ced-4 (ced pour Cænorhabditis elegans death). Leurs inactivations par mutation 

, ced-9, agit comme 

un antagoniste de ced-3 et ced-4, 

de ced-9 est létale, (Hengartner and Robert 

Horvitz, 1994). Le clonage des gènes de C. elegans a permis de mettre en évidence que des gènes 

homologues étaient présent chez les mammifères, facilitant ainsi la compréhension du processus de 

. Il a ainsi été démontré que ced-3, code 

pour une protéase correspondant -C) (Yuan, 1993). Le 

gène ced-4 code quant à lui pour une protéine retrouvée chez les mammifères sous une forme homologue 

du nom de APAF-1 (cf. section II-C.) (Zou et al., 1997). Pour finir le gène ced-9, code pour une protéine 

homologue de BCL-2 (cf. section II-D) (Hengartner and Horvitz, 1994).   

-" ./(/0&1($%&$)*+%, ,

tose (ou mort cellulaire de type 1) se définit comme un processus physiologique, 

actif, organisé et conservé, 

un rôle primordial dans divers processus physiologiques et se caractérise principalement, selon le groupe 
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 Nomenclature Committee on Cell Death », par des critères morphologiques (pour revue : 

(Galluzzi et al., 2018)), comme cela est illustré sur la figure 4 (Ziegler and Groscurth, 2004): 

- Une pycnose nucléaire (ou condensation de la chromatine) dans un premier temps (image B). 

- Puis une karyorrhexie (ou fragmentation nucléaire) dans un second temps, qui induit la 

formation de fragments oligo-nucléosomiques (image C). 

- Pour finir,  la formation de 

corps apoptotiques, entourés de membranes plasmiques, qui contiennent des organelles 

cytoplasmiques ou des fragments nucléaires. Ces corps apoptotiques finiront par être 

phagocytés par les cellules environnantes et dégradés par les lysosomes, sans déclenchement de 

(image D). 

En plus de ces changements morphologiques, la cellule en apoptose va aussi présenter des changements 

biochimiques. Parmi eux, 

phosphatidylsérines membranaires, un phospholipide normalement présent sur la membrane interne des 

cellules (pour revue, (Lockshin and Zakeri, 2007; Taylor et al., 2008)). 

formes de morts cellulaires, résumées ci-dessous : 

- La mort cellulaire par autophagie (type 2), un processus beaucoup plus lent, caractérisé par une 

limitation spatiale, où le cytoplasme est tour à tour séquestré dans des vacuoles (à double 

membrane), puis digéré par des hydrolases lysosomales (Levine, 2005). Ce processus 

autodigestion peut également être impliqué dans survie cellulaire, ou utilisé comme une voie 

de signalisation alternative de mort cellulaire. Dans ce dernier cas influence 

directement et indirectement le processus apoptotique. Le terme de mort autophagique est alors 

utilisé (Maiuri et al., 2007).  

- La mort cellulaire par nécrose (type 3), caractérisée par une rupture de la membrane plasmique 

dû à une augmentation du volume cellulaire (oncose), sans pour autant présenter les 

gie (vacuolisation 

massive) (Golstein and Kroemer, 2007). La 

e. 

, qui 

présentant des caractéristiques et des mécanismes spécifiques, ont également été décrites ces dernières 

années. 

>4 .%&'01+%&'(%'&+72"$+&"*+12&'(%' ' '

, -à-dire elle réalisée en 

permanence. Au contraire, elle intervient , qui peut être de différentes 
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natures : domma , environnement trop pauvre en facteurs de croissances, stimulation des 

récepteurs de morts, irradiation, hypoxie, ... enchement de 

. En cas de stress cellulaire ou de -ci, grâce à son 

 et la réparation de 

. Cependant, si les dommages sont trop   

En fonction du stimulus, une des deux est activée (Figure 5), ce qui conduit 

, . Ces deux voies sont dites :  

- Extrinsèque quand elle fait intervenir des récepteurs à « domaines de mort ». 

- Intrinsèque quand mitochondries. 

!" 2/,3'$+,+4&($5%6)*+, ,

-environnement 

extracellulaire qui sont détectées par des récepteurs transmembranaires, qui vont alors induire une 

transmembranaires de 2 types : 

- Les récepteurs à domaines de mort, dont la simple fixation du ligand entraine le déclenchement 

de la voie apoptotique. 

- Les récepteurs à dépendance, s 

fixés tombe sous un certain seuil. 

Les récepteurs à domaines de mort 

Les récepteurs à domaines de mort, sont des membres de la superfamille du TNF (Tumeur Necrosis 

Factor), parmi lesquels on trouve le récepteur FAS (FasR/CD95) , le récepteur 1 du TNF (TNFR1), ou 

encore le « TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 » (TRAILR1/DR4) (Dickens et al., 2012).  

Dans la plupart des cas, une fois activé par la fixation de son ligand, le récepteur va changer de 

conformation afin de dévoiler un domaine particulier : le DD (Death Domain). Cela a pour conséquence 

multiprotéiques appelé DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Ce 

adaptateur : FADD (Fas associated via death domain) 

ou TRADD (TNFRSF1A associated via DD) respectivement associé à FasR et TNFR1 ou TRAILR. Ils 

vont être le lien entre le récepteur et les pro-caspases (Chinnaiyan et al., 1995). En effet, ils possèdent 

conduisant à une liaison avec les pro-caspases initiatrices, comme la pro-caspase 8 (ou la pro-caspase 

10 dans certains cas) (Dickens et al., 2012a) (cf. section II-C). Le complexe DISC permet de faciliter 

-dimérisation des pro-caspases, ce qui induit leur auto-clivage protéolytique qui aboutit à la 

formation de caspases actives (Dickens et al., 2012b). Ce mécanisme peut être régulé par c-FLIP, un 
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homologue des pro-caspases 8 et 10, qui interagit à la place de ces deux protéases avec FADD dans le 

complexe DISC et empêche ainsi leur le clivage et donc leur activation en caspases (Scaffidi et al., 

1999) caspases initiatrices déclenche deux voies de signalisation distinctes : dans 

les cellules de « type I » (les thymocyte et les lymphocytes matures par exemple), les caspases 

caspases (3 et 7) dites « effectrices » (Barnhart et al., 2003) qui 

induise  Dans les cellules de « type II 

et la plupart des cellules cancéreuses), cette activation ne se fait pas, notamment parce que la 

protéine XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis), appartenant à la famille des IAPs, (Inhibitor of 

Apoptosis Proteins)  se fixent sur les pro-caspases, au niveau de leur site de clivage, inhibant ainsi leur 

activation (Jost et al., 2009). Dans ce cas, la caspase 8 déclenche 

intrinsèque en clivant BID, une protéine de la famille BCL-2 (Li et al., 1998). Cette forme tronquée de 

BID (tBID) participe ensuite à la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Fischer et al., 2006), 

-membranaire mitochondriale, une protéines qui 

va spécifiquement se lier et inhiber XIAP. Cette inhibition permet -

caspases 3 et 7 (Gao et al., 2007). A travers le clivage de BID, 

, la voie intrinsèque de  (section II-B). 

Les récepteurs à dépendance 

Parmi les récepteurs à dépendance, on peut citer par exemple, les récepteurs de la nétrine 1 (NTR1), les 

récepteurs de la neutrophine, ou encore les récepteurs de sonic hedgehog (SHH) (Goldschneider and 

Mehlen, 2010). En condition physiologique, en particulier lorsque leurs ligands sont disponibles, ces 

récepteurs favorisent la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation. En revanche, lorsque la 

concentration en ligand est trop faible, ils induisent l'apoptose (Goldschneider and Mehlen, 2010; 

Mehlen and Tauszig-Delamasure, 2014)

-caspases 9 ou/et 

3. Cette dimérisation est   

Le fonctionnement de ces récepteurs à dépendance est affecté dans de nombreuses pathologies (Mehlen 

and Tauszig-Delamasure, 2014). En effet, certaines cellules cancéreuses surexpriment les ligands de ces 

récepteurs, favorisant ainsi leur survie et leur prolifération. L  est aussi 

fréquemment réduite, voire inhibée au sein de ces cellules cancéreuses, suite à des mutations, des 

modifications épigénétiques ou des modulations de leur transcription ou de leur traduction (Bernet et 

al., 2007; Fitamant et al., 2008; Grandin et al., 2016)

cela avec la résistance à 

à dépendance. 
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-" 2/,3'$+,$5&($5%6)*+, ,

Cette voie de l'apoptose est caractérisée par des perturbations du microenvironnement intra- ou extra-

cellulaire. Elle est principalement déclenchée par la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

externe (MOMP : mitochondrial outer membrane permeabilization), qui vation des 

voie intrinsèque peuvent être de différentes natures : un manque de facteur de croissance (Nuñez et al., 

1990), des dommages (Grandin et al., 2016), un stress du réticulum endoplasmique (Pihán et 

al., 2017), , un stress de la réplication, une 

altération du réseau de microtubules ou encore un défaut de , 

la perméabilisation de la mitochondrie est une étape clef dans ce processus (Galluzzi et al., 2016; Tait 

and Green, 2010). Elle est conditionnée et régulée par une famille de protéine, la famille BCL-2 

(Czabotar et al., 2014) (présentée dans la section II-D), et permet la libération cytosolique de facteurs 

(Tait and Green, 2010). Les 

deux principaux facteurs apoptogènes sont le cytochrome c (Li et al., 1997), et DIABLO (diablo IAP-

binding mitochondrial protein) aussi connu sous le nom de SMAC (second mitochondrial activator of 

caspases) (Du et al., 2000). Le cytochrome c va se lier à une peptidase (APAF1) -

caspase 9. L  complexe (appelé apoptosome), nécessite de 

 (Li et al., 1997).  La caspase 

9 catalyse alors s caspases 3 et 7, responsables de la « démolition » 

intracellulaire (cf. section II-C). La protéine SMAC libérée dans le cytoplasme active quant à elle, 

, via , une protéine qui bloque physiquement les 

caspases (Eckelman and Salvesen, 2006; Eckelman et al., 2006)

t ainsi la fonction de ces caspases (Verhagen 

et al., 2000) perméabilisation de la 

mitochondrie interviennent dans le processus apoptotique de façon indépendante des caspases ou non :  

- AIF (apoptosis inducing factor mitochondria associated 1) qui est transloquée au niveau du 

noyau où elle participe à (Wang, 

2004). oxydoréductase intervient aussi dans des conditions 

physiologiques sur l

respiratoires. 

-  

la chromatine) chez Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, et chez la Drosophile, 

(Li et al., 2001). 
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Figure 6 

caspase possède un prodomaine en N-terminale, une grande (p20) et une petite (p10) sous-unités séparées 

par une région de liaison dite « inter-unité ». Les chiffres au-dessous des domaines des caspases 

correspondent aux numéros des acides aminés. 

(CARD: caspase recruitment domain, DED: death effector domain, SU: sous-unité)  

  



Introduction  L apoptose 
 

 

18 
 

- CAD (caspase-3 activated DNase) : après clivage par la caspase 3 du complexe CAD/iCAD 

(inhibitor of CAD), CAD, une DNAse, va être transloquée au noyau, là aussi pour impacter sur 

(Sakahira et al., 1998). 

 

?4 @A$%'(%&';"&6"&%&' '

Quelle que soit la voie de signalisation empruntée, cela conduit 

caspases. Ces protéines appartiennent à la famille des protéases à cystéine, -à-dire quelles possèdent 

un site catalytique comprenant une cystéine. Pour rappel, leur implication dans le processus apoptotique 

avait été découvert via ced-3, un exécuteur de la mort cellulaire du nématode C. elegans, présentant de 

fortes homologies avec la protéine humaine caspase-1 (Ellis, 1986). Ces protéases, anciennement 

appelées ICE pour Interleukine 1 -Converting Enzyme, sont désormais appelées caspases pour Cystein-

dependent ASPartate-specific proteASE. Les caspases sont synthétisées sous forme de zymogènes 

immatures, appelés pro-caspases, nécessitant une protéolyse pour être actifs. Les formes actives sont 

acide aspartique (Degterev et al., 2003).  

Comme le montre la figure 6, toutes les caspases présentent une structure très conservée (MacKenzie 

and Clark, 2012) comprenant : 

- Un pro-domaine N-terminal de taille variable. Une forme longue est composée 

DED (Death Effector Domain),  voire deux domaines CARD (Caspase Activation and 

Recruitment Domain) permettant les liaisons protéiques.  

- Un domaine qui, après clivage, formera la grande sous-unité catalytique L (également appelée 

p20) 

- Un domaine qui, après clivage, formera la petite sous-unité catalytique S (également appelée 

p10)  

, 7 nous 

 ;  ; 8 ; 9 ; 10) 

et 3 sont dites effectrices (caspases 3 ; 6 ; 7). La caspase 6 est considérée ici comme une caspase 

effectrice, 

initiatrice (Julien and Wells, 2017). 

Les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9, 10) : Elles se caractérisent par un grand domaine N-ter, dû à 

initialement 

poptose alors que la caspase 9, quant à elle, est plutôt 

impliquée dans la voie intrinsèque. Elles sont recrutées 

, facilitant ainsi leur homo-dimérisation, et donc 
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leur auto-activation (Dickens et al., 2012b; Li et al., 1997). Une fois activées, ces caspases initiatrices 

une forte affinité (Muzio et al., 1997; Stennicke et al., 1998). 

Les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) : Elles se caractérisent par un court domaine N-Ter. Souvent 

activées directement par les caspases initiatrices, elles sont responsables de la mort des cellules via une 

implication dans différents mécanismes : la frag (Nagata, 2005), 

phosphatidylsérines à la surface externe des cellules (Naito et al., 1997), et la formation des corps 

apoptotiques (Sebbagh et al., 2001). Pour cela, ces caspases possèdent de nombreuses cibles du cycle 

cellulaire (MDM2

facteurs de transcription (NF- - -caténine, fodrine), 

ses sont également 

capables e, puis  peuvent cliver les protéines 

anti-apoptotiques de la famille BCL-2 pour les convertir en des facteurs pro-apoptotiques (Cheng, 1997; 

Kirsch et al., 1999). 

Comme cela a été évoqué précédemment, les caspases sont étroitement régulées par des protéines 

 : les IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins), comprenant notamment XIAP, la 

protéine la mieux caractérisée de cette famille (Salvesen and Duckett, 2002)

pas de signal pro-apoptotique, les IAPs sont liées aux caspases les empêchant d'induire 

, différentes protéines sont libérées dans le cytosol pour se lier aux IAPs et 

libérer les caspases. Parmi elles, SMAC, mentionnée précédemment, est la plus connue. 

 

B4 @A$%'(%'$"'C")+$$%'>?.DE' '

Comme nous venons de le voir dans le chapitre sur , la famille 

BCL-2 semble jouer un rôle majeur dans la régulation de ce processus. Historiquement, le premier 

-protéine BCL-2 (B-cell lymphoma-2), ce qui explique 

pourquoi elle a donné le nom à toute la famille. Elle 

translocation chromosomale t(14 ; 18) du lymphome folliculaire de type B (Tsujimoto et al., 1985). 

Depuis, une vingtaine de membres ont pu être identifiés. Dans cette thèse, nous allons nous intéresser 

plus précisément à un membre de cette famille : la protéine anti-apoptotique MCL-1, pour Myeloid Cell 

Leukemia sequence 1 (anciennement appelé BCL2L3). Elle a été découverte dans la lignée myéloïde 

ML-1 (Myeloid Leukemia-1) comme facteur oncogène (Kozopas et al., 1993). Cette protéine, bien que 

particulière sur de nombreux aspects. 

Même si elles ne 

au niveau de cet organelle que les protéines de la famille BCL-2 agissent.  
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Comme le montre la figure 7, toutes ces proté

domaine BH (pour BCL-2 Homology). Ce domaine hautement conservé, se décline sous 4 versions 

différentes (BH-1/-2/-3/-4) (Reed et al., 1996). Parmi ces domaines BH, le domaine BH-3 est 

-2. 

permet , 

indispensables po , et des homodimères pour perméabiliser la membrane 

mitochondriale (Vander Heiden and Thompson, 1999).   

En plus de ce domaine commun, la plupart des membres de cette famille présentent également une queue 

C-Ter hydrophobe et transmembranaire (domaine TM), leurs permettant une localisation membranaire 

au niveau des mitochondries (Green and John C. Reed, 1998). Ce domaine permet également à ces 

, telles que le réticulum endoplasmique (RE) ou le noyau 

(Vander Heiden and Thompson, 1999).    

Les protéines de la famille BCL-2 sont classées selon leur fonction : anti-apoptotique et pro-apoptotique. 

Au sein de cette dernière sous-famille, elles sont distinguées en fonction du nombre de domaine BH 

ontiennent. 

F"G .%&'6-1*/+2%&'"2*+D"616*1*+<=%&''

F8G :/2/-"$+*/&'

Ce groupe comprend les protéines : BCL-2, BCL-xL (B-cell Lymphoma extra-large), BCL-W (BCL-2-

like protein 2), MCL-1 (Myeloid cell leukemia sequence 1), BCL2A1 (Bcl-2 related protein A1), et 

BCL-B (BCL-2 like protein 10). Une des particularités des membres de cette sous-famille est la présence 

des quatre domaines BH (BH-1/-2/-3/-4), exception faite pour MCL-1 qui ne présente pas le BH-4 (Day 

et al., 2005). Ces protéines sont composées de neuf s huit 

hélicoïdal entourant une poche hydrophobe (ou sillon hydrophobe). Ce sillon est composé des hélices 

2 3 4 et 5 et permet les interactions avec le domaine BH-3 des protéines pro-apoptotiques. La 

majorité de ces hélices sont amphiphiles, exceptées les hélices s

 participe eurs à la formation du domaine TM (Birkinshaw and Czabotar, 2017).  

Bien que souvent évoquées pour leur participation au processus tumoral , ces 

protéines sont également très importantes en conditions physiologiques. Ainsi, BCL-xL, joue un rôle 

crucial dans la survie des plaquettes (Mason et al., 2007) et BCL-2 est impliqué dans le système 

immunitaire (Veis et al., 1993). 
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Figure 8 :  Structure moléculaire de MCL-1 comparée à celle de BCL-2, un autre anti-apoptotique de la 

famille BCL-2. 
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En plus de leur rôle de régulateur du processus apoptotique, ces protéines anti-apoptotiques préviennent 

Par exemple, elles jouent un rôle de prévention dans le gonflement de 

la matrice mitochondriale, dans dans la 

perturbation des échanges ATP/ADP, entre la matrice mitochondriale et le cytosol (Harris and 

Thompson, 2000).  

FEG H?.D8I'=2')%)#-%'J'6"-*'

>$" ?&(*0&*(+, ,

Issue d'un gène situé sur le bras long du chromosome 1 (1q21.2), cette protéine peut se retrouver sous 

forme de deux isoformes différente ue (MCL-1L) 

est celle qui va concentrer toutes nos recherches et sera appelée MCL-1. La forme courte de cette 

protéine (MCL-1S), on 2, est tronquée au niveau C-Terminal (C-ter). Elle ne 

contient pas les domaines BH1 et BH2 ainsi que la région TM, ce qui va impacter sa localisation (Akgul 

et al., 2000a). Une autre forme de MCL-1 (MCL-1ES), issue de , est tronquée en N-

terminal au niveau de la région PEST, mais présente les trois domaines BH et la région TM. Ces formes 

courtes ne peuvent pas interagir avec les protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2. Elles ne 

seraient donc pas directement associée

il a été montré que MCL-1S et MCL-1ES ont la capacité de co-précipiter avec MCL-1L dans des cellules 

se peut donc elles agissent dans cette 

, en tant que membre pro-apoptotique de type BH3-only. La régulation du 

gène de MCL-

(Bae et al., 2000; Kim et al., 2009b). Plus récemment, une autre isoforme de MCL-1 a pu être identifiée 

(Perciavalle et al., 2012). Tronquée au niveau des acides aminés N-ter nécessaires pour sa localisation 

dans la matrice et la membrane interne mitochondriale, cette isoforme va être impliquée dans de 

nombreuses fonctions (voir ci-après) ent pas associées à cette protéine. Cette isoforme 

serait due à une traduction non- (Shore and 

Warr, 2008).   

Ainsi, même si elle appartient aux membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2, MCL-1 présente de 

nombreuses particularités. Tout d'abord, sa région N-Terminale (N-ter) est beaucoup plus grande (350 

résidus) que celles de BCL-2 (239 résidus) et BCL-xL (233 résidus) (Figure 8). Ce sont les résidus 

compris entre 170 et 300 qui sont structurellement proches de ceux de BCL-2 et BCL-xL, même si elle 

ne présente que trois domaines BH, (Lutz, 2000).  Les résidus compris entre 1 et 170, prédisent une 

faible complexité structurale, mais contiennent de nombreux sites de régulation. Cette région N-ter est 

très riche en proline (P), en acide glutamique (E), en sérine (S) et en thréonine (T), sous forme de 

domaines, appelés les domaines PEST (Figure 8) (Delbridge and Strasser, 2015). Or il est connu que 

s à quatre endroits distincts, sont directement 
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impliqués dans la régulation de MCL-1, en promouvant notamment sa dégradation ou alors sa 

stabilisation. Au sein de cette région N-ter, certains résidus jouent un rôle particulier : 

- S64, T92, S121, S155, S159, et T163 = site de phosphorylation 

- D127 et D157 = site de clivage par les caspases 

- inylation 

La localisation mitochondriale de MCL- -ci est 

possible grâce à la présence au sein de la protéine MCL-1, de plusieurs sites : une séquence comprenant 

les résidus 1 à 79 (mécanisme non élucidé) (Germain and Duronio, 2007), une séquence comprenant les 

résidu E-E-L-D (placés entre les résidus 124-127) qui permet une interaction avec le récepteur TOM-

(Chou et al., 2006) et à la région TM situé en C-ter. 

>$$" 2'0/7$%/&$'5,&$%%*7/$(+,+&,0+77*7/$(+,

MCL-1 est, comme les autres membres anti-apoptotiques, largement exprimée au sein des tissus, mais 

elle possède sa propre distribution (Krajewski et al., 1995). On la retrouve en abondance dans les cellules 

épithéliales de nombreux tissus comme la prostate, le sein, le tractus intestinal. Contrairement à ses 

homologues, elle est retrouvée en plus grande quantité dans les cellules plus différenciées des couches 

supérieures de ces épidermes. Elle est également largement présente au niveau des cellules cardiaques, 

où elle joue un rôle crucial dans leur fonctionnement (voir ci-après) (Wang, 2015).  

Au niveau intracellulaire, elle est localisée au niveau de nombreuses membranes y compris la membrane 

mitochondriale (Akgul et al., 2000a) (Leuenroth et al., 2000). Cependant, elle 

est également fortement localisée 

BAX) et parfois en intranucléaire  (Thomas et al., 2010). Plus récemment, MCL-1 a aussi été observée 

au niveau de la matrice mitochondriale (Perciavalle et al., 2012), là où sont également retrouvées les 

. 

>$$$" @'50&$'5%, ,

MCL-1 est connue pour son implication dans , tout au long de la 

, la survie de nombreux types cellulaires est dépendante -1, en 

particulier lors du développement. Une délétion de MCL-1 est létale chez les embryons de souris 

(Rinkenberger et al., 2000),  pas le cas des autres protéines anti-apoptotiques. MCL-1 est 

également requise dans le développement et la maintenance des lymphocytes T et B (Opferman et al., 

2003) -1 est impliquée, elle est 

essentielle pour la survie des cellules souches hématopoïétiques (Opferman, 2005), en particulier les 

neutrophiles et les macrophages (Edwards et al., 2004; Steimer et al., 2009). Moins connu mais tout 

aussi important, la protéine MCL-1 est impliquée dans le développement neural (Arbour et al., 2008), 
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et permet la survie des fibroblastes synoviaux (Liu et al., 2005). De plus, le rôle anti-apoptotique de 

MCL-1 est essentiel pour permettre de conserver une fonction cardiaque normale. En effet, la perte de 

MCL-1 dans les cellules cardiaques mène à un dysfonctionnement rapide et létal de la fonction 

cardiaque, caractérisée par un manque de contractilité, une fibrose interstitielle et des anormalité 

structurale des fibres musculaires. Ces dysfonctionnements sont totalement abolis en cas de co-délétion 

de MCL-1 avec BAK et BAX, démontrant que ces effets sont dépendants de la voie mitochondriale de 

(Wang et al., 2013). Cependant, une autre étude a montré que la perte de MCL-1 dans les 

cellul mitochondrie lié à un défaut du 

 (Thomas et al., 2013a).  

, MCL-1 est impliquée dans le 

cycle cellulaire. En interagissant avec CDK-1 (cyclin dependent kinase 1), un fragment de MCL-1, 

snMCL-1, peut retarder la progression du cycle (Jamil et al., 2005). Cette fonction est aussi possible 

grâce aux interactions de MCL-1 avec PCNA (proliferating cell nuclear antigen), une protéine qui joue 

, mais également dans la régulation du cycle cellulaire, 

et dont MCL-1 possède le motif de liaison (Fujise et al., 2000). Par ailleurs, snMCL-1 peut aussi interagir 

avec CHK-1 (checkpoint 1-protein), (Jamil et al., 

2008). MCL-1 permet également de faire un lien entre apoptose et autophagie, puisque en  interagissant 

avec Beclin-1, dont la structure se rapproche de celle des BH3-only

(Erlich et al., 2007). 

D -1 ont été mises en lumière récemment. En effet, il a été démontré que MCL-

 (dynamin-related protein-1), une protéine impliquée dans la 

fission mitochondriale, ce processus en réponse soit à la surexpression de MCL-1 soit à 

différents contraintes (carence en nutriment, hypoxie) connues pour perturber la morphologie de ces 

organites (Moyzis et al., 2020). Cela permet notamment de lutter contre la mort cellulaire associée à un 

BH3.  

Les principales fonctions connues de MCL-1 détaillées ci-dessus sont toutes associées à une localisation 

-1 peut 

également se localiser ts que la membrane externe des mitochondries, comme par 

exemple dans la matrice des mitochondries. Là, elle est notamment impliquée dans de nombreuses 

fonctions non-canoniques, telles que le maintien de la structure des mitochondries, et notamment de sa 

membrane interne, dans la fission mitochondriale ( -1 entière 

localisée à la membrane externe des mitochondries) et dans la maintenance des réseaux réticulés des 

mitochondries (Perciavalle et al., 2012). La perte de MCL-1 localisée au niveau de la matrice semble 
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également impliquée dans la énergie, 

oligomères -synthétase et du processus de phosphorylation oxydative (Perciavalle et al., 2012). 

-1 dans le processus de phosphorylation oxydative 

le fait que MCL-1 participe au maintien du potentiel de la membrane interne des mitochondries, élément 

indispensable pour former un gradient de protons En plus de son rôle 

important dans la phosphorylation oxydative, il semblerait que MCL-1 puisse aussi moduler la formation 

de superoxyde (Perciavalle et al., 2012), des radicaux pouvant être très toxiques pour la cellule. Pour 

finir, cette localisation de MCL-1 permettrait une interaction, via son hélice- VLCAD (very long-

chain acyl-CoA dehydrogenase), 

gras- aurait pour conséquences de pouvoir réguler le métabolisme des lipides, en réponse à un 

manque de nutriments (Escudero et al., 2018).  

En plus de sa fonction dans la régulation apoptotique, il apparait donc que MCL-1 joue également un 

rôle dans le métabolisme mitochondrial en intervenant à différents niveaux : le maintien structural de la 

mitochondrie, la respiration mitochondriale, et le métabolisme des lipides. Le rôle de MCL-1 dans le 

métabolisme représente une fonction à part-entière de cette protéine, très différente du rôle qui lui est 

e. En effet, il semblerait que la survie des neurones 

(Anilkumar et al., 2020), et des cellules cardiaques (Moyzis et al., 2020), en soit dépendante en cas de 

stress.  

F#G .%&'6-1*/+2%&'6-1D"616*1*+<=%&''

Comme indiqué sur la figure 7, les protéines de ce groupe peuvent être subdivisées en deux sous-

familles : les pro-apoptotiques effectrices BAX et BAK (et BOK) et les BH3-only. 

F8G >9K'%*'>9L'F%*'>MLG'

Parmi les pro-apoptotiques, BAX et BAK, des protéines pro-apoptotiques effectrices, présentent une 

structure différente : elles BAK 

réside sur la membrane des mitochondries grâce à son hélice , 

domaines indépendants de cette hélice  (Landeta et al., 2011). Au contraire, BAX est présent dans le 

cytoplasme, car son hélice  est masquée par son sillon hydrophobe (Suzuki et al., 2000). Il apparaitrait 

également que BAX possède deux  : un site homologue à ceux présentés par les 

protéines anti-apoptotiques (sous forme de sillon hydrophobe) (Czabotar et al., 2013), et un autre sur le 

côté opposé à ce sillon, appelé « rear site » (Gavathiotis et al., 2008). La protéine BAK ne présenterait 

on, dans le sillon hydrophobe (Griffiths et al., 1999). En ce qui 

concerne BOK, elle présente des séquences similaires 

à BAX et BAK, (Birkinshaw and Czabotar, 
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2017). La fonction principale de ces protéines, comme on le verra par la suite, est de former des pores 

dans la membrane mitochondriale qui permettent la sortie des protéines pro-apoptogènes. 

FEG .%&'<#A='57B'

L -famille des pro-apoptotiques est appelée « BH3-only » car les protéines qui le composent 

Il existe huit BH3-only: BAD, BID, BIK (BLK), BIM, 

BMF, HRK (DP5), NOXA et PUMA. En fonction des interactions  vont avoir, toutes ne vont 

pas avoir la même fonction (développé ultérieurement). En conditions physiologiques, ces BH3-only 

sont impliquées dans de nombreux processus 

auto-réactives (Bouillet et al., 2002), alors que PUMA et NOXA sont respectivement impliquées dans 

s (Naik et al., 2007). 

-" C1D*7/&$'5,9+,7/,3'$+,:$&'0E'59($/7+,F/(,7/,8/:$77+,<.2=-, ,

F"G '

Avant  en détail la manière dont les protéines de la famille BCL-2 régulent cette voie 

, est 

présentée ci-dessous. 

Lorsque la cellule ne reçoit aucun signal de type pro-apoptotique, les protéines anti-apoptotiques sont 

présentes au niveau de la membrane externe des mitochondries, et les protéines pro-apoptotiques 

effectrices BAX et BAK ne sont pas actives. BAX, comme cela a été présenté, a une hélice  masquée, 

ce qui lui confère une localisation cytoplasmique. Pour jouer son rôle pro-apoptique BAX doit être 

relocalisée vers la membrane mitochondriale externe. Cela est possible grâce à un changement de 

conformation qui permet notamment hélice . In vitro, plusieurs évènements ont pu 

être identifiés comme jouant un rôle dans cette relocalisation tels que des détergents comme le Triton-

X100 ou le NP40 (Hsu and Youle, 1998), la température (une heure à 43 °C) (Pagliari et al., 2005), un 

pH élevé (supérieur à 7,6 ou 8,2) (Khaled et al., 1999), ou très bas (inférieur à 6). Ces événements, 

nt associés à un stress cellulaire temporaire, entrainent une relocalisation de BAX à la 

membrane. Cependant, ces évènements seuls (conduisant à la relocalisation de BAX à la membrane) 

induire la mort cellulaire. En effet, une fois à la membrane, si elle 

activée par un BH3-only, comme tBID par exemple, BAX peut être séquestrée par un anti-apoptotique, 

voir même rétro-transloquée vers le cytoplasme, par un mécanisme dépendant de la protéine BCL-xL 

(Edlich, 2015; Edlich et al., 2011). Or les BH3-only (sensibilisateurs et activateurs), elles, ne peuvent 

pas jouer leur rôle puisque certaines ne sont pas exprimées, es par les anti-

apoptotiques, ou encore localisées au niveau du cytoplasme  le cas de BID). Bien que 

majoritairement localisée au niveau de la mitochondrie, une fraction de BAK est également 

cytoplasmique, et cela grâce à un processus de retro-translocation permanant (Edlich, 2015). Tout cela 
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combiné, rends alors impossible la formation de canaux dans la membrane mitochondriale et la cellule 

est donc orientée vers sa survie (Figure 9A). 

Par contre, important la cellule va subir des changements de ces 

paramètres, pro-apoptotiques. Cette une augmentation de 

es BH3-only va être encheur (Bouillet, 1999; Galluzzi et al., 2014; 

Villunger, 2003), notamment celles qui sont induites par la protéine P53. Par ailleurs, certains acteurs 

importants comme BAX et BID, sont relocalisés au niveau de la membrane des mitochondries. BID 

subit notamment un clivage par des protéases permettant à la forme tronquée (tBID) 

niveau de la membrane des mitochondries. Les BH3-only sensibilisatrices forment alors des complexes 

avec les protéines anti-apoptotiques, permettant aux pro-apoptotiques effectrices BAX et BAK, et aux 

BH3-only activatrices, es directement par les BH3-only activatrices 

(Kim et al., 2006; Letai et al., 2002),  BAK et BAX changent de conformation afin de former un canal 

au niveau de la membrane externe des mitochondries (Czabotar et al., 2014). Des protéines de tailles 

supérieures à 100 kDa  (Tait and Green, 2010), dont les facteurs 

apoptogènes e ou indirecte , entrainant 

la mort des cellules (Figure 9B). Un dogme stipule que la formation de ce canal est irréversible (point 

de non-retour). Cependant, de plus en plus de travaux visent à nuancer ce dogme, en prenant notamment 

(Oberst et al., 2016). De même, la façon dont les oligomères 

tout à fait résolue 

(Cosentino and García-Sáez, 2017; Czabotar et al., 2014). La forme que prend ce pore, sa composition 

(notamment la présence de lipides), et même le nombre de protéines BAK ou BAX impliquées, ne sont 

pour le moment pas établis avec certitudes (Debernardi et al., 2018; Uren et al., 2017). 

F#G '

Les membres de la famille BCL-2 interviennent dans la régulation du processus apoptotique, au niveau 

de la voie mitochondriale. Afin de pouvoir réguler cette voie, ils sont eux même sujets à de 

nombreuses régulations, à différents niveaux : contrôle de leur expression (induction/dégradation), 

modifications post traductionnelles, interactions. Parmi les membres de cette famille, MCL-1 est soumis 

à une régulation encore plus fine, qui sera présentée en détails. 

F8G :/2/-"$+*/&'

Dans cette partie, la régulation des différents membres de la famille BCL-2 va être abordée à ces 

différents niveaux. 

>$" G/(,$59*0&$'5,9+,7+*(,+4F(+%%$'5,

Tout , ce processus est 

anti-apoptotiques sont exprimées de manière constitutive par la cellule, mais dans certains cas il est 
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important que leur niveau  pour empêcher la mort cellulaire. Certaines voies de 

-STAT, qui , via 

-xL (Grad et al., 2000).  

En ce qui concerne les protéines pro-apoptotiques, elles ne sont pas toujours exprimées de façon 

constitutive, mais dès que la cellule subit un stress, leur expression est induite, pour que le processus 

.  notamment subit un dommage. Dans ce cas, comme 

indiqué précédemment, la protéine P53, est activée et va induire  de BAX, NOXA et PUMA 

(Nakano and Vousden, 2001; Oda, 2000a; Toshiyuki and Reed, 1995). De même, lorsque la cellule est 

confrontée à un manque de facteurs de croissance, le facteur de transcription FOXO3A (O forkhead box 

transcription factor-3A) est activé et il induit (Dijkers et al., 2000). BIM est aussi 

, puisque son expression est également sous la dépendance de deux 

facteurs de transcriptions : -enhancer binding protein-

protein), sensibles à ce type de stress (Puthalakath et al., 2007). 

>$$" G/(,:'9$8$0/&$'5,F'%&=&(/9*0&$'55+77+,

-apoptotiques sont exprimés de façon constitutive. Pour autant, ils ne sont pas forcément 

sous leur forme active, mais doivent subir une modification post-traductionnelle. 

cas de BAD qui possède de nombreux sites de phosphorylation pouvant être phosphorylés par JNK, 

PKA et AKT (Donovan et al., 2002; Peso, 1997). Ainsi lorsque BAD est phosphorylée, elle est 

séquestrée par la protéine 14-3-3, ce qui favorise la survie de la cellule. Par contre en cas de stress du 

RE, la protéine BAD est déphosphorylée sur un ou plusieurs sites ce qui entraine  son activation, et par 

conséquence, favorise (Zha et al., 1996).  

BIM, peut également être régulée de façon post-traductionnelle. Cette protéine peut en effet être associée 

avec le microtubule, et plus précisément à la dynéine. Cependant sa phosphorylation par la kinase JNK 

(Lei and Davis, 2003), ou une déstabilisation du complexe moteur de la dynéine (Puthalakath et al., 

1999), entrainant son relargage et sa relocalisation à la membrane des mitochondries. BIM peut 

également être activée à la suite ) 

(Ley et al., 2005). 

BID, passe aussi généralement par une modification post-traductionnelle. En effet, lors 

de  alors sous sa forme tronquée 

(tBID), qui est également sa forme active (Luo et al., 1998). Le même processus est 

activation, lorsque BID est clivée par la caspase 2,  s du RE (Upton et al., 

2008), ou par la cathepsine, les calpaïnes et le granzyme B. Cependant, il arrive que BID subisse une 

phosphorylation à proximité de son site de clivage, protéases et favorise 

donc la survie (Esposti et al., 2003).  
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Pour comprendre comment les membres de cette famille de protéines , il faut aussi 

comprendre comment ils interagissent entre eux (pour former des homo- ou des hétérodimères), et avec 

protéines.  

Interaction entre pro- et anti-apoptotiques :   

Comme cela a déjà été décrit, ces interactions sont possibles grâce à la présence du sillon hydrophobe 

qui peut interagir avec le domaine BH3 des protéines BH3-only ou de BAX et BAK. interaction se 

fait par hydrophobes (h1-4) du domaine BH3 des pro-apoptotiques, dont une 

leucine (Leu) particulièrement bien conservée (Fogha et al., 2017), dans le sillon hydrophobe des anti-

apoptotiques, et par une interaction ionique entre un aspartate 

(Asp) très conservé du domaine BH3, et une arginine (Arg) très conservée du domaine BH1 (Czabotar 

et al., 2014; Liu et al., 2003). Cette interaction est illustrée sur la figure 10 

du pro- -apoptotique MCL-1. Les interactions entre les protéines anti-

apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques effectrices BAX et BAK sont sensiblement identiques 

(Sattler et al., 1997).   

Il existe des différences subtiles entre les domaines BH3 des différentes protéines pro-apoptotiques. De 

la même façon, les protéines anti-apoptotiques ne présentent pas exactement le même sillon hydrophobe. 

Celui-ci possède  une certaine plasticité, ce qui lui permet de lier plusieurs pro-apoptotiques 

différentes (Smits et al., 2008). Cela conduit  (Figure 11) : toutes les anti-

apoptotiques ne lient pas toutes les pro-

BH3-profiling, décrit ultérieurement (section III-B) (Shamas-Din et al., 2013).  

La fonction principale des protéines anti-apoptotiques est de piéger les protéines pro-apoptotiques pour 

inhiber nt soit directement les pro-apoptotiques, 

capables de former des pores perméabilisant la membrane (BAX ou BAK) (mode 2), soit les pro-

apoptotiques  (directement ou non) BAX ou BAK (mode 1) (Birkinshaw 

and Czabotar, 2017). 

déstabiliser  (Llambi et al., 2011).  

Une partie des BH3-only se lie exclusivement avec les protéines anti-apoptotiques BAD, 

BIK, BMF, et HRK. Leur rôle est de sensibiliser les protéines anti-

«BH3-only sensibilisatrices ». En se fixant sur ces protéines, elles 

formation des complexes entre ces protéines anti-apoptotiques, et BAX/BAK ou les BH3-only 

activatrices (cf. ci-dessous), comme illustré sur la figure 12 (modèle de sensibilisation) par Elkholi et 

al. (Elkholi et al., 2011). Si ceux-ci sont déjà formés, ils peuvent les rompre (Figure 12 : modèle de dé-



 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 :  Représentation schématique des fonctions des protéines BH3-only. (A) Les BH3-only peuvent 

avoir un rôle de sensibilisateur afin saturer les anti-apoptotiques. Dans ce cas, les BH3-only effecteurs BAX 

et BAK -only 

sensibilisateurs vont venir se fixer sur les anti-apoptotiques permettant de libérer les BH3-only activateurs. 

fois-ci les BH3-only effecteurs. 

 et al., 2011  
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répression ou de neutralisation), permettant à BAX et BAK  libérées puis activés pour former des 

pores (Birkinshaw and Czabotar, 2017). Il existe donc un système de coopération entre les protéines 

pro-apoptotiques, pour la fixation des protéines anti-apoptotiques. 

Interaction entre pro-apoptotiques : 

 Les interactions entre pro- et anti- . Il existe 

également des interactions entre pro-apototiques. En effet, BAK et BAX, quand elles sont localisées au 

es par certains BH3-only qui ont la capacité 

avec eux. Elles sont appelées « BH3-only activatrices ». BIM, BID sous sa forme 

tronquée (tBID), PUMA et NOXA font partie de ce groupe (Kim et al., 2009a; Vela et al., 2013). Bien 

que longtemps présentée comme simple « sensibilisatrice », 

directement les pro-apoptotiques effecteurs (Du et al., 2011). La différence entre les BH3-only 

« activatrices » et les « sensibilisatrices 

(Czabotar et al., 2013).  

L s protéine effectrices BAK et BAX par les BH3-only via leur sillon 

hydrophobe, de manière semblable à la fixation des BH3-only sur les protéines anti-apoptotiques 

(Leshchiner et al., 2013 ; Czabotar et al., 2014). Cependant BAX est un cas particulier elle 

présente un second site un domaine BH3 (cf. section II-D).  Ce dernier pourrait lui 

aussi lier certains BH3-only l'activation de BAX (Gavathiotis et 

al., 2008), sans pour autant être essentiel (Peng et al., 2013)

BAX par des BH3-only activatrices induit un changement de conformation

du sillon hydrophobe. Cela a pour conséquence le relargage du BH3-only qui pourra alors aller activer 

une autre protéine BAX ou BAK, formant ainsi  kiss and 

run » (Cosentino and García-Sáez, 2017). Cela facilite également -dimérisation des protéines 

BAX ou BAK qui constitue la première étape de la formation des pores de perméabilisation de la 

membrane mitochondriale. érisation de ces homodimères (soit BAX, 

soit BAK) pour former ces pores. Cependant, la compréhension de ce processus est encore limitée et 

que les pores 

sont formés 

(Debernardi et al., 2018; Dewson et al., 2012). ne récente étude 

suggère que BAX activée est capable de former des hétéro-complexes avec BAK. Ces complexes sont 

chondriale, et sont absentes 

des cellules résistantes à cette voie, ce qui indique donc leur importance dans ce système (Seiller et al., 

2020). 
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e deux -apoptotiques qui favorisent la perméabilisation 

de la mitochondrie,   

La protéine BH3-only activatrice BID joue également un autre rôle : elle interagit avec BAX cytosolique 

afin de changer sa configuration, étape nécessaire pour sa relocalisation au niveau des mitochondries 

(Eskes et al., 2000). 

Interaction avec des membres externes à la famille BCL-2 :  

Les interactions entre membres de la famille BCL-2 ne sont pas les seules impliquées dans la régulation 

du processus apoptotique. protéine 14-3-3, qui est 

connue pour interagir avec BAD mais qui peut également séquestrer BAX dans le cytosol via une 

interaction impliquant son extrémité C-terminale.  est levée lors du clivage de 14-3-3 par 

, encore mal connus, indépendants des caspases qui reste 

à caractériser (Nomura et al., 2003). Contrairement à BAD, ce

de phosphorylation de BAX.  

, Ku70, impliqué dans la réparation des cassures double-brin a 

également été identifié comme partenaire cytosolique de BAX. Lorsque Ku70 est acétylé sur son 

extrémité C-terminale cette interaction est rompue et BAX peut alors être relocalisée à la mitochondrie 

(Cohen et al., 2004). 

FEG .%';"&'(%'H?.D8'

MCL-1 est connue pour sa faible durée de ! vie, entre 1 et 4h (Yang-Yen, 2006), bien loin des valeurs 

de ! vie des autres membres de cette famille BCL-2. Même si, cette valeur reste sujette à certaines 

incertitudes, dû à certains facteurs comme ou le type cellulaire, cette protéine est très 

finement régulée. La régulation, se fait à la fois au niveau du promoteur de son gène, ARNm, et de 

la protéine : 

>$" ,

-1 est dans de nombreux cas dépendante de facteurs de croissance. En effet, il a 

d'entres eux -1. Il 

 : des interleukines (Huang et al., 2000; Jourdan et al., 2000; Wang et al., 1999), EGF 

(epidermal growth factor) (Leu et al., 2000), du VEGF (vascular endothelial growth factor) (Le Gouill 

et al., 2004), et de HIF- (Liu et al., 2006). Ces facteurs induisent des 

voies de signalisations qui permettent s qui peuvent se lier au niveau du 

promoteur du gène de MCL-1, de séquences consensus pour STAT, 

element), ou - nuclear factor kappa-B) (Akgul et al., 2000b) , 

lorsque ces facteurs de croissance ne sont pas présents, -1 est inhibée. De même, 
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-F1, activé en réponse  P53 inhibe 

-1 puisque son (Croxton 

et al., 2002).   

-1 comme un mécanisme de 

régulation puisque celui-ci va donner naissance à différentes formes de MCL-1 : MCL-1S, MCL-1ES, 

et MCL-1L, possédant des fonctions différentes (vide supra). Des études récentes se sont intéressées au 

de la familles des protéines SR : SRSF1 et SRSF3 (Gautrey and Tyson-Capper, 2012), des protéines 

une autre famille de protéines a été identifié

de MCL- (Tyson-Capper and Gautrey, 2018). 

afin de lutter contre la prolifération 

tumorale (Li et al., 2020). 

>$$" 2+%,:'9$8$0/&$'5%,F'%&=&(/5%0($F&$'55+77+%,

Des événements post-transcriptionnels peuvent aussi réguler l -1. La ! vie de 

m de MCL-1 est également très courte. En effet, , RNA29b 

(Mott et al., 2007), , CUGBP2 (Subramaniam et al., 2008) sont la 

neutralisation de l'ARNm codant pour MCL-1. Il a également été démontré que les voies de signalisation 

s ARNm codant pour MCL-1 (Fritsch 

et al., 2007; Mills et al., 2008). 

>$$$" 2+%,:'9$8$0/&$'5%,F'%&=&(/9*0&$'55+77+%,

Comme indiqué précédemment, la protéine MCL-1 contient deux régions PEST, des régions qui, en 

coopérat  une régulation post-traductionnelle fine. Elles 

sont de différentes natures : 

La phosphorylation  

MCL-1 possède de nombreux sites potentiels de phosphorylation au niveau des régions PEST. Chaque 

a des conséquences différentes. Par exemple, la phosphorylation 

de S64 par CDK1 et 2 (cyclin-dependent kinase) ou par JNK (C-Jun N-ter-kinase) permet de favoriser 

sa dimérisation avec les pro-apoptotiques de la famille BCL-2, et donc son rôle anti-apoptotique 

(Kobayashi et al., 2007). La phosphorylation du résidu T163 a quant à elle, des conséquences variées 

en fonction des autres résidus phosphorylés avec lui. Ainsi lorsque ERK-1 (extracellular regulated 

protein kinase-1) phosphoryle le résidu T163 avec le résidu T92, cela conduit à la stabilisation de MCL-

1 (Ding et al., 2008) ion de sa fonction anti-apoptotique , lorsque GSK-
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3 (Glycogen Synthase Kinase 3) phosphoryle le résidu T163 avec les résidus S155 et S159, cela conduit 

à une inhibition de sa fonction anti-apoptotique (Ding et al., 2007). De la même façon, lorsque le résidu 

T163 est phosphorylé avec S121 par JNK, cela conduit à une inactivation de sa fonction anti-apoptotique 

(Inoshita et al., 2002). 

  

MCL-1, de par la présence des 3 lysines K5, K40 et K126, est également soumis à une dégradation par 

, , par exemple 

(Nijhawan, 2003). Ce processus est possible grâce à une ubiquitine ligase E3, appelée MULE (MCL-1 

ubiquitin ligase E3), qui possède une région similaire au domaine BH3, 

MCL-1. Cette protéin la dégradation de MCL-1 par 

ubiquitinylation (Zhong et al., 2005). Cependant, une autre ubiquitine ligase E3 -TrCP (beta 

transducin-containing protein), interagit mais 

phosphorylation de MCL-1 par GSK-3 (Ding et al., 2007). Par ailleurs, il a récemment été démontré que 

MCL-1 était également régulée par une desubiquitine ligase appelée USP9X, qui va protéger MCL-1 de 

toute ubiquitinylation et donc permettre de la stabiliser (Schwickart et al., 2010). 

Le clivage  

Pour finir MCL-1 est également soumise à une dégradation indépendante du protéasome. En effet, elle 

est soumise à des clivages dépendant des caspases sur deux sites distincts de la région N-ter (Figure 8) 

(Clohessy et al., 2004). Ces deux sites, , sont également utilisés par une autre 

protéase, le granzyme B (GrB) afin de cliver MCL-1 (Han et al., 2004). Ces clivages représentent en 

, 

impliqué dans la survie, en empêchant sa dimérisation avec les pro-apoptotiques. Cela va même plus 

démontré que les clivages sur ces sites permettaient de convertir MCL-1 en une 

protéine pro-apoptotique (Herrant et al., 2004), même si ces résultats sont controversés (Clohessy et al., 

2004). 

>$3" ?+%,9$:1($%/&$'5%,

Quelle que soit sa forme, la régulation fine de MCL-1 reste un élément clef dans la régulation de 

, car elle lui permet de former ou non des dimères avec les protéines pro-apoptotiques.  

MCL-1 est connue pour lier fortement le pro-apoptotique NOXA, et faiblement BAD, à la différence de 

BCL-2 et BCL-xL. De plus, comme les autres anti-apoptotiques, MCL-1 va également lier BIM et 

PUMA (Figure 11). Il est également décrit que MCL-1 lie et inhibe la protéine pro-apoptotique effectrice 

BAK. Par contre, des données récentes montrent 

BAX, sans pour autant interagir directement avec lui, ce hypothèses habituelles 
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(Germain et al., 2008). D  suggèrent même que cette fixation à des pro-apoptotiques peut-

-1. Il a en effet été démontré que la fixation de NOXA 

par MCL-1 entrainait la dégradation de ce dernier par le protéasome, alors que la fixation de BIM était 

plutôt associée à sa stabilisation (Czabotar et al., 2007). 

e à une autre voie de signalisation, dépendante de BOK, impliquant 

son interaction avec MCL-1, et plus précisément avec son domaine transmembranaire (TMD) (Lucendo 

et al., 2020). Ils suggèrent que cette voie de signalisation permettrait de réguler 

impliquer le domaine BH3. En effet, ntre le TMD de MCL-1 et le TMD de BOK induirait 

un changement de localisation subcellulaire de BOK, du RE vers les mitochondries (par fusion des 

membranes de ces organelles)

membrane externe mitochondriale, la forme entière de MCL-1 (MCL-1L), permettrait, quant à elle, une 

stabilisation de BOK sous une forme inactive. Il existerait donc une compétition entre le TMD de MCL-

1 et MCL-  
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Les défauts de régulation de l'apoptose sont impliqués dans de nombreuses maladies humaines. 

Ainsi, en cas d'infections, virus et bactéries produisent des molécules capables de 

dans les cellules hôtes (Favaloro et al., 2012; Sly et al., 2003). Ces molécules sont capables inhiber 

premier temps, pour que les agents pathogènes puissent « profiter » au maximum du 

métabolisme de la cellule. Puis dans un second temps, ces molécules  afin de 

propager  Dans le cas des dégénérescences ou des « accidents , ce processus 

peut advenir dans des cellules saines. C'est le cas des maladies neurodégénératives comme Alzheimer 

(Behl, 2000) ou Parkinson (Venderova and Park, 2012), des pathologies cardiaques (Whelan et al., 2010) 

et des AVC (accidents vasculaires cérébraux) (Yuan, 2009; Benchoua et al., 2001). , un 

joue un rôle important dans certaines maladies. C'est le cas des maladies auto-

immunes, s T et B auto-réactifs au 

moment de leur développement (Nagata, 2005) le cas des cancers, où la résistance à 

es cellules cancéreuses (Hanahan and Weinberg, 

2011). Ce sont les cancers, s hématologiques, qui vont nous 

intéresser dans la suite de cet exposé.  

 

94 N%-*=-#"*+12&'7/2/-"$%&' '

tissulaire

ce processus joue un rôle important dans le développement tumoral (Wong, 2011). apoptose 

est également directement liée à la résistance aux traitements anti-cancéreux (Gimenez-Bonafe et al., 

2009). Les causes de ces perturbations , conduisant à un cancer hématologique, peuvent 

être de diverses.  

, connue pour son rôle de suppresseur de 

tumeur (cf section II-B) est mutée dans plus de 50% des cancers. Elle peut également être délétée dans 

certains  qui peuvent être porteurs 

on du bras court du chromosome 17 (de 10% à 50% des patients) (Nguyen-Khac et al., 

2016), le même chromosome où se trouve le gène codant pour la P53. P53 est également régulée par 

MDM2, une ubiquitine-ligase E3 qui favorise sa dégradation par le protéasome (Honda et al., 1997). Or 

la protéine MDM2 est surexprimée dans le cas de leucémies ou de lymphomes (Capoulade et al., 1998; 
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Watanabe et al., 1996). Pour finir, P53 peut être régulée au niveau de la transcription, par des mi-RNA 

qui se lient sur des régions non transcrites de son gène, empêchant ainsi son expression. Il est notamment 

possible de citer le miR-504 (Hu et al., 2010) qui est amplifié dans le cas de LNH, et le miR-33 (Herrera-

Merchan et al., 2010) ALL (Yeh et al., 2016). Dans de très nombreux cancers, 

Bien que cette protéine soit impliquée directement dans la régulation 

la voie intrinsèque et de la famille BCL-2 (cf. section IIIB), elle est également impliquée dans la 

via FasR 

(CD95), est induit par P53. De plus P53 semble faciliter l

impliquant Fas/CD95, est donc impactée, en particulier dans les maladies lymphoïdes (Xu-Monette et 

al., 2012). Il en est de même avec le récepteur TRAIL-2 (DR5), un autre récepteur à domaine de mort, 

-Deiry, 2000). 

A propos de ces récepteurs à domaine de mort, ils sont fortement associés aux résistances de  

dans les cancers. Par exemple, une faible expression membranaire ou la surexpression de récepteurs 

leurres ont été décrites dans de nombreux cancers hématologiques (Fulda, 2010). Leur expression peut 

réprimée via une mé , comme retrouvé dans certaines 

leucémies (Hervouet et al., 2013). Pour compléter les altérations de cette voie extrinsèque, il est aussi 

possible de mentionner la surexpression de c-FLIP, un antagoniste de la caspase 8 pour la fixation de 

, dans certains cancers (Micheau, 2003). Cette 

surexpression empêche  Mêmes conséquences, lorsque 

FADD, , lus exprimé, ce qui est le cas dans certains DLBCL (Favaloro et 

al., 2012).  

Hormis les récepteurs à domaine de mort, APAF-1 joue également un rôle important, en perturbant la 

formation de , et donc . En effet, la protéine APAF-1 est souvent 

inhibée ou inactivée, dans les hémopathies malignes, via différents processus :   

- Dans les leucémies, une modification 

-expression de APAF-1 (Fu et al., 2003).  

- Dans les DLBCL, APAF-1, qui est normalement une protéine cytosolique, est séquestrée au 

niveau de radeaux lipidiques, empêchant la formation du complexe (Hirpara et al., 2016) 

- Certains auteurs suggèrent la prése -1, même si cela reste encore à 

démontrer (Favaloro et al., 2012). 

Pour finir, les caspases étant les effectric , i

de ces protéines soit associée à un caractère tumorigène et soit retrouvée dans un certain nombre de 

cancers. Ainsi une surexpression des IAP servée dans 

certains cancers (Favaloro et al., 2012). Par ailleurs, les caspases peuvent dans certains cancers, subir 
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des mutations qui vont directement impacter sur leur activité, en empêchant leur dimérisation, comme 

 dans les LAM (Li et al., 2018). 

 

>4 N%-*=-#"*+12&'$+/%&'C")+$$%'>?.DE''

!" 2+%,/7&1(/&$'5%,9+,7/,8/:$77+,<.2=-,

Bien sûr, la famille BCL-2 est un acteur incontournable du processus tumorigénique à cause de son rôle 

central dans la régulation de la voie intrinsèque de . Des événements de différentes natures 

conduisent au déséquilibre entre les pro- et les anti-apoptotiques qui est des résistances à 

. Ces évènements peuvent concerner le nombre d , la régulation de sa 

transcription (via des translocations ou des promoteurs), sa traduction, ou même encore intervenir après 

sa traduction.  

Les lymphocytes subissent, en plus des phénomènes classiquement retrouvés dans les cellules, des 

processus spécifiques pouvant conduire à des mutations (vide supra). Parmi-eux, on retrouve le 

commutation isotyp deux phénomènes sont 

activation induced cytidine deaminase). Ils sont en grande partie 

responsables de la translocation t(14;18) qui provoque un rapprochement entre le gène (non tronqué) 

codant pour la protéine anti-apoptotique BCL-2, et un promoteur des chaines lourdes des Ig, ce qui in 

fine, conduit à la surexpression de BCL-2. Cette translocation est retrouvée dans plus de 90% des 

lymphomes folliculaires (FL) (Leich et al., 2009) et dans 20% des lymphomes diffus à grandes cellules 

B (DLBCL). En plus de cette translocation canonique, la 

surexpression de ces protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2, peut-être due à une amplification 

du gène codant pour BCL-2, MCL-1, ou encore BCL-xL. , MCL-

amplifiés dans les cancers (Zack et al., 2013). Il est également possible de 

protéines de manière indirecte. Par exemple, pour la protéine BCL-2 il existe une délétion, d(13q14), 

les micro-ARN 15 et 16, qui sont impliqués dans la fixation et la dégradation de 

-2. Cette délétion est présente dans plus de 50% des cas de CLL, où elle est 

corrélée avec la surexpression de BCL-2 (Degheidy et al., 2013).   

Dans tous ces cas, la surexpression est directe, e Cependant, la 

surexpression des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 peut aussi être indirecte en faisant 

 

ation du facteur de transcription P53. Comme abordé 

précédemment, P53 est altérée chez de nombreux patients (cf. section III-A). Or ce facteur de 

transcription  de PUMA (Nakano and Vousden, 2001), et de NOXA 
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(Oda, 2000b), des BH3-only ayant une fonction pro-apoptotique. Une inactivation ou une diminution 

d  est donc directement associée à u ces deux protéines, 

favorisant ainsi  Il en va de même pour BAX  

(Toshiyuki and Reed, 1995) e avec 

enchement du processus apoptotique., 

L - et les anti-apoptotiques est donc rompu via la dérégulation de P53, ce qui 

favorise la survie des cellules malignes.  

Cependant la dérégulation de P53  voie de signalisation affectant la famille BCL-2. 

Ainsi la voie de STAT3 des protéines de la famille BCL-2, et en 

particulier celle de BCL-xL (Turkson and Jove, 2000). 

perturbée dans de nombreuses hémopathies malignes, comme dans les DLBCL (Zhao et al., 2018), mais 

aussi dans les lignées cellulaires de LAM (Chakraborty et al., 1996) et de LCM (Mencalha et al., 2012). 

La surexpression de STAT3 induisant -xL, elle confère aux 

cellules  (Lee et al., 2006). La un lymphocyte malin 

 isant la 

surexpression de BCL-xL (Fang et al., 1997).  

via -

2, au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel. Pour cela, différents acteurs sont 

impliqués tels que : mTOR, GSK3, FOXO, et NF-  (Choudhary et al., 2015). Cette voie de PI3K est 

largement dérégulée dans bon nombre de pathologies, en particulier dans les CLL (Okkenhaug and 

Burger, 2015). 

Mise à part les amplifications génétiques, la surexpression de MCL-

comprise (Schwickart et al., 2010). Plusieurs pistes existent cependant pour expliquer sa forte présence 

dans certains cancers. Au niveau transcriptionnel, une corrélation entre -ABL et 

-1,  a été rapportée, et pourrait donc expliquer la 

surexpression de MCL-1 dans les LMC (Aichberger et al., 2005), et dans les LLC (Koss et al., 2013). 

La voie JAK/STAT a déjà été mentionnée pour expliquer la surexpression de BCL-xL, et pourrait 

également expliquer celle de MCL-1, qui possède un site de fixation à STAT3 au niveau de son 

promoteur (Isomoto et al., 2005)

pourraient eux aussi être impliqués dans la surexpression de MCL-1 (Piret et al., 2005). Au niveau 

traductionnel, on peut mentionner le miR-29 (Mott et al., 2007), un micro-ARN qui inhibe 

de MCL-  

(Kwon et al., 2019). Enfin, des événements post-traductionnels peuvent aussi expliquer cette 

surexpression. Dans la partie IID-2, nous avions décrit le rôle de la protéine USP9X dans la stabilisation 



 

 

 

 

Figure 13 : Test de BH3-profiling. Les cellules sont perméabilisées, puis traitées avec les différents peptides. 

Après traitement, et un marquage du cytochrome C, les cellules sont analysées par cytométrie afin de 

déterminer le % de cytochrome C libéré par le traitement. Cette information permettra de déterminer la 

dépendance de la cellule.  

 

 

 

 

 

Figure 14 : Liste des interactions entre protéines pro-et anti-apoptotiques. BAD, NOXA et HRK sont utilisés 

bent de façon spécifique, respectivement, BCL-2, MCL-1 et BCL-xL. PUMA est 

-apoptotiques. 

n de vérifier que la cellule 
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de MCL-1. Cette deubiquitinase est surexprimée dans les FL et les DLBCL, évitant ainsi la dégradation 

de MCL-1 par le protéasome (Trivigno et al., 2012). 

Pour finir, les protéines anti-apoptototiques ne sont pas les seules à être dérégulées dans ces pathologies. 

En plus de PUMA, NOXA et BAX qui sont contrôlées par P53, il est également possible de citer BIM, 

un autre pro- certains lymphomes du manteau (MCL). 

En cause une aberration génomique : la délétion de la région du chromosome 12 d(12q13), qui contient 

le gène codant pour BIM et qui est retrouvée dans 20 à 30% des MCL (Tagawa et al., 2005).  Dans le 

lymphome de Burkitt (LB), BIM est également inhibée mais cette fois par une régulation épigénétique 

(hyper-méthylation de son promoteur) (Richter-Larrea et al., 2010). 

-2 est donc dérégulée soit en jouant directement sur le 

génome, lustre 

parfaitement cela avec le « double hit » et le « double expresseur » (Riedell and Smith, 2018). En effet, 

le double hit fait référence à un phénomène peu commun : le réarrangement génomique de MYC avec 

celui de BCL-2 (et BCL-6 dans le cas des triples hits), retrouvé dans 5 à 7% des DLBCL et qui conduit 

à une surexpression de ces deux protéines. Le double expresseur fait référence, quant à lui, au fait que 

20 à 30% des patients atteints de DLBCL surexpriment également les protéines MYC ou BCL-2, mais 

cela, indépendamment de réarrangements chromosomiques.  

-" H'&$'5,9+,91F+59/50+,I,7+,<#A=F('8$7$5D,

La sensibilité des cellules à la mort par apoptose est donc impactée par les perturbations qui touchent 

les membres de la famille BCL-

anti-apoptotiques de la famille BCL-2 et la résistance 

« dépendance », et à mettre au point un test permettant de la mesurer : le BH3-profiling (Letai, 2017). 

Ce test permettrait de déterminer si la cellule utilise une ou plusieurs protéines anti-apoptotiques pour 

 via un traitement avec des peptides spécifiques qui simulent les BH3-only 

sensibilisateurs, puis une mesure de la libération du cytochrome c. 

Comme le montre la figure 13, ce test met en jeu des cellules entières, perméabilisées, qui sont traitées 

avec différents peptides. Ces peptides spécifiques vont mimer les protéines BH3-only sensibilisatrices, 

qui -apoptotique (Figure 14). HRK et 

NOXA inhibent spécifiquement BCL-xL et MCL-1 respectivement. BAD quant à elle inhibe à la fois 

BCL-2 et BCL-xL. On pourra cependant déterminer la dépendance à BCL-2 par comparaison avec les 

résultats obtenus avec HRK. PUMA est utilisée elle 

protéines anti-apoptotiques. Comme PUMA, BIM inhibe elle aussi toutes les anti-apoptotiques, mais 

elle est également capable ce qui permet de vérifier que la cellule est apte 

à former des pores et donc à libérer le cytochrome c. Lors de ce test, l -



 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 :  Présentation des résultats qui peuvent être obtenus par BH3-profiling. A- Cellule dont la 

-apoptotiques. B- Cellules dépendantes 

de BCL-xL. C- Cellules dépendantes de MCL-1. D- Cellules -

apoptotiques non sensibilisées).  
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apoptotiques par ces peptides induit la libération de BIM et BID, qui vont activer BAX et BAK pour 

leur permettre de former des pores , qui est mesurée par 

cytométrie. Ce test permettrait donc de déterminer la dépendance dans différents cas (Figure 15) :   

(A) ne pas de libération du cytochrome c, à la différence 

du traitement avec BIM. Les protéines anti-apoptotique BCL-xL et MCL-1 ne seraient donc pas 

responsables -ci est pourrait-

des BH3-only activatrices par exemple. Dans ce cas il serait inutile de traiter le patient avec des 

inhibiteurs de BCL-xL ou de MCL-1. 

(B) Le traitement HRK indu

semble donc être dépendante de BCL-xL. Un traitement avec un 

inhibiteur de BCL-xL pourrait donc être proposé à ce patient.  

(C) Le traitement NOXA induit la libération 

serait donc dépendante de MCL-1. Un inhibiteur de MCL-1 pourrait 

alors être proposé au patient. 

(D) il est possible que les protéines anti-apoptotiques ne 

soient pas « primées » ou « sensibilisées ». Une augmentation de la concentration du traitement 

fournirait ce 

test : le priming -à-dire la sensibilité des protéines anti-apoptotiques à entrer en apoptose. 

Les cellules non sensibilisées, -à-dire présentant des protéines anti-apoptotiques non 

saturées, sont moins disposées à réagir à un stress cellulaire ou à des dommages à l ADN (Fraser 

et al., 2019)

, comment le rendre plus efficace (sensibiliser les cellules 

avec un agoniste des protéines pro-apoptotiques avant une éventuelle chimiothérapie). Dans ce 

cas, un premier traitement d initiation avec un inhibiteur de MCL-1 ou BCL-xL permettrait de 

sensibiliser (saturer) les cellules avant de les traiter, dans un second temps, avec une 

chimiothérapie. La non-expression des protéines pro-apoptotiques effectrices (BAK et BAX) 

pourrait être une autre situation qui expliquerait ce type de résultats (non présenté sur la figure). 

Ce test a déjà été utilisé en clinique et aurait permis de montrer certaines tendances au sein de chaque 

maladie. Les CLL par exemple sont assez homogènes et présenterait une dépendance à BCL-2 (Del 

Gaizo Moore et al., 2007). Dans le cas des LAM, les dépendances seraient plus hétérogènes avec certains 

patients dépendant de MCL- -xL (Pan et al., 2014; Parikh et al., 2010). Le cas du 

MM serait encore plus compliqué avec une dépendance très hétérogène selon les patients et qui 

impliquerait souvent plusieurs membres anti-apoptotiques (Touzeau et al., 2016).  

Ce test serait donc un formidable outils permettrait de mieux comprendre la résistance à 

, de trouver la ou les cibles qui offriraient la 
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meilleure réponse possible. Lors des études pré-cliniques il permettrait de caractériser au mieux les 

il a été proposé en clinique comme un 

biomarqueur prédictif de réponse (Montero and Letai, 2016; Montero et al., 2015). Il permettrait 

notamment, pour les cellules qui comme dans le dernier cas décrit (D)), de 

ne pas proposer une chimiothérapie seule, s -apoptotiques de la famille BCL-2, qui 

seraient tous les deux sans effet, mais plutôt un premier traitement de sensibilisation puis une 

-apoptotiques et une chimiothérapie classique.  
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Dans les hémopathies malignes, la famille de BCL-2 joue un rôle central dans la résistance de 

, médiée par la voie mitochondriale. Découvert dans les années 80, cette famille à très vite été 

proposée comme une cible thérapeutique contre ces pathologies, et différentes stratégies ont été 

développées. 

94 P+&*1-+<=%'(%&'&*-"*/7+%&';+#$"2*'$%&')%)#-%&'(%'$"'C")+$$%'>?.DE'
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La première approche pour cibler les protéines de la famille BCL-2 a été le développement 

oligonucléotides-antisens. Oblimersen sodium (aussi appelé G3139, Genasense), un oligonucléotide 

-2, a été produit par Genta Inc., dès la fin des années 90. Après de 

beau résultats in vitro/in vivo (Cotter et al., 1994), G3139 a été testé, dans un premier temps, en agent 

seul chez des patients atteints de LLC, où il a montré des résultats peu concluants . 

Il a ensuite été testé en combinaison avec des chimiothérapies classiques dans différentes hémopathies 

malignes. ans les LLC en combinaison avec la fludarabine et le cyclophosphamide 

, où il a donné de très bon résultats. Puis dans les LAM (Marcucci et al., 2007) et 

les MM (Chanan-Khan et al., 2009), sans résultats intéressants. Malgré plusieurs demandes, notamment 

dans le cas de LLC en combinaison avec les chimiothérapies standards, la société n'a pas obtenu 

d'autorisation auprès de la FDA (Food and Durg Administration. Ceci est en partie dû à des effets 

secondaires graves, en particulier le déclenchement du syndrome de libération des cytokines, qui 

pourrait être la -9 (toll like receptor 9) (Kang 

. 

Un autre oligonucléotide antisens ciblant BCL-xL a également été développé peu de temps après (Heere-

Ress et al., 2002). Mais là encore, les résultats en monothérapie ont été peu concluants. Malgré des 

innovations apportées (oligonucléotides antisens bispécifiques BCL-2/BCL-xL (Zangemeister-Wittke 

et al., 2000)), intérêts telle que MCL-1 (Sieghart et al., 2006), 

cette stratégie a été peu à peu délaissée. Elle souffre du manque de stabilité des oligonucléotides dans 

les liquides biologiques (Sun et al., 2017). 

En parallèle de cette approche, entre elle est le 

-2 (Piché et al., 1998). Cet anticorps, qui avait pour but de 

cibler BCL-2 pour réduire son , n a pas été évalué en clinique. Un ribozyme ciblant 

BCL-2 a également été mis au point (Luzi et al., 2003). Ces petites molécules synthétiques 

- son expression. Malgré de bons résultats in vitro, 

aucun essai clinique ne semble avoir été réalisé, sûrement à cause de problèmes de stabilité.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : -mimétiques. Modèle 1 : le BH3-mimétique permet la libération 

des BH3-only activateurs piégés des anti-apoptotiques, qui pourront alors jouer leur rôle en activant BAX 

et BAK. Modèle 2 : Le BH3- -

apoptotique afin de pouvoir se dimériser et former un canal. 
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Tout comme les oligonucléotides antisens, ces deux stratégies, ont probablement été confrontées à un 

manque de stabilité, ce qui   des résultats in vivo concluants (Thomas et al., 

2013b). 

-" J5&/D'5$%+(,7+%,F('&1$5+%,/5&$=/F'F&'&$)*+%,+5,0$;7/5&,7+,9':/$5+,<#A,

Devant les résultats limités de ces différentes stratégies, une nouvelle approche a été proposée : 

développer des antagonistes des protéines anti-apoptotiques. Ainsi, un peptide dérivé de BAD auquel 

un acide gras a été greffé (le cpm-1285) a -apoptotique de BCL-2 

(Wang et al., 2000). Malgré des résultats encouragent in vitro et in vivo dans des modèles animaux, 

aucune étude clinique a été publiée avec ce composé. Cette molécule, a cependant permis de valider 

la stratégie consistant à antagoniser les protéines anti-apoptotiques en entrant en compétition avec les 

pro-apoptotique au niveau de leur sillon hydrophobe. Malgré le développement de plusieurs autres BH3-

peptides (Denicourt, 2004), ceux-ci vont être délaissés au profit de petite molécules appelées BH3-

mimétiques. 

>4 .%&'6%*+*%&')1$/;=$%&'+25+#+*-+;%&'Q'>PRD)+)/*+<=%&'

Ces dernières années ont vu  dites BH3-

mimétiques. Contrairement aux peptides ou autres oligonucléotides antisens, ces petites molécules, de 

masse inférieure à 750 Daltons, possèdent un coût de production peu élevé ce qui les rend plus attractives 

(Thomas et al., 2013b). Ces molécules dont le rôle est de perturber les interactions entre les pro- et les 

anti-apoptotiques sont identifiées par différentes méthodes incluant le screening virtuel, ou le criblage à 

haut débit de molécules naturelles ou de synthèse. 

!" K18$5$&$'5, ,

Les BH3-mimétiques sont une nouvelle classe de petites molécules qui peuvent 

fixant sur les protéines anti-apoptotiques avec une forte affinité, permettant la libération des acteurs de 

-mimétique, elle doit se lier au 

niveau du sillon hydrophobe des anti-apoptotiques, le même qui permet à ces protéines de lier les 

protéines pro-apoptotiques, induisant ainsi la rupture du complexe entre pro- et anti-apoptotiques (Dai 

et al., 2016; Letai et al., 2002) (Figure 16). De la même façon que les protéines BH3-only, ces BH3-

mimétiques induisent  (Kuwana et al., 2005), la perméabilisation de 

la membrane mitochondriale (Kuwana et al., 2005), la sortie du cytochrome c, et in fine, activation des 

caspases (Broecker-Preuss et al., 2016). L'action de ces molécules est rapide, et elles induisent 

en 10h environ (S. Soderquist and Eastman, 2016). des critères importants pour 

appellation « BH3-mimétique » est que soit être dépendante 

et BAK. Ainsi, beaucoup de molécules, présentées comme des BH3-mimétiques, mais capables 

es (van Delft 

et al., 2006). , un pan-inhibiteur (qui cible BCL-2, BCL-xL et 
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MCL-1) développé par Gemin X (Nguyen et al., 2007; Or et al., 2016) dont l  anti-apoptotique ne 

dépendant (Konopleva et al., 2008). Cet inhibiteur a 

toxicité (Hwang et al., 2010). Certains vont même plus loin 

dans la classification des BH3-mimétiques, 

NOXA, qui signifierait que la molécule induit via un stress du RE (S. Soderquist and 

Eastman, 2016).  

-" 2+%,F(+:$+(%,<#A=:$:1&$)*+%,I,,<.2=42,0'::+,0$;7+,F($3$71D$1+,

Les « vrais » BH3-mimétiques sont donc rares. La première molécule reconnue comme telle est l'ABT-

737 développée par les laboratoires Abbott. Elle mime le domaine BH3 de BAD, qui inhibe 

spécifiquement BCL-2, BCL-xL et BCL-w (Oltersdorf et 

al., 2005). Bien que développé pour des modèles de tumeurs solides, son efficacité dans les hémopathies 

malignes, a très vite été démontrée (Chauhan et al., 2007; Del Gaizo Moore et al., 2007; Konopleva et 

al., 2006). Cependant, ce composé présente une faible biodisponibilité orale (Tse et al., 2008) car il est 

très lipophile, et présente une solubilité aqueuse inférieure à 1µg/mL (Brown, 2012). Un dérivé de cette 

molécule permettant une administration orale, l'ABT-263, a donc été développé (Park et al., 2008; Tse 

et al., 2008). Malgré de bon résultats en clinique avec une régression tumorale effective chez les patients 

atteint de LAL, cette molécule a dû être écartée car elle induit une diminution conséquente du nombre 

de plaquettes chez les patients (thrombopénie) (Tse et al., 2008). Ce phénomène qui avait déjà été décrit 

-737 (Oltersdorf et al., 2005) et est dû au fait que BCL-xL joue un rôle crucial dans la survie 

des plaquettes (Zhang et al., 2007). En plus des plaquettes, ce sont également les LT et LB immatures 

e par BCL-xL qui sont affectées (Mérino et al., 2012). Les 

BH3-mimétiques ciblant BCL-xL suscitent toujours un certain intérêt dans la communauté scientifique. 

Ainsi, deux composés, le WEHI-539 par le Walter and Eliza Hall Institut (Lessene et al., 2013), et de 

A-1155463 (Tao et al., 2014) ont été développés par la suite. intérêt désormais serait de mettre 

en place une stratégie pour prévenir les thrombopénies associées à ces molécules. 

A" 2+,0$;7/D+,9+,<.2=-,I,J<L=!MM,,

Les recherches se sont ensuite orientées vers des inhibiteurs plus spécifiques de BCL-2. Deux 

laboratoires pharmaceutiques, Servier et Abbott, ont respectivement développé le S55746 (Casara et al., 

2018) -199 (Davids and Letai, 2013). Le premier, après avoir montré des résultats prometteurs 

en pré-clinique, a été testé en monothérapie chez des patients, dans le cadre de trois études cliniques : 

patients atteints de LCL et de LNH (NCT02920697), patients atteints de LAM et de MDS 

(NCT02920541), et patients atteints de LF et MCL (NCT02603445). Aucun 

pour le moment publié. Le second est devenu une référence dans le traitement de certaines hémopathies 

malignes, comme décrit ci-dessous.  
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ABT-199, est un inhibiteur spécifique de BCL-2 qui préserve l'intégrité des plaquettes (Souers et al., 

2013), contrairement aux molécules précédemment développées qui ciblaient aussi BCL-xL. Cette 

molécule développée par AbbVie (anciennement Abbott), en collaboration avec Genentech et le WEHI 

(Walter and Eliza Hall Institute) a permis de créer un véritable espoir autour de ces BH3-mimétiques. 

Les résultats pré-cliniques étaient très prometteurs :  

- Spécificité de BCL-2 (Souers et al., 2013). 

- Affinité pour BCL-2 au niveau sub-nanomolaire (Cang et al., 2015). 

- Induction  (S. Soderquist and Eastman, 2016). 

- Dépendance à BAX et BAK (van Delft et al., 2006). 

- Effets antitumoraux in vitro sur différentes pathologies : LNH (Souers et al., 2013) ; LLC 

(Vogler et al., 2013) ; et LAM (Pan et al., 2014). 

- Effets antitumoraux in vivo dans les lymphomes (Vandenberg and Cory, 2013) et les leucémies 

(Peirs et al., 2014). 

U  a été initiée (Figure 17) en monothérapie, avec des résultats prometteurs, 

puis en combinaison (Cang et al., 2015). Cette molécule, désormais commercialisée en France sous le 

nom de Venetoclax®, a obtenu une autorisation de mise sur le marché par la FDA, en 2016, en 

monothérapie pour les patients atteints de LLC présentant la délétion (17p), et plus récemment (2020) 

en combinaison  pour des patients 

atteints de LAM.  

F#G .%&'-/&+&*"2;%&'

suscité cette molécule, certaines données ont mis en évidence ses limites.  

Ainsi, plusieurs études ont montré que  des tumeurs ne sont pas sensibles au Venetoclax®. 

Par exemple, les LF présentant la translocation t(14;18) activent certaines voies de signalisations qui 

conduisent à une diminution de BCL-2 et de BIM, ® (Bodo et 

al., 2016).  s, une mutation de BCL-2 au niveau de son domaine BH3, ou de 

BAX au niveau des régions permettant son ancrage à la mitochondrie, peuvent aussi entrainer des 

résistances (Fresquet et al., 2014).  

D'autre part, des travaux ont permis de mettre en évidence Venetoclax® 

après une exposition chronique  une augmentation de 

-1 et de BCL-xL, qui seraient responsables de cette résistance. Celle-ci serait 

-traitement avec un inhibiteur de MCL-1 ou de BCL-xL (Phillips et al., 

2015; Tahir et al., 2017). Ces résultats in vitro ont été confirmés et 

BH3-profiling. Il a permis de montrer que l'augmentation de MCL-1 et de BCL-xL, était bien associée 
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à une dépendance acquise de ces cellules pour ces deux protéines, dans le processus de résistance au 

Venetoclax® (Lin et al., 2016). La surexpression de MCL-1 pourrait notamment  

n des voies de signalisation impliquant la voie mTOR/PI3K/AKT (Choudhary et al., 2015).  

Les études cliniques portant sur le Venetoclax® administré en monothérapie à des patients atteints de 

LAM, confirment que certains patients ont des prédispositions pour résister au traitement (Konopleva 

et al., 2016) et  acquièrent des résistances au cours du traitement (Dousset et al., 2017).  Les 

résistances les plus retrouvées sont portées par les protéines anti-apoptotiques MCL-1 et BCL-xL. Ces 

t déjà été retrouvées lors 

-737, où MCL-1 était associé en grande partie à la résistance de cette 

molécule (van Delft et al., 2006; Vogler et al., 2009).  

N" 2+%,$5E$;$&+*(%,9+,O.2=!,I,*5+,0$;7+,P,7/,:'9+,

Le Venetoclax® est donc une molécule très intéressante, mais en monothérapie, elle est confrontée à 

des problèmes de résistances portés par les protéines anti-apoptotique MCL-1 et BCL-xL. Il est donc 

nécessaire de trouver des protocoles de traite

La première stratégie a consisté à combiner cette molécules avec des chimiothérapies classiques comme 

des agents hypomethylants ou la cytarabine (Gaut et al., 2020). La combinaison entre le Venetoclax® 

, ou la decitabine, ou la cytarabine a même été autorisée par la FDA en 2018 (Juárez-

Salcedo et al., 2019). cules ciblant MCL-

1 et BCL-xL, deux protéines impliquées dans les résistances à ce composé (Li et al., 2019)

essentiel de développer des inhibiteurs spécifiques de ces deux protéines. Le 

développement des inhibiteurs de BCL-xL  heurté à des problèmes de toxicité au niveau des 

plaquettes (cf. section IV-B), les espoirs se sont donc tout naturellement portés sur les inhibiteurs de 

MCL-1.  

F"G D8'

Le rôle de MCL-1 dans la résistance aux traitements ne se limite pas à son implication dans la résistance 

au Venetoclax® et à -737. De façon générale, MCL-1 est très impliquée dans le processus 

cancéreux. ailleurs,  (Beroukhim et al., 

2010; Zack et al., 2013), et sa surexpression est directement associée à la tumorigénèse 

(Campbell et al., 2010). Cela est , où les patients avec 

un mauvais pronostic présentent fréquemment un niveau important de MCL-1 (Wei et al., 2020). Par 

exemple une surexpression de MCL-1 accélère in vivo la lymphomagénèse c-Myc-dépendante 

(Campbell et al., 2010; Kelly et al., 2014). Son implication dans la croissance tumorale a aussi été 

démontrée dans les LAL exprimant la protéine recombinante BCR-ABL ou dans les lymphomes B (Koss 

et al., 2013), les lymphomes T (Spinner et al., 2016), et les MM (Gong et al., 2016). Son rôle dans les 

LAM (Glaser et al., 2012), dans les MM (Slomp and Peperzak, 2018) et certains lymphomes (Souers et 
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al., 2013) est encore plus important puisque elle permet, seule, de maintenir le caractère tumoral de ces 

cellules, -apoptotiques BCL-xL et BCL-2. En plus de son 

rôle dans la survie et le maintien des cellules malignes, MCL-1 est également impliquée dans les 

rechutes comme cela a été démontré dans le MM (Wuillème-Toumi et al., 2005). De la même façon que 

la surexpression de la protéine MCL-1 est impliquée dans la résistance aux BH3-mimétiques ciblant 

BCL-2 et/ou BCL-xL, elle est également  associée à la résistance aux radiothérapies (Trivigno et al., 

2012) et aux chimiothérapies, comme le cisplatine (Michels et al., 2014), les drogues ciblant la tubuline 

(Wertz et al., 2011), ou le cyclophosphamide (Campbell et al., 2010). Pour finir, la suppression de 

 MCL-1 par une délétion inductible de son gène, ou en utilisant des ARNs interférants 

par exemple, permet de contourner les résistances acquises liées à cette protéine (Glaser et al., 2012; 

Kelly et al., 2014; Koss et al., 2013).  

Tous ces arguments renforcent est intéressant de développer un inhibiteur spécifique de 

MCL-1. 

F#G S&&"+&';$+2+<=%&' '

Bien que le -1 soit compliqué, du fait de son sillon hydrophobe  peu 

profond et assez rigide comparé à celui de BCL-2 et BCL-xL, de nombreuses molécules ciblant MCL-

1 ont déjà été décrites (Wei et al., 2020). Il est possible de citer notamment le Gossypol (Kitada et al., 

2003) ou A-1210477 (Hird and Tron, 2019). apoptose dépendante de BAK et de BAX, 

peu sont de « vraies » BH3-mimétiques. Le Gossypol 

des cellules KO pour BAK et BAX, (van Delft et al., 2006).  Encore moins de molécules ont passé le 

cap du développement pré-clinique : A-1210477 par exemple, qui malgré des résultats in vitro 

intéressants, n  présenté activité in vivo (Hird and Tron, 2019). En réalité, seuls 3 composés sont 

actuellement testés chez  : 

- Le premier composé qui a été publié dans la littérature est celui développé par Servier, en 

partenariat avec Novartis, le S63845 (Kotschy et al., 2016). Ce composé qui a montré une 

activité sur des lignées de lymphomes, de leucémies et de MM, possède une très forte affinité 

pour MCL-1, avec un Kd déterminé par résonance plasmatique de surface (SPR), de 0.19 nM. 

Il se lie spécifiquement au niveau du sillon hydrophobe de MCL-1, est capable de rompre le 

complexe formé entre MCL- activer 

de BAX, ce qui en fait un vrai BH3-mimétique. In vivo, il montre de bons effets à 25 mg/kg 

injecté en intraveineux (IV) (1x/jour pendant cinq jours), sans affecter les tissus sains, mais en 

réduisant légèrement le nombre de leucocytes. testé chez 

. En revanche S64315, un composé très proche 

ces dernier jours (Szlavik et al., 2020), est actuellement évalué cliniquement, chez des patients 

réfractaires ou en rechutes de lymphomes  (statut : en 
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cours), et chez des patients atteints de LAM ou de SMD  (statut : 

terminé). Les résultats de ces études ne sont pour le moment pas connus.  

Plus récemment, deux autres composés ont été décrits : un composé développé par AstraZeneca, et un 

développé par Amgen. 

- Le composé AZD5991 (AstraZeneca) (Tron et al., 2018) est une molécule polycyclique ayant 

une bonne affinité pour MCL-1 avec un Kd de 17 nM (en SPR). Lui aussi se lie au niveau du 

sillon hydrophobe, et 

également un vrai inhibiteur BH3-mimétique. Ce composé permet de rompre le complexe MCL-

1/BAK. In vitro, il présente une efficacité intéressante contre les tumeurs hématologiques (MM ; 

LAM ; LNH). Ces données sont retrouvées in vivo, où il présente une activité antitumorale en 

monothérapie entrainant une régression complète à 100 mg/kg (IV : 1 injection), dose qui 

semble bien tolérée par la souris. Cette molécule est actuellement testée chez des patients 

réfractaires ou en rechutes de différentes hémopathies malignes (LLC ; MM ; LAM ; SMD) 

 : en cours). Là encore, il est trop tôt pour avoir 

des résultats.  

 

- Pour finir, le composé macrocyclique AMG-176 (Amgen) (Caenepeel et al., 2018), présente lui 

aussi une très bonne affinité pour MCL-1 avec un Ki déterminé par TR-FRET (Time-Resolved 

Förster Resonance Energy Transfer) de 0.06 nM. Les études pré-cliniques in vitro ont été 

réalisée avec AMG-8621, un analogue de AMG-176. Elles ont montré que sa fixation au niveau 

du domaine BH3 induisait une apoptose dépendante de la voie mitochondriale (vrai BH3-

mimétique) et qu l est capable de rompre les complexes MCL-1/BAK et MCL-1/BIM. Son 

efficacité a été démontrée de façon homogène sur les lignées de MM, mais de façon plus 

hétérogène sur les lignées de LAM et de DLBCL. préclinique vivo, réalisée 

avec AMG-176, celle-ci montre une régression tumorale avec un traitement de 60 mg/kg 

administré par voie orale (1x/jour). Une étude clinique est actuellement en court chez des 

patients réfractaires ou en rechute de MM ou de LAM : NCT02675452 (statut : en cours). Aucun 

, mais il est intéressant de noter que dans l'étude clinique 

AMG-176 est administré en IV alors que dans les études précliniques Per 

os. Un autre inhibiteur de MCL-1 développé par Amgen est également en essai clinique : il 

-397, une petite molécule administrée par voie orale, et dont les données 

précliniques sont quasi-inexistantes. Cette étude est menée sur des patients atteints de MM, 

LNH, LAM, et DLBCL et référencée sous le nom : NCT03465540 (statut : en pause). Elle a 

notamment pour objectif de mesurer les toxicités cardiaques du produit. 
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 Les résultats des premiers essais de ces molécules chez  vont être intéressants puisque même 

si ces composés sont bien tolérés par les souris, il ne faut pas oublier  sont beaucoup moins affins 

pour le MCL-1 murin que celui humain (Caenepeel et al., 2018; Kotschy et al., 2016; Tron et al., 2018), 

et pourraient induire s chez  (Wei et al., 2020). Pour anticiper ces données, 

le WEHI a développé une souris exprimant MCL-1 humain (Brennan et al., 2018). Ce modèle a 

in vivo de AMG-176 (Caenepeel et al., 2018), et par 

Servier pour S63845 (Kotschy et al., 2016). Amgen a observé que son composé entrainait une 

diminution des cellules B, des monocytes et des neutrophiles, et Servier, que la dose maximum tolérée 

était de 12.5 mg/kg (Wei et al., 2020).  

Pour résumer, on peut dire que même si les données pré-cliniques associées à ces molécules sont très 

prometteuses, aucun résultat de leur 

Certaines de ces études sont même actuellement (ou ont récemment été) en pause, suggèrent que les 

industriels font face à quelques difficultés, probablement liées à une éventuelle toxicité des composés.  

Q" .':;$5/$%'5%,+&,F+(%F+0&$3+%,

Bien que les BH3-mimétiques aient été développés pour une utilisation en monothérapie, une utilisation 

en combinaison pourrait constituer une alternative thérapeutique intéressante. Ainsi, au vu des résultats 

obtenus avec le Venetoclax® (i.e, développement d'une résistance acquise liée à une surexpression de 

BCL-xL et de MCL-1 (Tahir et al., 2017) ou insensibilité des cellules ayant un niveau constitutif élevé 

de BCL-xL et MCL-1 (Choudhary et al., 2015)), une combinaison de deux BH3-mimétiques pourrait 

autant plus intéressante e, les 

cellules qui deviennent résistantes à MCL-1, affichent une dépendance accrue à BCL-2 (Ramsey et al., 

2018). Des études précliniques associant un inhibiteur de BCL-2 (Venetoclax®) et un inhibiteur de 

MCL-1 : S63845 (Algarín et al., 2020; Prukova et al., 2019),   AMG-8621 (Caenepeel et al., 2018), ou 

AZD-5991 (Siu et al., 2019; Tron et al., 2018) ont effet synergique de 

deux . Le même type de résultats est obtenu en 

combinant le S55746 et le S63845 (Moujalled et al., 2019). Une autre étude, réalisée ex vivo sur des 

cellules dépendantes de BCL-xL et résistante au Venetoclax®, la combinaison 

entre un inhibiteur de MCL-1 et un inhibiteur de BCL-2,  dans ce 

modèle (Seiller et al., 2020). Il est aussi important de souligner que ces combinaisons entre deux BH3-

mimétiques ciblant MCL-1 et BCL-2, induisent une apoptose dépendante de BAX et de BAK 

(Moujalled et al., 2019). Ce type de combinaison pourrait aussi permettre de contourner la toxicité qui 

est associée aux inhibiteurs de MCL-1. Ainsi une très bonne efficacité antitumorale a été montrée si on 

utilise un inhibiteurs de MCL-1 (à une dose non efficace en monothérapie), en combinaison avec un 

inhibiteur de BCL-2 (Seiller et al., 2020). 
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Ces résultats pré-cliniques encourageants ont motivé les industriels à évaluer ces combinaisons en 

clinique avec :  

-  NCT03672695 qui traite des patients atteints de LAM avec une combinaison entre le 

S63845 et le Venetoclax® (statut : en pause). 

- qui traite des patients atteints de LAM, LNH et DLBCL avec une 

combinaison entre l AMG-176 et le Venetoclax® (statut : en pause). 

-  qui traite des patients atteints de leucémies et lymphomes en tous 

genres, avec une combinaison entre l AZD-5991 et le Venetoclax® (statut : en cours). 

Malheureusement a . 

Mais ces combinaisons entre BH3-mimétiques ciblant différentes protéines ne sont pas les seules 

alternatives. Ainsi, des études précliniques ont déjà associé un BH3-mimétique ciblant MCL-1 avec des 

agents cytotoxiques. Une combinaison entre AMG-8621 et différentes molécules cytotoxiques 

(inhibiteurs du protéasome / molécules immunomodulants / corticostéroïdes) a notamment été étudiée 

in vitro, avec des résultats très intéressants (Caenepeel et al., 2018). Cette combinaison pourrait 

 : limiter les résistances associées aux chimiothérapies, et limiter 

également les effets secondaires liés à ces deux types de molécules. Une étude très encourageante va 

, en montrant in vivo, -MCL1, combiné à une 

chimiothérapie (5-FU ; Cytarabine ; Doxorubicine ; Etoposide ) ne serait pas associé à une augmentation 

des effets secondaire (Brinkmann et al., 2017).   

Par ailleurs, des inhibiteurs du protéasome induisent une augmentation de NOXA, ce qui permet une 

inhibition indirecte de MCL-1 (Gomez-Bougie et al., 2007). un inhibiteur du 

protéasome (bortezomib ou carfilzomib) avec un inhibiteur de MCL-1, AZD-5991 (Tron et al., 2018) 

ou AMG-176 (Caenepeel et al., 2018) a  permis de montrer une synergie de leur effets in vivo. 

En conclusion les BH3-mimétiques, notamment ceux ciblant MCL-1, ont montré des résultats 

précliniques intéressants. Les multiples combinaisons possibles avec  

alternatives thérapeutiques pour diverses pathologies. On peut 

 acteurs majeurs de la lutte anti-cancéreuse.
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Au cours de mon doctorat, je me suis intéressé à un nouvel inhibiteur de MCL-

naturelle, qui se fixe 

médicaments ont une origine naturelle. Ces molécules naturelles peuvent être utilisées directement après 

extraction et purification mais sont, le plus souvent, modifiées chimiquement afin 

activité biologique ou leur paramètres pharmacologiques (Swinney and Anthony, 2011).  

94 90"2*"7%&'%*'+2;120/2+%2*&'(%&')1$/;=$%&'2"*=-%$$%&';1))%'&1=-;%&'(%'

)/(+;")%2*&'

!" J3/5&/D+%,

Les produits naturels bioactifs sont des métabolites secondaires (ou métabolites spécialisés) qui sont 

synthétisés par des plantes, des organismes marins ou des micro-organismes (bactéries et champignons). 

Au contraire des métabolites primaires, ils ne sont pas impliqués dans leur croissance, leur 

développement ou leur reproduction mais ils jouent un rôle écologique primordial en permettant 

contre les prédateurs. Les métabolites spécialisés possèdent souvent des structures chimiques originales 

et complexes leur garantissant une interaction optimisée avec leur cible ce qui a permis la survie des 

espèces au cours des millénaires (Feher and Schmidt, 2003; Verdine, 1996). Elles possèdent un nombre 

plus important de centres stéréogènes que les molécules de synthèse, ce qui leur confère plus de rigidité 

et de spécificité (Feher and Schmidt, 2003). Comme ces métabolites secondaires sont produites pour 

répondre à des contraintes environnementales, 

en permanence (via des phénomènes mutationnels des protéines qui les produisent). Elles sont capables 

(Seca and Pinto, 2019).  

bons candidats pour des cibles biologiques nouvelles et/ou difficiles à cibler (Dobson, 2004; Reymond, 

2015). , 

(Kinghorn et al., 

2009) un million de molécules naturelles ont été répertoriées. Parmi elles, 

entre 200 000 et 250 000, dont seulement la moitié est caractérisée, présentent une activité biologique 

(Demain and Vaishnav, 2011).  

Les produits naturels sont « prévalidés » par la nature  et peuvent être considérés comme des structures 

privilégiées (Rosén et al., 2009).  
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-" R50'5315$+5&%,

par le nombre et la nature des réactions biosynthétiques possibles, par le nombre des précurseurs 

chimiques biodisponibles ainsi que par leur utilité biologique (car les organismes ne produisent que des 

métabolites qui lui sont utiles) (Feher and Schmidt, 2003). De plus leur complexité rend leur synthèse 

compliquée et couteuse pour les industriels qui souhaiteraient la produire en grande quantité (Kuete and 

Efferth, 2014). 

p plus difficile à prévoir 

et à contrôler, ce qui rend leur contrôle qualité très compliqué, comparé aux molécules de synthèses, 

dont le protocole de fabrication est défini et maîtrisé (Barrajón-Catalán, 2019). De plus, les molécules 

naturelles ne permettent pas plus de contourner les résistances acquises que les drogues de synthèses 

(Barrajón-Catalán, 2019).  

Pour finir, l sation de ces molécules : 

via une évaluation in vivo sur 

des souris greffées à partir de tumeurs humaines (xénogreffes), des études très couteuses en composé 

(au moins 100 mg sont nécessaires) (Kinghorn et al., 2009)

la quantité de composé nécessaire à ces essais ou aux essais cliniques qui requièrent des kilogrammes 

de matière. Cela peut poser des problèmes écologiques, comme dans le cas du Taxol®, qui a conduit à 

trouvées.  

Depuis 2014, un protocole international sur l'accès aux ressources génétiques et le partage juste et 

équitable des avantages découlant de leur utilisation . 

Il vise un partage juste et équitable des avantages découlant de l'utilisation des ressources génétiques 

de plantes, animaux, bactéries ou autres, dans un but commercial, ou de recherche. 

indéniable de cet accord qui protège la biodiversité et cherche à éviter la biopiraterie, il peut représenter 

un frein au développement de molécules naturelles. En effet, ce protocole a pour but de partager 

, 

entre les organismes ou entreprises qui les développent ique 

réticentes à travailler sur les molécules naturelles même si certains pays comme les USA et le Canada 
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F"G :/2/-"$+*/&'

, les seuls traitements envisagés 

, contenant des centaines ou des milliers de métabolites spécialisés actifs. 

Choisir une molécule naturelle pour cibler le cancer . En revanche, 

stratégie thérapeutique qui a déjà fait ses preuves puisque depuis 1940, sur 155 agents 

anti-cancéreux utilisés dans la médecine occidentale, 76% sont des molécules inspirées de la nature, 

molécules naturelles per se (14%), des molécules modifiées par hémisynthèse (28%) ou des dérivés de 

produits naturels (5%) (Newman and Cragg, 2020). Certains de ces composés sont isolés de micro-

organismes comme les anthracycli

pervenche et les taxanes, des antimitotiques interagissant avec la tubuline ou les microtubules.  

F#G .%';"&'(='!"T1*,-%'

menée autour des produits naturels : dans les années 60, deux docteurs, Dr Wall et Dr Wani ont 

déterminé la structure de la molécule de Taxol®

Pacifique (Taxus brevifolia), présente une activité antitumorale (Wani et al., 1971). Mais un problème 

fut menacé par les récoltes 

intensives de son écorce. En effet, il faut couper 6 arbres centenaires pour produire 2g de Taxol® (Les 

marchés de la biodiversité, 2007), soit un rendement de 0.014%. Cependant une équipe de chimiste de 

, menée par le Dr. Potier, a découvert 

Taxus baccata). Ce 

molécule (le Taxotère®), deux fois plus active que le Taxol® (Guéritte-Voegelein et al., 1994). Grâce 

tenant 

Sanofi), le Taxotère® a été autorisé par la FDA dès 1996, et a notamment été utilisé dans le traitement 

du cancer du sein, du poumon non à petites cellules, et de la prostate. Il 

médicaments ayant généré le plus de chi milliards 

si son brevet est désormais tombé dans le domaine public.  

F;G U2%'&*-"*/7+%'(/VJ'"66$+<=/%'61=-';+#$%-'$"'C")+$$%'>?.DE'

Dans la littérature, quelques familles de produits naturels ciblant les protéines de la famille de BCL-2 

ont été isolées puis développées. 

Ainsi, de nombreux peptides de types antimycine ont été isolés . On peut, par exemple, 

 BCL-xL et est 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Liste des coopérations nationales et internationales qui ont permis  la formation de 
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(Tzung et al., 2001), mais également 

surexprimant BCL-xL (2008). 

Par ailleurs, plusieurs molécules ciblant les protéines de la famille BCL-2 ont été développées, à partir 

du (-)-gossypol, une molécule isolée des graines de coton. Cette molécule est un pan-inhibiteur et cible 

MCL-1, BCL-2 et BCL-xL avec une affinité submicromolaire (Etxebarria et al., 2008) en se fixant à 

leur domaine BH3 (Wang et al., 2006). Ce composé 

comme le montrent plusieurs études (Kitada et al., 2003; Opydo-Chanek et al., 2017) et 

considéré comme un BH3-mimétique au sens 

dans des cellules déficientes pour les protéines BAX et BAK

voies de signalisations (van Delft et al., 2006)

études cliniques portant sur différents types de cancers

 (TW37), et de troisième 

génération (ApoG2) ont obtenu des résultats pré-cliniques prometteurs (Hu et al., 2009; Mohammad et 

al., 2007), sans pour autant donner lieu à une évaluation clinique.  

-" 

:'710*7+%,5/&*(+77+%,$%'71+%,9+,F7/5&+%,

 Métabolites de Plantes actuellement dirigée par F. Roussi a mis en place, depuis 

plus de quarante ans, de nombreuses collaborations officielles à travers le monde, avec des universités 

de pays à forte biodiversité et endémisme comme le montre la figure 18. Ces collaborations ont permis 

tuer des prospections et de collecter 6500 plantes endémiques de ces régions issues de 220 

familles botaniques différentes (ICSN, 2020) ce qui correspond à 3,5% de la biodiversité mondiale. Ces 

former un extrait brut. Ainsi, à partir de ces 6500 plantes, plus de 14 000 extraits ont été préparés et 

constituent la plus grande extractothèque dans le domaine public en France, dont M. Litaudon est 

responsable. Cette extractothèque peut être mise en plaques multi-

quelle cible biologique, comme une chimiothèque de produits purs. Elle fait partie de la Chimiothèque 

nationale. , appelés « hits », ces plaques sont criblées (un puit 

correspond à un extrait). En cas de résultats intéressant, les extraits (qui contiennent entre 100 et 1000 

molécules) subissent un fractionnement bio-  

 Métabolites de Plantes »

tout particulier aux inhibiteurs naturels ciblant les membres anti-apoptotique de la famille BCL-2 (Apel 

et al., 2014; Azmi et al., 2016; Gény et al., 2016)

originaux, 6000 extraits issus de cette extractothèque ont été criblés via des tests de polarisation de 

fluorescence (PFA) (décrit dans la section V-C), afin de déterminer leur affinité pour les protéines anti-

apoptotiques de la famille BCL-2. Les molécules issues des extraits actifs ont ensuite été isolées et 

purifiées, puis caractérisées par résonnance magnétique nucléaire (RMN). Une fois leur structure établie, 
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Ki) les plus faibles ont été évaluées pour leur 

cytotoxicité in vitro par la technique de MTT ou par un marquage Annexine V / iodure de propidium 

ité par une approche dite 

de pharmacomodulation (Abou Samra et al., 2018; Desrat et al., 2014a). 

Meiogyne cyclindrocarpa (Annonaceae), -Est. Le chef de file de 

cette famille, la meiogynine, inhibe les protéines BCL-xL et MCL-1 (activité micromolaire) sans être 

cependant cytotoxique (Litaudon et al., 2009). Après avoir réalisé la synthèse totale de cette molécule 

(Fotsop et al., 2010), ils ont synthétisé des analogues de deuxième génération (Dardenne et al., 2013; 

Desrat et al., 2014a, 2015), dont un en particulier (la meiogynine A1), cinquante fois plus actif que la 

molécule naturelle, et qui présente une affinité subnanomolaire pour MCL-1 et BCL-xL (Desrat et al., 

2014b)

famille change en fonction des modifications chimiques effectuées. Des analogues de troisième 

génération ont par la suite été élaborés, dans le but de former des molécules plus stables 

métaboliquement, et cytotoxiques (Abou Samra et al., 2018)

ses effets in vitro -drogue qui présente une bonne pénétration intracellulaire. Une fois dans 

la cellule, celle-ci est métabolisée en drogue active avec un effet cytotoxique prometteur sur des lignées 

dépendante de MCL-1 et BCL-2, permettent de considérer cet inhibiteur comme un inhibiteur spécifique 

de MCL-1 et BCL-2 (Abou Samra et al., 2018). Cependant, devant la complexité de sa synthèse, 

 

A" L+%&,9+,%0(++5$5D,I,7+,&+%&,9+,F'7/($%/&$'5,9+,87*'(+%0+50+,>G@J",

Le criblage des extraits de plantes de l'extractothèque ICSN a impliqué la mise en place d'un test robotisé 

robuste par polarisation de fluorescence (FPA). Mis au point en 1926 (Perrin, 1926), cette technique de 

biochimie, simple à mettre en place, peu onéreuse et peu gourmande en matériel biologique, a très vite 

été utilisée comme test de criblage, afin de déterminer des interactions protéines-protéines (Hall et al., 

2016; Zhang et al., 2015; Kieffer et al., 2020). C'

de la famille BCL-2 où elle a été mise au point dans différents laboratoires (Zhang et al., 2002) et utilisée 

pour le développement de nombreuses molécules  (Abou Samra et al., 2018; Desrat et al., 2014a, 2014b; 

Kotschy et al., 2016; Liu et al., 2019; Qian et al., 2004; Zhai et al., 2012) 

Le test de polarisation de fluorescence (FPA) est basé sur la capacité d'une molécule fluorescente, 

excitée par une lumière polarisée i.e. dans un plan, à émettre de la lumière. Si cette molécule est 

immobile , elle émettra un rayonnement dans le même 

plan. Cependant, si la molécule fluorescente est en mouvement (rotation ou translation) durant son état 
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excité, elle émettra de la lumière dans un plan différent de celui dans lequel elle a été excitée. La 

 En règle 

générale, la vitesse à laquelle tourne une molécule est corrélée à sa taille. 

Le principe du test de FPA utilisé entre un composé ou 

un extrait et une protéine antiapoptotique (BCL2, Bcl-xL ou MCL-1) par 

fluorescent BH3-only (Hall et al., 2016; Zhang et al., 2015). Comme le montre la figure 19, selon 

-apoptotique, il y aura 2 cas de figures :  

- Le composé X a une forte affinité (a) d'un peptide fluorescent, ne permet pas de rompre 

le complexe formé entre X et la protéine. Ce peptide reste sous forme libre et sa fluorescence 

émet dans tous les plans. Le signal est donc faiblement polarisé.  

-  -ci forme 

un complexe avec la protéine, en laissant le composé Y sous forme libre. Ce complexe peu 

mobile permet au fluorophore lui dans lequel il est excité. 

Il y a donc polarisation de la fluorescence émise. Plus le composé Y est afin avec la protéine, 

moins le complexe entre la protéine et le peptide marqué est stable, et donc moins la 

omposé est donc quantifiée, à travers la polarisation 

de la fluorescence émise par le fluorophore qui est associé au peptide.  

Ce test permet de déterminer une valeur de la polarisation qui est exprimée en mP (millipolarisation) et 

est calculée à partir de  :  

 

 

L'affinité d'un composé pour la protéine anti-apoptotique testée, est déterminée en mesurant les 

variations des valeurs de mP en fonction de la concentration du composé testé, en gardant constantes les 

concentrations en protéine anti-apoptotique, et en peptide fluorescent. Cela permet de déterminer une 

éine/peptide fluorescent 

est rompu).  

Ce test par PFA est une technique rapide, robuste, économique, facile à mettre en place, et qui peut 

facilement être utilisée pour un criblage à grande échelle. Cependant, des phénomènes de « quenching » 

peuvent être observés : dans certain cas le composé testé est excité à la longueur d'onde d'émission du 

fluorophore. Dans ce cas, le signal émis est très supérieur à celui qui devrait être mesuré, ce qui fausse 

 les extraits ou les molécules qui fluorescent 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Présentation du squelette moléculaire du drimane et du polygodial, famille de molécule dont fait 

partie le NA1-115-7.  
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fluorophore à un peptide, ce qui peut 

cette contrainte comme par exemple la RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) (Kieffer et al., 2020) 

des extraits de plantes et des molécules pures sur BCL-xL, MCL-1 et BCL-2 : 

- sur le couple BCL-xL humain/BAK par C. Geny et V. Dumontet (Geny, 2014)

collaboration avec les laboratoires Servier. 

- sur le couple MCL-1/BID (MCL-1 souris puis MCL-1 humain) par C. Geny et V. Dumontet (Geny, 

2014). 

- sur le couple BCL-2 humain/BIM par A. Abou-Samra (Abou-Samra, 2017). 

J. Bignon.  

?4 U2%'21=0%$$%'C")+$$%'(%';"2(+("*&'61*%2*+%$&'Q'$%&'(-+)"2%&'

!" R5&('9*0&$'5,

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à une famille de molécules naturelles originales qui possède 

20, les polygodials sont des sesquiterpénoïdes 

bicycliques, de type drimane, avec deux fonctions aldéhydes dont un aldéhyde allylique et un aldéhyde 

pseudo-néopentylique épimérisable. Ces drimanes de type polygodial sont retrouvés dans trois familles 

de plantes : les Cannellacae, les Winteraceae et les Polygonaceae. Ils ont également été isolés d'éponges 

marines et de mollusques (Rihak et al., 2018). Ils sont généralement présents en grande quantité au sein 

de ces organismes (Claudino et al., 2013; Fratoni et al., 2018). Des activités biologiques variées leurs 

sont associées: antifongique (Castelli et al., 2005; Malheiros et al., 2005), anti-nociceptive (El Sayah et 

al., 2000), anti-inflammatoire (da Cunha et al., 2001), anti-microbienne (C.O. Silveira et al., 2012), anti-

parasitaire (Claudino et al., 2013), et anti-hyperphagique (Mendes et al., 1998).  

Aucune molécule possédant ce 

visant à montrer son affinité pour les protéines de la famille BCL-2. Cependant, l'effet cytotoxique de 

certaines molécules a déjà été démontré sur différentes lignées cancéreuses (Montenegro et al., 2014), 

(Allouche et al., 2009; Dong et al., 2011; Fratoni et al., 

2016). Un polygodial particulier et ses analogues, ont 

à démontrer leurs activités in vitro sur des modèles de cancers résistant aux drogues! (Dasari et al., 

2015a), mais aussi in vivo dans un carcinome, en jouant sur la fonction mitochondriale (De La Chapa et 

al., 2018). Drimys 

brasiliensis Miers, est utilisée en médecine traditionnelle pour soigner le cancer (Fratoni et al., 2018).  
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L'équipe Métabolites de Plantes a isolée, il y a quelques années, des molécules originales à partir de 

deux plantes de Nouvelle-Calédonie : Zygogynum baillonnii (Fomekong Fotsop et al., 2008) et 

Zygogynum pancheri (Allouche et al., 2009). Ces composés, décrit dans la figure 21, sont des drimanes 

de type polygodial (deux fonctions aldéhydes) et comportent une fonction ester cynamique sur le cycle 

A. De plus, une fonction OH peut être présente en position 5 ou 6. Certains de ces composés (NA-115-

7 et SE2-190-6) ont été isolés à l'échelle de plusieurs grammes, ce qui a permis de faire une étude des 

relations structure-activité grâce à des modifications chimiques. L'affinité de ces composés pour les 

protéines de la famille BCL-2 et leur cytotoxicité ont été déterminées. Comme le montre la figure 22, 

 

- Les deux aldéhydes en position 8 et 9, sont essentiels et ne peuvent pas être modifiée (ni par 

réduction en alcool, ni par oxydation en acide) ; 

- La présence de l'alcool en position 6, 

molécules. Celui-ci ne peut ni être supprimé, ni être fonctionnalisé, sous peine de perdre son 

efficacité ; 

- 

protéines de la famille de BCL-2.  

de MCL-1. Parmi les molécules criblées 

-elles, décrites notamment pour la première fois par Allouche et al. (Allouche et al., 

2009) ont montré des résultats intéressants, ce qui a motivé le travail de cette thèse, correspondant à leur 

évaluation pré-clinique.  

 

B4 .%&'$+)+*%&'

!" 2+,F(';76:+,9+,%'7*;$7$&1,+&,9+,%&/;$7$&1,,

Comme beaucoup de petites molécules, les produits naturels présentent souvent une faible solubilité 

dans les milieux aqueux, ce qui est le cas des drimanes (357 mol/L dans un tampon PBS à pH4, A. 

Malzert-Fréon). De plus, les molécules de la famille qui présentent un alcool en position 6 sont instables 

en milieu acide et se transforment en un composé lactone inactif sur les protéines de la famille BCL-2 

et non-cytotoxique. (figure 23) (Fomekong Fotsop et al., 2008).  

in vitro, cela ne représente pas un véritable problème. Mais pour une évaluation in 

vivo, la mauvaise solubilité de ces composés est un frein à une administration intra-veineuse, et son 

manque de stabilité, ferme la porte à une administration Per Os 

gastrique). Il a donc fallu trouver une solution pour permettre leur évaluation in vivo afin de déterminer 

leur activité antitumorale via une greffe de tumeurs sur des souris. 
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-" 2/,%'7*&$'5,I,7+%,5/5'=1:*7%$'5%,,

F"G 32*/-W*&'65"-)";%=*+<=%&'

stabilité ou leur solubilité dans les milieux biologiques. Pour pallier à cet inconvénient, de nombreuses 

alternatives ont été développées, notamment en jouant sur leur formulation galénique (Rostagno and 

Prado, 2013). Il en existe de nombreuses comme les liposomes, les microcapsules, les micelles ou encore 

les nanoparticules. Cependant, nous nous sommes tournés vers un autre type de formulation très 

innovante, les nano-émulsions (NEs), grâce à -Fréon 

de formulation sont nombreux : augmenter la biodisponibilité et donc réduire les doses de traitements, 

encore mieux contrôler sa délivrance (Akhlaquer Rahman et al., 2011). Cette alternative a déjà été 

biteur de la famille de BCL-2 : le pyridoclax. Elle 

a permis une bonne solubilité et une augmentation de sa stabilité dans différents milieux biomimétiques 

(Groo et al., 2017), -cancéreux de ce composé 

(Groo et al., 2020). 

F#G B/C+2+*+12'%*';"-";*/-+&*+<=%&'

, sont des systèmes de délivrance de médicaments, par 

r nom -classe 

-à-dire entre 20 et 

300 nm.  

 : une phase dite 

hydrophile et une phase dite lipophile. La phase présentée en surface, appelé phase dispersée, permet de 

déterminer la nature de ces NEs :  

- les émulsions de type huile dans eau (H/E), où la phase dispersée est lipophile et la phase 

 

- les émulsions de type eau dans huile (E/H), où cette fois la phase dispersée est hydrophile et 

la phase continue est lipophile.  

Ainsi, le composé est dissous dans un co-solvant, i.e. un liquide qui est capable de dissoudre le principe 

actif et qui est miscible dans la phase dispersée. Ce mélange est ajouté à la phase continue. 

surfactant (ou tensioactif), une molécule amphiphile, est nécessaire pour stabiliser les deux phases, non 

miscibles, qui composent les émulsions. Après une action mécanique, les NEs sont alors formées. Elles 

sont alors définies par 2 paramètres principaux : leur polydispersité (PDI), qui correspond à leur 

homogénéité, et le diamètre hydrodynamique (Z average), qui correspond à leur taille. Dans ces travaux, 
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une nouvelle forme de nano émulsion développée au CERMN a été utilisée (Gué et al., 2016; Seguy, 

Submitted). Ces NEs, de type H/E, sont présentées sur la figure 24. 

De plus, il est possible de greffer, sur ces NEs, des molécules qui permettent de les adresser vers les 

cellules tumorales. Ce ciblage acti des récepteurs 

cellulaires spécifiques. Il existe ainsi des NEs couplées à du folate, et donc dirigées spécifiquement 

contre les récepteurs aux folates qui sont surexprimés par certains types de cellules cancéreuses 

(Loureiro et al., 2015). Cela permet une diminution des effets secondaires et éventuellement des doses 

administrées. o-émulsions peut 

également engendrer une cytotoxicité non spécifique, intrinsèque aux nano-émulsions (Ménard, 2012). 

Il s

toxicité non spécifique trop importante portée à la fois par le principe actif, mais également par sa 

formulation (NEs). 
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?5"6+*-%'334 ' ?12*%T*%'%*'1#V%;*+C&'

 

Depuis quelques années, le développement de petites molécules ciblant la famille de BCL-2 

a conduit au développement du Vénétoclax, et à son approbation par la FDA en 2016. 

Ce BH3-mimétique, développé par AbbVie, cible spécifiquement la protéine BCL-2 et il montré des 

effets thérapeutiques très impressionnants dans diverses tumeurs hématologiques dont la LLC. Les 

grands acteu de 

nouveaux inhibiteurs de ces protéines, et notamment des inhibiteurs de MCL-1.  

étaient rapprochés 

BCL-xL.  : le test de PFA, qui permet de déterminer 

pour la protéine BCL-xL. L mais ils ont 

permis à de développer ce test pour deux autres protéines 

de cette famille (BCL-2 et MCL-1), et de continuer leur recherche dans ce domaine. Cela a permis la 

découverte une molécule ayant une affinité particulière à la fois pour MCL-1, et pour BCL-2 (Abou 

Samra et al., 2018). Pour 

en place une collaboration avec une équipe de biologiste de Gustave ROUSSY, dirigée par J. WIELS. 

Cette équipe spécialisée dans  hémopathies malignes de type B, avait la charge des tests in 

vitro et in vivo pour le développement de ce composé. Du fait que la molécule ne pouvait pas être 

produite en grande quantité, elle -clinique mais une série 

de -Calédonie et qui présentaient également des 

propriétés intéressantes  : les drimanes. 

aris-Saclay via le programme « 

interdisciplinaire » (IDI), est donc le fruit de cette collaboration entre une équipe de chimiste et une 

équipe de biologiste. Il a dats de 

cette série de drimanes, ayant une affinité particulière pour MCL-1.  

- Le premier objectif était donc -1 à disposition. Pour 

cela, il a fallu développer le test de PFA avec la protéine MCL- ci le test était 

réalisé avec la protéine murine, très différente de la protéine humaine). Cela a pour but 

 de plusieurs composés présentant 

spécificité pour la protéine MCL-1. Une collaboration avec une autre  (Equipe 

de E. LESCOP) spécialisée dans la spectrométrie RMN, a également été développée pour 

confirmer ou non le potentiel des molécules sélectionnées avec le test de PFA.  
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- Une fois le/les candidats identifié(s), une étude in vitro doit être réalisée. Dans notre cas, cette 

étape a compris dans un premier temps, une évaluation de fficacité du composé sur des 

modèles cellulaires de lymphome B présentant ou non la cible. Elle a permis de valider que 

s sont bien retrouvées dans les cellules, mais aussi que ces 

caractéristiques sont bien associées à une induction de la mort cellulaire. in vitro permet 

également une caractérisation de en répondant à des questions bien 

précises : comment le composé se lie à sa cible (MCL-1) ? Quelle voie de signalisation est 

engagée ? Est-ce que ce composé présente une toxicité pour les cellules / tissus sain(e)s ? 

tte partie étant de savoir si le/les candidats agissent comme des BH3-mimétiques 

et  représentent une alternative aux molécules déjà  

- La troisième étape a consisté à valider, pour le meilleur composé, ses effets in vivo. Cette étude 

préclinique avait comme objectif, de valider chez la souris, 

toxicité intrinsèque.  
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Cette thèse nous a permis de préparer trois articles différents autour du développement préclinique 

-1. Les résultats sont donc présentés au sein de ces articles axés sur des 

disciplines différentes :  

- Natural Sesquiterpenoids from Winteraceae of New-Caledonian Rainforest as covalent 

MCL-1 inhibitors téresse aux aspects chimiques et biochimiques qui 

conduisent à la sélection de deux candidats pour une évaluation préclinique plus poussée. 

- The natural product NA1-115-7 is a new MCL-1 inhibitor in vitro 

(dans la cellule) notamment lignées 

de lymphomes B, la caractérisation de la voie de signalisation induite, et de la toxicité sur les 

cellules saines associée à ce composé NA1-115-7. 

- In vitro evaluation of NA1-115-7-loaded nanoemulsions, a MCL-1 specific inhibitor of 

natural origin, intended to treat B lymphoproliferations after oral administration

concentre sur le dé

in vivo.  

Une évaluation in vivo de ce composé a déjà été initiée, mais pour le moment les résultats obtenus ne 

permettent pas encore de pouvoir les publier. Ils seront abordés brièvement à la fin de ce chapitre. 
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Natural Sesquiterpenoids from Winteraceae of New-Caledonian Rainforest 

as covalent MCL-1 inhibitors 
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3*%'2*'%$3!)3!!!+31()*$#!9%1.!0*1'",(2*+,1.1-%,1,!<^+,*$%)2$)$=!)%$!2-*1*1;+2!)&)+,3*!:)%+1'3!.-$(1+#!),#!(-./01+#!

2$((!(+,$34!C1,*%)%+(-6!#%+.),$3!(+X$!/1(-&1#+)(!#!*0)*!#1!,1*!/133$33!)!2-,,).1-(!&%1'/!)*!CE!)%$!91',#!.'20!($33!
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2. Results & discussion 
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Q!7')!<$$%!$8'(+'*$/!<;!,-13$*0*0-%!'6'0%)*!.(+-&$),$%*(;!('<$(($/!ER"!3&-9'3-3*-*0,!3&-*$0%):!E01:!E'=!'%/!E0/:!

&$)3$,*08$(;:!')!/$),&0<$/!<;!S0'%!-2(*13!H"TL4!G7$;!C$&$!,-13'&$/!*-!*7&$$!=%-C%!,-13-+%/)!+)$/!')!&$.$&$%,$)U!

1$0-6;%0%!5!'!%'*+&'(!3'%9EDF9I!0%70<0*-&!HQKL:!5EG!V"V!'!/+'(!EDF9>F!'%/!EDF9I!0%70<0*-&!H""L!'%/!S63845 
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#$%&'!()*+!,-./,0!*1!2$%&3%!)4!/5!)671,*/5*!8,)*-,)/!)5!9:67+1)0!6/9).5/58)-4;!(+-,-!#$%&'!)4!1<-,-37,-44-0!

=>*!(+-,-!2$%&3%! )4!8154*)*>*)<-9:!7,-4-5*!/50!4+1>90!51*!=-! *1*/99:! )5+)=)*-0! *1!7,-<-5*! *+,16=18:*17-5)/! ?@AB;!

81671>50!!!4--64!61,-!7,16)4)5.!*+/5!"C!!

! D#E!-37-,)6-5*4!(-,-!8/,,)-0!1>*!*1!815F),6!*+-!)5*-,/8*)15!=-*(--5!81671>504!!#1,!"!/50!*+-!7,1*-)54!

#$%&'!/50!2$%&3%!)5!1,0-,! *1!0-*-,6)5-!61,-!7,-8)4-9:! *+-),!=)50)5.!610-C!Preliminary solubility experiments 

(Fig. S1) indicated that both mol 200- -solvent (3.5 % 

DMSO) for interaction studies with MCL-1 and BCL-xL proteins. 

! G-!F),4*!*)*,/*-0!/!'"D&9/=-9-0!#89&'!419>*)15!()*+!)58,-/4)5.!8158-5*,/*)15!1F!81671>50!"#HI).C!JKC!L>,)5.!

*+-!*)*,/*)15;!ligand 7 induced two types of successive spectral changes of the protein;!in a concentration dependent 

manner (Fig. 4A, 4B). The first one was characterized upon addition of 81671>50!"#at low concentration (>7!*1!M!

-NCK; by the progressive decrease in peak intensity, without chemical shift variation, for a consequent  (  15) set of 

1H-15N resonancesC!D1*/=9:;!51!5-(!cross peak appeared in the spectra, suggesting extensive line broadening for the 

15 above-mentioned residues in the formed complex. Disappearing residues were mapped on MCL-1 structure (Fig. 

4C). These were located within the BH3-binding groove of the protein composed by -helices 2, 3, 4 and . 

We observed a similar behaviour in -helix  that does not directly interact with the ligand in most crystal 

structures, as already reported for MCL-1 complex with BH3-derived peptides [37]. The second type of spectral 

changes was identified at higher ligand concentration (> 2 eq.), where all signals from MCL-1 decreased uniformly 

compound 7 binds to MCL-1 with a strong affinity in the BH3-binding pocket and likely induces the 

oligomerization of MCL- showed that several NMR 

signals are missing for residues in the ligand binding sites of the formed complex. This is usually indicative of 

conformational sampling at the intermediate timescale (~ms) and suggests potential conformational dynamics within 

the MCL-1/compound 7 complex. 







! "!

! #$%! &'(&)*+&,-.! /&+0,.-)1-&/! -21-! 30+(04,/! !! 1,/! "! 5*,/! 24+1,! $6789! :;<! /0+1*,! =*-2! >00/!

1??*,*-@A!B2&! .1+&!&'(&)*+&,-.!(&)?0)+&/!=*-2!:678'7! .20=&/! -21-! 30+(04,/!!! 5*,/.! -0!:678'7! *,! -2&!:;<8

5*,/*,>!>)00C&!0?! -2&!()0-&*,!=*-2! )1-2&)! D0=!1??*,*-@! EF*>A!GHIA!JD-204>2!.&C&)1D! )&.*/4&.! ?)0+! -2&!:;<85*,/*,>!

:678'7!

.(&3-)4+!)&C&1D.!+0/&.-!321,>&.K!=*-2!+0.-!.(&3-)1D!(&)-4)51-*0,.!*,!)1(*/!&'321,>&!)&>*+&A!;0=&C&)K!?0)!1!C&)@!

D*+*-&/!,4+5&)!0?!)&.*/4&.!EL!MIK!*,-&)+&/*1-&!1,/!.D0=!&'321,>&!)&>*+&!.2*?-.!304D/!5&!05.&)C&/A!:678'7!=1.!?1)!

EL! MNOI! ?)0+! 5&*,>! .1-4)1-&/! 1-! -2&!+1'*+4+! 4.&/!

.2*?-.!1)&! D*,&1)! )&>1)/*,>! -2&!30,3&,-)1-*0,!0?! D*>1,/!1D0,>! -2&!=20D&! -*-)1-*0,A!B2*.! *,/*31-&/! -2&!1((1)&,-! D0=&)!

1??*,*-@!0?!30+(04,/!!!?0)!:678'D!=2&,!30+(1)&/!-0!$6789A!

! J!D1.-!&'(&)*&,3&!=1.!31))*&/!04-!-0!30+(1)& the relative affinity of compound 7 for MCL-1 and BCL-xL. 

The 1H-15N SOFAST HMQC spectrum of free 15N-labeled MCL-1 was compared with the 1H-15N spectra of MCL-1 

in presence of compound 7 (1 eq.) with or without BCL-xL (1 eq.). About 75 % of MCL-1 was bound to compound 

7 in absence of BCL-xL as seen from the partial disappearing of resonances from residues in the BH3 binding 

groove of the protein (Fig.S3). Upon addition of BCL-xL, no significant change was observed in the spectrum of 

15N-labeled MCL-1 in term of both 1H-15N chemical shifts and intensity (Fig. S3). This confirmed the selectivity of 

compound 7 for human MCL-1 compared to BCL-xL. Considering the relative concentration of the two proteins, 

this suggests that the relative affinity of compound 7 for BCL-xL could be at least 20 times lower compared to 

MCL-1 in this kind of experiments.  

 This last NMR experiment as well as the 1H-15N HMQC spectrum of MCL-1 in presence of 4.5 eq. of 

compound 5 and i,-)*>4*,>!FPJ!)&.4D-.K!+1@!1D.0!13304,-!?0)!-2&!15*D*-@!0?!30+(04,/.!!!1,/!"# -0!?0)+!1!30C1D&,-!

50,/!=*-2!$6789!0)!:678'7!C*1!1!P11D8Q,0))!30,/&,.1-*0,!EF*>A!MIA!!B2*.!2@(0-2&.*.!*.!1D.0!51.&/!0,!-2&!?13-!-21-K!

*,!-2&!D*-&)1-4)&K!-2&!13-*C*-@!0?!R 8(0D@>0/*1D!$!0,!-2&!-1.-&!.&,.&!21.!5&&,!D*,S&/!-0!*-.!15*D*-@!-0!*,-&)13-!30C1D&,-D@!

=*-2!1!D@.*,&!0?!-2&!-1.-&!)&3&(-0).!5@!1!+0/*?*&/!P11D8Q,0))!30,/&,.1-*0,!T<"K!<RK!UNVA!B2&!*,13-*C&!R *.0+&)!%$!

=1.! .4((0.&/! -0! 5&! 4,15D&! 0?! .432! )&13-*0,A! G0! ?1)K! 0,D@! 9;!#$%! .(&3-)0.30(*3! +0,*-0)*,>! 0?! $! 1,/! %$#=*-2!

+&-2@D1+*,&!1,/K!D1-&)!0,K!32&+*31D!)&13-*0,!5&-=&&,!$!1,/!U8,*-)01,*D*,&!T<HV!=&)&!15D&!-0!.4((0)-!-2*.!2@(0-2&.*.!

EG32&+&!9IA!W,/&&/K!,&=D@8?0)+&/!(@))0D&.!1)&!+0.-!0?!-2&!-*+&!4,.-15D&!1,/!,0-!*.0D15D&A!

!

&'(#!)!G4>>&.-&/!30C1D&,-!*,-&)13-*0,!5&-=&&,!30+(04,/!!!1,/!$6789!()0-&*,!!"#!1!P11D8Q,0))!)&1))1,>&+&,-A!
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5%+*:! %$! ,*6*+,*+&! .+! ?@A>3A! (+,!C@A>"! <./! &'*%/! $=/0%0(5! ;'*/*($! I*-)":! (! 52-6'.)5($&.%,! 1*55! 5%+*! JK?L>

&/(+$<./-*,! +./-(5!?! 52-6'.12&*$M:! %$! ,*6*+,*+&! .+! ?@A>3AE! N%/$&:! 1*55$! ;*/*! &/*(&*,! <./! BO! '!;%&'! %+1/*($%+4!

1.+1*+&/(&%.+$!.<!1.-6.=+,$!#$&.$%$JP>GP! CM!&.!,*&*/-%+*!&'*!)*+,!J5*&'(5!1.+1*+&/(&%.+!GPQME!@*55!0%()%5%&2!;($!

*0(5=(&*,!)2!CHH!($$(2$!JH()5*!BME!I*$=5&$!.)&(%+*,!.+!).&'!1*55!5%+*$!%+,%1(&*,!&'(&:!(6(/&!%:!;'%1'!%$!+.+!12&.&.3%1:!

.+52!1.-6.=+,$!!!(+,!"!$'.;*,!(!/*(5!12&.&.3%1!$*5*1&%0%&2!<./!?AB:!&'*!C@A>"R?@A>3A!,*6*+,*+&!1*55!5%+*!JOEP!

(+,!8ES! C!/*$6*1&%0*52M!.0*/!I*-)"!J)*+,!T!"G! CM:!&'*!?@A>3A!,*6*+,*+&!1*55!5%+*E!H'*!$(-*!$*5*1&%0%&2!;($!

.)$*/0*,! <./! UV8SOG:! (! C@A>"! %+'%)%&./E! W+! &'*! 1.+&/(/2:! #?H! X8X! (! ?@A>B! (+,! ?@A>3A! %+'%)%&./! ;($! .+52!

12&.&.3%1! <./!I*-)"E!#$!*36*1&*,:! &'*!12&.&.3%1%&2!($$.1%(&*,! &.!1.-6.=+,$!!! (+,!"! $**-$!1.//*5(&*,! &.!C@A>"!

,*6*+,*+12E!!
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-./01,! 23+(#

Y@GP!J CM)#

4*/(5(#

Y@GP!J CM)#

## GEG!Z!"E"# GEV!Z!"EG#

!# OEP!Z!PEX# T"G#

6# GEX!Z!PE8# SE[!Z!"EP#

"# 8ES!Z!PE8# T"G#

7# BE8!Z!PE"# GE8!Z!PE[#

%# T"G# T"G#

UV8SOG# PE"8!Z!PEP"# T"G#

#?H>X8X# T"G# PES[!Z!PEP8#
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G! C!.<!*(1'!1.-6.=+,!<./!BO!'E!#6.6&.$%$!;($!-*($=/*,!)2!<5.;!12&.-*&/2!(<&*/!5()*55%+4!&'*!1*55$!;%&'!#++*3%+!

L>NYH@!(+,!`Y!JN%4E!VME!@.-6.=+,$!!!(+,!"!;*/*!$'.;+!&.!6/.-.&*!(!$&/.+4!%+,=1&%.+!.<!(6.6&.$%$!.+!?AB!1*55!

5%+*! J/*$6*1&%0*52! SVQ! (+,! XSQ! .<! #La! 1*55$M:! ;'*/*($! &'*2! '(,! (! -=1'! ;*(D*/! *<<*1&! %+! I*-)"! 1*55! 5%+*!

J/*$6*1&%0*52!8GQ!(+,!OPQ!.<!#La1*55$ME!!
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:031*!K!L6G6;!

3. Conclusions 
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-&*>)903+! ./! '23! (/*'23()(! &>! '23! -&993(%&*+)*5! F114BR*&99! 1++,-'(! +'6! $4'2&,52! >&9! 01*/! /319(M! '2393! 8393!
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$%&'()*$+$,-.!/+0!123!/)0,1!1)'3!12&%4,!1+!123!,.%123,),!+/!5+'6+$%7,!!"#&%7!!$8!923,3!70)'&%3!730):&1):3,!"!&%7!%!

&03!12$,!123!/)0,1!3;&'6-3,!+/!5+:&-3%1!<=#>')'31)5,!12&1!1&0*31!?@A>"B#!&%7!5+$-7!5+%,1)1$13!*++7!5&%7)7&13,!/+0!&!

%3C!1230&63$1)5!,10&13*.8!

4. Experimental section 

&'(')*+#',-')./'(0*+#1'0*.+2#

! D--! 03&*3%1,! &%7! ,+-:3%1,! C303! $,37! &,! 6$052&,37! /0+'! 5+''305)&-! ,$66-)30,8! E$0)/)5&1)+%! (.! 5+-$'%!

520+'&1+*0&62.!+%!,)-)5&!*3-!C&,!630/+0'37!$,)%*!?3054!F)-)5&!G3-!HI!JKI L#I!'3,2M8!"=!&%7!"#@!N?O!,63510&!

C303! 035+0737!+%!<0$430!DOPQII! +0!<0$5430!DRDN@S! TTT! KII! )%,10$'3%1,! $,)%*!@U@-#! +0!@U#@N!&,! )%130%&-!
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N?O!3;630)'3%1,!C303!035+0737!+%!&!<0$430!HII!+0!\II!JD:&%53!TTTM!&%7!]QI!?=[!JD:&%53!TTT!=UM!,63510+'3130,!
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 For compound 7: Trunk barks of Zygogynum baillonii were collected in the high-altitude scrubland of "Monts 

Dzumac", South Province of New Caledonia, by one of us (M.L.). A voucher specimen (LIT-1275) is deposited in 

the Herbarium of New Caledonia (NOU). 
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5(6'7%879/:7+24'

 Spectroscopic measurements were performed in the NMR spectroscopy buffer (NaPO4 20 mM pH 7.4, 50 

mM  mM TCEP, 3.5% DMSO, 95% / 5% H2O / D2O, 0.05% pluronic acid 10% + Roche anti-
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protease EDTA free) at 298K. Reference experiments with both isolated, 15N-labeled MCL-1 (human) and BCL-xL 

(human) were carried out by using 50  mm (200  tube. For each titration point, the 

content of the NMR tube was added into a lyophilized aliquot of the desired compound. After vigorous resuspension 

of the ligand, the solution was transferred back in the NMR tube for measurement. Experiments for the assessment 

of ligand solubility were performed in the same manner, except that the reference experiment was protein-free and 

buffer-only. Combined 1H-15N chemical shift perturbations were calculated as follows: 
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 -  
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-%44!)>'),5&)284!6),)!'),*+,&)7!52!-)CA!



! "#!

!"##$#%&"'$

! $%&! '()! *+,-"! .+//! /0(+1! 2+3+! 40()/5! 63780)+)! -5! 9:+! ;(9+3('907('/! <=+(.5! >73! *+1+'3.:! 7(! ?'(.+3!

@;<*?A! %57(BC! <//! .+//! /0(+1! 2+3+! .D/9D3+)! 0(! *EF;! "#GH! ,+)0D,! @;(80937=+(B! .7(9'0(0(=! &!,F! %I=/D9',0(+A!

"!,F!17)0D,!653D8'9+A!&H!,F!=/D.71+A!"HH!JK,%!6+(0.0//0(!'()!"HH!

"HL! :+'9I0('.908'9+)! >+9'/! .'/>! 1+3D,! @.7,6/+9+! *EF;! ,+)0D,BC! ?+//! /0(+1! 2+3+! ,'0(9'0(+)! '9! MN! O?! 0(! '!

:D,0)0>0+)!'9,716:+3+!.7(9'0(0(=!PL!?Q&C!!

!

())$*''*+$

! ?+//! 80'-0/095!2'1!,+'1D3+)!-5! 9:+!FRR!@MI@GA!PI)0,+9:5/9:0'S7/5/I&BI&A!PI)06:+(5/9+93'S7/0D,!-37,0)+B!

'11'5C! NC"HG! .+//1! @0(! 9306/0.'9+B! 2+3+! 0(.D-'9+)! >73! &G! :! '9! MN!O?! 209:! 8'307D1! .7(.+(93'907(1!

@HKHC#&PK"C&PK&CPK"HK&PKPH! FB!7>!-79:!.7,67D()1! 0(!"HH! %!7>!.7,6/+9+!*EF;!,+)0D,C!R:+(A!&H! %!7>!FRR!

3+'=+(9!@>0('/!.7(.+(93'907(!"!,=K,%B!2'1!'))+)!'()!6/'9+1!2+3+!0(.D-'9+)!&!:!,73+C!T0('//5A!"HH! %!7>!/5101!-D>>+3!

@MHL!UVUA!MML!V0,+9:5/>73,')0)+A!&L!=/'.0'/!'.+90.!'.0)A!HCH&P!W!X?/A!6X!Y!GCNB!2'1!'))+)!'()!'-173-'(.+!2'1!

3+.73)+)!'9!PNH!(,!'>9+3!'(!78+3(0=:9!0(.D-'907(C!R:+!%?PH!8'/D+1!2+3+!.'/.D/'9+)!'>9+3!6/7990(=!9:+!)71+I3+167(1+!

.D38+1!D10(=!9:+!Z3'6:E')!E301,!17>92'3+C!

,-*&.%/%0*.%1&$1/$*212.1'%'$

! <67697101!2'1!'11+11+)!-5! /'-+//0(=!.+//1!209:!'((+[0(I\IT;R?!'()!63760)0D,! 07)0)+! @E;BC!M!]!"HP!.+//1!

2+3+!0(.D-'9+)!>73!&G!:!'9!MN!O?!209:!P! F!7>!+'.:!.7,67D()!0(!.7,6/+9+!*EF;!,+)0D,C!?+//1!2+3+!9:+(!2'1:+)!

0(!E$UA!3+1D16+()+)!0(!'((+[0(!-D>>+3!@"H!,F!X^E^UKW'QXA!6X!Y!NCGA!"PH!,F!W'?/A!P!,F!_?/A!"!,F!F=?/&A!

"C`!,F!?'?/&B!.7(9'0(0(=!&CP! IT;R?!@+$071.0+(.+B!'()!0(.D-'9+)!>73!P "H!,0(C!<>9+3!"HHa%!7>!0(!

'((+[0(!-D>>+3!1D66/+,+(9+)!209:!E;! @"H! I</)30.:B!2'1!'))+)C! !<('/5101! @(!Y!"H!HHHB!2'1!)7(+!-5!

>/72!.597,+935!@<..D30!?#!.597,+9+3A!$+.97(IV0.40(17(BC!<((+[0(!\I6710908+!.+//1!@E;!(+='908+!'()!6710908+B!2+3+!

.7(10)+3+)!'1!'6769790.!.+//1C!

Corresponding authors 

! ^I,'0/!'))3+11b!>'((5C37D110c.(31C>3!

!

Acknowledgments  

! R:+! 'D9:731! '3+! 8+35! =3'9+>D/! 97!W739:! '()!U7D9:!E3780(.+1! 7>!W+2!?'/+)7(0'! 2:7! >'.0/09'9+)! 7D3! >0+/)!

0(8+190='907(C!d+! =3'9+>D//5! '.4(72/+)=+! J(08+31095! E'301IU'./'5! >73! '! =3'(9! >73! 7(+! 7>! D1! @TC! VCBC! R:+! 'D9:731!

2'3,/5!9:'(4!%C!?'3/0+3!@%$FA!eD110+DB!>73!9:+!=0>9!7>!F?%I"!6/'1,0)!'()!e+'(IT3'(f701!Z'//'3)!@;?UWB!>73!WF*!

+[6+30,+(91!7(!9:+!NHH!FXS!'66'3'9D1C!

!

Supplementary data 



! "#!

$%&&'()(*+,-.!/,+,!-(',+(/!+0!+123!,-+24'(!4,*!5(!60%*/!,+!1++&788/9:/02:0-;8!

References 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

<"=!! >:!$+-,33(-?!$:!@0-.?!A:!B:!>/,)3?!!"#$%&'!CD!EFD""G!CHH#:!

<F=!! I:!J:!@K,50+,-?!L:!M(33(*(?!>:!$+-,33(-?!A:!B:!>/,)3?!()*'%+,-'%"./'%0,//%#1./'%"N!EFD"OG!OP:!

<C=!! $:!Q:!R2''23?!A:!B:!>/,)3?!0233'%$415'%0,//%#1./'!"#!EFDDNG!H"#:!

<O=!! A:!B0*+(-0?!>:!M(+,2?!0,//%6,)*7%6188,3'!FN!EFD"SG!NH:!

<N=!! I:!L2)(*(KTU0*,6(?!>:!V0-+03,?!W:!I(-(KTV0),3?!0233'%0)59,3%632:%;)3:,*<!P!EFDDPG!CFD:!

<H=!! A:@:!W((/?!#/..=%"""!EFDDSG!CCFF:!

<#=!! R:A:!I',4K(X?!A:!R(2?!$:!Y2+,/,?!Z:![1,2?!A:@:!W((/?!B:!I(''(4412,?!0,//%6,)*7%61<'!"!EFD"DG!(OD:!!

<S=!! >:!\:!R(2?!>:!R:!W05(-+3?!!>:!$&(*4(-?!!>:!$:!W03(*5(-;?!!Z:!$2(;('?!W:!U:!R,'+(-?!$:!@,(*(&(('?!I:!\%;1(3?![:!B4]^(-?!

! Y:!B(KK2?!I:!Y:!B0--0_?!>:!$+(2*?!#/..=%+,-'%EFDFDG!"DDH#F:!!

<P=!! ,T!W:!U(-0%X12)?!@:!\:!B(-)('?!Z:!I0-+(-?!L:!R(2?!$:!W,.41,%/1%-2?!A:!Z0*0^,*?!A:!U,--(+2*,?!A:!$:!U0(1)?!A:!Z0530*?!

! B:!`-,312),?!Y:!V:!B4!\(*-.?!W:!B:!I2*415,4X?!>:!\:!M2;0*?!?!a:TA:!@10?!M:!\,(-.?!\:!!L-(%'241?! B:! W(241?! R:!

! R2*4X'(-?!B:!$:!M,_-(*4(?!U:!>:!R(2-?!Y:!J:!V,*,X,?!Z:!a:!@12,*;?!?!>:!A:!U,33?!>:!! M00?! @:!\066),*?! A:! I-(*3*(-?!

! V:!M2(6('/?!b:!L,0?!Z:!a(42(3?!$:!$2;*0-(++2?!J:!B,1(-?!c:!A:!Y,.(?!\:!$,3,X2?!! A:!J:!V(&&(-?!A:!>:!c'(+41(-?!A:!V,5(-*(-0?!

! A:!U,3(';,?!B:T$:!V3,0?!c:!Z()241('23?!B:!>:!W%52*?!I:!>:!A,**(?!! B:!A:!Z,'.?!@:!Q%4(-,?!W:!M:!M(^2*(?!U:!M:!J5(-+?!

! $:!L,5-2('?!>:!Y:!W%3+;2?!@:!W:!>*+0*(34%?!B:!M,/,*.2?!>:!M(+,2?!M:!>:!L,--,_,.?!B:!M0/,?!Z:!L:!U((-?!M:!Z:!V-%(?!>:?!

! dX,)0+0?! $:! M:! I0)(-0.?! $:! $2*;(-?! V:!W:!L0'%5?!J:! $:! M,*/(-?!L:!L(+K?!R:!W:! $(''(-3?!B:!B(.(-30*?!()*23,! OHC!

! EFD"DG!SPP:!!

<"D=! V:!]:![,4X?!$:!J:!$41%),41(-?!$:!M:!@,-+(-?!>:!Z:!@1(-*2,4X?!L:!$,X3(*,?!U:!V,5,X?!B:!$:!M,_-(*4(?!@:T[:![1,*;?!A:!

! R,',?!@:!\:!B(-)('?!@:!$0%;*(K?!$:!U:!L,5-2('?!U:!\(-*,*/(K?!\:!$1(*?!I:!R:!M,2-/?!L:!L(+K?!B:!!B(.(-30*?! W:!

! U(-0%X12)?!()*'%>,5,*'%ON!EFD"CG!""CO:!!

<""=!! Y:!A:!@,)&5(''?!B:!M:!U,+1?!B:!M:!V%-*(-?!@:!A:!e,*/(*5(-;?!I:!U0%2''(+?!Z:!B(+4,'6?!@:!M:!$40++?!$:!@0-.?!#/..=%""H!

! EFD"DG!C"P#:!!

<"F=!! B:!$:!Z,^2/3?!>:!M(+,2?!&'%0/15'%$59./'!CD!EFD"FG!C"F#:!!

<"C=!! $:!Zf>;%,**0?!Z:!Z('!U%6,'0?!0,//<!P!EFDFDG!"FS#:!

<"O=!! >:!Y0+341.?![:!$K',^2X?!A:!B%--,.?!A:!Z,^2/30*?!>:!M:!B,-,;*0?!L:!M(!V0%)('2*TU-,2K,+?!B:!@1,*-20*?!L:!M:!Y(''.?!A:T

! Q:!L0*;?!Z:!B:!B0%g,''(/?!>:!U-%*0?!B:!@3(X(2?!>:!I,4K,'?![:!U:!$K,50?!$:!$2&03?!L:!W,/243?!>:!I-03K(*.,X?!U:!U,'2*+?!

! M:!d*/2?!L:!U',3X0?!>:!W05(-+30*?!>:!$%-;(*0-?!I:!Z0X%-*0?!]:!@1(*?!Q:!B,+,330^,?!A:!$)2+1?!@:!I(//(-?!@:!L-,1,)?!>:!

! $+%/(*.?!L:! M.32,XT>%^2+.?! >:TB:!L2-,-/?! c:!L-,^h?!Z:! $(;,'?! @:!Z:! W266X2*?!L:! I0)2'20?! M:! @:!>:!L,'5-,2+1?! U:! A:!

! >%5-(.?! B:! $:! U-(**,*?! B:! A:! \(-0'/?! @:! @1,*;?! L:! L%,340*2?! Q:! @,%i%2'?! c:! B('4120-(?! Q:! L%2;,'T$+(&1,*?! U:!

! M04X1,-+?!c:!@0'',*/?!A:!>:!\24X),*?!>:!R:!W05(-+3?!Z:!@:!$:!\%,*;?!>:!\:!R(2?!>:!$+-,33(-?!L:!M(33(*(?!d:!L(*(3+(?!

! ()*23,%NCS!EFD"HG!O##:!!

<"N=! [:!$K',^2X?!B:!@3(X(2?!>:!I,4K,'?![:!U:!$K,50?!$:!$2&03?!L:!W,/243?!>:!I-03K(*.,X?!U:!U,'2*+?!A:!B%--,.?!A:!Z,^2/30*?!]:!

! @1(*?!I:!Z0X%-*0?!>:!J:!$%-;(*0-?![:!B:!Z,*2('3?!W:!J:!\%55,-/?!L:!M(!V0%)('2*TU-,2K,+?!>:!@',&(-0*?!L:!M.32,XT

! >%^2+.?!>:TB:!L2-,-/?!>:!U-%*0?!B:!@1,*-20*?!c:!@0'',*/?!>:TM:!B,-,;*0?!Z:!Z(),-'(3?!d:!L(*(3+(?!>:!Y0+341.! &'%

% ",='%07,?'!HC!EFDFDG!"C#HF:!!

<"H=!! $:!@,(*(&(('?!$:!I:!U-0_*?!U:!U(')0*+(3?!L:!B00/.?!Y:!$:!Y((;,*?!Z:!@1%2?!Z:!>:!R12++2*;+0*?!j:!\%,*;?!!M:! I0&&(?!

! >:! @:! @1(*;?!B:! @,-/0K0?! A:! \0%K(?! a:! M2?! U:! M%4,3?! Q:! >:! I,-,3?! j:!R,*;?! A:! I:! V,.;(-'.?!B:!e2)0'-,+,*,?!B:!

! [,*4,*('',?!M:![1%?!J:!@,g%'23?!V:!d3;00/?!A:!$%*?!M:!Z,)0*?!W:!Y:!J;,*?!I:!L-(*2*;(-?!A:!Z:!B4@',*,;1,*?!A:!L0*;?!

! Z:!B0%g,''(/?!L:!I0)2'20?!I:!U('+-,*?!@:!\:!U(*(3?!>:R:!W05(-+3?!Z:!@:!$:!\%,*;?!>:!R(2?! A:!@,*0*?!>:!@090*?!I:!

! J:!\%;1(3?!0)59,3%61<9.-'!EFD"SG!DCS#:!!

<"#=!! >:!J:!V-0*?!B:!>:!U(')0*+(?!>:!>/,)?!U:!B:!>i%2',?!M:!\:!U023(?!J:!@12,-&,-2*?!A:!@2/,/0?!Y:!A:!J)5-(.?!! J:! L,*;'?!

! c:!Z!L2550*3?!L:!I:!L-(;0-.?!Z:!\,-;-(,^(3?!A:!>:!\(*/-24X3?!A:!R:!A01,**(3?!W:!R:!A01*3+0*(?!$:!M:!Y,K)2-3X2?!A:!L:!

! Y(++'(?!B:!M:!M,)5?!$:!B:!B,+%'23?!>:!Y:!Q00X,?!B:!A:!I,4X(-?!U:!I(*;?!I:!U:!W,_'2*3?!Z:!R:!W0552*3?!>:!L:!$41%''(-?!

! Q:!$%?!R:!a,*;?!b:!a(?!j:![1(*;?!A:I:!$(4-23+?!J:>:!@',-X?!Z:B:!! R2'30*?!$:J:!c,_(''?!>:R:!\2-/?!()*'%0.??25'!P!

! EFD"SG!1++&3788/02:0-;8"D:"DCS83O"OH#TD"STD#NN"T_!

<"S=!! @:!Y2(66(-?!A:!TI:!A0%-/,*?!B:!A0%,**(?!>:T$:!e0232*T@12-(+?!632:%61<9.-'%;.=)@!FN!EFDFDG!"NPF:! !

<"P=!! ! B:!M2+,%/0*?!\:!U0%33(-0%('?!Y:!>_,*;?!d:!Q03g(,*?!!B:TV:!B,-+2*?!B:!J:!V-,*!\%%!Z,%?!\:!>:!\,/2?!A:!>:!U0%+2*?V:!

! ! $h^(*(+?!c:!L%h-2++(?!&'%()*'%A3.='!#F!EFDDPG!OSD:!

<FD=!! ! @:!>&('?!@:!!L(*.?!e:!Z%)0*+(+?!Q:!U2-'2-,X23?!c:!W0%332?!e:!@:!I1,)?!Z:!V:!B:!\%0*;?!e:!\:!Q;%.(*?!e:!B:!@1,%?!B:!

! ! M2+,%/0*:!&'%()*'%A3.='!##!EFD"OG!"OCD:!!!

<F"=!! ! @:!Lh*.?!L:!W2^2k-(?!A:U2;*0*?!Q:!U2-'2-,X23?!J:!L%2++(+?!Y:!>_,*;?!B:!M2+,%/0*?!c:!W0%332?!e:!Z%)0*+(+?!&'%()*'%A3.='!

! ! #P!EFD"HG!SCS:!

<FF=!! ! Z:!c0)(X0*;!c0+30&?!c:!W0%332?!>:!M(^(--2(-?!>:!U-(+h41h?!c:!L%h-2++(?!&'%$3:'%07,?'!#N!EFD"DG!#O"F:!

<FC=! !$:!Z(3-,+?!>:!I%g,'3?!@:!@0',3?!A:!Z,-/(**(?!@:!L(*.?!M:!c,^-(?!e:!Z%)0*+(+?!U:! ]0-;,?!B:!M2+,%/0*?!B:!W,&1,l'?!A:

! R2('3?!c:!W0%332?!#1..3:'%",='%07,?'%B,**'!FO!EFD"OG!NDSH:!



! "#!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

$%&'!! ! ()!*+,-./0!1)!2+3+4-0!1)!5+670!5)!2898:-+0!1)!1;<.,0!=)!*43;6/+/0!>)!?8-<8-.@8,0!?)!A;-B.0!C)!2;4,,80!!"#$%%%

% % !&$$'!DE!F%E"&G!#DHI)!

$%D'! !J)! JK;4! (.3-.0! J)! 2;K+-/0! 1)! 5;90! L)! C.9-+0! L)! M<;70! M)! N.OP4+/0! N)! ?8B6;60! N)! Q8+<,0! ()! *+,-./0! C)! 2;4,,80!

! ()*'%+'%,#-'%!"#$'%"&#!.%E"#!"%R!

$%R'!! ()!5.S8<!T8.3.,0!C)!J4U+/0!J)!JK;4!(.3-.0!N)!?8B6;60!V)!L8/.4U;60!1)!C;4-6+.40!J)!J-8WW860!X)!JY.6B0!()!!*+,-./0! C)!

! 2;4,,80!!()*'%+'%/*0'%!"#$'%&%!F%E"#G!D#IE)!

$%Z'!! ()!5.S8<!T8.3.,0!C)!*.-+,,70!J)!JK;4!(.3-.0!N)!?8B6;60!=)!(/+863+/[0!V)!L8/.4U;60!1)!C;4-6+.40!X)!\;;6B!L+;6B0!J)!

! J-8WW860!X)!JY.6B0!()!*+,-./0!C)!2;4,,80!12&&*0%,#-%!"#$%3#44'!IE!F%E%E!!"%ZEEI)!!

$%#'!! *)!C;3+@;6B]C;/,;S0!C)!2;4,,80!1)!L+!1.<<;6+O0!\.U^8-.!?;4,,+-;4+<0!V)!L8/.4U;60!C)!54_-8//+0!5#4*6"#-*&7%R&!F%EE#G!

! %"H%)!

$%H'!! >)!J<<;4O`+0!1)!JS+<0!V)]T)!V.-/860!=)!*43;6/+/0!C)!54_-8+//+0!V)!L8/.4U;60!8"94&:"#$'!ZE!F%EEHG!D&R)!

$IE'!! ?)!V)!N)!N.6,+60!J)!U+!5-;;/0!;64'%8*&-'%<#='!%"!F%EE&G!&&H)!

$I"'!! M)!C-./;680!J)!M)!U+!J/`.7U+0!V)!U.!(8<9.!V.O`.U;0!T)!a+-38.680! A)!=+6/4-80!V)!1;-b.!U;,!(.6/;,0!C)!L;K./;0!=)!1)!

! C8<`;0!5)!1)!C-.6O`8!N-)0!J)!M)!>;Y8<<0!N)!2)!(.6/860!J)!V.<`+8-;,0!12&$#-'%8"6*$6:&4"#*'%"EI!F%E"#G!"&H#)!

$I%'!! 2)! *.,.-80! J)! *+! 1.-9.<`;0! *)! 1)! V+U+<<860! X)! >)! V8UU<+/;60! C)! \.B4+0! V)! >)! V)! =;<3.-0! L)=)! C-;<;9.0! V)!

! C)! 2;,,./;0! N)! N)! *+! L.! 1`.S.0! >)! C)! *7KU.<]\.-B-+.9+,0! J)! c8<<.80! 2)! M)! Xd<860! =)! V./`8+40! ()! 2;B+<^0! 1)! ?)!

! 5;6[.<+,0! N)! ?)! 1.<8e/;0!J)! M98U+6/+0!V)!5.4/8+-0!5)!V468-./`86.30!2)! 5<.,,0! c)! ?4-/`0! ()! 1)! c+<<70!Q)! J)! L)! 9.6!

! f//+-<;0!2)!X8,,0!J)!X;-68+6@;0!()*'%+'%,#-'%!"#$'!"EI!F%E"DG!%%R)!

$II'!! T)! f</+-,U;-W0! ()! Q)! M<3;-+0! J)! 2)! (`;+3.@+-0! 2)! 1)! J-3,/-;6B0! *)! N)! J4B+-80! ?)! J)! ?+<<80! V)! ?-46O@;0! T)! L)!

! *+O@Y+-/`0! N)!*86B+,0!c)! N)!\.^U4@0!V)!X)! N;,+S`0!()!X8/.U.0!()!N)!X;-,3+7+-0!J)!2)!X46[+-0!J)!L+/.80!1)!L80!V)! N)!

!

! X)!T.`8-0!1)!?)!T`;3S,;60!X)!N)!T;3.,+<<80!?)!Q.6B0!V)!*)!Q+6U/0!\)!a`.6B0!()!Q)!! C+,8@0!()!\)!2;,+6K+-B0!;64)*#!

! &ID!F%EEDG!RZZ)!

$I&'!! N)!g8.60!V)!N)!=;;-K.O`0!N)!2)!\4/`0!V)!L)!1;+60!\)!a`.6B0!()]1)!>B0!X)!V)!1;3+,,0!J)!V)!c+/-;,0!()!\)!2;,+6K+-B0!h)!

! Q.--8;-0!*)!N)!?4-6,0!>76?'%12&:"#$'%I%#!F%EE&G!"I")!

$ID'!! 1)!i46B]1`80!Q)\)!c-4,;WW0!12&:"#$'%8"6*$6:&?'!%%!F"HZIG!IEHH)!!

$IR'!! C. Tse, A. R. Shoemaker, J. Adickes, M. G. Anderson, J. Chen, S. Jin, E. F. Johnson, K. C. Marsh, M. J. Mitten, P. 

 Nimmer, L. Roberts, S. K. Tahir, Y. Xiao, X. Yang, H. Zhang, S. Fesik, S. H. Rosenberg, S. W. Elmore, Cancer Res. 

 68 (2008) 3421.!

$IZ'! g)! L840! T)!V;<U;9+.640! T)! (S-4<+,0! M)!V.//.]1.3.O`;0!>)!V.6,4-]J[[.30!X)!5+`-86B0! +'% 12&?'% !"#$'! %#D! F%E"EG!

! "HR"D!

$I#'!! 5)!18386;0!J)!(S86+<<.0!5)!(;U.6;0!5#4*6"#-*&7%3#44'%%D!F"H#&G!&"D")!

$IH'!! 5)!18386;0!5)!(;U.6;0!J)!(S86+<<.0!5#4*6"#-*&7%&I!F"H#ZG!D&E")!

$&E'!! J)!X;-68+6@;0!N)!N)!L.!1<.8-0!;64'%8*&-'%<#='!I&!F%E"ZG!"ED")!

$&"'! N)!(86B`0!2)1)!c+//+-0!T)J)!?.8<<8+0!J)!Q`8//70!;64'%<#@'%A*)0%A2B:&@'!"E!F%E""G!IEZ)!

$&%'! J)X)!5`;,`0!A)!(.3.6/.0!J)!V;6U.<0!Q)2)!L840!!"#$,#-!"#$%"&!F%E"HG!##H)!

$&I'! ()!L++0!T)!M)!Q.<+,0!()!M,O4U+-;0!*)!T)!1;`+60!N)!L4OO.-+<<80!1)!5)!5.<<.B`+-0!>)!J)!1;`+60!J)!N)!\4`60!5)!\)!?8-U0!N)!

! 2)!M6B+60!L)!*)!Q.<+6,@70!;64'%C4*):4'%,&?'%12&?'!%I!F%E"RG!REE)!

$&&'!! L)!L.-,+60!()!*)!L;-83+-0!>)!?)!c+--70!?8;O`+3)!(7,/)!MO;<)!ID!F%EEZG!%#R)!

$&D'!! a)!Q)!>8@;<;9,@.]1;<+,@.0!2)!Q.6B0!j)!C.6B0!\)!c.60!i)!T;38/.0!c)!L80!c)!c)!2;<<+-0!X)!X-.^+Y,@80!>)!5)!(.8/;0!N)!J)!

! (/4O@+70!()!Q.6B0!>76?%12&:"#$'%II%!F%EE&G!%R")!

$&R'!! N)!\)!a`.6B0!T)!*)!i)!1`46B0!X)!2)!f<U+6K4-B0!+%12&$&?%C:*##7%&!F"HHHG!RZ'!!
!

!

!

!



!!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Supporting information 

Natural Sesquiterpenoids from Winteraceae as covalent MCL-1 inhibitors 

!"#$%&'()&$*++,-&-.(!"#$%&'(/&"&$0-&(1%'*(2*34,-5(6%'5*'7(849$%'*&4-(&(:95%"*(;<*"-&(6%'5*'7()4=#'7*7-&(;40*(

>#.*$7-0( ;''*?:"&%$*(8$##-5(/&$5( 1%7&40#'-&( @9$A=*(B%3'#'-&( 2&'0,()*+$&7-( &( ;4$9"%*(/&"C*$7?!$9#'-5( @#D""*(

E%*"+-.(FG*'(1*+5#<-&(!&'',(>#4++%&-H(

a Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS, ICSN UPR2301, Université Paris-Saclay, avenue de la terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette, 

France  

b Institut Gustave Roussy, CNRS UMR 9018, Université Paris-Saclay, 114 rue Edouard-Vaillant, 94805 Villejuif Cedex, France 
c Normandie Université, UNICAEN, CERMN, 14000 Caen, France 
!"#$%&'&(&")(%&*+,"-.(%%/0"#123-4"567890"5$'+,:%'&;"<*:'%=2*>?*/0"66@":(,"3!.(*:!"A*'??*$&0"9@BCD"A'??,E('F"G,!,H"

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

!







MALDI experiments of MCL-1 incubated with increasing amounts of compound 5  

 

Fig. S4. MALDI experiments of Mcl-1 incubated at 22 °C for 2h with increasing amounts of compound 5 in the 

following buffer: !"#$%#&'!()*+# ,-.. (A) Mcl-1 alone; 

(B) Mcl-1 with 0.5 eq. of 5; (C) Mcl-1 with 1 eq. of 5; (D) Mcl-1 with 2 eq. of 5 
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RMN spectra of compounds 5 and 16 

1H spectrum of compound 5, CDCl3, 500 MHz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1H spectrum of compound 16, CDCl3, 500 MHz 

 

13C spectrum of compound 16, CDCl3, 125 MHz 
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Article 2 

__________________________________________________________________ 

 

The natural product NA1-115-7 is a new a new MCL-1 inhibitor 

 

 

(Statut : Soumis dans les prochaines semaines)
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 In vitro evaluation of NA1-115-7-loaded nanoemulsions, a MCL-1 specific inhibitor of natural origin, 

intended to treat lymphoproliferation after oral administration, in preparation 
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1. Introduction 

Apoptosis in a process of programmed cell death involved in cellular homeostasis to eliminate 

supernumerary, damaged, or degenerated cells. As mentioned by Hanahane et Weinberg [1], apoptosis 

resistance is a critical stage in tumor development. Among pathways involved in apoptosis, the main 

one, the mitochondrial pathways, is regulated by the BCL-2 protein family [2]. This family is divided 

between anti- and pro-apoptotic members, which balance to regulate apoptosis process. However, in 

many cancers, and in particular in hematological cancer, BCL-2 proteins expression is dysregulated. 

Indeed, MCL-1 is one of the most amplified genes in cancer [3]. Moreover, studies have demonstrated 

its overexpression is correlated to tumorigenesis [4] and tumor maintenance [5].  

For several years, inhibitors targeting MCL-1, belonging to BH3-mimetics, have been developed. These 

small molecules mimic the BH3-domain, a region essential for interactions between BCL-2 protein family 

to reestablished apoptosis [6]. Among them, three are in clinical evaluation : S63845, AMG-176 and 

AZD-5991, respectively developed by Servier, Amgen and AstraZeneca [7], [8], [9].  

However, these molecules are confronted at difficulties in their clinical development, suggesting that it 

is interesting to provide other alternative molecules. Natural products are still playing a significant role 

 the 175 small 

molecules used in cancer therapy, are either natural products per se or are based thereon, or mimic 

natural products in one form or another [10]. In this context, we isolated from the barks of two 

Zygogynum from New Caledonia, Z. baillonii and Z. pancheri several molecules could be promising 

MCL-1 inhibitors [11]. These Original bicyclic sesquiterpenoids present a drimane skeleton with a 

dialdehyde function and are mainly active on MCL-1. They interact with MCL-1 in its BH3-groove and 

present an originally covalent binding though reaction between di-aldehyde of compounds and NH2 

function presented by a lysin of MCL-1, making them suicide molecules. We also confirmed these results 

by an in vitro preclinical evaluation of NA1-115-7, one of these compounds [12]. On lymphoproliferation 
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cells, NA1-115-7 induced apoptosis though mitochondrial apoptotic pathways, only in MCL-1 dependent 

cell lines. Moreover, this compound has been shown to be safe for blood and cardiac cells. 

However, like a large number of natural compounds, this compound presents a lipophilic structure 

(estimated logP=3.18 from ChemAxon software), [13] harmful to its in vivo evaluation. So, the drugability 

parameters of this lead could hamper its preclinical development.  

Among formulation strategies, that can be proposed to reach preclinical, drug delivery systems (DDS) 

appear advantageous. Indeed, nanocarriers may protect an active pharmaceutical ingredient (API) from 

degradation, enhance its absorption by facilitating diffusion through epithelium, modify pharmacokinetics 

and drug tissue distribution profile, and/or improve intracellular penetration and distribution [14]. In a 

recent work of our team, we reported the development of nanoemulsions on the basis of the 

biocompatibility profile of their excipients assessed from a miniaturized haemolytic test, and through a 

design of experiments [15]. Nanodroplets are generated from a simple self-emulsification formulation 

process. After characterization of their physico-chemical properties, this formulation appeared very 

performant to improve BCS class II drugs solubility, without any use of organic solvents, and could be 

proposed for their biological studies. 

In the present paper, to anticipate the preclinical evaluation of the new lead NA1-115-7, and by 

considering that oral administration route is the most common route in animal dosing, we first propose 

to characterize the stability of the drug in biomimetic media relevant for oral administration. Then, in 

order to improve its druggability parameters, the development of NA1-115-7-loaded nanoemulsions will 

be realized. The toxicity of this new NA1-115-7 formulation will be determined on normal cells, as its 

activity against lymphoproliferation cells. Both will be compared to the unencapsulated drug. 

 

2.2. Methods 

 

2.2.1. Plant material and obtention of pure NA1-115-7 

Trunk barks and leaves of Z. pancheri subsp. pancheri were collected in the rainforest of Nodela (South 

Province of New Caledonia) by one of us (V. D.). The corresponding voucher specimen (DUM-578) is 

kept at the Herbarium of New Caledonia (NOU).(Extraction and isolation of NA1-115-7 has been 

performed using a described procedure, see Allouche et al. [16]. This compound was identified by 

spectroscopic methods (1H NMR, 13C NMR, IR, UV and mass) and by comparison with data reported 

in the literature see L. Larsen et al. [17] 

 

2.2.2. NA1-115-7 thermodynamic solubility assessment 

NA1-115-7 thermodynamic solubility was determined in a phosphate buffered saline solution at pH 7.4, 

according to a miniaturized procedure of the shake-flask method, that we previously reported [18]. 

Briefly, 10 L of a 50 mM solution of NA1-115-7 in DMSO was added to a 5 mL glass tube containing 

990 L of buffer solution (n=4). Tubes were shacked by inversion at room temperature. An immediate 

precipitation was observed in all tubes. After shaking for 24 h, the solution was transferred in microtubes, 

and was centrifuged at 14,500 g for 5 min. 100 L supernatant was mixed with 100 L 
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acetonitrile/DMSO (99:1; v/v) in a Greiner UV microplate. Determination of solubility was made with 

an Infinite 200 Pro Tecan (Lyon, France) in spectrophotometric mode ( max = 280 nm) from a calibration 

curve obtained from seven standard solutions of the compound solubilized at 0, 2, 5, 10, 20, 50, and 

100 M in a 50:50 (v/v) mixture of buffer with acetonitrile/DMSO (99:1; v/v). Calibration curves were 

linear with R2 > 0.999. 

 

2.2.3. NA1-115-7 dosage by UHPLC 

NA1-115-7 concentrations were measured by ultra high-performance liquid chromatography (UHPLC). 

The apparatus was composed by an Agilent binary pump 1290, an autosampler 1290 and a diode array 

UV detector 1260 (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA).  The column used was a reversed 

phase column C18 (Restek® Ultra, 5 µm, 2.1 x 50 mm). Injected volume and total run time were 8 

and 2.5 min, respectively. The flow rate was 0.5 mL/min. The column temperature was maintained at 

25°C. Mobile phase was initially composed of a mixture of 50 % acetonitrile (A) and 50 % acetonitrile 

(B). Then, it reached 90 % A after 2 min, by applying a linear gradient, maintained for 0.5 min and 

returned to the initial conditions. Retention time of NA1-115-7 was found to be 1.93 min and the detection 

wavelength was 280 nm. In these conditions, linearity was observed in the range from 1 to 100 µg/mL 

with a correlation coefficient above 0.999 (y=13.50x + 1.944).  

 

2.2.4. Stability studies in biorelevant media 

Phosphate buffered saline (PBS) pH=7.4 was prepared according to the European Pharmacopeia, 10th 

ed. (European Pharmacopeia, 2020). Simulated gastric fluid (SGF) was prepared according to USP 

XXIV (US.Pharmacopeia.XXIV, 2006). The SGF medium contained 0.32 % (w/v) of pepsin, the pH was 

1.2. The FaSSIF/FeSSIF fluids are a simplification of the proximal small intestine composition in the 

fasted state (FaSSIF) or in the fed state (FeSSIF). Composition of each medium used was described 

before by our team [18]. They were used in an updated (V2) version, according to those proposed by 

Jantratid et al., with well controlled amounts of lecithin, bile components (containing bile salt and lipolysis 

products), and defined pH (6.5 for FaSSIF, and 5.8 for FeSSIF).  

Before NA1-115-7 stability assays, the compound was dissolved in DMSO at 10.1 mM (4.0 mg/mL). The 

NA1-115-7 solution and the NA1-115-7-loaded nanoemulsions PNEs were diluted at a final 

concentration of 1% (v/v) and incubated at 37°C in the different biomimetic media in triplicate. In these 

conditions, expected final concentrations in different media were 101.7 ± 1.0 µM and 101.9 ± 3.1 µM for 

NA1-115-7 and NA1-115-7-loaded NEs, respectively. Samples were collected at defined times for the 3 

hours experiments (0, 30 and/or 60, 120, and 180 minutes. They were then centrifuged for 5 min at 

14,500 rpm to eliminate aggregates of medium component and precipitated NA1-115-7. Quantification 

of solubilized drug in media samples were made by UHPLC method, after a 1:10 dilution of the 

supernatant in methanol, as described in 2.2.3. The mean concentration (µM of NA1-115-7) was 

calculated from a calibration curve. The granulometric characteristics of the NA1-115-7-loaded NEs 

supernatant were measured by DLS as described in 2.2.6.  

  

2.2.5. Formulation of the nanoemulsions 
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Nanoemulsions formulation was adapted from spontaneous nano-emulsification method previously 

described by our team [19], and adapted by Seguy et al. [15]. The triglycerides (Labrafac® WL 1349, 

84.4 mg), the surfactant (Kolliphor® HS 15, 132.6 mg) and the solubilizer (Transcutol® HP, 24.1 mg) 

were mixed together, heated to 70 °C under gentle magnetic stirring (250 rpm), and cooled down at 

25°C where the magnetic stirring was increased from 250 rpm to 750 rpm. 1 mL of 65 mM phosphate 

buffer was suddenly added, leading to spontaneous emulsification, maintained for 15 minutes under 

stirring at room temperature. NA1-115-7-loaded nanoemulsions were prepared as the unloaded 

nanoemulsions by adding NA1-115-7, at defined loading rate, at the beginning of the formulation into 

the anhydrous phase, which was heated to 70°C under stirring (250 rpm), and mixed for 5 minutes by 

ultrasonic treatment at room temperature before addition of the aqueous phase. Each formulation was 

filtered through 0.2 µm regenerated cellulose syringe filters (Minisart® Syringe Filter, Sartorius, 

Goettingen, Germany) before use. 

 

2.2.6. Granulometric properties and zeta-potential measurements 

Dynamic light scattering (DLS) was used to determine the granulometric properties of the 

nanoemulsions (average hydrodynamic diameter in volume, polydispersity index (PDI). A NanoZS® 

apparatus (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) equipped with a 633 nm laser at a fixed scattering 

angle of 173° was used. The temperature of the cell was kept constant at 25°C. The nanoemulsions 

were 1/100 (v/v) diluted in NaCl 1 mM in order to assure an appropriate scattered intensity on the 

detector before measurements. Zeta potential analyses were realized in the same conditions using a 

NanoZS® apparatus equipped with DTS 1070 cell at 25°C, with a dielectric constant of 78.5, a refractive 

index of 1.33, a viscosity of 0.8872 cP and a cell voltage of 150 V. The zeta potential was calculated 

from the electrophoretic mobility using the Smoluchowski equation. All measurements were performed 

in triplicate. 

 

2.2.7. NA1-115-7 dosage in NA1-115-7-loaded NEs 

After check of the absence of interactions between NEs and NA1-115-7 peaks, the UHPLC method 

described in 2.2.3 was used. NA1-115-7-loaded NEs samples were first diluted in acetonitrile/water (1:1, 

v/v) mixture (1/1000, v/v), and the concentration of NA1-115-7 was determined.  

The encapsulation efficiency (EE) was determined in triplicate and calculated as follows: 

 

 

The drug loading (DL) was defined as:  

 

 

2.2.8. Storage stability studies 

The short-term stability of the nanoemulsions was investigated over a storage period of 2 weeks at 4°C. 

The stock NA1-115-7-loaded NEs formulations were diluted at regular intervals with a 1/100 (v/v) dilution 

in NaCl 1 mM for evaluating the size distribution and zeta potential. In parallel, the encapsulation 
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efficiency was quantified by the UHPLC method, as described above. All assays and measurements 

were performed in triplicate. 

 

2.2.9 MTT assay 

BL2 cell viability was measured by the MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide) assay. 7x104 cells (in triplicate) were incubated for 24 h at 37°C with various concentrations of 

unloaded (i.e., blank) NEs after dilution in RPMI medium by a factor comprised between 1:8;000 to 

1:500, v/v (equivalent to 30.1 to 482.5 µg/mL of anhydrous excipients, respectively) or with equivalent 

concentrations of each excipient of the NEs (Kolliphor® HS15, Labrafac® W1349, Transcutol® HP).  

Then, 20 µL of MTT reagent (final concentration 1 mg/mL) was added and plates were incubated 2 extra 

hours at 37°C. Finally, 100 µL of lysis buffer (30% SDS, 33% Dimethylformadide, 2% glacial acetic acid, 

0.025N HCl, pH = 4.7) was added and absorbance was recorded at 570 nm after an overnight incubation 

at RT (Room Temperature). The LC50 values were calculated after plotting the dose-response curves 

using the GraphPad Prism software. Experiments were performed in triplicate. 

 

2.2.10. Quantification of apoptosis  

Apoptosis was assessed by labelling cells with annexin-V-FITC and propidium iodide (PI). 3.105 cells 

were treated for indicated times in complete corresponding medium, then washed in PBS, resuspended 

in annexin buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH = 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM 

-FITC (eBioscience) and incubated for 5 10 min before addition 

-Aldrich).  Analysis (n = 10 000) 

was done by flow cytometry (Accuri C6 cytometer, Becton-Dickinson). Annexin V-positive cells (PI 

negative and positive) were considered as apoptotic cells. For PBMC cells were labelled with anti-CD3-

FITC (BD Pharmigen) to identify the population isolated and with Annexin V-APC. Experiments were 

performed at least four times. 

 

2.2.11 PBMC isolation  

Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was done by FICOLL. Blood 1:1 in sterile PBS. 

FICOLL is added at the bottom of a tube and gently overlay with the diluted blood (1:2.5). After 

centrifugation at RT at 2200rpm with no brake for 20 min, cells at the interface (containing PBMC) were 

washed in PBS and then centrifugated at 300g during 10min two times. At the end, the pellet is 

resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS and cultured at 37°C in a humidified incubator 

in an atmosphere of 5% CO2 during maximum 48h. 

 

2.2.12 Measurement of BAK activation 

After 4h treatment with 4µM, cells were washed with ice-cold PBS and fixed for 5 min in PBS/0.25% 

paraformaldehyde (PFA) at room temperature (RT). Cells were then washed with PBS and incubated 

30 min at RT with conformational anti-BAX mAb (clone 6A7; Santa Cruz Biotechnology) diluted in 

-Aldrich). Cells were then washed with PBS, incubated 30 min at RT 

with a goat anti-mouse Alexa 488-conjugated secondary Ab (Beckman Coulter) in PBS, and washed 
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twice with PBS before flow cytometry analysis (BD Accuri C6). Experiments were performed at least 

three times. 

 

3. Results and discussion 

3.1. NA1-115-7 solubility and stability assessment 

From its structural properties, NA1-115-7 appears as a molecule that respects Lipinski's rules (Lop P: 

4.34, MW: 396.48, only 1 H donor and 5 H acceptors). At physiological pH, the molecule is not ionized. 

The thermodynamic solubility of NA1-115-7 was determined from the shake-flask method and was found 

to be 357.5 ± 9.8 µM i.e. 141.7 ± 3.9 µg/mL.  

 

Table 1. Structural properties of NA1-115-7  

 

MW: 396.48 Lop P: 4.34 MP: ?? pKa>12 

 

 

NA1-115-7, initially dissolved in DMSO at 10.1 mM (4.0 mg/mL), was added to the different biomimetic 

media (1:100 dilution) before immediate quantification of the solubilized drug. The solubilized NA1-115-

7 values appear better in the intestinal media (96.5 ± 0.6 µM in the simulated fasted state - FaSSIF, and 

94.7 ± 0.5 µM in the fed state one - FeSSIF) than in the simulated gastric fluid (SGF, 78.3 ± 0.3 µM). 

Once the beginning of the experiment, in these conditions, NA1-115-7 equilibrium solubility is reached 

in both intestinal media, being not affected by the presence of bile salts/phospholipids.  

 

Fig. 1. NA1-115-7 kinetic solubility in biomimetic media at 37°C (n=3) 
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In both simulated intestinal media, about 16% of NA1-115-7 is lost after one hour, before a steady-state 

was reached. In the biomimetic acidic environment of the stomach, the fraction of the solubilized 

molecule gradually decreases over time. The usual transit time is between 15 min and 3 h in stomach 

(Javadzadeh and Hamedeyazdan, Novel Drug Delivery Systems for Modulation of Gastrointestinal 

Transit Time Recent Advances in Novel Drug Carrier System  2012). After 3 hours, only about 14% 

of NA1-115-7 is recovered, i.e. 10.7 ± 0.1 µM. a difference in NA1-

115-7 ionized state since, considering its pKa values (Table 1.), the molecule is unionized in the different 

media. Instability in SGF is reliable to NA1-115-7 degradation in time as attested by the appearance of 

a second peak on the UHPLC chromatogram at tR = 2.24, which increases in time and becomes 

predominant 3h after the beginning of the experiment (results not shown).  

In fact, we have previously shown that a compound, with a structure similar to NA1-115-7, was sensitive 

to acidic conditions and rearranged spontaneously to a lactone [13].This was due to the presence of the 

6 -OH. We thus assume that NA-115-7 rearranges spontaneously in the biomimetic acidic environment 

of the stomach to a lactone. According to the SAR studies we have performed on that chemical series 

[11], this lactone is probably inactive on MCL-1 protein. In fact, we have shown that aldehydes at C8 

and C9 are required. 

 

 

Scheme 1. Rearrangement of NA1-115-7 in acidic media 

To permit its preclinical development, it appears crucial to find solutions to permit NA1-115-7 

stabilization against acid conditions, in particular if latter, oral administration is envisaged during early 

animal experiments.  

 

3.2. NA1-115-7-loaded nanoemulsions (NEs) formulation and characterization 

A nanoemulsion formulation was recently developed by our team on the basis of the biocompatibility 

profile of its excipients determined through a valuable miniaturized process implying human whole blood 

(Seguy et al. Pharmaceutics, under submission). Considering its valuable interest to solubilize, and 

stabilize active pharmaceutical ingredients, we decided to transpose this formulation to NA1-115-7. 

NA1-115-7-loaded NEs were successfully formulated by spontaneous emulsification process by using 

a 2 wt% drug loading rate. 

 

Table 2. Physico-chemical properties of blank (i.e. unloaded) and NA1-115-7-loaded nanoemulsions 

(NEs). 
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3.3. Nanoemulsions biological evaluation 

3.3.1. In vitro cytoxicity of NE on BL2 cells 

In order to better anticipate future in vivo tests, the development of in vitro experiments capable of 

providing information on cytotoxicity during non-clinical studies are necessary (Agence Française de 

Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, « Recommandations for toxicological evaluation of 

nanoparticle medicinal products », 2011). Nanoemulsions, that we proposed for the encapsulation of 

NA1-115-7, are formulated by an organic solvent-free method. Indeed, the use of organic solvents can 

provide safety issue and be dose-limiting due to their toxicity. Ours nanoemulsions have been developed 

from anhydrous mixtures made of excipients already described in the European Pharmacopeia. Their 

hemocompatibility has been already proven on human whole blood (Seguy et al. Pharmaceutics, under 

submission).  

Blank nanoemulsions were diluted in RPMI 1640 medium by a factor comprised between 1:8;000 to 

1:500, v/v (equivalent to 30.1 to 482.5 µg/mL of anhydrous excipients, respectively). Their cytotoxicity 

was assessed by MTT test on BL2 cells. This cell lines have demonstrated a good sensibility to NA1-

115-7 during its in vitro evaluation [11], [12]. It was compared to that of each excipient used in similar 

proportions to those of the corresponding diluted NEs. After 24h cells exposure to formulations, neither 

Labrafac® WL 1349, i.e. a medium chains triglyceride, or Transcutol® HP, a high-purity solvent and 

solubilizer, altered the growth of BL2 cells whatever the concentration used (Fig. 4.).  

Cell survival only slightly decreased (<20%) at a 1:2,000 dilution of the NEs (i.e. a corresponding 

concentration of the anhydrous excipients of 120.6 µg/mL). In consequence, exposure of cells below 

this blank NEs concentration, and ideally after a 1:4,000 dilution to discard any cytotoxicity, should be 

performed before use on BL2 cells. Considering the NA payloads comprised between 10.2 and 22.7 

mM (4 and 9 mg/mL, respectively) (Fig. 2), it should be possible to explore the effects of NA on BL2 

cells with concentrations up to 2.5 and 5.7 µM.  

Moreover, an LC50 of 236 µg/mL was determined for blank NEs (Fig. 4.) on BL2 cells. The toxicity is 

attributable to Kolliphor® HS 15 as the value of LC50 of 132 µg/mL is coherent with the proportion of the 

non ionic surfactant used in the formulation (55%, w/w). Nevertheless, due to its unique solubilization 

characteristics and safety profiles, this solubilizer with inherent amphiphilicity stemming, is widely used 

in parenteral and oral formulations for over several decades [21]. As all surfactants, it may induce some 

side effects at high concentration. Thus, it occurs also with surfactants that are widely used like 

polysorbate 80 and Kolliphor® ELP, but to a much larger extent (Solutol® HS15- Non-clinical safety and 

toxicology report (BASF)). 

If used alone, Kolliphor® HS15 is known to form 13-14 nm sized micelles in aqueous medium above its 

CMC (0.06-0.1 mM corresponding to about 55-95 µg/mL) whatever the nature of the aqueous buffer. 

On epithelial cells, it was shown that this surfactant exerted significant toxicity at concentrations above 

its CMC [22]. Surfactant monomers, eventually provided by micelles, would incorporate into the cell 

membrane. Through set up of a consequent disorder in the phospholipid bilayer packing following its 

insertion, Kolliphor® HS15 would induce membrane permeability enhancement, and hence, toxicity. 

Increased endocytosis rate in presence of this surfactant at permeability enhancing concentrations was 
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the BCL-xL dependent cell line, apoptosis was weakly induced following 2µM NENA treatment. NE 

provide an advantage by increasing efficiency of the compound and preserve its specificity.  

A similar enhancement of efficacy has already been observed with this nanoemulsions formulation 

applied to another MCL-1 inhibitor, the Pyridoclax [2]. It was shown in vitro that anti-tumor activity of the 

Pyridoclax-loaded nanoemulsions has increased to 2.5-fold its activity compare to free-Pyridoclax on an 

ovarian cancer cell line [3]. This activity was illustrated by a strong increase of caspase 3/7 activation 

-loaded NEs. The interaction between NE and either membrane component as 

phospholipids, or extracellular matrix of cells, promotes nanocarriers entry into the cell by endocytosis 

[4]. Here, the presence of Kolliphor® HS15 could be explain in part the enhancement of the cell uptake 

by endocytosis.  

 

 

Fig. 5. Apoptosis induction was measured after 24h treatment with free-NA1-115-7 at 2 and 4µM, Blank-

NE equivalent to a treatment of 2µM (eq 2µM) or NENA at 2µM with Annexin V / PI labelling analysed 

 

3.3.3 Engagement of mitochondrial apoptosis pathway 

NA1-115-7 is a BH3-mimetic specific of MCL-1 which disrupted BAK/MCL-1 interaction leading to BAK 

activation and to the switch on of the mitochondrial pathway [12]. To confirm that loaded-NA1-115-7 

triggered the same apoptotic pathway than free-NA1-115-7, BAK activation, a critical stage of this 

signaling pathway, was analyzed on BL2 and Remb1 cell lines. BAK activation was quantified by 

cytometry after labelling cells with a conformational antibody that recognizes only activated form of BAK 

(Fig 7). In BL2 cells (MCL-1/BCL-xL dependent cell line) treated for 4h with blank-NE (Eq. 2µM), only 

11.2±4% of cells exhibited an activated form of BAK, which was close to the percentage observed in 

untreated cells (15±1.5%). In contrast, treatment with NENA at 2µM or free-NA1-115-7 at 4µM, induce 

an activation of BAK in respectively 50.8±3% and 43.4±4% of cells. In Remb1 (BCL-xL dependent cell 

line) regardless of treatment, less than 10% of cells showed an activated form of BAK.  
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Thus, loaded-NA1-115-7 allowed a rapid and strong induction of apoptotic mitochondrial pathway 

specifically in MCL-1 dependent cell line at 2µM, confirming the previous results obtained.  

 

Fig. 6  BL2 and Remb1 cell lines were treated or not with Blank-NE at an equivalent of 2µM, NENA at 

2µM or free-NA1-115-7 at 4µM for 4h. Cells were then fixed, permeabilized, labelled with ab1, a 

conformational BAK antibody, and then analyzed by flow cytometry. Th

are from minimum three independent experiments. 

3.3.4 In vitro toxicity on heathy cells 

Then, it was important to confirmed that this enhancement of activity was not associated with higher 

toxicity in heathy cells. Thus, loaded-NA1-115-7 was tested PBMC (definition) isolated from healthy 

donor and apoptosis was quantified after Annexin V / PI labelling (Fig 6). First, blank-NE equivalent to 

a treatment of 2µM were not associated with apoptosis on PBMC, confirming the NE safety.  A weakly 

apoptosis (16±2% and 21.5±2% respectively) was observed after treatment with a concentration of 2 

µM of NENA or 4µM of free-NA1-115-7 compare to the percentage obtained with 0.5µM of S63845, a 

known MCL-1 inhibitor (61±4%). These results indicate that, like free-NA1-115-7, loaded-NA1-115-7 

was not associated with toxicity in heathy PBMC, a great advantage in the perspective of its in vivo 

evaluation. 
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Fig. 7 Apoptosis induction was measured on PBMC after 24h treatment with ,&-./0123(('45$6-&'.#(#7(-(

#"'-#8'.#(79(:;<(=>&-./0123024?:;<@, NENA at 2µM, free-NA1-115-7 at 4µM, or S63845 at 0.5µM 

with Annexin V / PI labeling analyzed 

minimum four independent experiments. 

 

4. Conclusion 

Although NA1-115-7 appears as a selective MCL-1 inhibitor of therapeutic interest for the treatment of 

lymphoproliferation, its hydrophobic character and its instability in acidic conditions could hamper its 

valuable preclinical development. Thanks to the use of nanoemulsions, the challenge of limited solubility 

and stability was overcome. By keeping in mind that the formulation itself could be not totally exempt of 

biological effect, it appeared important to characterize the cytoxicity profile of the nanoemulsions in order 

to define optimal use conditions for in vitro evaluations. The biocompatible formulation tool permitted to 

preserve NA1-115-7 specificity as MCL-1 inhibitor inducing massive cell death on lymphoproliferation 

cells by activation of the apoptotic mitochondrial pathway. Nanoemulsions even increase efficiency of 

the compound on hematological cells, while showing no toxicity in heathy PBMC cells, offering a great 

advantage in the perspective of its in vivo evaluation. 
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Résultats préliminaires  :  

Afin de pouvoir mener une étude approfondie du composé NA1-115-7, il a tout d'abord fallu récolter à 

nouveau la plante, qui est un arbre endémique de Nouvelle-Calédonie. Ce travail a été effectué par 

Vincent Dumontet (ICSN) qui a, au préalable, obtenu toutes les autorisations de récolte nécessaires. 

Après avoir séché et broyé les écorces, celles-ci ont été envoyées à l'ICSN afin d'être extraites par un 

solvant organique. L'extrait d'écorce a ensuite été purifiée selon un protocole déjà mis au point (Allouche 

et al., 2009). Le composé NA1-115-7 est très majoritaire au sein de cet extrait (5% environ) et a pu être 

obtenu à l'échelle de plusieurs grammes. 

in vivo du NA1-115-7 avait pour objectif de déterminer la voie 

yer sur les données de pharmaco-cinétiques (PK). Cependant, par 

manque de temps, nous avons dû nous passer de ces informations pour répondre à nos questions. Les 

nanoémusions (NE) développées pour cette évaluation in vivo étaient conçues à la fois pour une 

administration par voie intra-veineuse (IV) et par voie Per Os. La seule condition pour utiliser ce type 

de formulation en voie IV est un bolus très lent (100µL/min), afin de limiter la toxicité locale, mais 

déjà observée par le passé et parfois associée à la mort 

chez la souris. Les NEs ont donc été préparées à Caen (Eq. A. MALZERT-FREON) et divisées en deux 

lots : un restant à Caen, utilisé pour le dosage du NA1-115- nt envoyé 

choisi 

Nude, souris présentant une modification génétique les 

empêchant extrêmement réduit de 

lymphocytes T, ont été utilisées i-tumoral du NA1-115-7. En effet, 

de ces souris immunodéficientes est que si on leur injecte des cellules tumorales humaines, celles-ci se 

développent, alors que ce n  pas possible chez des souris immunocompétentes. Les souris ont donc 

été injectées (dose unique) avec différentes concentrations de NA1-115-7 au niveau de la veine de la 

queue. Cependant, malgré les faibles doses injectées, nous avons observé une forte toxicité qui se 

manifestait :  

- Aux plus faibles concentrations par une  

- A

en présentant des symptômes qui pourraient être associés à une embolie pulmonaire (dyspnée, 

stress, sang dans les poumons après autopsie, .  

par des NE-blanches (non chargées avec le NA1-

115-7) ce qui indique que la toxicité est associée au NA1-115-  

Nous avons donc Per 
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Os. Avec ce nouveau protocole, des Nude ont été gavées en dose unique avec les NEs chargées de NA1-

115-7 (NENA) ou avec des NE-blanches. Une dose maximale tolérée a pu être déterminée aux alentours 

de 40mg/kg. Cette dose étant déterminée, nous avons voulu savoir si les souris étaient capables de 

supporter une accumulation de cette dose avec un gavage tous les jours. Au bout de trois jours, 

de toxicité présentés par les souris gavées 

avec le NENA, mais pas avec les NE-blanches.  :  

- Posture voutée et recroquevillée 

- Peu / pas de déplacements 

- Toilettage approximatif : piloérection 

- Yeux mi-clos 

Ces résultats  : Gavage à 20mg/kg 

de NA1-115-7 tous les trois jours, et d s. 

Une fois ce protocole défini, il nous a donc fallu évaluer si, lorsque le NA1-115-7 encapsulé était 

administré, la molécule induisait un effet anti-tumoral. Comme modèle tumoral, nous avons choisi 

-cutanée 7,5.106 cellules de la lignée BL2  avec laquelle nous avions obtenu des 

résultats intéressants in vitro  avec du MatriGel® (1:1) chez des souris Nude. Ce choix était aussi 

justifié par 

des souris Nude. Cependant, seule une tumeur BL2 sur vingt a pris (5%), ce qui est bien trop faible pour 

. Après avoir répété 

s avons donc choisi de changer de 

souche de souris, en utilisant des souris de type NSG (NOD scid gamma), plus immunodéprimées que 

les Nude. 

mutations, elles ne disposent ni de cellules T matures, ni de cellules B matures, ni même de NK. De 

plus, ces souris sont même déficientes pour la plupart des cytokines. Avec cette nouvelle souche, nous 

avons eu une prise de greffe de 100%. Les manipulations sont donc en cours -

tumoral du NA1-115- le protocole défini. Les souris seront traitées Per 

os, soit avec les NE-blanches, soit avec les NENA, à une dose de 20mg/kg (ou équivalent pour les NE-

blanches), tous les trois jours. Les paramètres sanguins des souris ont été déterminés (plaquettes, 

mesurés pour chacun des deux 

groupes au cours du traitement. De même, les organes vitaux (rein, rate, foie, seront 

prélevés et leurs poids seront comparés entre les groupes, afin de déterminer une éventuelle toxicité 

associée au NA1-115-7. Un suivi du poids de la souris

général de la souris, sera -tumoral est quant à lui déterminé de 

façon régulière (tous les deux jours) en mesurant la largeur (l) et la longueur (L) de la tumeur. Le volume 

tumoral est alors déterminé en appliquant la formule suivante :  
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Lorsque la tumeur dépasse un seuil de 2000mm3

façon, si une souris présente un des signes manifestes de douleurs (apparence physique, comportement, 

), ou une perte de poids significative (>10%), elle sera 

sacrifiée. 
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Figure 25 : Description de la réaction de Paal-

présentant une lysine. 

Kornienko et al., 2017  
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Les résultats obtenus au cours de ce projet de thèse ont conduit à la rédaction de trois 

publications dans des domaines différents : chimie, biochimie, biologie et galénique. Cependant, dans 

chacune des parties de ce travail, des questions se posent. Pour y répondre et mieux comprendre le 

mécanisme d'action précis de ce composé, des expériences complémentaires pourraient être réalisées.  

Publication n°1  

La première publication est axée autour de l'aspect chimique et biochimique de ce projet. Le criblage à 

composés terpéniques de type drimane de deux plantes de Nouvelle-Calédonie. Parmi ceux-ci, deux 

composés, dont le NA1-115-7 ont montré une très bonne affinité pour MCL- -

nanomolaire), une affinité moyenne pour BCL-xL et aucune affinité pour BCL-2. Ces résultats ont été 

confirmés par des études d'interactions avec MCL-1 et BCL-xL par résonance magnétique nucléaire 

(RMN). Elles ont montré que ces deux composés se lient à MCL-1 au niveau de son sillon BH3 et de 

confirmer que leur affinité est beaucoup plus forte pour MCL-1 que pour BCL-xL. Ces composés, dont 

le NA1-115-7, peuvent donc être considérés comme sélectifs de MCL-1. Dans un deuxième temps, le 

eraction entre MCL-1 et le NA1-115-7 a été étudié plus en détails. En effet, une étude 

ancienne (Cimino et al., 1987) propose que l'activité biologique des molécules de type polygodial puisse 

provenir de leur capacité à former une liaison covalente avec une lysine de la protéine cible. Cette liaison 

se ferait via un réarrangement de type Paal-Knorr pour conduire à un composé pyrrole. Cependant, 

seules quelques études expérimentales entre un polygodial simple et des molécules aminées étayaient 

cette hypothèse (Dasari et al., 2015) effectuée par F. Malard (ICSN) a montré que le 

signal de certains acides aminés (dont la lysine 134), localisés à proximité du domaine BH3 et donc du 

sillon hydrophobe de MCL-1, sont très affectés lors de l'addition de notre composé. Nous avons donc 

émis l -ci formait, avec une lysine du sillon hydrophobe, un complexe stable et 

irréversible. Une expérience de MALDI (V. Guérineau, ICSN) a permis de confirmer cette hypothèse. 

En effet, après addition de deux équivalents de NA1-115-7 à la protéine MCL-1, nous observons, au 

bout de deux heures, la formation de manière quasi quantitative, d'un pic d'une masse supérieure de 380 

Da, correspondant à la formation d'un adduit pyrole. Les réactions Paal-Knorr entre une protéine et un 

produit naturel,  constituer un avantage pour 

le développement des nouvelles molécules en leur confèrant un potentiel thérapeutique très intéressant 

(Kornienko and La Clair, 2017). Au niveau cellulaire, cette inhibition de type suicide (ou covalente) 

conduit à la fois à la dégradation de la cible et de la molécule inhibitrice. Bien que longtemps écarté du 

développement de nouvelles drogues par les industriels, à cause du risque élevé de « off-target » (non 
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spécificité) (Singh et al., 2011), ce type de mécanisme présente, comme le décrit 

Ghosh et al., et Singh et al., de nombreux avantages (Ghosh et al., 2019) : 

- Une forte affinité pour la cible. 

- 

sanguine (données PK/PD différentes des inhibiteurs non-covalents). 

- Un risque limité de résistance 

plus efficaces sur les cellules qui ont acquis une résistance après traitement avec un inhibiteur 

non-covalent (Kwak et al., 2005). 

Sur les 39 molécules covalentes approuvées par la FDA en 2011, 20% sont utilisées dans la lutte contre 

exemple (Ghosh et al., 2019).  

Pour déterminer de manière non ambiguë la structure de l'adduit formé entre une lysine et le NA1-115-

7, la réaction décrite en figure 25, a été reproduite au laboratoire. Du NA1-115-7 a été agité à température 

ambiante avec de la lysine (deux équivalents) dans un mélange de dichlorométhane et d'eau. Après 

réarrangement de Paal-  Contrairement à 

l'expérience de MALDI, qui montre que le NA-1-115-7 se lie de manière covalente à MCL-1 en moins 

composé pour le sillon hydrophobe de MCL-1 favorise la réaction de Paal-Knorr, et donc par 

aussi que le composé NA1-115-7 est une 

molécule « suicide » (une fois fixée à la cible elle est dégradée avec). A notre connaissance, il s'agit du 

premier BH3-mimétique suicide.  

-1, cette protéine anti-apoptotique de la famille BCL-2, dans la survie de 

nombreux types de cancer, et en particulier dans les hémopathies malignes, est bien avérée (Glaser et 

al., 2012; Gong et al., 2016). De même, son implication dans les résistances aux traitements (Michels et 

al., 2014; Trivigno et al., 2012; Wertz et al., 2011) et dans les rechutes (Wuillème-Toumi et al., 2005) 

est très bien documenté. MCL-1 est également responsable de certaines résistances aux BH3-

mimétiques ciblant BCL-2 et/ou BCL-xL (van Delft et al., 2006; Lin et al., 2016)

combinaison entre des BH3-mimetiques ciblant BCL-2 et MCL-

thérapeutique (Li et al., 2019) -1 ont incité plusieurs équipes 

à développer des inhibiteurs spécifiques comme le présente les Figure 26 et 27. Parmi ceux-ci, trois 

composés ont été produits par des compagnies pharmaceutiques : AZD-5991 (Astrazeneca) ; AMG176 

(Amgen) et S63845 (Servier). Tous trois ont montré des résultats pré-cliniques encourageants, mais 
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notamme

confidentielles, mais il est possible de suspecter une toxicité chez les patients. Une cardiotoxicité a 

notamment obligé Amgen à suspendre son essai clinique NCT03465540. Le problème de cardiotoxicité 

avait déjà été abordé, lorsque le rôle de MCL-1 dans les cardiomyocytes  a été découvert (Wang et al., 

2013). Wei et al. linique, pour chacun des composés 

ciblant MCL-1, une fenêtre thérapeutique présentant un profil de toxicité acceptable aux vues des 

multiples implications physiologiques de MCL-1 (Wei et al., 2020). 

Dans ce contexte, il est donc important de développer de nouveaux outils, ou de nouvelles stratégies, 

qui permettraient de continuer à cibler MCL-1, tout en limitant les effets secondaires qui y sont associés. 

Des systèmes de vectorisation, par des anticorps par 

des cellules tumorales, préservant au passage les cellules cardiaques. Le développement de composés 

moins toxiques, possédant  par exemple), 

représenterait également une alternative aux molécules déjà développées.  

Concernant les perspectives associées au NA1-115-7, il serait intéressant de moduler la structure de ce 

composé, tout en conservant la base de la structure du drimane. Cela permettrait orer son affinité 

pour la protéine MCL-1, ainsi que sa spécificité. Différentes fonctionnalisations peuvent alors être 

envisagées au niveau de l'alcool libre et/ou de l'alcool engagé dans une fonction ester. En effet, il est 

possible de protéger les deux aldéhydes et de les déprotéger dans des conditions douces. Cela pourrait 

Figure 28). Il 

 . La synthèse d'un analogue fluorescent 

permettrait de faire des expériences de co-localisation avec la mitochondrie et de vérifier sa spécificité 

(in vitro), mais également de mieux comprendre le comportement du NA1-1157 in vivo, en le localisant 

dans .  

 

Publication n°2 

 et la toxicité du composé NA1-115-7 et déterminé son 

in vitro (publication n°2). 

composé pour MCL-1, 

se traduit par une cytotoxicité spécifique. Nos expériences nous ont permis de démontrer que le composé 

NA1-115-7 est cytotoxique uniquement pour les lignées MCL-1-dépendantes, et ce, de façon rapide 

(24h), et avec une LC50 faible. Dans ces cellules, NA1-115-7 induit la voie mitochondriale de 
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seulement 2h des cellules avec le NA1-115-7 

(analyse à 24h). Un résultat similaire avait déjà été observé avec le composé d Amgen 

(Caenepeel et al., 2018) -115-7 sur MCL-1. Celle-ci peut 

également être confirmée par la rupture du complexe MCL-1/BAK, dès 4h, comme le montrent les 

résultats de co-immunoprécipitations. Ces résultats complètent ceux obtenus par RMN qui ont montré 

que la fixation du NA1-115-7 sur MCL-1 se fait au niveau du sillon-hydrophobe. Ce composé agirait 

donc comme un BH3-mimetique puisqu'il présente de nombreuses caractéristiques qui leur sont 

classiquement associées :  

- Une affinité très forte pour MCL-1 

- -1 dans les cellules (la cible est atteinte dans les cellules) 

- Une cytotoxicité rapide, dirigée uniquement contre les lignées dépendantes de MCL-1 

-mimétiques. Pour le moment nous 

es cellulaires nous permettant de valider ou non cette hypothèse, mais 

èrerait que notre 

composé interagit uniquement avec MCL- s voies de signalisations 

 

Nous avons ensuite montré que la liaison du NA1-115-7 avec MCL-1 entraîne dans un premier temps 

-176 

(Caenepeel et al., 2018), et avec le S63845 (Kotschy et al., 2016)

les expériences de MALDI, l'interaction de notre composé avec MCL-1 est cependant plus complexe 

que celle de ces deux molécules. Bien que ciblant le sillon hydrophobe, notre composé se lie de façon 

covalente avec la protéine. Cette propriété originale est très intéressante et permet de positionner notre 

molécule différe En effet, le caractère suicide du NA1-115-

7 ne permet pas de cibler des tumeurs qui surexpriment massivement MCL-1 car les doses nécessaires 

à sa saturation pourraient être très importantes et donc éventuellement toxiques. Contrairement aux 

molécules S63845, AMG-176 ou AZD-5991, la monothérapie dans ce type de tumeurs ne serait pas 

efficace. Par contre, ce composé pourrait jouer un rôle de molécule sensibilisatrice pour, par exemple, 

prévenir des résistances de MCL-1 au Venetoclax®. Une autre possibilité pourrait être le traitement des 

MM, qui sont principalement dépendant de MCL-1 mais qui ne présentent 

1q et donc  ne surexpriment pas MCL-1 (Seiller et al., 2020).    

Nous avons également montré qu'un traitement avec le NA1-115-

attendue, puisque BAK interagit directement avec MCL-1 (Cuconati et al., 2003; Willis et al., 2005), 
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-1 et BAX. Cependant, il a déjà été mis en évidence que de fortes 

concentrations de MCL-1 inhibent le changement conformationnel de BAX, et que des concentrations 

plus faibles sont (Germain et al., 2008). Par 

cellule se détache de sa matrice, peut être induite par la dégradation de MCL-1 et la présence de BIM. 

-

(Rennebeck et al., 2005). Cette interaction indirecte entre MCL- et la 

translocation de BAX vers la mitochondrie avait déjà été évoquée par Germain et al. Ils avaient montré 

que la fonction anti-apoptotique de MCL-1 requiert même la présence de BAX, et semble également 

impliquée dans ces de -apoptotique BCL-xL, à travers la protéine BH3-only BAD (Germain et al., 

2008). uipes de 

cancers dits « solides » il semblerait que les interactions entre pro- et anti-apoptotiques soient différentes 

de celles présentées précédemment. 

indépendante des BH3-only, notamment de BIM et BAD lors du ciblage pharmacologique de MCL-1 et 

BCL-xL dans ces tumeurs (Greaves et al., 2019). Ces travaux confirment 

-

apoptose est 

-1. Nous ne sommes 

pas les premiers à montrer que le ciblage de MCL-1 par un BH3-mimétique est associé à une 

activation de BAX. En effet, lors de la 5ème 

Hematology ; Lisbonne, 2019), Strasser et al. ont présenté des résultats obtenus avec le S63845 qui 

mettaient en évidence que la perte de BAX dans des cellules de lymphomes, conférait une résistance à 

cet anti-MCL-1 (Strasser, 2019). Comprendre comment MCL-1 est impliquée dans la résistance à 

s les BH3-mimétiques ciblant MCL-1.  

Par ailleurs, les interrogati  : la façon dont elle forme des 

complexes, seule ou avec BAK, pour perméabiliser la membrane est sujette à des controverses. Depuis 

dimères 

pour perméabiliser la membrane mitochondriale est peu à peu remise en question. Une étude récente  

e était capable de former un hétérodimère avec BAK après un 

traitement combiné de S63845 et de Venetoclax (Seiller et al., 2020). Cette coopération entre BAX et 

-

1 et BCL-2. Ain

lymphomes de Burkitt par la vérotoxine impliquait à la fois des homodimères de BAK et BAX 
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contribuant au relargage initial du cytochrome c et de SMAC/DIABLO de la mitochondrie et des 

hétérodimères BAX/BAK amplifiant ce processus (Debernardi et al., 2018). Enfin une autre équipe a 

montré des résultats similaires après un traitement avec du TNF-  (Sundararajan et al., 2001). Par 

-résolution a aussi montré dans la membrane de la 

mitochondrie, l

hétérogène, qui pourraient refl (Große et al., 2016; 

Salvador Gallego et al., 2016). Cela serait donc intéressant de creuser ces questions afin de mieux 

comprendre ce processus.  

En plus de son originalité de fixation (molécule suicide), une des autres caractéristiques importantes du 

NA1-115-7, lui permettant de se démarquer des autres composés développés, est sa très faible toxicité 

in vitro. Celle-ci a été mise en évidence au niveau des cellules sanguines humaines saines (globules 

-5991 

(Tron et al., 2018) ni pour le S63845 (Kotschy et al., 2016). De plus, la suppression de MCL-1 au niveau 

al. 

et Wang et al, ce qui a terme, peut être un véritable problème pour le développement clinique des 

inhibiteurs de MCL-1 (Thomas et al., 2013a; Wang et al., 2013). Nous avons également démontré 

-115-7 in vitro. Outre son implication au niveau sanguin et cardiaque, 

MCL-1 joue un rôle important au niveau du foie, des cellules souches et du cerveau (Cazanave and 

Gores, 2009; Hasan et al., 2013; Hikita et al., 2009; Rasmussen et al., 2018), il serait alors intéressant 

de confirmer que, comme  Fratoni et al., notre composé ne présente pas de  

toxicité dans ces organes (Fratoni et al., 2018). 

Publication n°3 

Les résultats in vitro obtenus avec le NA1-115-7 étant conva

sa toxicité in vivo. Les deux principaux inconvénients de ce composé sont sa faible solubilité en milieu 

aqueux (comme 50% des molécules qui entrent en développement pré-clinique), mais aussi son 

instabilité (notamment à pH acide) comme a pu le montrer Fomekong et al. (Fomekong Fotsop et al., 

2008) in vitro ces inconvénients n'ont pas posé de problèmes puisque le composé était 

 utilisé à une concentration finale de 0,1%. En revanche, 

in vivo et de la valider. 

C'est ce travail qui fait l'objet de la troisième publication.  

La solubilité d'un composé dans une formulation donnée est l'une des propriétés les plus importantes 

(Bergström et al., 2014). Afin de trouver la formulation 

adéquate pour ce composé sensible en conditions acides, nous avons établi une collaboration avec 

-FREON (CERMN). Celle-ci a encapsulé le NA1-115-7 en utilisant une 

technologie innovante : les nano-émulsions (NE) versatiles (Gué et al., 2016). Ces dernières années les 
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systèmes de délivra (Mazzaferro et al., 

2013) (Cui et al., 2019; Ezzat et 

al., 2019; Groo et al., 2015; Youssef et al., 2018). Après une évaluation de la stabilité du NA1-115-7 

encapsulé, dans différents milieux biomimétiques, nous avons cherché à évaluer la toxicité intrinsèque 

de ces NEs. Nous avons ainsi pu détecter une toxicité induite par l  Kolliphor. 

-115-7, dans ces 

NEs. Nous avons également démontré que le NA1-115-

orsque le composé est encapsulé, 

ègent et stabilisent 

 stabilité dans les différents milieux bio-mimétiques. 

D'autre part, les NEs sont composées de Kolliphor® HS15, ce qui améliore sa pénétration cellulaire. En 

effet, les NEs eragir avec les phospholipides et d'autres constituants de la membrane 

cellulaire, mais également avec la matrice extracellulaire. Cette interaction augmente le phénomène 

absorption cellulaire par un p et donc par la même occasion, augmente sa 

biodisponibilité. 

a également été observée lors de l'encapsulation du Pyridoclax, un autre 

inhibiteur de MCL-1, par la même stratégie (Groo et al., 2017). Son activité anti-tumorale sur des 

Cette activité a 

également été mesurée par  

par imagerie (Groo et al., 2020). Que ce soit avec le NA1-115-

ces composés dans des NEs augmente donc leur efficacité.  

Per Os (car elle le protège d'un pH acide) 

mais également la voie intra-veineuse (IV) (Gué et al., 2016). La première permet une administration 

facile et répétable, mais permet également de baisser la pénibilité et le coût du traitement (Thanki et al., 

2013). En revanche, la présence de nourriture  peut perturber la stabilité des NEs (Groo 

et al., 2017)  le contact 

avec les sucs gastriques

inistration IV de ces NEs chargées avec le NA1-115-7 était 

associée à une très forte toxicité (probablement une embolie pulmonaire) entraînant la mort ou 

 

sont pas connues mais nous pouvons émettre certaines hypothèses. Bien que les NEs aient été 

(Haley and Frenkel, 2008)
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les plaquettes. Les NEs pourraient donc former des caillots, entraînant des occlusions (Yuan et al., 2008). 

 mécanisme, 

impliquant la présence du NA1-115- s que le NA1-115-7 se 

 de la NE, ou qu Si cela était 

le cas, cette présence de NA1-115-7 en forte concentration dans le sang pourrait très bien être associée 

à une toxicité. Les variations du pH (Kuentz, 2008) s comme les lipases (Ozturk 

et al., 2015) sont des paramètres bien connus qui entraînent une libération précoce des drogues contenues 

dans les NEs. 

La voie IV a donc été abandonnée. Dans notre cas, les NEs sont formées avec du polyethyleneglycol 

(PEG), ce qui permet de diminuer les interactions des NEs avec les enzymes digestives et donc de 

prévenir une dégradation par le tractus gastro-intestinal. Cela améliore également la pénétration de la 

muqueuse (Groo et al., 2014; Palacio et al., 2016). Une administration Per Os est donc tout à fait 

envisageable avec ce type de formulation, et a donc été sélectionnée in vivo du NA1-

115-7.  

Perspectives liées au développement vivo  

Les effets du NA1-115-7 encapsulé dans des NEs sont actuellement évalués sur des greffes de tumeurs 

BL2 faites sur des souris de souche NSG car les cellules BL2 n'ont pas formé de tumeurs chez les souris 

de la souche Nude

immunodéprimées que les Nude, qui disposent de cellules B et NK (natural killer) actives, mais pas de 

cellules (Okada et al., 2019). Une autre 

s chez les 

souris Nude,  NSG (Shultz et al., 2014).  

ogreffes auraient également pu être utilisés. Des modèles plus innovants et plus 

représentatifs des cancers hématologiques ont également été développés. Par exemple, le développement 

in vivo d  disséminé » (Tron et al., 2018). Dans ce 

type de modèle murin, les cellules cancéreuses sont injectées directement dans la circulation sanguine, 

ce qui est plus représentatif de ce type de cancer. Après traitement, la moelle osseuse et le sang 

périphérique sont collectés afin de détecter ou non la présence de ces cellules cancéreuses et donc 

ffet anti-tumoral du produit.  

-ci, 

forcément le plus adapté. Par exemple, pour les composés AZD-5991 et S63845, les toxicités ont été 

déterminées in vivo, chez la souris. Or la protéine MCL-

e (Kotschy et al., 2016)

chez la souris otre composé a également été 

ue 
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le NA1-115-7 présente une affinité pour la protéine MCL-1 murine supérieure à celle observée pour la 

protéine humaine (données non présentées). Une autre équipe a 

ayant une structure proche de celle du NA1-115-7, in vivo sur le rat. La protéine MCL-1 de cette espèce 

est trè

démontrée pour MCL-  , poumon, 

foie, (Fratoni et al., 2018). Ces résultats confortent les nôtres 

-115-7. Pour évaluer pré-cliniquement les inhibiteurs potentiels de 

MCL-1, le rat est certes une alternative, mais les souris humanisées pour MCL-1, développées et 

produites au WEHI (Melbourne, Australie) semblent être un outil encore plus intéressant. Les 

ation dans la détection des 

-176, le nombre de cellules B, de 

(Caenepeel et al., 2018). Les travaux sur ces souris humanisées ont également perm

maximum tolérée de S63845 bien plus basse (12.5 mg/kg) que celle déterminée sur des souris WT (40 

mg/kg) (Brennan et al., 2018).  

ériences in vivo able de 

 

- que (PK) ou de 

40mg/kg, nous avons pris le parti de 

traiter tous les 3 jours à 20 mg/kg. Il reste cependant possible 

fréquence de traitement plus élevée ent pas été associées à une toxicité

 devront donc être testés.  

- En fonctionnalisant les NEs. Le récepteur au folate (ou acide folique) est fréquemment surexprimé à 

la surface des cellules cancéreuses (Cheung et al., 2016). Son ciblage actif, en ajoutant du folate sur les 

NEs

(Tomasina et al., 2013a). Il a  été démontré que les vecteurs agrémentés lique 

étaient mieux internalisés dans les cellules de lymphomes B surexprimant ces récepteurs (Qiu et al., 

2018). ique présente de nombreux avantages : une très forte affinité pour son 

récepteur (Kd  

stabilité, et pour finir une bonne compatibilité avec les solvants aqueux et organiques. Son coût, 

relativement abordable et sa disponibilité sont également des avantages à son utilisation. Différentes 

stratégies ont été mises en place pour le lier aux NEs (Zalipsky et al., 2004). Parmi elles, une stratégie 

rapide et facile consiste à décorer des nanoparticules avec un dérivé du folate, simplement en injectant 

ce dérivé (folic acid-polyethylene glycol 2000-distearylphosphatidylethanolamine, FA-PEG-DSPE) à la 
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nanoparticules (Tomasina et al., 2013b). Grâce à cela, les nanoparticules atteignent rapidement les 

cellules cancéreuses et peuven

au folate permettant ainsi une délivrance rapide de la drogue. Nous supposons que le même effet est à 

prévoir avec nos NEs couplées au folate.  

- ligne plus adapté. En effet, la compréhension du mécanisme 

s contraintes à son utilisation. Il est donc 

important de trouver un modèle dépendant de MCL-1 mais qui ne surexprime pas la protéine, comme 

les MM. Une autre perspective est portée par les modèles résistants aux autres BH3-mimétiques, et 

notamment au Venetoclax. NA1-115-7 pourrait alors être utilisé dans un premier temps, en tant que 

molécule sensibilisatrice. 

- En combinant les NENA avec . En même si 

inhibiteurs de MCL-1 en monothérapie présente des résultats intéressants, son utilisation en 

-mimétiques ou avec des traitements classiques (chimiothérapies, 

e où il est avéré que MCL-1 

joue un rôle essentiel dans la résistance au Venetoclax®, il a été montré inhibition de MCL-1 

induisait une meilleur efficacité de ce BH3-mimétique ciblant BCL-2 dans les LAM (Luedtke et al., 

2017). De même, un inhibiteur de MCL- -737, un inhibiteur dual BCL-

2/BCL- -737 (Doi et al., 

2012). Pour cela, les nouvelles molécules BH3-mimétiques développées, ont souvent été testées en 

combinaison avec le Venetoclax®, et les résultats présentés sont très encourageants (Algarín et al., 2020; 

Caenepeel et al., 2018; Li et al., 2019; Tron et al., 2018). Des essais cliniques entre ces nouvelles 

-199 (NCT03218683 ; NCT03672695 ; NCT03797261) ont donc été démarrés. Dans 

-1, combinée avec les chimiothérapies classiques était bénéfique (Brinkmann et 

al., 2017). Un essai clinique a donc également été lancé entre AMG-

(NCT02675452). Il existe moins de données concernant une combinaison entre un inhibiteur de MCL-

1 et un traitement par radiothérapie, même si cela a déjà été démontré comme bénéfique (Wei et al., 

2015).  

Il serait donc intéressant d  pour notre molécule 

antitumoral et de la proposer comme une vraie alternative aux molécules en cours de développement.  

Pour finir sur les perspectives de développement de cette molécule, il est intéressant de revenir sur le 

-mimétiques ciblant MCL-1 développés, le choix des hémopathies 

malignes a été privilégié. Cela se justifie notamment par le rôle omniprésent de MCL-1 dans ces 

pathologies (Wei et al., 2020). Cependant -1 est beaucoup plus vaste et ne se limite pas 
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aux cancers sanguins (Beroukhim et al., 2010). Combiner ces BH3-

permettrait de cibler les cancers solides résistants ou en rechute, qui présentent une dépendance à MCL-

1. Des études pré- ce sens, comme par exemple la combinaison de AMG-

176 avec le trametinib (un inhibiteur de MEK), qui permet de meilleurs résultats que le trametinib en 

monothérapie, dans le cancer du poumon (Nangia et al., 2018). 

serait aussi un avantage dans le ciblage de ces cellules, qui pour la plupart surexpriment les récepteurs 

 

Bien que nous ayons beaucoup travaillé au développement de ce composé, ce qui a porté ces fruits 

-mimétique entrainant une 

in vivo 

plus approfondie permettant de déterminer dans quel contexte son utilisation est la plus intéressante. 

Pour finir, son système de fixation covalente à sa cible pourrait nous inciter à faire un vrai travail de 

modulation de la molécule, en jouant sur sa structure, af

donc de développer un dérivé encore plus intéressant.  

Ce composé devra encore franchir plusieurs étapes supplémentaires dans son développement pour 

atteindre la phase clinique. (Debernardi, 2016) 
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